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ROLA POLIMORFIZMOW GENOW MCPH1 | ASPM/MCPH5
W ROZWOJU MOZGOWIA

Streszczenie
Wstep i cele: Adaptacja ewolucyjna anatomii mézgowia u cztowiekaumnego whciwego pozosta-
je w zalenosci z genetycznymi regulatorami rozwoju etagci mozgowia. Do puli genéw ewolucyj-
nych wykazujcych zaangswanie w procesy dotygze modulowania rozmiaru mozgowia,
a w szczegolniei powierzchni kory moézgu oraz ewolucji neocorterlem geny: MCPH1
i ASPM/MCPH5. Gtéwnym celem jest ocena roli wybrahyolimorfizmow gen6wASPMi MCPH 1
w ksztattowaniu cech strukturalnych i funkcjonalhymézgowia.
Materiat i metody: Wybrane polimorfizmy genow: ASPM [rs3762271], MCPHs930557] identy-
fikowano metod PCR-RFLP(polymerase chain reaction — restriction fragmearidth polymorphism)
Z zastosowaniem swoistych par starteréw. ldentgfik@olimorfizméw genowASPM [rs3762271]
I MCPH [rs930557] przeprowadzono w oparciu 0 metody apsane i zoptymalizowane w laborato-
rium Zaktadu Biochemii Klinicznej i Molekularnej Kedry Diagnostyki Laboratoryjnej i Medycyny
Molekularnej PUM w Szczecinie.
Wyniki: Identyfikacja polimorfizméw gendéw ASPM [rs376227IICPH [rs930557] przeprowadzo-
na w oparciu o metody opracowane i zoptymalizowanaboratorium Zaktadu Biochemii Klinicznej
i Molekularnej Katedry Diagnostyki Laboratoryjnédjiedycyny Molekularnej PUM w Szczecinie.
Whiosek: Wybrane polimorfizmy genéw ASPM i MCPH 1 powinnie szbada w aspekcie ksztal-
towania cech strukturalnych i funkcjonalnych méago

Stowa kluczowe:ASPM, MCPH 1, rozw6j mbzgowia.
(Otrzymano: 01.07.2012; Zrecenzowano: 15.07.2042kZeptowano: 31.07.2012)

ROLE OF POLYMORPHISMS OF MCPH1 AND ASPM/MCPH5
IN THE BRAIN DEVELOPMENT

Abstract

Introduction and aims: Evolutionary adaptation of the anatomy of the bran humans proper
relationship with the development of genetic retpra of brain volume. The gene pool showing the
evolutionary processes involved in the modulatibrihe size of the brain, especially the cerebral
cortex area of the neocortex and evolution of genelside: MCPH1 and ASPM/MCPH5. The main
aim is to evaluate the role of polymorphisms ofeceld genes ASPM and MCPH one in the
development of structural and functional characttcs of the brain.

Material and methods: Selected gene polymorphisms: ASPM [rs3762271]PMC[rs930557] were
identified by PCR-RFLP (polymerase chain reactiorestriction fragment length polymorphism)
using specific primer pairs. Identification of tA&PM gene polymorphisms [rs3762271] and MCPH
[rs930557] was based on methods developed and @gtiimn the laboratory of the Department of
Clinical Biochemistry and Molecular Department @ftdoratory Diagnostics and Molecular Medicine
PUM in Szczecin.

Results: Identification of the ASPM gene polymorphisms3fi82271] and MCPH [rs930557]
conducted based on methods developed and optimizlkd laboratory of the Department of Clinical
Biochemistry and Department of Laboratory Diagnostaind Molecular Medicine PUM in Szczecin.
Conclusion: Selected polymorphisms of genes ASPM and MCPI3laméd be explored in the aspect
of shaping structural and functional characteristiof the brain.
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1. Wstep

Adaptacja ewolucyjna anatomii mézgowia u cziowiekaumnego wisciwego pozostaje
w zaleznosci z genetycznymi regulatorami rozwoju eliogci mézgowia. Do puli gendéw ewo-
lucyjnych wykazujcych zaangaowanie w procesy dotygze modulowania rozmiaru mo-
zgowia, a w szczegoldoi powierzchni kory moézgu oraz ewolugjeocortexnaleza geny:
MCPH1i ASPM/MCPHY1]-[4].

