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Streszczenie Pracy Doktorskiej:

Schizofrenia jest chorobg o podtozu zaréwno genetycznym jak i Srodowiskowym. Badania nad
patomechanizmem tej choroby sugerujg, Zze mechanizmy epigenetyczne mogg odgrywac istotng role
w jej rozwoju, poniewaz srodowisko wptywajgc na procesy epigenetyczne moze oddziatywac na
genom. Dysfunkcje epigenetyczne moga prowadzi¢ do zaburzen w regulacji transkrypcji szeregu
gendéw zaangazowanych w rozwdj struktur moézgu, co moze prowadzi¢ do wystgpienia zaburzen
obserwowanych w schizofrenii. Badania epidemiologiczne wskazujg, ze schizofrenia jest chorobg
neurorozwojowa, poniewaz jej pierwsze objawy wystepujg w dorostosci, jednakze czynniki ja
wywotujgce pojawiajg sie juz na wczesnych etapach zycia, w okresie pre- lub neonatalnym. Pomiedzy
czasem zadziatania czynnika chorobotwodrczego, a pojawieniem sie pierwszych objawow schizofrenii
wystepuje tzw. okres utajony choroby, szczegdlnie wrazliwy na dziatanie szeregu czynnikéw, np.
Srodowiskowych, ktdre mogg nasila¢ lub hamowac wystgpienie objawdw schizofrenii w dorostosci.

W niniejszej pracy analizowano mechanizmy epigenetyczne w postnatalnym zyciu zwierzat
i ich role w rozwoju zaburzen charakterystycznych dla schizofrenii. W tym celu wykorzystano opisany
juz w literaturze, neurorozwojowy model schizofrenii oparty na prenatalnym podaniu w 17 dniu cigzy

samicom szczura substancji antymitotycznej octanu metylazoksymetanolu (MAM, 22 mg/kg, ip).



Prenatalne podanie MAM w tym okresie zycia powoduje u dorostych zwierzat deficyty na poziomie
anatomicznym, behawioralnym oraz funkcjonalnym, co odzwierciedla zaréwo zmiany obserwowane
w schizofrenii, jak i dynamike ich rozwoju. W niniejszej pracy réwniez analizowano dynamike rozwoju
objawéw choroby na poziomie behawioralnym (sprawnos¢ procesu sensorymotorycznego
bramkowania) oraz neuroanatomiczym w przysrodkowej korze przedczotowej (mPFC), i dlatego
badania przeprowadzono w okresie postnatalnym u zwierzat mtodocianych (P30) i dorostych (P60
i P70). Badania prowadzono w mPFC ze wzgledu na fakt, ze okres dojrzewania tej struktury trwa az
do dorostosci, a zaburzenia jej funkcji prowadzg do wysatpienia objawdw kognitywnych i
negatywnych schizofrenii. Ponadto analizowano zmiany w potranslacyjnych modyfikacjach histonu
H3 w mPFC w zyciu postnatalnym szczuréw, zaréwno w okresie adolescencji (P15, P30 oraz P45), jak i
dorostosci (P60, P70), ze wzgledu na opisane w literaturze zaangazowanie potranslacyjnych
modyfikacji histonu H3 w patomechanizm schizoferii. Badano markery metylacji histonu H3 przy
lizynie 4 i 9 (H3K4me3, H3K4me2, H3K9me3, H3K9me2) i acetylacji przy lizynie 9 (H3K9ac), jak
rowniez enzymy regulujgce te procesy: metylotransferazy (ASH2L, G9a), demetylazy (JARID1c, LSD1)
oraz acetylotransferazy (GCN5L2, PCAF) i deacetylazy (HADC1, HDAC2). Poziom powyzszych biatek
analizowano przy uzyciu techniki Western blot, a takze prowadzono badania z wykorzystaniem
technik immunohistochemicznych wykorzystujgcych analize stereologiczng, mikroskopie konfokalng
oraz cytometrie przeptywowg w celu okreslenia liczby oraz fenotypu komdrek. Ponadto badano
réwniez ekspresje GAD67 w mPFC na poziomie ekspresji mRNA (qRT-PCR) i biatka we frakgcji
cytoplazmatycznej i membranowej (Western blot) oraz regulacje promotora genu Gadl przez
wybrane markery epigenetyczne (H3K4me3, H3K9ac) zzastosowaniem immunoprecypitacji
chromatyny. Ponadto badano, czy mechanizmy epigenetyczne w okresie poprzedzajagcym
wystgpienie symptomodw schizofrenii na poziomie behawioralnym, mogg by¢ zaangazowana w ich
rozwéj. W tym celu analizowano wptyw podan kwasu walproinowego (VPA), inhibitora deacetylaz
histonu (w dawce 250 mg/kg, dwa razy dziennie), podawanego w okresie wczesnej adolescencji (23-
29 dzien zycia) lub wczesnej dorostosci (63-69 dzien zycia), na deficyty behawioralne oraz zmiany
epigenetyczne wywotane prenatalnym podaniem MAM. Interesujgcym wydawato sie réwniez
sprawdzenie roli czynnikow Srodowiskowych (wzbogacone $rodowisko), w okresie utajonym, we
wczesnej adolescencji (23- 29 dzien zycia) lub wczesnej dorostosci (63- 69 dzien zycia) na wystgpienie
objawéw behawioralnych i wykazanych zmian epigenetycznych oraz zaburzen ekspresji GAD67 u
zwierzat dorostych.

