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Rola genu GADI1 (glutamate decarboxylase 1)
oraz jego regulacji epigenetycznej w etiopatogenezie schizofrenii

The role of GADI (glutamate decarboxylase 1) gene and its epigenetic regulation
in etiopathogenesis of schizophrenia
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STRESZCZENIE

Cel. Dokonano analizy publikacji indeksowanych w bazach ProQuest, ScienceDirect, PubMed oraz EBSCOhost. Bazy danych prze-
szukiwano stosujqc nastepujqce stowa kluczowe: GADI oraz schizophrenia. Preferowane byly publikacje ktore ukazaly sie drukiem po
roku 2000. Autorzy przedstawiajq przebieg oraz wyniki najnowszych badan nad hipermetylacjq histonow H3 genu GADI, metylacjq
promotora genu GADI oraz postulowanym udziatem tych zjawisk w etiopatogenezie schizofrenii.

Poglqady. Dziedziczenie epigenetyczne (pozagenowe) to mechanizmy uczestniczqce w wystgpowaniu cech w komorkach potomnych,
ktorych obecnosé nie jest zwiqzana z mutacjami materiatu genetycznego komorek macierzystych. Jednym z mechanizmow epigenetycz-
nych jest hipermetylacja histonow lub bezposrednia metylacja DNA i zwiqzane z tym hamowanie ekspresji genow.

Whioski. Poprzez regulowanie aktywnosci genow neuronow GABAergicznych, metylacja odgrywa istotng role w neurobiologii schizo-
frenii. Uzyskane dotychczas wyniki stanowiq punkt wyjscia do przysztych badan teoretycznych i doswiadczalnych.

SUMMARY

Objective. The following databases: ProQuest, ScienceDirect, PubMed and EBSCOhost were analyzed using two key words — “GADI1”
and “schizophrenia”, with preference for papers published since the year 2000. The article presents paradigms and findings of most recent
studies on H3 histone hypermethylation at GAD1 gene promoter, methylation of GADI gene promoter and assumed implication of these

phenomena in the etiopathogenesis of schizophrenia.

Review. The epigenetic (extragenetic) inheritance is defined as involving mechanisms that participate in the emergence of filial cell
characteristics unrelated to genetic mutations of parent cells. One of the epigenetic mechanisms is histone hypermethylation, or direct DNA

methylation and subsequent inhibition of gene expression.

Conclusions. Methylation plays an important role in the regulation of genes in GABAergic neurons, and thus in the neurobiology of
schizophrenia. The results obtained so far provide a starting point for future theoretical studies and experimental research.

Stowa kluczowe: GAD1/MLLI / histony / schizofrenia
Key words: GAD1 /MLLI1 / histones / schizophrenia

Celem tej pracy pogladowe;j jest przedstawienie now-
szych wynikow badan nad jednym z najwazniejszych pro-
bleméw tzw. ,,wielkiej psychiatrii”, a mianowicie etiopato-
genezy i dziedziczenia w schizofrenii. Postanowilismy
przyblizy¢ srodowisku psychiatrycznemu rolg genu GAD1
w dziedziczeniu epigenetycznym schizofrenii poniewaz nie
znalezli$my publikacji na ten temat w polskim pismiennic-
twie psychiatrycznym.

Dwadziescia lat temu Sherrington 1 wsp. opublikowali
w Nature pierwsze doniesienie o odkryciu na dhugim ra-
mieniu chromosomu 5 dwoch polimorfizméw genowych
zwiazanych prawdopodobnie z podatnos$cia na zachorowa-
nie na schizofrenig [1]. Publikacja ta data poczatek licznym
badaniom po$wigconym genetycznemu podtozu schizofrenii.
Od poczatku badan nad genetyka schizofrenii bylo jasne,
ze niewystepowanie 100% dziedziczenia tej choroby wyklu-
cza mozliwos$¢ istnienia pojedynczego genu odpowiedzial-
nego za wystapienie lub niewystapienie tego schorzenia.
Wraz z poznawaniem funkcjonowania aparatu genetyczne-

