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1. Dane personalne

Imi¢ 1 nazwisko: Magdalena Marta Brz6zka

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem
podmiotu nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu
rozprawy doktorskiej

e 2015 Master of Business Administration (MBA) — FOM: Fachhochschule fiir
Oekonomie und Management (University of Applied Sciences), Monachium, Niemcy

e 2008 Doktor Nauk Przyrodniczych (tytul niemiecki: dr. rer. nat., doctor rerum
naturalium, ekwiwalent PhD), Georg-August-Universtdt Gottingen, Niemcy

Tytul rozprawy doktorskiej: Rola czynnika transkrypcyjnego bHLH ME?2 (Tcf4)
w procesach uczenia sie i zapamigtywania u myszy (Untersuchungen zur Funktion des
basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)-Transkriptionsfaktors ME2(Tcf4) bei Lern- und
Geddchtnisprozessen in der Maus)

Ocena: magna cum laude. Data obrony: 31.10.2008. Recenzenci: Prof. Ralf Heinrich,
Prof. Klaus-Armin Nave, Promotor: Prof. Moritz Rossner.

Badania naukowe w ramach pracy doktorskiej prowadzitam w Instytucie Maxa Plancka
Medycyny Eksperymentalnej w Getyndze, Niemcy (Max-Planck-Institut fiir
Experimentelle Medizin) w latach 2004 — 2008.

e 2003 Biolog Dyplomowany (tytut niemiecki: Diplombiologin), III. Zoologisches
Institut, Entwicklungsbiologie (Zaklad Biologii Rozwoju), Uniwersytet Georga
Augusta w Getyndze (Georg-August-Universtit Gottingen), Niemcy

Ocena: bardzo dobry

Tytut pracy dyplomowej: Charakterystyka funkcji biatka Outer dense fiber 2 (ODF2),
jego partnerow i uzyskanie linii komorkowych pozbawionych ODF2

Opiekunka: Prof. Sigrid Hoyer-Fender
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych

e 2011-2016 Kierownik Pracowni Zachowania Myszy (Mouse Behavioral Unit)
w Klinice Psychiatrii 1 Psychoterapii Uniwersytetu Ludwika Maksymiliana
w Monachium, Niemcy
Ludwigs-Maximilians-Universtdt Miinchen, Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie

e 2011-2012 Pracownik naukowy /Post-Doc (wissenschaftliche Mitarbeiterin), Max-
Planck-Institut fiir Experimentelle Medizin, Gottingen, Niemcy

e 2008-2011 Pracownik naukowy /Post-Doc (wissenschaftliche Mitarbeiterin) —
réwnolegle prowadzitam projekty badawcze w dwoch instytucjach:
Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Georg-August-Universtidt Gottingen,
Niemcy
Max-Planck-Institut fiir Experimentelle Medizin, Gottingen, Niemcy

e 2004- 2008 Doktorantka, Instytut Maxa Plancka Medycyny Eksperymentalnej, Zaktad
Neurogenetyki, Getynga, Niemcy (Max-Planck-Institut fiir Experimentelle Medizin,
Abteilung Neurogenetik, Gottingen)

e 2004-2007 Stypendystka Graduiertenkolleg 632 ufundowane przez Niemiecka
Wspolnote Badawcza (DFG, Deutsche Forschungsgemeinschaft) Neuroplasticity: from
molecules to systems, Koordynator programu: Prof. Walter Paulus

e 01.2004-04.2004 Asystentka naukowa Instytut Medycyny Eksperymentalnej Maxa
Plancka w Getyndze, Zaktad Neurogenetyki, Dyrektor: Prof. Klaus-Armin Nave

e 11.2003-06.2004 Asystentka naukowa Klinika Uniwersytetu Georga Augusta w
Getyndze, Oddziat Kardiologii i Pulmonologii Dyrektor: Prof. G. Hasenfuf3, Gottingen,
Niemcy
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4. Omowienie osiagnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy

Podstawa do zlozenia przeze mnie wniosku o rozpoczgcie postgpowania habilitacyjnego
zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b Ustawy jest cykl 7 artykuldéw naukowych poswigconych
tematowi ,, Analiza czynnikow genetycznych i Srodowiskowych przyczyniajgcych sie do rozwoju
chorob psychiatrycznych w modelach zwierzecych”. Impulsem do prowadzenia badan w tym
obszarze byla publikacja zwienczajaca moja prace doktorska Cognitive and sensorimotor
impairments in transgenic mice overexpressing the schizophrenia susceptibility gene Tcf4 in

the brain, opublikowana w 2010 w Biological Psychiatry Jul 1;68(1):33-40 (IF 8,674).

4.1 Tytuly osiagni¢¢ naukowych

Analiza bibliometryczna na dzien 10.05.2022 wykazata, ze laczny impact factor (IF)
wszystkich moich prac oryginalnych wynosi 71,275, suma punktow MNiSW 722. Laczny IF
moich wszystkich prac (facznie z pracami przegladowymi) wynosi 90,397, suma punktow
MNiSW 807. Moje prace byly cytowane wg bazy Web of Science 351, a wg bazy Scopus 378
razy (bez autocytowan odpowiednio: 314 i 341 razy). M¢§j indeks Hirscha wynosi 8 wg Web of
Science 1 9 wg Scopus. (ORCID 0000-0001-8633-2855).

4.1.1 Prace oryginalne

# réwny udzial wspotautorow; *, autorka korespondencyjna; liczba cytowan wg bazy Scopus

na dzien 10.05.2022; pierwsza wartos¢: wszystkie cytowania; wartos¢ w nawiasie: bez
autocytowarn.

Do osiggnigcia zaliczam pozycje 2-8; pozycja 1 to publikacja wynikow mojej pracy doktorskie;j.

1. Brzézka MM, Radyushkin K, Wichert SP, Ehrenreich H, Rossner MJ (2010). Cognitive
and sensorimotor impairments in transgenic mice overexpressing the schizophrenia
susceptibility gene Tcf4 in the brain. Biological Psychiatry Jul 1;68(1):33-40.

IF 8,674
MEIN 32
cytowania = 92 (80)

2. Brzozka MM and Rossner MJ (2013). Deficits in trace fear memory in a mouse model
of the schizophrenia risk gene TCF4. Behavioral Brain Research Jan 15;237:348-56.
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IF 3,391
MEIiN 30
cytowania =27 (21)

3. Brzozka MM, Rossner MJ, De Hoz L. (2015) Tcf4 transgenic female mice display
impaired flexibility learning measured with latent inhibition. European Archives of
Psychiatry and Clinical Neuroscience 2015 Sept 24.

IF 3,569
MEIN 35
cytowania =5 (3)

4. Brzézka MM*, Unterbarnscheidt T, Schwab MH, Rossner MJ*. (2016) OSO paradigm
— a rapid behavioral screening method for acute psychosocial stress reactivity in mice.
Neuroscience, Feb 9;314:1-11.

IF= 3,277
MEIiN = 25
cytowania = 5 (4) * autor korespondencyjny

5. Badowska DM, Brzézka MM”, Kannaiyan N, Thomas C, Dibaj P, Chowdhury A,
Steffens H, Turck CW, Falkai P, Schmitt A, Papiol S, Scheuss V, Willig KI, Martins-
de-Souza D, Rhee JS, Malzahn D, Rossner MJ. (2020) Modulation of cognition and
neuronal plasticity in gain- and loss-of-function mouse models of the schizophrenia risk
gene Tcf4. Transl Psychiatry. 2020 Oct 9;10(1):343.

IF 6,222
MEIiN 100
cytowania = 4 (4), “réwny udziat wspotautorek

6. Brzéozka MM, Havemann-Reinecke U, Wichert SP, Falkai P, Rossner MJ. (2015)
Molecular signatures of psychosocial stress and cognition are modulated by chronic
lithium treatment. Schizophrenia Bulletin 2015 Dec 28. pii: sbv194
IF 7,757
MEiN -
cytowania = 9 (8)

7. Brzézka MM*, Fischer A, Falkai P, Havemann-Reinecke U (2011). Acute treatment
with cannabinoid receptor (CB1) agonist WIN55212-2 improves prepulse inhibition in
psychosocially stressed mice. Behavioral Brain Research Apr 15;218(2): 280-7
IF 3,417
MEIiN 30
cytowania = 22 (19) * autor korespondencyjny

8. Bouter Y, Brzézka MM, Rygula R, Pahlisch F, Leweke FM, Havemann-Reinecke U,
Rohleder C (2020). Chronic Psychosocial Stress Causes Increased Anxiety-Like
Behavior and Alters Endocannabinoid Levels in the Brain of C57Bl/6J Mice. Cannabis
Cannabinoid Res. 2020 Feb 27;5(1):51-61.

IF 5,800
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MEIiN 20
cytowania = 3 (3)

Lacznie publikacje oryginalne z cyklu (pozycje 2-8): IF 33,433 MEIN 240

4.1.2 Prace przegladowe powigzane tematycznie z osiagni¢ciem naukowym

1. Brzézka MM, Falkai P, Havemann-Reinecke U (2009). Fiir Schizophrenie braucht
man Drei. (Do schizofrenii potrzeba trojga) Suchtmedizin in Forschung und Praxis.
11(3):98-103.

