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Charakterystyka klozapiny i risperidonu w dziataniu na poziomie jadra komérkowego

Celem projektu jest szczegétowy opis molekularnego mechanizmu dziatania klozapiny i risperidonu poprzez
systematyczne badania indukowanych przez leki zmian w poziomie biatek jadrowych oraz jagdrowych biatek
wewnetrznie nieustrukturalnionych pochodzacych z wybranych struktur mézgu szczura oraz linii ludzkich
komadrek nerwowych i astrocytow. Drugim celem jest charakterystyka wptywu wyciszenia genéw SmarcA5 i
Foxp1 na petny proteom i proteom jgdrowy ludzkich linii neuronalnych i astrocytarnych oraz wybranych struktur
modzgu szczurdw. Ponadto zbadana zostanie zdolnos¢ klozapiny i risperidonu do zniesienia wptywu wyciszania
gendéw. Dodatkowo, zostang przeprowadzone celowane eksperymenty proteomiczne oparte na roboczej
hipotezie o wptywie risperidonu i klozapiny na kanoniczny szlak Wnt i sygnalizacje AICD.

Zachorowalno$¢ na schizofrenie na Swiecie wynosi okoto 0,5-0,7%, co oznacza, ze statystycznie 1 osoba
na 200 cierpi na schizofrenie. Srednia dtugo$¢ zycia chorych na schizofrenie jest krétsza nawet o 20 lat w
poréwnaniu do pozostatej populacji. Wyniki 11-letnich badah nad $miertelnoscia w schizofrenii (30 803
mezczyzn i 36 078 kobiet, renomowane czasopismo Lancet [1]) Swiadczg o tym, ze Smiertelnos¢ w leczeniu
klozaping jest znacznie nizsza w pordwnaniu do jakiegokolwiek innego leku przeciwpsychotycznego
(antipsychotic drugs, APDs). Opublikowane ostatnio dane z 17 krajow wykazaty, ze klozapina jest nadal
stosowana zbyt rzadko [2], chociaz nawet opdZnienie w rozpoczeciu leczenia klozaping moze by¢ niekorzystne,
szczegdlnie w przypadku pacjentéw z lekooporng schizofrenia [3]. Jednym z powoddw zbyt rzadkiego stosowania
klozapiny sg obawy dotyczace wystepowania skutkdéw ubocznych, ktére sg czeste i powazne. W zwigzku z tym
istnieje naglaca potrzeba opracowania bardziej skutecznych, i bezpieczniejszych APDs. Szansg na postep w
projektowaniu nowych APDs jest gtebsze zrozumienie mechanizmu molekularnego dziatania lekéw obecnie
uzywanych, a zwtaszcza klozapiny. Profil farmakologiczny klozapiny jest niezwykle ztozony, poniewaz wigze sie
do wielu réznych typdw receptoréw btonowych. Jednak wewngtrzkomérkowy mechanizm klozapiny dziatania
pozostaje niejasny i nie wiadomo, ktére szlaki biochemiczne sg odpowiedzialne za jej wyjgtkowa skutecznosc
terapeutyczng, a ktére zwigzane sg ze skutkami ubocznymi. Systematyczne podejscie proteomiczne jest
szczegblnie uzasadnione i rekomendowane w przypadku APDs gdyz umozliwia ono catos$ciowy wglad w profil
biatkowy komorek czy tkanek.

W niniejszym projekcie chcemy sie skoncentrowaé na biatkach jadrowych, poniewaz komunikacja
miedzy synapsg a jadrem realizowana z udziatem synapto-jagdrowe przekaznikéw biatkowych wptywa na
plastyczno$¢ synaptyczng poprzez kontrole transkrypcji. Nasze wczesniejsze badania na petnych lizatach
tkankowych dostarczaty ograniczonych informacji odnosnie jadrowych biatek regulatorowych w tym czynnikéw
transkrypcyjnych, gdyz biatka te wystepujg w komdrce w bardzo matej ilosci. Jednak uzyskane wyniki pozwalajg
na postawienie hipotezy o wptywie klozapiny i risperidonu na jgdrowe szlaki przekazu sygnatu z udziatem AICD
oraz kanonicznego szlaku Wnt. Nasze wyniki wstepne badan biatek jadrowych wykazaty wptyw tych lekéw m.in.
na transport jgdrowy, regulacje chromatyny i transkrypcji. Interesujgce odkrycie dotyczace biatek SmarcA5 i
Foxp1l chcielibysmy zweryfikowa¢ poprzez analize wptywu wyciszania tych genédw na petny profil biatkowy oraz
subproteom jadrowy, a nastepnie zbada¢ zdolnos¢ klozapiny i risperidonu do zniesienia efektu wyciszenia.

W projekcie zastosujemy bardzo zaawansowang metodyke opartg na spektrometrii mas: ilosciowa
bezznacznikowg technike shotgun, ktéra pozwoli na identyfikacje biatek regulowanych przez leki lub wyciszanie
genu oraz technike celowanej proteomiki (paralel reaction monitoring, PRM), ktéra umozliwi walidacje wynikéw
badan shotgun ale takie pozwoli na weryfikacje postawionych hipotez. Do wyciszenia gendéw zostanie
zastosowana zmodyfikowana technologia CRISPR/Cas9, ktéra pozwala na specyficzne dla neuronéw wyciszanie
genu. Analizy nad komérkami SH-SY5Y zréznicowanymi do neuronéw i komdrkami NT2 zréznicowanymi do
neurondéw lub astrocytéw utatwig interpretacje wynikéw uzyskanych dla struktur moézgu (kora przedczotowa,
hipokamp, prazkowie, wzgdrze). Wyniki zostang réwniez potwierdzone na poziomie mRNA z uzyciem techniki
gRT-PCR i funkcjonalnie przy uzyciu metody obrazowania cytometrycznego. Wedtug naszej wiedzy, nie ma
zadnych publikacji dotyczacych wptywu jakiegokolwiek leku przeciwpsychotycznego na proteom jadrowy.
Dlatego planowane badania s innowacyjne i pozwolg na poszerzenie wiedzy o molekularnym mechanizmie
dziatania klozapiny i risperidonu.
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