go obok paradygmatu poligenowego dziedziczenia predys-
pozycji do zachorowania na schizofreni¢ pojawita si¢ kon-
cepcja epigenetycznego — czyli pozagenowego — dziedzi-
czenia podatno$ci na zachorowanie. Pragniemy ponizej
przedstawic przebieg badan nad jednym z ciekawszych zda-
niem autoréw mechanizmoéw epigenetycznych mogacych
uczestniczy¢ w procesie etiopatogenezy schizofrenii.
Kwas gamma-aminomastowy (GABA, gamma-amino-
butyric acid) jest najbardziej rozpowszechnionym neuro-
przekaznikiem hamujacym w mozgu [2]. GABA oddzialuje
na neurony docelowe poprzez dwa receptory — szybko-
dzialajace receptory jonotropowe, bedace kanatami dla jo-
néw chlorkowych (GABA-A) oraz wolnodzialajace recep-
tory metabotropowe (GABA-B). Neurony GABAergiczne
w przeciwienstwie do neuronéw dopaminergicznych oraz
serotoninergicznych nie tworza wyodrgbnionych szlakow,
sa natomiast rozmieszczone we wszystkich strukturach
osrodkowego uktadu nerwowego. Receptory GABA wyste-
puja réwniez w komorkach poza osrodkowym ukladem
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nerwowym, w szczegolnosci w obrebie trzustki, w ktorej
jak niedawno odkryto — moga sta¢ si¢ celem dla nowej ge-
neracji lekow stosowanych w leczeniu raka trzustki [3].

Dekarboksylaza kwasu glutaminowego (GAD, gluta-
mate decarboxylase) jest enzymem (EC 4.1.1.15) katali-
zujacym alfa-dekarboksylacje¢ kwasu glutaminowego. Pro-
duktem reakcji jest kwas gamma-aminomastowy. Oprocz
udziatu w biosyntezie GABA, dekarboksylaza kwasu glu-
taminowego jest waznym czynnikiem sygnalizacyjnym,
uczestniczacym w réznicowaniu i dojrzewaniu komodrek
roznych tkanek, w tym rowniez znajdujacych si¢ poza
osrodkowym uktadem nerwowym [4], migdzy innymi pod-
kresla si¢ kluczowe znaczenie roli GABA oraz receptorow
dla tego przekaznika w prawidtowym rozwoju tkanek pod-
niebienia [5]. Ponadto, gen GADI1 jest jednym z wielu
genow uczestniczacych w procesie rozwoju oraz funkcjo-
nowaniu narzadu stuchu [6].

W roku 1991 Erlander i wsp. odkryli, ze w mdozgu wy-
stgpuja dwie izoformy enzymu syntetyzujacego GABA
— GADG67 oraz GADG65 [7]. Izoformy te réznia si¢ masa
czasteczkowa (odpowiednio 67 i 65 kDa), sekwencja i licz-
ba aminokwasow (odpowiednio 594 i 585 aminokwasow),
umiejscowieniem w obrebie komorek oraz organelli komor-
kowych oraz interakcjami z fosforanem pirydoksalu, ktory
jest kofaktorem reakcji dekarboksylacji.

Obydwie izoformy s kodowane przez odrgbne geny,
odpowiednio GAD1 oraz GAD?2 [8]. Stosujac metod¢ FISH,
Bu i wsp. okreslili locus genu GAD]1 jako 2q31 [8]. Edelhoff
i wsp. potwierdzili t¢ lokalizacj¢ metoda hybrydyzacji
in situ [9]. Locus genu GAD2 to 10p11.23 [10]. Produkty
obu genow, biatka GAD65 oraz GAD67 sa homologiczne
w 65% [8].