IF 0
MEIiN 0
cytowania = 5 (5) Artykut w jezyku niemieckim.

2. Quednow BB, Brzézka MM, Rossner MJ (2014) Transcription factor 4 (Tcf4) and
schizophrenia: integrating the animal and the human perspective. Review, Cellular and
Molecular Life Sciences 7 Aug 2014.

IF 5,808
MEIiN 40
cytowania = 42 (38)

3. Falkai P, Rossner MJ, Schulze TG, Hasan A, Brzézka MM, Malchow B, Honer WG,
Schmitt A. (2015) Kraepelin revisited: Schizophrenia from degeneration to failed
regeneration. Molecular Psychiatry 2015 Mar 31.

IF 13,314
MEIiN 45
cytowania = 54 (53)

Lacznie publikacje przegladowe powigzane tematycznie z osiggnigciem naukowym:
IF 19,122 MEIN 85

4.1.3 Publikacje niepowigzane z tematem przewodnim

1. Badowska DM, Brzézka MM, Chowdhury A, Malzahn D, Rossner MJ (2014) Data
calibration and reduction allows to visualize behavioural profiles of psychosocial
influences in mice. European Archives Of Psychiatry And Clinical Neuroscience, 2014
Sept 19.

IF 4,113
MEIN 30
cytowania =5 (4)

2. Baier PC*, Brzézka MM, Shahmoradi A, Reinecke L, Kroos C, Wichert SP, Oster H,
Wehr MC, Taneja R, Hirrlinger J, Rossner MJ. (2014) Mice lacking the circadian
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modulators Sharpl and Sharp?2 display altered sleep and mixed state endophenotypes
of psychiatric disorders. PLOS one. 2014 Oct 23;9(10).

IF 3,234

MEIiN 40

cytowania = 19 (18) #réwny udzial wspotautorow

3. Agarwal A, Zhang M, Trembak-Duff I, Unterbarnscheidt T, Radyushkin K, Dibaj P,
Martins De Souza D, Boretius S, Brzéozka MM, Steffens H, Berning S, Teng Z,
Gummert M, Tantra M, Guest PC, Willig Ki, Frahm J, Hell SW, Bahn S, Rossner MJ,
Nave K-A, Ehrenreich H, Zhang W*, and Schwab MH* (2014). Dysregulated
expression of Neuregulin-1 by cortical pyramidal neurons disrupts synaptic plasticity.
Cell Reports 21 Aug 2014 8(4):1130-45
IF 8,358
MEIN 35
cytowania = 64 (60)

4. Wehr MC?, Hinrichs W*, Brzézka MM, Unterbarnscheidt T, Herholt A, Wintgens JP,
Papiol S, Soto-Bernardini MC, Kravchenko M, Zhang M, Nave KA, Wichert SP, Falkai
P, Zhang W, Schwab MH, Rossner MJ (2017). Spironolactone is an antagonist of
NRGI1-ERBB4 signaling and schizophrenia-relevant endophenotypes in mice. EMBO
Mol Med. 2017 Oct;9(10):1448-1462. *rowny udziat wspotautorow
IF 10,293
MEIiN 45
cytowania = 16 (15)

5. Gotze T, Soto-Bernardini MC, Zhang M, MieBner H, Linhoff L, Brzézka MM, Velanac
V, Dullin C, Ramos-Gomes F, Peng M, Husseini H, Schifferdecker E, Fledrich R,
Sereda MW, Willig K, Alves F, Rossner MJ, Nave KA, Zhang W, Schwab MH. (2021).
Hyperactivity is a Core Endophenotype of Elevated Neuregulin-1 Signaling in
Embryonic Glutamatergic Networks. Schizophr Bull. 2021 Aug 21;47(5):1409-1420.
IF 9,306
MEIiN 200
cytowania = 0 (0)

6. Sarzynska-Dhugosz 1, Szczepanska-Szerej A, Druzdz A, Lukomski T, Ochudto S,
Fabian A, Sobolewski P, Marianska K, Maciejewska J, Mulek E, Niedzielska A,
Raymond R, Brzozka MM?*, Jessa-Jabtonska M. Real-world effectiveness of
abobotulinumtoxinA (Dysport®) in adults with upper limb spasticity in routine clinical
practice: an observational study. Neurol Neurochir Pol. 2020;54(1):90-99.

IF 1,621,
MEIiN 100
cytowania = 6 (6), *autorka korespondencyjna

Lacznie publikacje oryginalne niepowigzane tematycznie z osiggni¢ciem naukowym:
IF 36,925 MEIN 450
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4.2 Omowienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

4.2.1 Wstep

Schizofrenia (SZ) jest powazng chorobg psychiatryczng, ujawniajaca si¢ klinicznie u mtodych
dorostych, z ryzykiem wystapienia ok. 1% w ciggu zZycia i charakteryzujaca si¢ wystepowaniem
trzech grup objawdw o réznym czasie i intensywno$ci trwania: (i) objawow wytworczych
(positive symptoms), jak urojenia, halucynacje, (ii) objawdéw deficytowych (negative
symptoms), jak apatia, ot¢gpienie odczuwania i (ii7) deficyty poznawcze (cognitive impairment)
polegajace na zaburzeniach uwagi i pamigci. Hipotezy oraz wiedz¢ naukows, powigzang z
etiologia SZ, opisalam w trzech artykutach przegladowych: w artykule Fiir Schizophrenie
braucht man Drei. (Do schizofrenii potrzeba trojga) (Brzozka et al., 2009), w pracy Quednow
et al. (2014) Transcription factor 4 (Tcf4) and schizophrenia: integrating the animal and the
human perspective oraz w artykule Falkai et al. (2015) Kraepelin revisited: Schizophrenia
from degeneration to failed regeneration. Prace te powstaly we wspotpracy z uczonymi
zwigzanymi z Klinikg Psychiatrii w Getyndze i Klinikg Psychiatrii w Monachium, gdzie
pracowatam odpowiednio w latach 2008-2013 1 2013-2016.

To wlasnie w Klinice Psychiatrii w Monachium okoto stu lat wcze$niej swoje badania
prowadzit Emil Kraepelin, tworca podstaw wiedzy o SZ. Rozpoznana i nazwana przez niego
jako Dementia precox, SZ wciaz pozostaje ciezka chorobg psychiczng, dotykajaca glownie
mtodych dorostych, prowadzaca do niesprawnosci u co najmniej polowy pacjentow.
Odpowiedz chorych na SZ na farmakoterapi¢ jest tylko cze$ciowa badz prawie zadna,
szczegoOlnie objawy deficytowe SZ sg wyjatkowo trudne w terapii. SZ jest powigzana z réznym
stopniem zaburzeniami funkcji poznawczych, szczegdlnie w obszarze pamigci werbalnej i
operacyjnej; w wyniku ktérych pacjenci moga straci¢ zatrudnienie oraz zdolno$¢ tworzenia
stabilnych relacji 1 sta¢ si¢ niezdolnymi do samodzielnego zycia. Obserwacje zaburzen
poznawczych u pacjentdéw wywotaty u Kraepelina podejrzenia, ze SZ jest mtodziencza forma
demencji, spowodowang procesami degeneracyjnymi zachodzacymi w mozgu. Przypuszczenia
Kraepelina potwierdzity prawie 100 lat pdzniej badania GWAS (genome-wide association
studies) identyfikujace ponad sto genow powigzanych ze $ciezkami sygnatowymi kluczowymi
dla metabolizmu dopaminy, immunomodulacji, $ciezek sygnatowych wapnia 1 dla
plastycznosci neuronalnej. Udowodniono, ze do rozwoju SZ (a takze nierzadko innych chorob

psychicznych), oprocz czynnikéw genetycznych moga przyczynia¢ si¢ takze czynniki
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srodowiskowe, a ich synergia jest okres$lana jako gene x environment interaction (GXE), czyli
interakcja sktonno$ci uwarunkowanych genetycznie ze stresorem srodowiskowym (takim jak
np. traumatyczne przezycie — czy to jednorazowe jak np. silna jednokrotna trauma, czy to o
charakterze przewlektym, jak mobbing w szkole oraz przyjmowanie jako uzywki cannabis w
krytycznym dla rozwoju moézgu okresie zycia). Wystgpienie silnego stresora w zyciu
(okreslanego jako tzw. second hit), ktory padnie na podatne podloze genetyczne, moze

doprowadzi¢ do rozwinigcia si¢ choroby psychiatrycznej i jej manifestacji kliniczne;.

W poszukiwaniu odpowiedzi na pytania, ktore geny sg zaangazowane w rozwdj SZ 1 w jaki
sposdb mozna zapobiec rozwojowi choroby lub odwroci¢ badz spowolni¢ jej bieg, naukowcy
odnosza si¢ do modeli zwierzgcych. Modele zwierzgce sa niezbgdnym elementem badan
funkcji poszczegdlnych gendw powigzanych z chorobami psychicznymi w zachowaniu czy
procesach kognitywnych, a takze ich wptywie na poziomie strukturalnym, molekularnym czy
transmisji synaptycznej (Ryc. 1), nawet jes$li nie jesteSmy w stanie modelowaé pelnego

spektrum objawow SZ, lecz jej poszczegdlne symptomy.