W badaniach behawioralnych wykazano deficyt sensorymotorycznego bramkowania u
zwierzat dorostych (P70), ale nie mtodocianych traktowanych prenatalnie MAM. Ponadto w badanym
neurorozwojowym modelu schizofrenii stwierdzono spadki masy mozgu utrzymujgce sie u zwierzat

od okresu adolescencji az do dorostosci. Jednakze badania immunohistochemiczne wykazaty, ze



prenatalnie podanie MAM powodowato zmniejszenie objetosci i gestosci neuronéw w mPFC dopiero
u zwierzat dorostych (P60).

W postnatalnym okresie zycia zwierzat stwierdzono zaburzenia mechanizméw
epigenetycznych wywotane prenatalnym podaniem MAM, zwigzanych z metylacjg i acetylacjg
histonu H3 w mPFC. Zaobserwowano odmienng dynamike zmian w poziomie biatek markeréw
metylacji histonu H3. W okresie adolescencji wykazano zmiany u szczuréw traktowanych prenatalnie
MAM zwigzane z markerem H3K9me2 (modyfikacja histonu H3 hamujgca ekspresje gendéw), ktére
moga by¢ zalezne od poziomu demetylazy LSD1. Natomiast w okresie dorostosci stwierdzono u tych
zwierzat spadki poziomu H3K4me3 (marker aktywacji proceséw transkrypcyjnych), ktére mogg by¢
zwigzane z obserwowanymi juz w okresie péznej adolescencji spadkami poziomu metylotransferazy
ASH2L. Ponadto prenatalne podanie MAM w catym analizowanym okresie zycia szczuréw obnizato
poziom H3K9ac, przy czym wydaje sie, ze obserwowany powyzej efekt we wczesnej adolescencji
mogt zaleze¢ od poziomu acetylotransferazy GCN5L2, a w dorostosci prawdopodobnie od poziomu
HDAC2.

Badano réwniez ekspresje GAD67, zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka oraz analizowano
wptyw badanych modyfikacji histonu H3 na poziom GAD67 w mPFC. Wykazano obnizong ekspresje
MRNA GAD67 oraz spadki poziomu biatka GAD67 we frakcji membranowej, ale nie cytoplazmatycznej
dopiero u zwierzat dorostych prenatalnie traktowanych MAM. Nie wykazano natomiast zmiany w
liczbie komdrek GAD67 — immunopozytywnych w tym punkcie czasowym. Stwierdzono natomiast, ze
prenatalne podanie MAM powodowato ostabienie regulacji promotora genu Gadl przez biatko
H3K4me3, ale nie H3K9ac przy promotorze genu Gad1.

