ARTYKULY

ODKRYWANIE TAJEMNIC SCHIZOFRENII -
DEFICYT GLUTATIONU JAKO NOWY
ZWIERZECY MODEL CHOROBY

Discovering the mysteries of schizophrenia -
glutathione deficit as a new animal model of the disease

Marta Lech (Krakow)

Streszczenie

Schizofrenia to chroniczna choroba psychiczna, na ktdra cierpi od o,5 do 1% populacji. Przy-
czyny tej choroby moga byc zaréwno genetyczne, jak i Srodowiskowe oraz neurorozwojowe.
Naukowcy sktaniaja sie ku hipotezie, ze deficyt glutationu w okresie wczesnoniemowlecym
prowadzi do ujawnienia sie choroby w okresie dorostym. W tym celu opracowano neuroro-
zwojowy zwierzecy model schizofrenii, polegajacy na obnizeniu poziomu glutationu w okre-
sie postnatalnym przy uzyciu zwigzkow: sulfoksyminy butioniny (BSO) i wanoxeryny (GBR).
Stusznos¢ tego modelu potwierdzajg badania biochemiczne oraz testy behawioralne. Nowy
model schizofrenii pozwoli naukowcom lepiej poznac te chorobe i opracowac nowe metody
leczenia.

Abstract

Schizophrenia is a chronic mental illness that affects 0.5 to 1% of the population. The causes of
this disease can be genetic, environmental and neurodevelopmental. Scientists are inclined to
the hypothesis that glutathione deficiency in early infancy leads to the manifestation of the dis-
ease in adulthood. A neurodevelopmental animal model of schizophrenia was created, based
on the reduction of glutathione levels in the postnatal period using BSO and GBR compounds.
The validity of this model is confirmed by biochemical studies and behavioral tests. A new mod-
el of schizophrenia will allow scientists to better understand the disease and develop new treat-
ments.

Schizofrenia to choroba zaliczana do psychoz en-
dogennych, na ktora cierpi okoto 0,5-1% populacji
ludzkiej [12]. Rozwdj tej choroby nastepuje w okre-
sie wczesnej dorostosci, tj. okoto 20 roku zycia, a jej
pierwsze epizody moga pojawiac si¢ w okresie nasto-
letnim, a nawet dziecigcym. Schizofrenia moze przy-
biera¢ rézne formy, w zaleznosci od rodzaju przewa-
zajacych objawow. Wyrozniamy trzy grupy objawow:
pozytywne, negatywne oraz zaburzenia funkcji po-
znawczych. Symptomy pozytywne majg charakter
wytworczy i zaliczamy do nich: halucynacje, omamy
shuchowe i wzrokowe, urojenia, a takze pobudzenie
psychoruchowe. Objawy negatywne to zniechecenie,
wycofanie z zycia towarzyskiego, obnizenie nastroju

oraz trudnos$ci lub calkowity brak odczuwania przy-
jemnosci z pozytywnych rzeczy. Negatywne obja-
wy sg bliskie symptomom charakterystycznym dla
depresji, ktéra rowniez wystepuje u o0so6b chorych
na schizofreni¢ [15]. Okoto 50% pacjentéw zmaga
si¢ dodatkowo z depresja, ktoéra zazwyczaj utrud-
nia leczenie i pokonanie symptomoéw negatywnych
[5]. U schizofrenikow obserwuje si¢ takze obnize-
nie funkcji poznawczych, takich jak uczenie si¢ czy
pogorszenie pamigci. Przebieg choroby jest bardzo
zroznicowany. U niektorych pacjentdéw dominuja
urojenia przesladowcze, u innych zupeine otepienie
albo zauwazalne zmiany nastroju. Ze wzgledu na
przewage poszczegolnej grupy objawdw w terapii
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farmakologicznej dobierane sg leki o odpowiednim
mechanizmie dziatania. Pacjentom z przewaga syn-
dromow pozytywnych podaje si¢ neuroleptyki blo-
kujace receptory dopaminowe D2, ktore, o ile nie
jest to odmiana lekoopornej schizofrenii, sg dobrze
przyswajalne i tagodza wytworcze objawy. W terapii
objawow negatywnych oraz zaburzen kognitywnych
lepsze efekty terapeutyczne obserwuje si¢ po zasto-
sowaniu atypowych lekow przeciwpsychotycznych,
ktore gtdwnie blokuja receptory serotoninowe SHT2
oraz w mniejszym stopniu dopaminowe D2. Atypowe
leki przeciwpsychotyczne wykazuja mniejsze objawy
uboczne w stosunku do klasycznych neuroleptykdw,
a mianowicie nie wykazujg zmian w uktadzie pozapi-
ramidowym oraz nie zaburzajg parametrow metabo-
licznych. Dlatego wydaje sie, ze terapia lekami nowej
generacji, atypowymi lekami przeciwpsychotyczny-
mi, moze przynies¢ lepsze wyniki terapeutyczne niz
klasycznymi neuroleptykami. Wazne dla powodzenia
leczenia farmakologicznego sg takze psychoterapia
i psychoedukacja [8].