Human model Animal model
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Figure 2. From genetic to environmental risk factors: parallels in humans and animal models. CNV, copy number variation; Hi, hippocampus;
LTP, long-term potentiation; PfCx, prefrontal cortex; SZ, schizophrenia; TCF4, transcription factor 4; VLMT, verbal learning and memory test.

Ryc. 1 Od czynnikéw genetycznych przez Srodowiskowe: podobienstwa u czlowieka i w modelu zwierzecym. Grafika
mojego autorstwa opracowana we wspolpracy z Prof. Peterem Falkaiem, opublikowana w pracy przegladowej Falkai et
al. (2015) w Molecular Psychiatry.

Podczas pracy naukowej uwage skupitam glownie na dwoch modelach myszy

nadeksprymujacych geny silnie asocjowane z rozwojem SZ: Tcf4 1 Nrgl, ktérych zwigzek z tg



Post¢gpowanie habilitacyjne: Autoreferat Dr Magdalena M. Brzozka Zaia(cznikl ;
chorobg zostal wykazany w 2009 roku i opublikowany w Nature: Common variants conferring
risk of schizophrenia autorow Stefansson et al. Jako jeden z najwazniejszych gendw-
kandydatow SZ w GWAS zostal zidentyfikowany czynnik transkrypcyjny 7TCF4
na chromosomie 18q21.2. Kluczowy wydal si¢ intron 4, ktérego zmiany w ekspresji
/polimorfizmy wystepuja u osob ze schizofrenig (SZ). Tcf4 nalezy do biatek zawierajacych
domene¢ bHLH (basic helix-loop-helix) 1 odgrywa rol¢ w fazie rozwoju embrionalnego
centralnego uktadu nerwowego. Haploinsuficencja genu 7CF4 u ludzi powoduje zesp6t Pitta-
Hopkinsa, chorob¢ neurorozwojowa, charakteryzujaca si¢ cigzkim niedorozwojem umystowym
1 dysmorfig twarzy. Drugim genem opisanym w publikacji Stefannson et al. jest Nrgl
z chromosomu 8, ktérego produkt, Neuregulina 1, jest zaangazowany w rozwoj OUN,
plastycznosci synaps, 1 migdzy innymi aktywuje receptory NMDA (N-metylo-D-

asparaginowe), stanowigce kanaty jonowe w neuronach i §ciezki sygnatlowe ERBB4.

4.2.2 Cel badan

Celem moich badan byta analiza czynnikéw genetycznych 1 sSrodowiskowych przyczyniajacych
si¢ do rozwoju chorob psychiatrycznych z zastosowaniem modeli zwierzgcych. Poza
czynnikami genetycznymi Tcf4 (ktéorego to analizy tworza cykl dziela) 1 Nrgl

skoncentrowatam si¢ na badaniu wptywu czynnikoéw srodowiskowych, takich jak:

(1) stresu psychosocjalnego - jako jednego z kluczowych czynnikow przyczyniajacych
si¢ do rozwoju choréb psychicznych, takze w potaczeniu z farmakoterapig
(agonistg receptorow CB1) oraz

(11) potencjatu srodowiska wzbogaconego (ang. enriched environment), jako swoiste]
terapii behawioralnej, potencjalnie zapobiegajacej a priori lub/i niwelujacej
szkodliwy wplyw niekorzystnego uwarunkowania genetycznego (nadekspresji

Tcf4)

na zachowanie i zdolno$ci poznawcze, zmiany anatomiczne i na poziomie komorkowym

w OUN oraz na profil ekspresji genéw w OUN u myszy.

Nadrzednym, dtugofalowym celem moich badan byto stworzenie przedklinicznych modeli
chorob psychiatrycznych, ktére znajda zastosowanie jako cenne narz¢dzie pod katem

testowania nowych czgsteczek lub istniejacych juz lekow, mogacych zmniejszy¢ objawy
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SZ lub im zapobiec i poprawi¢ funkcjonowanie pacjentow psychiatrycznych w zyciu

codziennym.

4.2.3 Przeglad osiagni¢¢ naukowych

Publikacja 1

Cognitive and sensorimotor impairments in transgenic mice overexpressing the

schizophrenia susceptibility gene Tcf4 in the brain

Pierwsza publikacja, bedaca zwienczeniem mojej pracy doktorskiej p.t. ,,Rola czynnika
transkrypcyjnego bHLH ME?2 (Tcf4) w procesach uczenia si¢ i zapamigtywania u myszy”
(Untersuchungen zur Funktion des basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)-Transkriptionsfaktors
ME2(Tcf4) bei Lern- und Geddchtnisprozessen in der Maus, 2008, monografia:
https://ediss.uni-goettingen.de/handle/11858/00-1735-0000-0006-AD69-F), to opublikowana
na tamach Biological Psychiatry praca autorow Brzozka et al. (2010) zatytutowana Cognitive
and sensorimotor impairments in transgenic mice overexpressing the schizophrenia
susceptibility gene Tcf4 in the brain. Stala si¢ ona punktem wyjscia do dalszych badan,
tworzacych cykl dzieta (publikacje 2-8, zob. 4.2.3.1), ktérym istotny zwrot w kierunku nadata
praca Stefansson et al. (2009) Common variants conferring rik of schizophrenia pokazujaca w
badaniach GWAS znamienne powiazanie Tcf4 ze schizofrenia. Wyniki Stefanssona i
wspotautoréw stanowity dla mnie inspiracje, aby myszy transgeniczne z nadekspresja Tcf4
(Tct4tg) w obszarach mozgu odpowiedzialnych za uczenie si¢ 1 zapamigtywanie (hipokamp,
kora, kora przedczotowa) podda¢ wnikliwej analizie behawioralnej pod katem fenotypu
charakteryzujacego SZ, z zastosowaniem testow o wysokiej wartosci translacyjnej pomiedzy
cztowiekiem a modelem zwierzgcym. Podobnie zajetam si¢ takze innym modelem

genetycznym SZ Nrgltg i czynnikami srodowiskowymi przyczyniajacymi si¢ do rozwoju SZ.

Funkcje Tct4 w dorostym moézgu (osrodkowym uktadzie nerwowym, OUN) nie byly przed
mojg publikacja z 2010 roku poznane. Jako czynnik transkrypcyjny, Tcf4 (ME2) nalezy
do rodziny E-protein, biorgcych wudziat w rozwoju ukladu nerwowego. Wczesniej
podejrzewano istotng rolg réwniez w dojrzalym OUN. Myszy Tc¢f4 null umieraja w okresie
embrionalnym, a u ludzi z haploinsuficencja TCF4 dochodzi do ci¢zkiego niedorozwoju

umystowego i innych zaburzen (Zespot Pitta-Hopkinsa) (zob. Quednow et al., 2014). W celu
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zbadania potencjalnej roli w peini uksztaltowanym OUN, stworzyliSmy lini¢ transgenicznych
myszy Tcfdtg z lekka (o 30% wyzsza, niz w dzikim genotypie) postnatalng nadekspresja Tcf4.
Uzycie promotora Thyl gwarantowato nadekspresj¢ Tcf4 dopiero po zakonczenia etapu zycia
ptodowego, aby unikng¢ potencjalnych wczesnorozwojowych zaburzen OUN. Myszy Tcf4tg
zostaly poddane molekularnej, histologicznej 1 behawioralnej analizie. Mutanty Tcf4tg
wykazaty silne deficyty w pamigci kontekstualnej i cued fear memory oraz zaburzenia w
bramkowaniu sensomotorycznym (sensorimotor gating). Zaburzenia w hamowaniu
przedsygnatowym PPI (prepulse inhibition) sa uznawane jako wysoko zwalidowany parametr,
obecny w chorobach psychiatrycznych, w tym w SZ. Ponadto wykazaliSmy w pracy, ze Tcf4
interaguje in vivo z innymi neurogennymi czynnikami transkrypcyjnymi, jak NEUROD i

NDREF i Zze wykazuja one amplitude ekspresji w hipokampie, zalezng od rytmu dobowego.

Podsumowujac — udowodnilismy, ze Tcf4 wspotdziata z innymi czynnikami transkrypcyjnymi
w kontek$cie wyzszych proceséw neuronalnych, oraz ze lekka deregulacja Tcf4 w mozgu
interferuje z funkcjami poznawczymi i moze mie¢ wplyw na procesy regulowane okotodobowo
in vivo. Wyniki tej pracy byly pierwszymi opublikowanymi obserwacjami, opisujgcymi
fizjologiczne funkcje TCF4 w uksztaltowanym juz OUN 1 jego potencjalnym udziale w

zaburzeniach psychiatrycznych.