Wedtug relacji mgdzy innymi Wangageny MCPH1i ASPM/MCPH5w gtdbwnej mierze
odpowiedzialne gza wielké¢ i budowe anatomicza moézgowiaHomo sapiens sapiens],

a mutacje w tych genach gdm z przyczyn wysipowania pierwotnego matogtowia dziedzi-
czonego autosomalnie recesywnie i f@pénia umystowego [6]-[8]. GenyMCPH1

i ASPM/MCPHb5s3 wspoiczénie intensywnie analizowane genetycznie i stagomteresuy-

cy aspekt w wyjgnieniu toru ewolucyjnego rozwoju mézgu w linii ébmo neanderthalen-
sisdoHomo sapiens sapiens

GenMCPH1 zostat odkryty przeRogera Woodsa pacjentow pochodzenia pakistie-
go [9]. GenMCPH1 zmapowano na chromosomie 8p23.1 [3]. Sktadasiz 14 eksonow.
W literaturze tematu obecny jest rowhnigod postag synonimow:BRIT1; FLJ12847; MCT.
Biatko mikrocefalina,kodowane przez geMCPH1, sktada si 835 aminokwasowMikroce-
falina nadzoruje proliferagj a take raznicowanie neuroblastow w trakaneurogenezyDo-
ktadna rola genICPH1 podczas mitozy neurondw nie jest jednak jeszckéadaie pozna-
na [3], [9].

Mikrocefalina obok kontroli cyklu komérkowegdl0], spetnia take funkcg naprawy
DNA. Czas trwania cyklu komorkowegoneurogenezyna, bowiem kluczowe znaczenie w
ksztattowaniu si catkowitej liczby komorek kory mozgowej. Fenotypcentéw zMCPH
moze wynika z zaburzé regulacji cyklu komérkowego w neuronalnykbmaérkach progeni-
torowych[7]. Mikrocefalinaulega ekspresji podczas rozwoju kory mozgowej, vjuokresie
prenatalnym [9]. Biatko to ulega ekspresji zarownondzgu ptodu (w proliferowanej strefie
mdbzgu embriona [7]), ale jak dowagdliczne badania, réwniew watrobie, nerkach oraz na
niskim poziomie ekspresji w innych tkankach ptodospbnikéw dorostych [9]. Najbardziej
widoczna ekspresjaikrocefalinyjest skoncentrowana w przodomdzgovpuosencephalon),
a zwlaszcza wcianach rozwijajcych s¢ komor bocznych, gdyss to regiony szczegolnie
aktywnejneurogenezjr].

WedtugTrimborna[11] komérki uczestnicgce w tym podziale wytwarzaneurony, ktére
ostatecznie migrgj z kory mdzgowej. Taki wzor ekspresji zdanigacksonajest zgodny
Z rolg tego genu w ksztattowaniu @bpsci mézgowia podczas rozwoju [12]. Dotychczasowe
badania ukazygj ze zmiany ewolucyjne w genadhCPH1 przyczynity s¢ do duzej wielkosci
mdbzgu u ssakoéw naczelnych, a w szczeg@ine ludzi [13]. Mutacje genMCPH1 zwigzane
S3 Z uproszczeniem struktury kory mézgowej oraz ra€znym zmniejszeniem aipsci isto-
ty biatej wspdtistnigjce ze zmniejszeniem rozmiaru mézgu [14].

[STnEz1a e [ GE1a024

LOC3921 50 LOCL00 257015 LOCLO0E0 7530
HCPH1 'y
ANGRT2 AGPATS
LOCL00422495
HIR4E53A
HIR4E53E

Rys. 1. MCPHL1 lokalizacja, 8p23.1
Fig. 1. MCPHL1 localisation, 8p23.1
Zrédto (Source): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene%8
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GenASPM/MCPH5zmapowany zostat na chromosomie 1931.3 [Bsfada s¢ z 28 eks-
onow. Biatko kodowane przez g&SPMzbudowane jest 3477 aminokwasoéw [16].

Mutacje gentASPM/MCPH50dpowiedzialne sza wysépowanie pierwotnej mikrocefalii
dziedziczonej w sposéb autosomalny recesywny. Neit&SPM/MCPH5s3 roztazone
w catym genie. Nie wykazano korelacji pagizy pozycy mutacji w genie, a stopniem mato-
gtowia lub niedorozwoju umystowego [17].

Colin Groves specjalista w zakresie ewolucji stwierdz rozmiar ludzkiego mézgu za-
czat wzrastd z chwilp pojawienia s Homo habilis Zatem r@nice w rozmiarze mdzgowia
w kontelécie ewolucyjnym pozwalajwnioskowd o inteligencji tylko w poréwnaniach g
dzygatunkowych [18]Zadna struktura neuroanatomiczna nie determinujejdm ogolnego
poziomu inteligencji, a odmienne typy budowy mézgoet zdolne do podobnej aktywsm
intelektualnej [19].

