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(streszczenie pracy doktorskiej)

Schizofrenia jest chorobg o nieznanej etiologii. W jej przebiegu obserwuje si¢ dysfunkcje
w obrebie roznych uktadéw neuroprzekaznikowych, ktore mogag wynikac z zaburzen neuroro-
zwojowych o podlozu genetycznym lub §rodowiskowym. Ostatnio w badaniach nad patome-
chanizmami schizofrenii coraz czgsciej zwraca si¢ uwage rowniez na czynniki epigenetyczne
majace odgrywac¢ niezwykle istotng role w regulacji transkrypcji gendw. Procesy epigene-
tyczne, wptywajac na chromatyng, moga sprzyjac¢ aktywnosci transkrypcyjnej badz ja uniemoz-
liwia¢. Wsrod nich fosforylowanie histonu H3 przy S10 (H3S10ph), tak jak fosforylowanie
przy S10 i acetylowanie przy K14 (H3S10phK14ac) lub samo acetylowanie przy K14
(H3K14ac), powoduje rozluznienie struktury chromatyny, umozliwiajac przytaczenie czynni-
kow transkrypcyjnych do DNA 1 aktywacje transkrypcji genow. Uwaza si¢, ze za fosforylowa-
nie H3S10 w mo6zgu szczura odpowiada glownie kinaza 1 aktywowana stresem i mitogenami
(MSK1), ktora moze by¢ z kolei aktywowana przez kinaz¢ 1 1 2 aktywowang sygnatem ze-
wnatrzkomorkowym (ERK1/2) lub kinaze biatkowa aktywowang mitogenami p38 (p38
MAPK).

W niniejszej pracy, stosujac farmakologiczny model schizofrenii - jednorazowe podanie
MK-801 (0,4 mg/kg, ip) - postanowiono zbada¢, czy w eksperymentalnie wywotanych psycho-
zach dochodzi do zmian poziomu H3S10ph, H3S10phK14ac lub H3K14ac w przysrodkowe;j
korze przedczolowej (mPFC) lub grzbietowym prazkowiu (dSTR) szczura oraz czy zmiany te
wrazliwe sg na dzialanie neuroleptykow. Ponadto podjeto probe zidentyfikowania wewnatrz-
komoérkowego szlaku sygnatowego mogacego odpowiada¢ za indukowang MK-801 fosforyla-
cje H3S10 w mPFC, badajac szlak ERK/MSK1. Badania przeprowadzono stosujac metody im-
munohistochemiczne z uzyciem analizy stereologicznej oraz mikroskopii konfokalnej, jak row-
niez, celem potwierdzenia zmian ilosciowych w poziomie analizowanych bialek, zastosowano

technike Western blot.

W mPFC wykazano, ze podanie MK-801 w dawce 0,4 mg/kg (ip), wywotujacej u szczu-
roéw silne objawy psychozomimetyczne, powodowato wzrost liczby komorek immunopozytyw-