Etiologia schizofrenii nie jest do konca pozna-
na. Naukowcy sugeruja, ze gldéwna role odgrywaja
geny, zmiany $rodowiskowe, infekcje przebyte we
wczesnych okresach dziecinstwa lub urazy glowy.
Waznym czynnikiem jest rowniez dziedzicznosc¢ tej
choroby oraz fakt, ze w pierwszych okresach choro-
by wystgpienie objawow jest $cisle zwigzane z wply-
wem czynnikow srodowiskowych i stresorow. Warto
réwniez wspomnie¢ o zwigzku substancji psychoak-
tywnych z rozwojem schizofrenii. Udowodniono, ze
niektore substancje psychoaktywne moga przyczy-
nia¢ si¢ do wywotania poczatkéw choroby. Sa to na
przyktad amfetamina i jej pochodne lub substancje
psychodeliczne: LSD, ketamina czy fencyklidyna.
Wymienione przeze mnie substancje moga by¢ sto-
sowane w celach badawczych do nasladowania obja-
wow charakterystycznych dla schizofrenii u zwierzat
laboratoryjnych. Natomiast w ostatnich latach zaczy-
na dominowac¢ hipoteza mowigca o udziale zard6wno
genow, jak 1 czynnikéw $rodowiskowych dziataja-
cych w okresie prenatalnym lub wczesnym postnatal-
nym, ktorych efektami sg deficyty w kluczowych dla
rozwoju mozgu biatkach, a co za tym idzie pojawie-
nie si¢ objawow charakterystycznych dla schizofrenii
w zyciu dorostym [16, 1].

Do wspomnianych przeze mnie biatek zalicza
si¢ glutation (y-glutamylocysteinyloglicyna). Jest
to tripeptyd zbudowany z reszt aminokwasowych
kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny, o silnych
wlasciwosciach utleniajagcych. Stanowi on najlepszy
»zmiatacz” wolnych rodnikéw, ktory utrzymuje ho-
meostaze redoks w komorkach. Jest najbardziej roz-

powszechnionym antyoksydantem w $wiecie zwierzat
1 wystepuje we wszystkich komorkach organizmu,
a w szczegolnosci w komorkach watroby, nerek oraz
mozgu. Deficyty w syntezie glutationu prowadza do
zaburzenia rownowagi redoks, a w konsekwencji do
wytworzenia stresu oksydacyjnego, ktory jest jedng
z molekularnych przyczyn rozwoju schizofrenii. Ba-
dania ostatnich lat dowodza, ze uposledzenie syntezy
glutationu 1 jego metabolizmu, a takze wytworzenie
stresu oksydacyjnego w okresie postnatalnym moze
indukowac symptomy schizofrenii w zyciu dorostym.
Skoro tak wiele przestanek naukowych mowi o waz-
nos$ci utrzymania homeostazy glutationowej, a takze
o negatywnych skutkach, jakie niosg ze sobg niepra-
widlowosci w jego syntezie, postanowiono opraco-
wac pionierski model badawczy, odzwierciedlajacy
wyzej wymienione warunki [6].