Wykazano, ze VPA stosowany w okresie wczesnej adolescenc;ji, jak i wczesnej dorostosci, tuz
przed wystgpieniem pierwszych objawdw behawioralnych hamowat deficyty sensorymotorycznego
bramkowania wywotane u dorostych zwierzat prenatalnym podaniem MAM. Ponadto VPA podany
w okresie wczesnej adolescencji zapobiegat spadkom poziomu H3K4me3 w mPFC dorostych szczurow
z grupy MAM (P60 i P70), natomiast tego efektu nie obserwowano w P70, gdy byt podawany we
wczesnej dorostosci. Ponadto podania VPA zaréwno we wczesnej adolescencji, jak iwczesnej
dorostosci, nie hamowaty obnizonego poziomu H3K9ac w mPFC dorostych zwierzat po prenatalnym
podaniu MAM, chociaz normalizowaty do obserowanego u kontroli zwiekszony poziom HDAC2.

Ekspozycja na wzbogacone s$rodowisko w okresie wczesnej adolescencji lub wczesnej
dorostosci hamowata wystgpienie deficytéw procesu sensorymotorycznego bramkowania
wywotanych prenatalnym podaniem MAM u dorostych szczuréw. Ponadto wzbogacone srodowisko
stosowane zaréwno w adolescencji, jak i wczesnej dorostosci zapobiega spadkom poziomu H3K4me3
oraz H3K9ac u dorostych szczurdw, ktérym prenatalnie podawano MAM. Badania ekspresji GAD67

wykazaty, ze wzbogacone Srodowisko wprowadzone w okresie wczesnej adolescencji hamuje spadki



ekspresji mRNA oraz poziomu biatka GAD67 we frakcji membranowej u zwierzat dorostych
prenatalnie traktowanych MAM, co prawdopodobnie jest wynikiem przywrdcenia poziomu H3K4me3
zwigzanego z promotorem genu Gadl do obserwowanego u kontroli. Nie wykazano natomiast
wptywu wzbogaconego srodowiska stosowanego we wczesnej dorostosci na ekspresje mRNA GAD67,
co moze by¢ wynikiem braku efektu na obnizony poziom biatka HK4Ame3 przy promotorze Gadl.
Jednak obserwowano zahamowanie spadku poziomu biatka GAD67 we frakcji membranowej, co
prawdopodobnie jest zwigzane z obserwowanym jednoczesnie obnizeniem poziomu tego biatka we
frakcji cytoplazmatyczne;.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazujg, ze w zastosowanym neurozwojowym
modelu schizofrenii, obserwujemy zaburzenia na poziomie behawioralnym oraz neuroanatomicznym
w mPFC dopiero u zwierzat dorostych. Do rozwoju objawdéw chorobowych mogg przyczyniac sie
analizowane zmiany w potranslacyjnych modyfikacjach histonu H3 wystepujace juz we wczesnym
okresie zycia postnatalnego. Ponadto zardwno ingerencja farmakologiczna (podanie VPA), jak
i wprowadzenie wzbogaconego srodowiska w okresie adolescencji lub wczesnej dorostosci moze
zapobiega¢ zmianom w potranslacyjnych modyfikacjach histonu H3 obserwowanych w mPFC
zwierzat dorostych, ktérym prenatalnie podawano MAM, co moze z kolei zapobiega¢ nieprawidtowe;j
ekspresji gendw zaangazowanych w rozwdj mdézgu i w konsekwencji hamowac wystgpienie objawdw

typowych dla schizofrenii.