Badania nad udziatem genu GAD1 w etiopatogenezie
chordb neuropsychiatrycznych zapoczatkowata w roku 2003
praca Bacchelliego i wsp. nad udziatem genow zlokalizowa-
nych na ramieniu dlugim chromosomu 2 w etiopatogenezie
autyzmu. Wsrod analizowanych gendw oceniano migdzy
innymi gen GADI1, jednakze stosujac metodg analizy poli-
morfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP, single nucleotide
polymorphism) nie stwierdzono, aby gen ten odgrywat istot-
na rolg¢ w rozwoju autyzmu [11]. Nie potwierdzono rowniez
udziatu genu GAD1 w rozwoju objawow zespotu abstynen-
cyjnego [12]. Wyniki przeprowadzonych niedawno badan
z wykorzystaniem analizy SNP sugeruja, ze wystgpowanie
zaburzen depresyjnych, zespotu leku uogdlnionego, agora-
fobii, Igku spotecznego oraz Igku panicznego moga by¢
zwiazane z nieprawidlowo$ciami neurotransmisji GABA-
ergicznej wynikajacymi z mutacji genu GADI1 [13].

W zakresie badan nad schizofrenia badania post mor-
tem wykazaty, ze w mozgu pacjentow chorych na schizo-
frenig stwierdza si¢ obnizenie st¢zenia GABA oraz ekspre-
sji genu GADI (zjawiska te sg bardziej nasilone u kobiet),
szczegblnie w obrgbie kory przedczotowej [14, 15]. Zna-
czace (p<0,005) obnizenie ekspresji GAD1 zostato potwier-
dzone metoda elektroforezy SDS-PAGE oraz Western-blot
u pacjentéow chorych na schizofreni¢ [16]. W badaniu tym
stwierdzono rowniez, ze zwiazana z tym dysfunkcja prze-
wodnictwa GABAergicznego wspotwystgpuje ze znacza-
cym (p<0,005) obnizeniem ekspresji izoformy 180 kDa
biatka reeliny. Bialko to uczestniczy w procesie tworze-
nia warstwowej struktury tkanki mézgowia oraz w zja-
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wisku plastycznosci synaptycznej. Postuluje sig, ze dys-
funkcje w obrgbie tych dwoch ukladow moga prowadzi¢
do zaburzen neurorozwojowych.

Wydaje sig, ze udziat dysregulacji genu GADI w etiopa-
togenezie schizofrenii jest co najmniej dwojaki: (1) neurony
GABAergiczne, w ktorych wystepuje obnizona ekspresja
GADI1 powoduja desynchronizacjg aktywnosci kory mozgu,
co moze prowadzi¢ do uposledzenia sprawnos$ci pamigci
operacyjnej 0sob chorych na schizofrenig [17]; (2) polimor-
fizm genu GADI1 stanowi genetyczny czynnik ryzyka wy-
stapienia schizofrenii w wieku dziecigcym oraz przyspie-
szonej utraty objetosci istoty szarej ptatow czotowych [18],
a w opublikowanym niedawno badaniu stwierdzono istnie-
nie statystycznie znamiennej zalezno$ci pomiedzy redukcja
poziomu mRNA genu GADI a pdzniejszym wiekiem za-
chorowania na schizofrenig [19].

Nie potwierdzono w sposob jednoznaczny roli mutacji
genu GAD1 w etiopatogenezie schizofrenii. W niektorych
z przeprowadzonych badan potwierdzono udzial mutacji
genu GAD1 w rozwoju schizofrenii [20, 21], podczas gdy
wyniki innych wydaja si¢ podwazaé t¢ hipoteze [22-24].
W zwiazku z tym oraz uwzgledniajac niewatpliwy, zdaniem
wielu badaczy, m.in. [25]) udziat dysfunkcji GABAergicz-
nej w etiopatogenezie schizofrenii konieczne byto poszuki-
wanie innych mechanizméw, na drodze ktorych gen GAD1
moglby uczestniczy¢é w procesie chorobowym.

Jako dziedziczenie epigenetyczne (pozagenowe) okresla
si¢ mechanizmy uczestniczace w wystgpowaniu cech w ko-
morkach potomnych, ktorych obecno$é nie jest zwiazana
z mutacjami materiatu genetycznego komodrek macierzys-
tych. Do procesow epigenetycznych zalicza si¢ migdzy inny-
mi zjawisko wyciszania ekspresji genow. Zaleta dziedzicze-
nia epigenetycznego jest mozliwos$¢ réznorodnego rozwoju
komorek posiadajacych taki sam materiat genetyczny bez
koniecznosci bezposrednich zmian w strukturze DNA.