Modele zwierzece stuza do badania poszcze-
golnych chorob lub schorzen, ktore obserwuje si¢
w klinice. W znaczacym stopniu odzwierciedlaja
interakcje komoérkowe i tkankowe, ktore zachodza
w kazdym zywym organizmie, co daje im przewage
nad modelami komoérkowymi lub tkankowymi. Do
opracowania modelu badawczego wykorzystuje si¢
glownie gryzonie, gdyz sa one powszechnie dostgpne
w firmach biochemicznych oraz sg tatwe w hodowli.
Gatunki gryzoni, ktore wykorzystuje si¢ do badan, to
w przewadze szczury, myszy, nornice oraz kroliki.
W modelach zwierzgcych zawsze trzeba wzia¢ pod
uwage plte¢ osobnikow. Najwazniejszym jest, aby
w catym eksperymencie byla ona taka sama. Bada-
jac samice zawsze nalezy uwzgledni¢ cykl menstru-
acyjny i profil hormonalny, ktéry moze zmienia¢ si¢
w cyklu, a tym samym zaburza¢ wyniki badan. Zwie-
rze¢ta muszg rowniez by¢ w tym samym wieku, z tej
samej hodowli oraz mie¢ podobna wage w momencie
wykonywania testu. Wspomniany wczesniej neuro-
rozwojowy model badawczy wykorzystuje szczury,
samce rasy Sprague-Dawley, ale istniejg inne rasy,
ktore sa wykorzystywane, zaleznie od tego, jakie za-
lozenia powinien posiada¢ badany model [4, 3].

Opracowany pionierski model zwierzgcy do bada-
nia schizofrenii zaktada zaburzenie homeostazy re-
doks w komorkach mézgu spowodowane deficytem
glutationu w zyciu wczesno-postnatalnym [13]. Aby
uzyskac¢ ten efekt trzeba doprowadzi¢ do sytuacji,
w ktorej poziom wytwarzanego glutationu nie be-
dzie wystraczajacy do utrzymania rownowagi wol-
nych rodnikow tlenowych w komorkach. W za-
stosowanym modelu wykorzystano zwiazki: BSO,
ktoryjestselektywnyminhibitoremsyntezy glutationu,
w dawce 3,8 mmol/kg oraz pochodng piperazyny
okodowejnazwie GBR 12909, ktora jest selektywnym
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inhibitorem wychwytu zwrotnego dopaminy, w daw-
ce 5 mg/kg, podawane oddzielnie lub w kombinacji.
Potgczenie GBR z obnizong syntezg glutationu moze
powodowac¢ zmniejszenie gestosci dendrytow w ko-
rze czotowej. Co wigcej, traktowanie BSO i GBR za-
czyna si¢ w 5. dniu po urodzeniu i trwa chronicznie
do 16. dnia zycia. Jest to okres wczesno-postnatal-
ny, w ktorym odbywa si¢ najwigksza neurogeneza,
czyli rozw6j komoérek moézgowych oraz wzmozona
produkcja biatek i innych czynnikow troficznych.
Jest to okres rzutujacy na cato$¢ rozwoju mozgu,
a zatem nieprawidtowo$ci wynikajace z obnizeniem
poziomu glutationu daja efekty w dorostosci poprzez
symptomy schizofreniczne. Szczurom stanowigcym
grupe kontrolng podawano sol fizjologiczng w takim
samym schemacie, tj. od 5. do 16. dnia zycia. Iniekcje
z soli fizjologicznej stuza do wykluczenia ewentual-
nych zmian spowodowanych stresem wynikajacym
z naktucia i przytrzymania zwierzecia. Zaro6wno sol,
jak 1 badane substancje podajemy podskornie. Po za-
konczonych chronicznych iniekcjach raz w miesig-
cu szczury sa wazone oraz ,.handlingowane”, czyli
przyzwyczajane do dotyku, aby w dalszych etapach
badania dotyk cztowieka nie byt czynnikiem stresu-
jacym. Handling polega na oswajaniu, podnoszeniu,
glaskaniu 1 ogolnej interakcji dotykowej ze szczura-
mi, z kazdym przez okoto 10 minut.