4.2.3.1. Osiagniecia w ramach cyklu habilitacyjnego

W badaniach prowadzonych po doktoracie postanowilam w pierwszej kolejnosci zbadac glebiej
funkcje poznawcze w modelu Tcf4tg poddajac ten model eksperymentom behawioralnym,
badajacym bardziej ztozone procesy, niz sama klasyczna pami¢¢ kondycjonowana na wzor
kondycjonowania Pawtowa, takie jak uwaga (attention), pami¢¢ operacyjna (working memory)
oraz zdolno$¢ antycypacji (anticipation). Procesy te wymagaja prawidtowych funkcji
hipokampu 1 kory przedczotowej. Rezultatem tych badan sa dwie prace: opublikowana na
tamach Behavioral Brain Research badajaca tzw. §ladowe warunkowanie strachem (Publikacja
2) oraz praca w European Archives of Psychiatry and Clinical Neuroscience, badajaca fenomen

utajonego hamowania (latent inhibition) (Publikacja 3).
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Publikacja 2
Deficits in trace fear memory in a mouse model of the schizophrenia risk gene TCF4

W tej pracy poddatam kohorte Tctdtg tzw. trace fear conditioning — sladowemu warunkowaniu
strachem, w ktorym prezentacja bodZzca warunkowego jest odseparowana od bodzca
bezwarunkowego interwalem czasowym. Prawidtowa ekspresja $ladowego warunkowania
strachem wymaga wysokiej uwagi 1 jest zalezna — oprocz hipokampa — takze od kory
przedniego zakregtu obreczy (anterior cingulate cortex, ACC). Wykazatam, ze myszy Tcfédtg
wykazuja deficyty w krotkotrwalej i dlugotrwatej pamigci frace fear i maja obnizong zdolno$é¢
przewidywania awersyjnych, wczesniej kondycjonowanych bodzcow. Aby sprawdzi¢, czy ta
dysfunkcja jest powigzana z potencjalnie zaburzong ekspresja jednego z kluczowych dla
tworzenia pamigci genu c-Fos, markera aktywnos$ci neuronalnej (tzw. immediate early gene,
EAG) w ACC, zmierzylam poziom ekspresji c-Fos mRNA w ACC bezposrednio po
kondycjonowaniu i po ekspozycji na bodziec wywotujacy kondycjonowane wspomnienie.
Udowodnitam, ze zaobserwowana przeze mnie dysfunkcja w $ladowym warunkowaniu
strachem, jest rOwnocze$nie powigzana ze zmniejszong ekspresja c-Fos w ACC u Tcfdtg
myszy, sugerujac nizsza aktywnos¢ neuronalng w kluczowych dla tego paradygmatu regionach

OUN.

Podsumowujac, dane wykazaly, ze deficyty kognitywne obserwowane wcze$niej u myszy
Tct4tg (Brzozka et al, 2010) i w tej pracy (Brzézka et al, 2013), moga opiera¢ si¢ na
zaburzeniach uwagi (attention), poswiadczone obnizong aktywnoscia neuronéw bezposrednio
po procesie nauki (data acquisition). Dodatkowym rezultatem badan w tym modelu
zwierzecym jest wykazanie obnizonej zdolnos$ci antycypacji wezesniej wyuczonych zdarzen i
sugestia, ze za kognitywne symptomy w SZ moze by¢ odpowiedzialne zaburzenia prawidtowej

ekspresji TCF4.

Publikacja 3

Tcf4 transgenic female mice display impaired flexibility learning measured with latent
inhibition.

W dalszych badaniach nasune¢to si¢ pytanie, czy model Tcfdtg oddaje takze zaburzenia

elastycznosci poznawczej (flexibility learning), ktére sa nierzadko obecne u pacjentow

psychiatrycznych.
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Aby lepiej zrozumie¢ istote tej pracy, nalezy najpierw wyjasni¢ pojecie utajonego hamowania
(latent inhibition). Utajone hamowanie polega na odepchnig¢ciu z obszaru aktualnej uwagi
bodzcow, ktore zostaly uznane za nieistotne, a jego zaburzenia sa fenotypem czgsto
obserwowanym u 0séb cierpigcych na SZ. Polega on na gorszej adaptacji do zmiany reakcji na
stymulus, kiedy staje si¢ on z niekondycjonowanego — kondycjonowanym, odzwierciedlajac
problemy z elastyczno$cia poznawcza. Eksperymenty przeprowadzilam z uzyciem tzw.
audioboxu, w ktorym zwierz¢ta byly pre-eksponowane na dwa poczatkowo neutralne
(niekondycjonowane, unconditioned) dzwigki, 3 lub 12 kHz — po ekspozycji na dzwigk myszy
mogly napi¢ si¢ wody z podajnika. W dalszej czgsci eksperymentu jeden z sygnatéw (12 kHz)
stal si¢ kondycjonowany — sparowany znieprzyjemnym dla myszy bodzcem (aversive
stimulus), jakim jest lekki wyrzut powietrza (airpuff). Myszy kontrolne catkiem szybko
nauczyly si¢ reagowac i unika¢ sparowanego z nieprzyjemnym bodZzcem sygnatu 12 kHz,
niezaleznie od tego, czy poznaly wczesniej sygnal 3 czy 12 kHz jako bezpieczny. W
przeciwienstwie do nich, myszy transgeniczne Tcfdtg, pre-eksponowane wczesniej do
bezpiecznego sygnalu 12 kHz, z opdznieniem nauczyty si¢ reagowac na niego, gdy zostal

sparowany z awersyjnym bodzcem.

Wyniki tej pracy pokazaty, ze model Tcfdtg wykazuje w porodwnaniu z kontrolami gorsza
elastyczno$¢ poznawcza, sugerujac braki w filtrowaniu nierelewantnych bodZzcow
sensorycznych, analogicznie, jak dzieje si¢ to w przypadku pacjentow cierpigcych na SZ. Byta
to trzecia z kolei praca dowodzaca powigzania ekspresji Tcf4 z zaburzeniami poznawczymi i

dysfunkcja sieci neuronowych.

Publikacja 4

0SO0 paradigm — a rapid behavioral screening method for acute psychosocial stress reactivity

in mice

Poniewaz choroby psychiatryczne moga charakteryzowac si¢ rowniez zmieniong odpowiedzig
na przewlekly badz nagly (takze psychosocjalny) stres oséb nimi dotknigtych, w kolejnej pracy
zadalam pytanie, czy zwierzecy model 7cf4tg moze wykazywaé zmieniong reakcje
emocjonalng na nagly stres, czy obserwowane zaburzenia w modelu nadekspresji Tcf4 dotycza
tylko funkcji poznawczych. Znajagc model stresu psychosocjalnego w formie chronicznej

(resident-intruder paradigm, zob. Rygula et al., 2005) 1 stosujac go réwnolegle w innych



Post¢gpowanie habilitacyjne: Autoreferat Dr Magdalena M. Brzozka Zah;cznikl g
eksperymentach, ktére opisz¢ dalej, postanowitam na potrzeby powyzszego zapytania
opracowac 1 zastosowaé wlasny paradygmat behawioralny i zwalidowaé¢ go na roznych,
niezaleznych grupach myszy: na myszach dzikich (wt, wild type) C57B16/N oraz na grupach
genetycznych modeli SZ Tcf4 1 Nrgl. Zaprojektowatam paradygmat behawioralny adresujacy
odpowiedz na nagty stres psychosocjalny - nazwatam go OSO — skrot od Open field — Social
stress — Open field, gdzie badacz najpierw mierzy aktywno$¢ zwierzat w neutralnych
warunkach w otwartym polu, kiedy to jest mierzona dlugos¢ pokonanej odleglosci, czas
spedzony w rogach aparatu (przejaw Igku) oraz tzw. rearings (stawanie stupka) jako przejaw
ciekawosci. Nastepnie zwierzeta sg umieszczone na 5 minut w klatce z dominujgcym samcem
1 poddawane krétkiemu stresowi psychosocjalnemu. Po tej konfrontacji, wywotujacej nagle
emocje w zwierzgciu, jest ono poddawane ponownie neutralnemu testowi aktywnosci w
otwartym polu (Ryc. 2). Myszy kontrolne, zamiast konfrontacji z dominujagcym samcem, byly

umieszczane na 5 min w swojej klatce, ktorg zamieszkujg na co dzien.

o

‘stress’

stress

'co?m IZ OF1 ~ @ ~~ OF2

control

Ryec. 2 Schemat paradygmatu OSO. Hustracja wlasna z publikacji Brzézka et al. (2016), Neuroscience.

W ramach publikacji zweryfikowatam OSO na czterech niezaleznych kohortach myszy:

Eksperyment 1 1 Eksperyment 2. OSO paradigm poddatam dwie niezalezne kohorty myszy
dzikich, C57Bl/6, jako proof of the concept. Zgodnie z oczekiwaniami, pojedynczy epizod
stresu psychosocjalnego w obu eksperymentach doprowadzit do zahamowania aktywnosci
lokomotorycznej oraz eksploracyjnej, a takze do zwigkszenia ekspresji Ilgku (wyrazonego przez
spedzanie wiecej czasu w rogach otwartego pola) u myszy poddanych stresowi w poréwnaniu

z myszami, ktore po pierwszej ocenie aktywnos$ci wracaly do wtasnej klatki.

Eksperyment 3. Tutaj uzytam kohorty sktadajacej sie¢ zmyszy Nrgltg i ich dzikich (wt) kontroli.
Mutanty Nrgltg wykazaly inng niz wt odpowiedZz na nagly stres — myszy transgeniczne
spedzaly taki sam czas w centrum i w rogach aparatu bez r6znicy, czy do§wiadczyly naglego

stresu, czy nie. Sugeruje to nieadekwatng odpowiedz modelu Nrgltg na raptowne warunki



17
Post¢gpowanie habilitacyjne: Autoreferat Dr Magdalena M. Brzozka Zalacznik 2
stresowe, ktore w naturze moglyby doprowadzi¢ do ryzykownego zachowania zwierzgcia,

przyktadowo w obliczu naturalnego wroga.