Zmienndg¢ ASPM/MCPH5wskazuje na dziatanigelekcji pozytywndjL3]. Pojawienie si
najmtodszych ewolucyjnie alleli gelAGPMszacuje si nha 5800 lat temu i zdumiewsay jest
fakt, ze czas ten zwrany jest take z pojawieniem 8i,j ezyka pisanego”.

Nie istniep natomiastzadne dowody naukowe, ktére potwierdzatyby wptywhtgendw
na poziom inteligencji [19], [20].Dedieui Ladd zasugerowali jednake skutkiem ich dzia-
tania mog by¢ réwniez obserwowane minimalne amdice w budowie kory mézgowej, w ob-
szarach zwgzanych z érodkiem mowy [21].

Najsilniejsza ekspresja ge®EPMzachodzi mgdzy 11 a 17 dniemycia ptodowego. Po
urodzeniu zmniejsza¢w odpowiedzi na zakmzenieneurogenezy aktywacg gliogenezy
w korze moézgowe).

Dowodzi to zaangawaniaASPMw procesneurogenezya nie produkej komorek glejo-
wych ASPMznajduje si blisko centromeru i petni niezbng funkcje w organizacji mikrotu-
bul biegunéw wrzeciona podzialowego oraz wrzecicg@tralnego w procesie mitozy i mejo-
zy [22]. ASPM odgrywa réwnie role w utrzymaniu symetrycznych podziatbw komorek
w proliferowanej tkance nabtonka nerwowego [234][2

[ 196346567 [ 197447555
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Rys. 2. ASPM lokalizacja, 1931
Fig. 2. ASPM localisation, 131
Zrédto (Source): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gené266

Wybrane polimorfizmy genOwWASPM [rs3762271],MCPH1 [rs930557] identyfikowano

metody PCR-RFLP (ang.polymerase chain reaction — restriction fragmeningth
polymorphismz zastosowaniem swoistych par starterow (tabela 1

2. Cel

Ocena roli wybranych polimorfizméw genGWSPM i MCPH 1w ksztaltowaniu cech
strukturalnych i funkcjonalnych mézgowia.
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3. Materiat i metody

Tab. 1. Sekwencje starterow *
Tab. 1. Sequences of the primers *

Gen Polimorfizm Sekwencje starterow
5-CACCAGGCTGCCATTATTATT-3
ASPM 762271
S s376 5-GTTACTGCAGCCCTACTTTGAGA-3’
5-TAAAAATACTGGCCTAAAATG-3'
MCPH rs930557 5-GGAACTCCTGGGTCTTGA-3’

W eksperymentach wginych ustalono
starteréw (Tab. 2).

Tab. 2. Warunki amplifikacji *
Tab. 2. Amplification conditions *

optymalne warunki PCR dla poszcrggbl par

Tannealingu :
Gen Polimorfizm (przyhczania Liczba cykli Amplikon
ASPM rs3762271 55 40 587
MCPH rs930557 52 38 562

Wszystkie amplifikacje wykonywano w termocyklerzeastercykler gradient (Eppendorf).
Amplifikacje sekwencji genASPMprzeprowadzano w odgpsci 20 ul mieszaniny reakcyjnej
zawierajcej:

» 40 ng genomowego DNA (oznaczono spektrofotometigcprey wyciu aparatiPicodrop),
» bufor PCR [10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0,08% Nonide40]
* (MBI Fermentas),
» dNTP [200 uM] (MBI Fermentas),
» MgCl, [1,5 mM] (MBI Fermentas),
» po 4 pmole primera sensownego i antysensownego
* (synt. TIB MOLBIOL, Pozna),
» 0,5 U polimerazyraq (MBI Fermentas).

Natomiast amplifikacje sekwencji geMICPH1 wykonywano w olgjtosci 20 ul mieszani-
ny reakcyjnej zawieragej:

» 40 ng genomowego DNA,

» bufor PCR (10 mM Tris-HCI [pH 8,3], 50 mM KCI, 0,%8Nonidet P40) (MBI Fermentas),

» trifosforany dezoksyrybonukleotydow - dNTPs (304@) (MBI Fermentas),

» MgCl; (1,5 mM) (MBI Fermentas),

» po 4 pmole startera sensownego i antysensownémiufacych analizowane regiony
polimorficzne,

» 0,5 U polimerazyraq (MBI Fermentas),

» DMSO (SIGMA).
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W tabeli 3 przedstawiono profil temperaturowo —stzay dla reakcji PCR.