nych na obecnos¢ H3S10ph (H3S10ph+) 0,5 1 2 h po podaniu MK-801 w warstwach 2/3 oraz
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5/6, jak rowniez wzrost komorek H3S10phK14ac+ 0,5 h po podaniu MK-801 w warstwie 2/3
lub 0,51 2 h po podaniu MK-801 w warstwach 5/6. Ponadto badania fenotypu komorek
H3S10ph+ lub H3S10phK14ac+ prowadzone 0,5 h po podaniach pokazaty, ze MK-801 indu-
kuje fosforylacj¢ H3S10 oraz fosfo-acetylacje H3S10K14 wylacznie w neuronach glutaminia-
nergicznych (Glu-ergicznych). W przypadku H3K14ac obserwowano statystycznie istotny
wzrost liczby komorek immunopozytywnych 4h po podaniu MK-801 (0,4 mg/kg, ip) w war-
stwach 2/3. Dodatkowo 0,5 h po podaniu MK-801 (0,4 mg/kg, ip) obserwowano spadek liczby
astrocytow H3K14ac+, chociaz globalna ilo§¢ komorek H3K14ac+, jak i ilos¢ samego biatka
H3K14ac, nie ulegaty w tym czasie zmianom. Efekty MK-801 zwigzane z indukcja fosforylacji
H3S10 byly hamowane przez risperidon (RIS; 0,2 lub 1,0 mg/kg, ip) lub haloperidol (HAL; 0,5
lub 1,0 mg/kg, ip) podawane, odpowiednio, 1 lub 0,5 h przed MK-801. W zakresie stosowanych
dawek RIS byt bardziej skuteczny w warstwie 3, natomiast w warstwach 5/6 oba neuroleptyki
byty rownie efektywne. W neuronach Glu-ergicznych 5 min po podaniu MK-801 dochodzito
do wzrostu poziomu fosforylowanej przy S360 formy MSK1 [p(S360)MSK 1] zaangazowanej
w autofosforylacje MSK1, przy czym nie zmieniat si¢ on w neuronach GABA-ergicznych. Po-
zostate badane enzymy, jak p(S376)MSKI1 - bezposrednio uczestniczgca w fosforylacji H3S10
- czy fosforylowane formy ERK1/2, nie ulegaty w tym czasie zmianom, a 15 lub 30 min po
podaniu MK-801 ich poziom, jak i poziom p(S360)MSKI1, znacznie malal. SL-327 (20
mg/Kkg, ip) - selektywny inhibitor kinaz aktywujacych ERK1/2 - hamowat zaindukowany przez
MK-801 wzrost poziomu H3S10ph obserwowany 0,5 h po podaniu psychozomimetyku, po-
nadto obnizat w tym czasie poziom biatka p(S360)MSK1 do poziomu obserwowanego rowniez

po podaniu MK-801.

W dSTR MK-801 wywotywat spadek liczby komérek H3S10ph+ oraz H3S10phK14ac+
tylko 0,5 h po podaniu, nie wptywajgc na poziom acetylacji H3K14 w badanych punktach cza-
sowych (0,5, 2 lub 4 h po podaniach). Ponadto RIS (tylko w dawce 1,0 mg/kg) lub HAL (w obu
zastosowanych dawkach) powodowaly znaczny wzrost liczby komérek H3S10ph+ zaréwno u

zwierzat kontrolnych, jak i traktowanych MK-801.

Wyniki badan wiasnych wskazuja, ze w eksperymentalnie wywotanych psychozach (jed-
norazowe podanie MK-801) dochodzi do wzrostu aktywnosci neurondéw Glu-ergicznych
mPFC, co obserwowano jako nasilenie fosforylacji H3S10. Wyniki te sugeruja ponadto udziat
innych potranslacyjnych modyfikacji (PTM) histonu H3 (H3S10phK14ac i H3K14ac) w wy-

stepowaniu objawow psychozomimetycznych. Hamowanie obserwowanych efektow MK-801



w mPFC przez HAL Iub RIS moze wskazywac¢ na udzial, obok transmisji Glu-ergicznej, row-
niez dopaminergicznej oraz serotoninergicznej w regulacji zmian poziomu H3S10ph induko-
wanych podaniem MK-801. Ponadto niec mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy w procesie fos-
forylacji H3S10 obserwowanym w mPFC po podaniu MK-801 dochodzi do aktywacji analizo-
wanego szlaku ERK/MSK1.

Niniejsza praca wskazuje na potencjalny udzial PTM biatek histonowych w procesach

lezacych u podstaw rozwoju psychoz.

Czes¢ przedstawionych wynikoéw badan wilasnych prezentowano na konferencjach mie-
dzynarodowych w formie posteru (Guzik i wsp., 2009a) oraz doniesienia ustnego (Guzik i wsp.,

2009b), a takze zawarto w pracy oryginalnej:

Mackowiak M., Guzik R., Dudys D., Bator E., Wedzony K., 2013. MK-801, a NMDA
receptor antagonist, increases phosphorylation of histone H3 in the rat medial prefrontal
cortex. Pharmacol Rep. 65, 1112-1123.
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