Eksperyment 4. OSO poddatam kohorte myszy Tcf4. Mutanty wykazaty identyczng odpowiedz
na nagly stres psychosocjalny, jak dzikie kontrole, zgodnie z moimi wcze$niejszymi
oczekiwaniami — jak dotad, fenotyp Tcfdtg wykazywal zmiany jedynie w domenach
zachowania powigzanych z zaburzeniami uczenia si¢ i1 zapami¢tywania, dysfunkcji uwaznos$ci
oraz zaburzen bramkowania sensomotorycznego — lecz nie w obszarze zachowan powigzanych

z afektem (affective behaviour).

Wnhioski, ktére nasungty si¢ na podstawie powyzszej pracy to: (i) OSO jest szybka i dobra
metoda na ocen¢ reakcji myszy na nagly stres psychosocjalny, pozwalajaca na szybka oceng
ich reaktywnos$ci na stres w obecnych i potencjalnych modelach zwierzecych chordb
psychiatrycznych, (i7) model Nrgltg wykazuje zmieniong w poréwnaniu z kontrolg odpowiedz
na nagly stres, sugerujac role Nrgl w reakcji na stres, (iii) myszy Tcfdtg wykazaty reakcje na
nagly stres psychosocjalny zgodng z zachowaniem niezmutowanych zwierzat, sugerujac, ze
nadekspresja Tcf4 nie interferuje z czynnikami zaangazowanymi w odpowiedz na nagly stres
tego typu. Tym samym wykazalam, ze efekty nadekspresji genu Tcf4 na poziomie

behawioralnym nie ujawniajg si¢ w reakcji emocjonalne;.

Publikacja 5

Modulation of cognition and neuronal plasticity in gain- and loss-of-function mouse models

of the schizophrenia risk gene Tcf4

Naturalnie nasung¢to si¢ nam pytanie o przyczyne¢ deficytow poznawczych w modelu Tcf4 na
poziomie strukturalnym badz komérkowym. Czy dochodzi do deregulacji poziomu ekspresji
badz funkcji innych biatek w decydujacych dla procesow kognitywnych obszarach OUN, a jesli
tak, to jakich? I wreszcie pytanie kluczowe w kontek$cie potencjalnych terapii pacjentow
cierpigcych na SZ: czy deficyty kognitywne modelu Tcf4 da si¢ odwroci¢ — badz im zapobiec?
Odpowiedzi na te zagadnienia opisatam w kolejnej — i ze wzgledu na ztozonos$¢ zastosowanych
metod — szeroko zakrojonej pracy badawczej, ktérg zainicjowalam jeszcze w 2009 roku
podczas pracy w Instytucie Maxa Plancka w Getyndze, wpadajac na pomyst, aby model Tcf4tg,
bedacy modelem wzmocnienia funkcji genu (gain of function, GOF), ktéry zaproponowali§my

wowczas jako zwierzecy model SZ (i jako taki zostat on uznany przez srodowisko naukowe),
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poddac stresowi (jako tzw. second hit) w roznej intensywnosci, oraz aby zwierzetom zapewnic
warunki ,,pozytywnego stresu”, jakim bylto stworzenie wzbogaconego $rodowiska (enriched
environment). Postawitam hipotezg, ze wzbogacone $rodowisko, spelniajac rolg na wzor
,»terapii behawioralno-kognitywnej”, moze zniwelowaé powstale juz zaburzenia poznawcze w
modelu Tcfdtg badz im zapobiec. Z drugiej strony, przez poddanie Tcfdtg negatywnemu
stresowi 0 roznej intensywnos$ci — od hodowli w izolacji, przez ekspozycj¢ na stres
psychosocjalny, chciatam zweryfikowac kolejng hipotezg, czy deficyty poznawczo-kognitywne
ulegna poglebieniu w Tcfdtg w wiekszym stopniu, niz w dzikich kontrolach. Dodatkowo, aby
zbadaé kwesti¢ gene-dosage effect, zostata stworzona nowa linia Tcf4Ex49"" jako model utraty
funkcji Tcf4 (loss-of function, LOF) 1 przebadana pod katem molekularnym i behawioralnym.
Praca ta, ktorej wraz z dwczesng doktorantka Dorota Badowska jesteSmy rownorzednymi
pierwszymi autorkami, zostata opublikowana na tamach Translational Psychiatry w roku 2020.
W toku badan jako drugi czynnik przyczyniajacy si¢ do rozwoju chordb psychiatrycznych —
wplyw srodowiska - zastosowalySmy w niezaleznych kohortach zwierzat Tcf4zg r6zne warunki
hodowlane (Ryec. 3): (/) wychowanie w izolacji socjalnej (IR, isolation rearing), (ii) chroniczny
stres psychosocjalny (SD, social defeat), (iii) wzbogacone srodowisko — pozytywny bodziec
jako potencjalny model terapii behawioralno-kognitywnej (EE, enriched environment), oraz dla
poréwnania jako kontroli uzyliSmy kohorty przyzwyczajonej do codziennej manipulacji przez
cztowieka (HC, handling control). Ponadto testom poddalismy lini¢ myszy z heterozygotyczna
delecja egzonu 4 w genie Tcf4 (Tcf4Ex46""), hodowang od momentu rozdzielenia od matki w

3 tyg. zycia w izolacji (IR).

A Tef4tg TCHEX4S"
cohort 1 cohort 2 TEAE
IR HC IR
daily
handling
birth puberty adulthood
T T T T 1
B 3w im 6w 3m  5m
Tof4tg EE, enriched environment i —
cohort1 R, isolation rearing —
Tef4tg SD, social defeat | ]
cohort2 ' HC, handling control | ]
Té:gzgr);‘?‘ IR, isolation rearing ]
-

phenotyping

Ryc. 3 Warunki $rodowiskowo-spoleczne, w ktérych hodowano model gain-of-function (Tcf4tg) i loss-of-function
(Tcf4Ex40") (A) wraz z planem czasowym ekspozycji zwierzat na dane Srodowisko i ich analizy behawioralnej (B).
Tustracja mojego autorstwa z publikacji Badowska, Brzozka et al. (2020, Translational Psychiatry).
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Zastosowalismy analiz¢ wielowymiarowa (multivariate statistics, wczesniej zwalidowang
przez nas w konteks$cie analiz behawioralnych w publikacji Badowska et al. [2014] Data
calibration and reduction allows to visualize behavioural profiles of psychosocial influences in
mice (zob. rozdziat 4.2.3.2 opisujacy publikacje poza cyklem) dla stworzenia profili fenotypow
behawioralnych poszczegoélnych kohort. Wykazalismy, ze IR oraz SD poglebity deficyty
poznawcze u myszy Tctdtg, podczas gdy hodowla w warunkach wzbogaconego srodowiska
,zamaskowala” deficyty kognitywne, w zgodzie z oczekiwaniami petnigc funkcje terapii badz
prewencji zaburzen proceséw poznawczych. Oba modele, GOF i LOF zostaly przebadane pod
katem plastycznosci - model GOF Tcf4tg charakteryzowal si¢ wzmozonym dlugotrwatym
ostabieniem synaptycznym (long-term depression), a model LOF wzmozonym dtugotrwatym
wzmocnieniem synaptycznym (long-term potentiation), wskazujac na znaczenie poziomu
ekspresji Tcf4 (gene dosage effect) w plastyczno$ci neuronalnej. Ponadto analiza gestosci
synaps za pomocg mikroskopii STED wykazata wickszg gesto$¢ niedojrzatych synaps podczas
rozwoju OUN modelu Tcf4tg. Rownolegle, analiza synaptosomow Tctdtg potwierdzita

zwigkszony poziom biatek zaangazowanych w funkcjonowanie synaps i $ciezki metaboliczne.

Konkludujac — wykazalismy, ze stres srodowiskowy w potaczeniu z zaburzeniami ekspres;ji
genu Tcf4 jest odpowiedzialny za poglebienie deficytéw kognitywnych w modelu schizofrenii
Tct4tg. To odkrycie zostato potwierdzone w niezaleznej publikacji grona badaczy z mojego
bylego zespolu w pracy opublikowanej w Frontiers in Behavioural Neuroscience Volkmann et
al. (2021) PsyCoP - A Platform for Systematic Semi-Automated Behavioral and Cognitive
Profiling Reveals Gene and Environment Dependent Impairments of Tcf4 Transgenic Mice
Subjected to Social Defeat. Ponadto — z punktu widzenia wykorzystania wynikéw w klinice —
publikacja 5 wykazuje, jak istotne jest przeciwdzialanie rozwojowi symptomoéw chordb
psychiatrycznych u oséb z potencjalnymi sktonno$ciami genetycznymi (i nie tylko) przez
zapewnienie odpowiednich warunkow rozwoju (we wspierajgcej grupie) i przez odpowiednig
stymulacje kognitywna dzigki wzbogaconemu $rodowisku — i to zanim pojawig si¢ pierwsze
symptomy choroby. Jest to szczegdlnie istotne w dobie pandemii i wojny, gdzie izolacja i

doznanie traumy wyjatkowo silnie zaburzajg rdwnowage psychiczng.