Aby sprawdzi¢ poprawno$¢ nowego modelu, po
trzech miesigcach doroste juz szczury poddaje sie
odpowiednim testom behawioralnym. Im blizej za-
planowanej daty wykonywania testow, tym handling
jest bardziej regularny, a na dwa tygodnie przed te-
stem przyzwyczajanie odbywa si¢ codziennie. Testy
te wskazuja na pewne deficyty w zachowaniu szczu-
row traktowanych wczesniej wspomnianymi zwigz-
kami, a to sugeruje wystapienie objawdw charaktery-
stycznych dla schizofrenii. Ponadto dla catkowitego
sprawdzenia stusznosci modelu na dalszych etapach
tkanki mozgu podlegaja analizom biochemicznym,
w ktorych obserwuje si¢ spadek w syntezie kluczo-
wych dla rozwoju moézgu biatek, a takze zmiany za-
chodzace na etapie ekspresji genow.

Najpopularniejsze testy behawioralne, ktore wy-
korzystuje si¢ do badania symptoméw schizofrenicz-
nych to: test integracji socjalnej, test rozpoznawania
nowego obiektu, test otwartego pola, test podniesio-
nego labiryntu krzyzowego oraz test bramkowania
sensoryczno-motorycznego. Test integracji socjalnej
polega na umieszczeniu dwoch nieznanych sobie
osobnikow w klatce badawczej i obserwacji ich za-
chowania przez okoto 10 minut. Test ten bada trudno-
$ci w nawigzaniu kontaktow spotecznych, czyli ob-
jawy negatywne schizofrenii [10]. Test rozpoznania

nowego obiektu skupia si¢ na pamigci operacyjnej
i polega na umieszczeniu szczura na 5 min w boksie,
w ktorym znajduja si¢ dwa identyczne obiekty, a na-
stepnie po godzinie podmieniany jest jeden z obiek-
tOw na nowy, a po zmianie szczura umieszcza si¢ na
kolejne 5 min w boksie. Zdrowy szczur po pierwszej
eksploracji boksu powinien bardziej zainteresowac
si¢ nowym obiektem i poswigci¢ mu wiecej uwagi,
ktéra mierzona jest w czasie spedzonym przy danym
obiekcie. Natomiast szczury, u ktorych wystepuja
symptomy schizofrenii, nie zauwazajg roznicy mie-
dzy starym a nowym obiektem i w takim samym
stopniu interesuja si¢ zarowno nowym, jak i starym
obiektem [9].

Kolejnym zastosowanym testem jest test otwar-
tego pola. Szczura umieszcza si¢ na podniesione;j,
ptaskiej platformie w ksztalcie kola. Nie ma tam
zadnych dodatkowych elementow, zatem szczur eks-
ploruje otwarta przestrzen. Zdrowe szczury zwykle
czuja si¢ nieckomfortowo na takiej otwartej przestrze-
ni, natomiast szczury, ktore pozbawione sg normalnej
oceny rzeczywistosci, czgsto biegaja po platformie
i podchodza do jej krawedzi [11]. Podobnie jest przy
kolejnym tescie — podniesionego labiryntu krzyzowe-
go. Boks, w ktorym odbywa sig test, ma ksztatt krzy-
za, ktoérego dwa ramiona sg obudowane i zamknigte,
a dwa zupehie otwarte. Reakcje szczuréw sa zblizo-
ne do reakcji w otwartym polu, zdrowy szczur begdzie
zainteresowany nowym miejscem i, po sprawdzeniu
wszystkich odgatezien, wybierze to zamknigte i tam
bedzie przebywal. Schizofreniczne szczury sg albo
pobudzone i biegaja po catym labiryncie, albo bardzo
przestraszone i pozostaja w zamknigtym ramieniu
bez eksploracji reszty labiryntu, co wskazuje na efek-
ty pro-lgkowe, ktére rowniez sa obserwowane u pa-
cjentow schizofrenicznych [17]. Wszystkie wymie-
nione testy badaja negatywne symptomy schizofrenii
oraz zaburzenia funkcji poznawczych wystepujacych
w tej chorobie. Istnieja oczywiscie testy badajace
symptomy pozytywne i jednym z nich jest test ak-
tywnosci ruchowej, zwickszonej podaniem sub-
stancji noszacg nazw¢ MK-801 oraz amfetaminy.
Szczury po iniekcji wykazuja nadmierng ruchliwosé
psychomotoryczna, biegaja i eksploruja otoczenie
w chaotyczny i intensywny sposob, co odzwierciedla
pozytywne objawy schizofrenii.