Uwzgledniajac powyzszy mechanizm zaproponowano
hipotezg hipermetylacji odcinka promotorowego genu GAD1
jako jednej z przyczyn obnizonej ekspresji tego genu [26].
Wzrost liczby metylowanych nukleotydow powoduje, ze
biatka regulujace strukturg chromatyny powoduja jej lokalna
kondensacj¢ (przemiana euchromatyny w heterochromaty-
n¢). Skondensowany odcinek chromatyny staje si¢ w sposob
odwracalny niedostgpny dla czynnikow transkrypcyjnych,
a tym samym ekspresja genéw ulega zahamowaniu [27]. Za
hipermetylacj¢ genu GAD1 moze odpowiadaé wzmozona
ekspresja metylotransferazy DNA 1 (Dnmt, DNA methyl-
transferase) [28]. W badaniu tym stwierdzono ponadto, ze
zjawisko hipermetylacji odpowiada réwniez za obnizona
ekspresjg¢ biatka reeliny. Dalsze badania wydaja si¢ potwier-
dza¢ hipoteze udziatu mechanizmu hipermetylacji w zmniej-
szeniu ekspresji genu GAD1 [29].

Drugim, obok bezposredniej metylacji regionéw promo-
torowych DNA, mechanizmem regulacji ekspresji genéw
jest metylacja histonéw, czyli biatek strukturalnych chro-
matyny. Najczgsciej metylacji ulegaja reszty lizyny histonu
H3. Kazda z reszt lizyny moze by¢ mono-, di- lub trimety-
lowana. Proces metylacji jest katalizowany przez enzymy
z grupy metylotransferaz. Do niedawna uwazano, ze proces
ten jest nieodwracalny, jednakze nowsze badania sugeruja
istnienie enzymow z grupy demetylaz. Aktywnos$¢ demety-
laz jest regulowana przez stopien acetylacji histondéw [30].
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Badania nad zjawiskiem hipermetylacji histonu H3 re-
gionu promotora genu GADI doprowadzity do odkrycia
struktury kompleksu metylotransferazy MLL1 (mixed-line-
age leukemia 1), ktoérego ekspresja zachodzi migdzy inny-
mi w obrgbie neuronow GABAergicznych. W sktad tego
kompleksu wchodza biatka RbBPS5, Ash2L oraz WDRS5
[25]. Biatko WDRS (WD repeat domain 5) posredniczy
w wiazaniu MLL1 z histonem H3 poprzez resztg¢ lizyny
4 (H3K4), co jest niezbedne do zapoczatkowania trimetyla-
cji histonu H3 [31, 32].

Badajac kompleks metylotransferazy MLL1 Huang i wsp.
odkryli, ze u pacjentdw chorych na schizofreni¢ obnizonej
ekspresji GADI (w szczegdlnosci w obrgbie kory przedczo-
lowej) towarzyszy trimetylacja histonow H3 promotoréow
genow neuronéw GABAergicznych [19]. Badajac myszy
z wytaczonym genem MLLI obserwowano zmniejszona
metylacjg histonow H3 tych genow. Kluczowym odkryciem
w tym badaniu byt fakt, Ze po zastosowaniu u ludzi atypowe-
go neuroleptyku — klozapiny — nastgpowato zwigkszenie eks-
presji genu MLL1, wzmozone wiazanie MLL1 z histonami
H3 oraz zwigkszenie ich trimetylacji. Interesujace jest, ze
efekt ten nie wystgpowat po zastosowani haloperidolu oraz
genetycznego wyciszenia receptorow dopaminergicznych D2
oraz D3. Pomimo wzmozonej hipermetylacji histonow H3,
badaczom nie udato si¢ potwierdzi¢ zwigkszenia ilosci GAD1
mRNA w korze przedczotowej przebadanych pacjentow.