Tu pozwolg sobie na krotka dygresje. Poza genem Tcf4, analizy modeli chorob
psychiatrycznych rozszerzytam o mutacje genu Nrgl, kodujacego biatko Neureguling 1 (Ngr/,
Neuregulin 1), jednego z najwazniejszych gendéw przyczyniajacych si¢ do rozwoju SZ

(Stefansson et al., 2009). Analizy na poziomie behawioralnym i kognitywnym modeli
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zwierzecych z dysregulacja ekspresji Nrgl byty kolejnym celem moich badan, poza gtownym
cyklem dzieta. Oprocz wcze$niej wymienionej w kontek§cie opracowanego przeze mnie
paradygmatu behawioralnego OSO (Brzézka et al, 2013) dokonalam analiz myszy z
nadekspresjg Nrgl, ktorych to zwienczeniem sg trzy wysoko punktowane publikacje, opisane

w rozdziale 4.2.3.2:

o Agarwal et al. (2014) Dysregulated expression of Neuregulin-1 by cortical pyramidal
neurons disrupts synaptic plasticity z Cell Reports (IF 8,358) (ktorej wspotautorem jest
laureat Nagrody Nobla w dziedzinie chemii w 2014 roku, Prof. Stefan W. Hell z
Instytutu Maxa Plancka Chemii Biofizycznej w Getyndze),

e praca Wehr”, Hinrichs” et al. (2017) Spironolactone is an antagonist of NRGI1-ERBB4
signaling and schizophrenia-relevant endophenotypes in mice, opublikowana na
tamach EMBO Molecular Medicine (IF 10,239), ktorej wyniki pozwolily na
zaprojektowanie 1 rozpoczecie badania klinicznego wiaczajacego spironolakton jako
terapi¢ dodatkowg (add-on) u pacjentéw ze SZ (zob. 4.2.3.2) oraz

e (Gotze et al. (2021) Hyperactivity is a Core Endophenotype of Elevated Neuregulin-1
Signaling in Embryonic Glutamatergic Networks w Schizophrenia Bulletin (IF 9,306).

Wracajac do cyklu dzieta, obok badan czynnikéw genetycznych przyczyniajacych si¢ do
zaburzen psychicznych winterakcji lub bez czynnika §rodowiskowego jak stres
psychosocjalny, uwage poswigcitam takze samym czynnikom $rodowiskowym i idgcymi za
tym molekularnymi 1 behawioralnymi efektami stresu psychosocjalnego u myszy
niezmodyfikowanych genetycznie oraz probom prewencji i/lub odwrdcenia negatywnego
wplywu stresu na organizm. Celem badan byto okreslenie, jakie sg mozliwosci modyfikowania
efektow stresu psychosocjalnego substancjami chemicznymi znanymi jako modulatory

objawow chorob psychicznych:

(i) litu jako leku stabilizujgcego nastroj w chorobie afektywnej dwubiegunowe;j

(ii) agonisty receptorow CB1 — jako z jednej strony czynnika moggacego wywotywac
powstanie epizodow psychotycznych, zwigkszajacych prawdopodobienstwo
wystapienia SZ, a z drugiej strony nierzadko wskazywanego jako substancja
przynoszaca ulge u pacjentow ze SZ w wyciszaniu mysli 1 pomagajaca skupi¢

uwage.
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Publikacja 6

Molecular signatures of psychosocial stress and cognition are modulated by chronic lithium

treatment

W tej pracy zaj¢tam si¢ zagadnieniem, jakiego typu sygnatury molekularne w definiowanych
regionach OUN pozostawia chroniczny stres psychosocjalny i czy mozna je farmakologicznie
odwroci¢ litem. Myszy C57/B16 poddatam chronicznemu stresowi psychosocjalnemu (z grupa
kontrolng zwierzat niestresowanych, przyjmujacych réwnolegle lit w wodzie pitnej) 1 z pomoca
lasera, uzywajac techniki LCM (laser captured microdissection), wyizolowalam precyzyjnie
zdefiniowane mikroregiony dorsalnej czesci hipokampu odpowiedzialne za kluczowe procesy
kognitywne: gyrus dentatus (DG) i region CA3 (cornum ammonium 3). mRNA wyizolowane z
neurondéw z tych obszarow zostato poddane analizie indywidualnych transkryptéw oraz gene
set enrichment analysis (GSEA), pozwalajacej na identyfikacje ,,sygnatur molekularnych”,
czyli deregulacji $ciezek badz grup gendw zaangazowanych w okreslone procesy komoérkowe.
ZidentyfikowaliSmy wzmozong ekspresje gendw pod wplywem stresu w zaleznosci od
badanego regionu mézgu (172 in CA3 1 189 w DG, przy 19 genach deregulowanych w obu
regionach jednoczesnie). Analiza GSEA wykazata deregulacj¢ S$ciezek metabolicznych
zaangazowanych w funkcje proteosoméw oraz w procesy dostawy energii komodrkowej, a
konkretnie genu skorelowanego z biatkami HSP (heat shock proteins, Hspala, Hspa5, Hspa9)
oraz grupe¢ skorelowang z fosforylacja oksydacyjng, zawierajaca np. biatka ATPazy tancucha
oddechowego (Atp6vla, Atp6v1lb2, Atplbl). Na poziomie behawioralnym analiza zachowania
myszy poddanych stresowi wykazata zgodnie =z oczekiwaniami zaburzenia funkcji
kognitywnych zaleznych od hipokampu (zaburzenia pamigci w kondycjonowaniu strachem,
fear conditioning), ktérych nie obserwowatam w przypadku myszy poddanych stresowi
przyjmujacych roztwor litu. Sugerowato to, ze spozycie litu podczas przewlekle doznawane;j
psychotraumy zapobieglo deficytom kognitywnym, zaleznym od hipokampu. Nasungto si¢ nam
pytanie, czy spozycie litu jest w stanie odwroci¢ badz zapobiec molekularnym efektom stresu,
zaobserwowanym na poziomie indywidualnych transkryptow i w GSEA, dziatajac na te same
geny, poddane deregulacji przez stres psychosocjalny? Aby rozwigzaé t¢ kwesti¢, ponownie
zbadaliSmy transkrypty z DG 1 CA3 myszy nieprzyjmujacych litu i pordéwnaliSmy z
transkryptami z regionu CA3 myszy poddanych stresowi 1 przyjmujacych lit. Na poziomie
ekspresji indywidualnych transkryptéw, znalezliSmy deregulacje zaledwie 22 gendéw (20 o
zwigkszonej, 2 o zmniejszonej ekspresji). Szersza analiza klasteréw gendéw pozwolita

zidentyfikowac¢ trzy grupy deregulowane przez stres i przez lit — geny powigzane ze $ciezkami
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metabolicznymi 1 funkcjami proteasomu, ubiquinonu oraz fosforylacji oksydacyjnej. Co
ciekawe, ekspresja tych wszystkich $Sciezek byta zwigkszona pod wptywem stresu w DG i CA3
oraz zredukowana w CA3 po zaaplikowaniu chronicznie zestresowanym zwierz¢tom terapii

litem.

Kluczowym wnioskiem tej pracy jest udowodnienie korzystnej roli terapii litem jako dziatania
prewencyjnego, zmniejszajacego negatywne skutki chronicznego stresu psychosocjalnego na
funkcje poznawcze 1 wspierajagcego rOwnowage na poziomie molekularnym w precyzyjnie

zdefiniowanych regionach hipokampu, zaburzang przez chroniczny stres psychosocjalny.

Publikacja 7

Acute treatment with cannabinoid receptor (CB1) agonist WIN55212-2 improves prepulse

inhibition in psychosocially stressed mice

Jednym z istotnych czynnikow $rodowiskowych, obok stresu psychosocjalnego,
przyczyniajacym si¢ do rozwoju chordb psychiatrycznych, jest palenie marihuany (konopi
indyjskich, Cannabis sativa) w wieku, kiedy OUN jest jeszcze w fazie rozwoju. Ekspresja
fenotypu SZ pod wptywem cannabis ma miejsce szczegdlnie u 0sob posiadajacych sktonnosé
genetyczng, np. mutacje w genie COMT (katecholo-O-metylotransferazy). Cannabis dziala na
OUN m.in. przez receptory CBI1, odpowiadajagce rowniez na endokannabinoidy — obecne
w organizmie pochodne kannabinoidéw, zaangazowane w odpowiedz organizmu na stres
1 wptywajace na o§ podwzgorze-przysadka-kora nadnerczy (HPA, hypothalamic-pituitary-
adrenal axis). Nasunglo si¢ nam pytanie, czy receptor kannabinoidowy 1 (CBI1) jest
zaangazowany w odpowiedz na stres psychosocjalny i czy jego stymulacja badz inhibicja moze
mie¢ wpltyw na ekspresje zachowan typowych dla efektow stresu psychosocjalnego? W
publikacji 7 badatam synergiczny wptyw agonisty receptorow kannabinoidowych WIN55212.2
i stresu psychosocjalnego na aktywno$¢ i bramkowanie sensomotoryczne u myszy dzikich
C57B/Bl6. Wyniki badan potwierdzity wczesniejsze doniesienia, ze myszy poddane
chronicznemu stresowi psychosocjalnemu inaczej odpowiadaty w tescie hamowania
przedsygnatowego (PPI), niz myszy niezestresowane. W pracy pokazaliSmy, ze deficyty PPI
wywolane przewlektym stresem psychosocjalnym byly odwracalne dzigki zastosowaniu
WIN55212.2, oraz ze odpowiedz powodowana stresem byta zalezna od receptorow CBI,

poniewaz podanie myszom antagonisty CB1 — Rimonabantu, odwracato efekty WIN55212.2
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na PPI. Dane zasugerowaty, ze receptory CB1 mogg mie¢ kluczowg role w synergistycznych

efektach stresu psychosocjalnego i kannabinoidow na OUN.