Dla lepszego poznania biochemicznych zmian
zachodzacych podczas deficytu glutationu wykonu-
je sie eksperymenty molekularne. W prawidtowym
rozwoju moézgu bierze udziat szereg biatek troficz-
nych i regulatorowych. Jednym z tych biatek jest
neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego
(ang. brain-derived neurotrophic factor, BDNF),
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ktory miedzy innymi warunkuje funkcjonowanie
neuronow dopaminergicznych i cholinergicznych
w mozgu, a takze ma wpltyw na rozwo6j motoneuro-
noéw 1 neuronéw czuciowych [2]. Wstepne wyniki
badan biochemicznych wskazuja na to, ze deficyt
glutationu powoduje zmniejszenie ekspresji genu dla
BDNF oraz znaczace obnizenie syntezy tego biatka.
Jak mozna si¢ zatem domysla¢, wiaze si¢ to z liczny-
mi nieprawidtowosciami w rozwoju mézgu, objawia-
jace si¢ w dorostosci deficytami w zachowaniu, ktore
zaobserwowa¢ mozna we wczesniej wymienianych
testach behawioralnych. Rowniez wstepne badania
sugeruja, ze odpowiednie leczenie moze minimalizo-
wac lub wrecz odwracaé deficyty wywotane niedobo-
rem glutationu [ 14].

Istnieje szeroka gama lekéw przeciwpsychotycz-
nych, sa to leki starej lub nowej generacji. Neurolep-
tyki, leki starej generacji, maja bardzo wiele skutkow
ubocznych, aczkolwiek pacjenci, u ktorych przewa-

zaja symptomy pozytywne, zwykle dobrze odpowia-
daja na leczenie. Problemem jest fakt, ze w terapii
schizofrenii leki trzeba przyjmowac przez cate zycie,
a czgsto pacjenci po tym, jak poczujg si¢ lepiej, po-
dejmuja sami decyzje o odstawieniu leczenia i nie-
stety grozi to nawrotem objawow ze zwigkszong in-
tensywnoscig. Malo wiemy o leczeniu symptomow
negatywnych, polaczonych ze zwykle towarzyszaca
im depresjg oraz o poprawie funkcji poznawczych.
Wstepne badania sugeruja, ze odpowiednie taczenie
lekow przeciwpsychotycznych nowej generacji wraz
z dobrze dobranym lekiem przeciwdepresyjnym
moze odwraca¢ zmiany zachodzace u szczuréw, za-
roéwno na poziomie biochemicznym, jak i odwracac
deficyty w testach behawioralnych. Dlatego bardzo
istotne bylo opracowanie nowego modelu zwierzece-
g0, na ktéorym obecnie naukowy beda mogli dalej od-
krywac¢ tajemnice tej cigzkiej choroby — schizofrenii.

Tabela 1. Podziat objawow wystepujacych u pacjentow ze schizofrenig [na podstawie [5] w modyfikacji autorki].

Objawy pozytywne Objawy negatywne Zaburzenia funkcji poznawczych
-nadpobudliwos¢ -zubozenie emocjonalne -koncentracji
-urojenia -obnizenie aktywnosci -pamigci
-omamy -wycofanie -uczenia si¢
-halucynacje -obnizenie zainteresowania -przetwarzania informacji
-agresja -otepienie -podejmowania dziatania
iniekcje:
-B50
GBR o . o . testy behawioralne
sarodziny gy wazenie i handing wazenie | handing waienie i handing

fizjologiczna

16

30

'
H

60

20 dni

Ryc. 1. Schemat neurorozwojowego modelu zwierzecego na przestrzeni 3 miesiecy zycia szczura [schemat wtasny].
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»
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Ryc. 2. Schemat testu rozpoznawania nowego obiektu [na podstawie [7] w modyfikacji autorki].
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