Tab. 3. Profil temperaturowo - czasowy dla reaR€jR *
Tab. 3. Profile of temperature - time for reactR@R *

| Faza Il Faza Il Faza
Denaturacja | Denaturacja Annealing Elongacja Elongacja 04
wstepna (przylaczania) ! OEI‘?
Temp.| Czas | Temp.| Czas| Temp.| Czas| Temp.| Czas| Temp.| Czas cyKl
[°C] | [min.] | [°C] | [sek.]| [°C] | [sek.]| [°C] |[sek]| [°C] | [min.]
ASPM | 94 5 94 30 55 60 72 60 72 8 40
MCPH | 94 5 94 20 52 40 72 40 72 8 38

Produkty amplifikacji zostaty poddane analizie rgstyjnej ze stosownie dobranymi enzy-
mami (Tab. 4).

Tab. 4. Warunki analizy restrykcyjnej*
Tab. 4. Conditions of restriction analysis *

Gen Polimorfizm Enzym restrykcyjny Fragmenty rekstyjne [pz]
rs3762271 allel A: 473 + 114
ASPM A/C Ddel [4 U, 37C, 12 h] | g6l C: 406 + 114 + 67
allel C: 362 + 109 + 75 + 16
MCPH | S50 | Rsal[5U,31C, 121 | allel G- 362 + 184 + 16

4. Wyniki badan i dyskusja

Produkty PCR i fragmenty restrykcyjne rozdzielatek&oforetycznie w odpowiedniocst
zonymzelu agarozowym, wybarwianym bromkiem etydyny.

Rozdziat prowadzono w buforze 1xTBE [0,089 M TA$)89M kwas borowy, 2mM EDTA,
w temperaturze 2@, przy napiciu 75 V. Diugdci fragmentéw restrykcyjnych okiiano w
oparciu o marker dtugei DNA — pUC Mix Marker § MBI Fermentas).

Koncowym etapem byta dokumentacialu poprzez sfotografowanie aparatéBdS-34
Direct Screen Cameray systemie Polaroid, Wwietle UV (Transiluminator 4000, Stratage-
ne). Otrzymane zdjcia skanowano i zapisywano w postaci plikow grafieth z rozszerze-
niem *.jpeg (Rys. 3 i Rys. 4).

* Wszystkie badania genetyczne zostaty wykonanabodatorium Zaktadu Biochemii Kli-
nicznej i Molekularnej Katedry Diagnostyki Laborgtmej i Medycyny Molekularnej PUM
w Szczecinie. ldentyfikagjpolimorfizméw gendwASPM[rs3762271] iIMCPH [rs930557]
przeprowadzono w oparciu o metody opracowane iynog@lizowane w laboratorium.

5. Whiosek

Dotychczasowa wiedza dotya roli i identyfikacji polimorfizméw gen6vASPMi MC-
PH1 w ksztaltowaniu cech antropometrycznych noworog&winna by rowniez oceniana
pod lkgtem ich wptywu na antropologiczynnagciowg mdzgowia.
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Rys. 3. Identyfikacja polimorfizmu rs3762271 genBRM*
Sciezki: M — marker dtugéci DNA (pUC Mix Marker 8, MBI Fermentas);
1,3 — heterozygoty AC; 2,6 — homozygoty CC; 4/fomozygoty AA
Zrodto: Opracowanie Autoréw
Fig. 3. Identification of polymorphism rs3762271tbé gene ASPM *
Paths: M — marker dlugoi DNA (pUC Mix Marker 8, MBI Fermentas);
1,3 — heterozygotes AC; 2,6 — homozygotes CC;—hbmozygotes AA
Source: Elaboration of the Authors

N2 3 4506

Rys. 4. Identyfikacja polimorfizmu rs930557 genCRH 1*
Sciezki: M - marker dtugéci DNA (pUC Mix Marker 8, MBI Fermentas)
1,3 — heterozygoty CG; 2,4,6 — homozygoty CC; Homozygota GG

Zrodto: Opracowanie Autoréw
Fig. 4. Identification of polymorphism rs930557tbé gene MCPH 1*
Paths: M - marker dtugoi DNA (pUC Mix Marker 8, MBI Fermentas)

1,3 — heterozygotes CG; 2,4,6 — homozygotes CEh@dmozygous GG
Source: Elaboration of the Authors
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