Publikacja 8

Chronic Psychosocial Stress Causes Increased Anxiety-Like Behavior and Alters

Endocannabinoid Levels in the Brain of C57Bl/6J Mice

Biorac pod uwage wnioski z publikacji 7, zadalismy kolejne pytanie, czy zatem wewngtrzny
system endokannabinoidow moze podlega¢ deregulacji przez stres psychosocjalny?
Odpowiedzi na to zagadnienie udzieliliSmy w publikacji 8, w ramach ktorej poddaliSmy
chronicznemu stresowi psychosocjalnemu myszy i przeanalizowali$my ich zachowanie wraz z
analiza zmian ekspresji endocannabinoidéw w definiowanych regionach OUN. Zgodnie z
oczekiwaniami, zwierzeta wykazaly si¢ podwyzszong bojazliwoscig. Analiza ekspres;ji
endokannabinoidow w definiowanych regionach moézgu zwierzat poddanych stresowi
wykazata, ze poziom 2-AG (2-arachidonoyl glicerolu) byly podwyzszony w korze
1w mézdzku, podczas gdy poziomy AEA (anandamidu, N-arachidonoyletanoloaminy) oraz

OEA (oleoyletanolamidu) ulegty redukcji w hipokampie.

Podsumowujac wykazali$my, ze endocannabinoidy s3 zaangazowane w reakcj¢ na chroniczny

stres psychosocjalny 1 poziom ich modulacji przez stres jest zalezny od regionu OUN.
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4.2.3.2. Osiagniecia poza cyklem habilitacyjnym

Publikacja 1

Badowska DM, Brzézka MM, Malzahn D, Rossner MJ (2014) Data calibration and reduction
allows to visualize behavioural profiles of psychosocial influences in mice. European Archives

Of Psychiatry And Clinical Neuroscience, 2014 Sept 19.

IF 4,113
MEIN 30

cytowania =5 (4)

Powracajac do watku opisu domen behawioralnych kilka stéw warto poswigci¢ sposobowi
przedstawienia danych dla réznych kohort poddanych takim samym paradygmatom
behawioralnym, adresujagcym zachowania o konkretnym znaczeniu w kontekscie chorob
psychiatrycznych. Badania modeli chordb psychiatrycznych opierajg si¢ na badaniach wielu
niezaleznych kohort myszy, muszg adresowa¢ ré6zne domeny behawioralne i aspekty funkcji
kognitywnych. Porownywalnos¢ takich eksperymentow jest utrudniona wiasnie ze wzgledu na
swo0j ztozony charakter oraz na fakt wykorzystania réznych kohort w badaniach. Aby
umozliwi¢ poréwnanie tak wielowymiarowych danych, w pracy Badowska et al. (2014) Data
calibration and reduction allows to visualize behavioural profiles of psychosocial influences
in mice opublikowane] na tamach FEuropean Archives Of Psychiatry And Clinical
Neuroscience, przeanalizowali$my zachowanie dwoch niezaleznych kohort myszy C57BB1/6,
hodowanych w warunkach socjalnej izolacji (IR, isolation rearing) i chronicznego stresu
psychosocjalnego (SD, social defeat), poréwnujac ich zachowanie z zachowaniem myszy
w warunkach wzbogaconego $rodowiska (EE, enriched environment), najbardziej
odpowiadajagcemu warunkom naturalnym. Zastosowalismy wielowymiarowe metody
statystyczne, aby scali¢ dane z indywidualnych pomiaréw w szersze, pokrewne kategorie,
kalibrujac dane w obrebie danej kategorii. Kolejno dane zostaty zwizualizowane na wykresach
radarowych, aby umozliwi¢ prosta i szybka wizualng ocen¢ zmian w badanych kohortach
w obrebie domen behawioralnych. Stworzenie takiej metody, zwalidowanej na myszach wt,
wykorzystaliSmy w analizie zachowania mutantow genu Tcf4 we wczesniej opisanej w ramach
cyklu dzieta Badowska, Brzézka et al. (2020) Modulation of cognition and neuronal plasticity

in gain- and loss-of-function mouse models of the schizophrenia risk gene Tcf4.
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Publikacja 2

Baier PC*, Brzozka MM”, Shahmoradi A, Reinecke L, Kroos C, Wichert SP, Oster H, Wehr
MC, Taneja R, Hirrlinger J, Rossner MJ. (2014) Mice lacking the circadian modulators Sharp 1

and Sharp2 display altered sleep and mixed state endophenotypes of psychiatric disorders.
PLOS one. 2014 Oct 23;9(10).

IF 3,234
MEIN 40

cytowania = 19 (18) *rowny udziat wspotautorow

W kolejnym projekcie bedacym juz poza cyklem dziela habilitacyjnego, lecz o pokrewnej
tematyce, zajetam si¢ analiza czynnikdw genetycznych powigzanych z cyklem dobowym.
Zaburzenia snu i rytmu dobowego sg cz¢stym prodromalnym objawem niektorych choréb
psychiatrycznych, jak np. zaburzenia nastroju, czy SZ. Coraz wigcej badan wskazywato na to,
ze tzw. clock genes, geny odpowiedzialne za regulacje procesow okotodobowych, moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju i manifestacji chorob psychiatrycznych. W naszym laboratorium,
jeszcze w Instytucie Maxa Plancka Medycyny Eksperymentalnej w Getyndze, badalismy
czynniki transkrypcyjne Sharpl /Dec2/bHLHe41 oraz Sharp2/Dec1/bhlhe40, znane juz wtedy
modulatory proceséw okolodobowych, z ktorych ten pierwszy — Sharpl — zostat
zidentyfikowany jako regulator homeostazy snu u ludzi. W pracy Baier, Brzozka et al. (2014)
Mice lacking the circadian modulators Sharpl and Sharp?2 display altered sleep and mixed
state endophenotypes of psychiatric disorders opublikowanej na tamach PLOS One
poddali$my analizie behawioralnej i molekularnej model zwierzgey z delecja obu czynnikow
transkrypcyjnych, Sharp1 i Sharp2 (Sharp1/27). Mutanty poddali$émy analizie cyklu snu/stanu
obudzonego encefalogramem (EEG) oraz profilowaniu na poziomie behawioralnym oraz
ekspresji genow. Analiza EEG wykazata, ze model Sharp1/2”- wykazuje sttumiong amplitude
snu/czuwania oraz zmiany w falach theta. Wzmozona ilo$¢ snu u mutantéw towarzyszyla
zredukowanej aktywnos$ci lokomotorycznej mierzonej w kotowrotkach oraz zmianom
w ekspresji  grup/klasteréw gendéw powigzanych z zaburzeniami psychiatrycznymi, jak
zaburzenia nastroju, schizofrenia, choroba dwubiegunowa, oraz na poziomie indywidualnych
transkryptow — deregulacji genow Perl, Per2 i Cryl, zwigzanych z molekularnym zegarem.
Na ptaszczyznie behawioralnej, model ten wykazat nadaktywnos$¢ lokomotoryczng w otwartym

polu, indukowang nowym $§rodowiskiem (novelty induced hiperactivity), redukcje¢ leku oraz
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zaburzenia w PPI, zatem objawy przypominajace choroby psychiatryczne. PrzyjrzeliSmy si¢
takze modelowaniu sieci molekularnych (unbiased network modeling) i znalezlismy korelacje
mi¢dzy genami plastycznosci neurondéw i genami clock, szczegodlnie gendw kodujacych biatka
SHARP1 1 PERI1. Wyniki naszej pracy popierajg hipoteze, ze anormalny wzor cyklu
snu/czuwania i pewne fenotypy chorob psychiatrycznych mogg by¢ spowodowane pokrewnymi
lub nawet wspdlnymi mechanizmami, angazujacymi skladniki molekularnego zegara,
wlaczajac w to SHARP1 i SHARP2. Zaproponowali§my, ze model zwierzecy delecji obu
czynnikéw transkrypcyjnych Sharp1/Sharp2 moze by¢ cennym modelem przedklinicznym do
testowania farmakologicznych substancji jako potencjalnych lekow w kontekscie choréb

psychiatrycznych, jak zaburzenia nastroju 1 snu/rytmu okotodobowego.