Istnieja dowody potwierdzajace udzial neurotransmisji
dopaminergicznej i glutaminergicznej na modyfikacje his-
tonow 1 struktur¢ chromatyny. Li i wsp. odkryli, ze stoso-
wanie antagonistow receptorow dopaminergicznych D2 in-
dukuje fosforylacjg i acetylacj¢ histonow H3 neuronow
zlokalizowanych w obrgbie prazkowia oraz w jadrach praz-
kowia [33]. Mozna zatem wnioskowac, ze przewodnictwo
dopaminergiczne ma hamujacy wplyw na acetylacjg histo-
néw H3. W badaniu tym stwierdzono tez, ze kwas glutami-
nowy ma rowniez hamujacy wptyw na acetylacjg histonow
H3 w kulturach izolowanych komoérek prazkowia. Autorzy
pragna w tym miejscu ponownie odesta¢ do wynikow ba-
dania Cervoniego i wsp. [30], z ktorych wynika, ze stopien
acetylacji histonow ma wplyw na aktywnos$¢ demetylaz.
Mozna wige postawi¢ hipotezg, ze regulowana na drodze
neuroprzekaznictwa dopaminergicznego oraz glutaminer-
gicznego inhibicja acetylacji histonow H3 moze wtdrnie re-
gulowa¢ ich metyzacj¢. Tym samym neuroprzekazniki te
moga wptywac na strukture chromatyny, a wigc na poziom
ekspresji roznych genoéw, w tym genu GADI. Li i wsp. od-
kryli réwniez, ze fosfo-acetylacja histonow H3 jest hamowa-
na migdzy innymi przez MK-801 — antagonistg receptorow
NMDA dla kwasu glutaminowego. Nalezy przypomnie¢, ze
do antagonistow receptorow NMDA zalicza si¢ migdzy inny-
mi fencyklidyng, substancje¢ o silnym dziataniu halucyno-
gennym, oraz jej pochodna — ketaming.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac uzyskane wyniki autorzy uwazaja, ze
rola metylacji w regulacji aktywnos$ci gendw neuronow
GABAergicznych odgrywa istotna rol¢ w neurobiologii
schizofrenii. Potwierdzaja badania stwierdzajace wystepo-
wanie dysfunkcji ukladu GABAergicznego u pacjentow
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chorych na schizofrenig oraz wyniki najnowszych badan nad
mechanizmami regulacji ekspresji genu GADI, w szczegodl-
nosci badan dotyczacych zjawiska metylacji DNA oraz me-
tylacji histonow.

Nie ulega watpliwosci, ze omdwione zjawiska stanowia
jedynie drobna czes$¢ szerokiego spektrum procesu etiopato-
genetycznego schizofrenii. Pomimo licznych odkry¢ nadal
wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi. Nie wiadomo, w ja-
kim stopniu mechanizmy metylacji histonow oraz bezpo-
sredniej metylacji DNA oddziatuja wzajemnie na siebie. Nie
znamy innych niz omowione powyzej mechanizmow wyz-
szego rzedu regulujacych metylacje histonow.

Badania biochemiczno-genetyczne w schizofrenii mo-
glyby mie¢ istotne znaczenie w diagnostyce tzw. pierwszego
epizodu psychotycznego, ktory wymaga leczenia farma-
kologicznego, rokujacego wowczas znaczna, a nawet pel-
na remisj¢ objawow psychotycznych i psychospotecznych.
Wspdtczesna psychiatria stawia sobie zadania nie tylko
umiej¢tnosci diagnozy wezesnej schizofrenii, ale rowniez jej
formy prepsychotycznej (prodoromalnej). Jezeli udatoby
si¢ rozwiklaé tajemnicg genetyczno-biochemiczna schizo-
frenii, wowczas decyzja o podjgciu wezesnego a nastgpnie
dlugoterminowego leczenia lekami przeciwpsychotycznymi
bytaby naukowo uzasadniona. Na obecnym etapie naszej
wiedzy psychiatrzy maja watpliwosci, w ktorym momencie
diagnostyki zaburzen psychopatologicznych nalezy uznac¢
je za spetniajace kryteria wlaczenia leczenia typowego dla
schizofrenii.
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