Publikacja 3

Agarwal A, Zhang M, Trembak-Duff I, Unterbarnscheidt T, Radyushkin K, Dibaj P, Martins
De Souza D, Boretius S, Brzozka MM, Steffens H, Berning S, Teng Z, Gummert M, Tantra
M, Guest PC, Willig Ki, Frahm J, Hell SW, Bahn S, Rossner MJ, Nave K-A, Ehrenreich H,
Zhang W*, and Schwab MH* (2014). Dysregulated expression of Neuregulin-1 by cortical
pyramidal neurons disrupts synaptic plasticity. Cell Reports 21 Aug 2014 8(4):1130-45

IF 8,358
MEIiN 35
cytowania = 64 (60)

Rézne warianty genowe NRGI s3 powigzane z wystgpowaniem SZ u pacjentéw, nie byto
jednak do konca zbadane, jaki wptyw ma deregulacja ekspresji izoform NRG1 na zmiany w
OUN. Nrgl aktywuje receptor ERBB4, a zaburzenia $ciezki sygnalowej Nrgl-ERBB4
przyczyniaja si¢ do negatywnych, pozytywnych i kognitywnych symptoméw SZ. Ponadto
analizy post mortem OUN pacjentow ze SZ wykazaly nadekspresje Nrgl i hiperfosforylacje
ERBB4. Aby zbadac¢, jaki wplyw na funkcje OUN ma deregulacja ekspresji Nrgl w modelu
zwierzecym, w ramach tej pracy stworzyliSmy modele mysie ze zredukowang (LOF) lub
zwigkszong (GOF) ekspresja Nrgl w regionach kluczowych dla funkcji poznawczych: kory
mozgowe] 1 hipokampu 1 poddaliSmy je analizie pod katem behawioralnym, struktury

neurondéw 1 zmian molekularnych. Pod katem zachowania, model LOF wykazat brak zmian w
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hamowaniu przedsygnalowym (PPI), przy jednoczesnej redukcji aktywnosci lokomotorycznej
i normalnym poziomie Igkliwosci. Budowanie pamigci krotko- i dtugoterminowej opartej na
kondycjonowaniu Pawtowa byto réwniez zaburzone w mutantach z obnizong ekspresja Nrgl.
Z drugiej strony, model GOF Nrgl w neuronach projekcyjnych kory, cechujacy si¢
nadekspresja najczescie] wystepujacej izoformy Nrgl z domeng bogata w reszty cysteinowe
(CRD, cystein rich domain)-NRG1, wykazal intensywniejsza transmisj¢ hamujaca,
zredukowang plastyczno$¢ oraz hipoaktywno$¢ na poziomie behawioralnym. Nadekspresja
(CRD)-NRG1 spowodowala zaburzenia rdwnowagi neurotransmisji pobudzajacej 1 hamujace;,
redukcje plastycznos$ci mierzong jako LTP (long-term potentiation) w hipokampie, anormalny
wzrost 1 rodzaj kolcoéw neuronéw piramidalnych, jak i zmiany na poziomie ekspresji biatek
powiazanych z plastyczno$cig, a takze powigkszenie komér OUN. Na plaszezyznie
behawioralnej model GOF Nrgl wykazal zwigkszong bojazliwo$¢ i zredukowana ciekawos¢
(exploratory  behaviour).  Ponadto  stwierdzilismy  deficyty w  bramkowaniu

sensorymotorycznym, bedgcym istotnym symptomem SZ o wysokiej warto$ci translacyjne;.

Podsumowujac, nasze badania wykazaly, ze optymalny poziom ekspresji Nrgl jest czynnikiem
wplywajacym na poprawng réwnowage miedzy transmisjg neuronalng hamujacg i pobudzajaca
w korze, a zarowno zbyt niska, jak i zbyt wysoka ekspresja Nrgl prowadzi do niepozadanych
zaburzen funkcji sieci neuronalnych. Analizy fenotypow modeli LOF i GOF Nrgl pokazaty
potencjalny patomechanizm prowadzacy do deficytéw w plastyczno$ci synaps 1 wyraznie
zasugerowaly, ze w przypadku pacjentdw cierpigcych na SZ najprawdopodobniej mamy do
czynienia z nadmiarowa (GOF), a nie niedostateczng (LOF) ekspresja Nrgl, co pokrywato si¢

z wezesniejszymi doniesieniami (Hashimoto et al., 2004).

Publikacja 4

Wehr MC#, Hinrichs W#, Brzézka MM, Unterbarnscheidt T, Herholt A, Wintgens JP, Papiol
S, Soto-Bernardini MC, Kravchenko M, Zhang M, Nave KA, Wichert SP, Falkai P, Zhang W,
Schwab MH, Rossner MJ (2017). Spironolactone is an antagonist of NRGI1-ERBB4 signaling
and schizophrenia-relevant endophenotypes in mice. EMBO Mol Med. 2017 Oct;9(10):1448-

1462. *rowny udziat wspotautorow

IF 10,293
MEIN 45
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cytowania = 16 (15)

Nasuneto si¢ zatem pytanie, czy jesteSmy w stanie farmakologicznie sprowadzi¢ — jak
udowodnilismy w powyzej omdwionej publikacji Agarwal et al. - zbyt intensywnie pobudzong
ekspresje Nrgl, aktywujaca Sciezke sygnalowa Nrgl-ERBB4 - z powrotem do stanu
roéwnowagi i w ten sposob pomoc pacjentom cierpigcym na SZ uwolnié¢ si¢ cho¢by czesciowo
od symptomow choroby? W tym celu nalezato (i) zidentyfikowa¢ czasteczke petniacg rolg
inhibitora nadpobudzonej $ciezki Nrgl-ERBB4 oraz (i) zwalidowa¢ jej potencjat
w odwroceniu zmian wywolanych nadekspresja Nrgl na poziomie behawioralnym
i molekularnym, poczatkowo w modelu zwierzgcym. Powyzsze aspekty zbadalismy w kolejne;j
pracy badawczej, uzywajac uprzednio opracowanego w naszym laboratorium systemu split-
TEV pozwalajacego na badanie interakcji mi¢dzyczgsteczkowych i1 kaskad sygnalowych w
zywych komorkach in vitro (Wehr et al, 2006). PrzeprowadziliSmy screening biblioteki
réznych zwigzkéw chemicznych, dopuszczonych juz do zastosowania klinicznego,
posiadajacych potencjal modulowania $ciezki sygnatowej Nrgl-ERBB4. Wsrod kandydatow
zidentyfikowaliSmy spironolakton jako antagoniste S$ciezki sygnalowej Nrgl-ERBB4,
dotychczas znany jako antagonista mineralokortykoidow i stosowany w np. nadci$nieniu
tetniczym czy aldosteronizmie pierwotnym. Myszy transgeniczne Nrgl typ III wykazaty
hiperfosforylacje receptora ERBB4, podobnie, jak zostalo to wykazane w posmiertnie
zbadanych mdzgach pacjentow ze SZ. ZbadaliSmy zatem wplyw spironolaktonu na fenotyp
powigzany ze SZ na modelu myszy z nadekspresja Nrgl w OUN. Terapia spironolaktonem
odwrocita hiperfosforylacje aktywowanego ERBB4 in vivo. Na poziomie behawioralnym,
spironolakton ztagodzit ekspresje fenotypu podobnego do obserwowanego w SZ — zlagodzit
deficyty bramkowania sensomotorycznego, nadaktywno$¢ ruchowag oraz zredukowat
uposledzenie pamigci operacyjnej. Ponadto, na poziomie komoérkowym, spironolakton
zintensyfikowal spontaniczne hamujace sygnaly postsynaptyczne w skrawkach kory
mobzgowej, wspierajac wczesniejsze obserwacje, ze spironolakton dziata przez S$ciezki

sygnalowe modulowane przez ERBB4.

Podsumowujac, wyniki naszej pracy wykazaly, ze spironolakton moze stanowi¢ obiecujaca
opcje terapeutyczng dla pacjentéw cierpigcych na SZ, co jest dla nich kluczowe, poniewaz
spironolakton jest obecny od wielu lat w codziennej praktyce lekarskiej 1 w razie udowodnienia
jego pozytywnego wplywu na odwrdcenie badz redukcje objawdéw SZ pozwolitoby to

znamiennie skroci¢ $ciezke dopuszczenia leku w nowym wskazaniu (drug repurposing).
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Wyniki powyzszej publikacji pozwolity na zaprojektowanie i rozpoczecie badania klinicznego
wlaczajacego spironolakton jako terapi¢ dodatkowa (add-om) u pacjentow ze SZ, czego
dowodem jest opublikowana w roku 2020 w Contemporary Clinical Trials Communications
praca moich bylych kolezanek i kolegoéw z Kliniki Psychiatrii w Monachium Hasan et al., Add-
on spironolactone as antagonist of the NRGI1-ERBB4 signaling pathway for the treatment of
schizophrenia: study design and methodology of a multicenter randomized, placebo-
controlled trial. Artykul przedstawia protokot wieloosrodkowego badania klinicznego na 90
pacjentach z SZ, ktorym zacz¢to podawac spironolakton, aby zweryfikowac hipotezg poprawy
parametréw klinicznych oraz funkcji poznawczych, adresowanych w baterii testow
kognitywnych 1 psychologicznych. Jest to fascynujacy przykilad na tranzycje z badania

przedklinicznego do klinicznego i mam nadziej¢ na jego pozytywne wyniki.

Publikacja 5

Gotze T, Soto-Bernardini MC, Zhang M, Mieliner H, Linhoff L, Brzézka MM, Velanac V,
Dullin C, Ramos-Gomes F, Peng M, Husseini H, Schifferdecker E, Fledrich R, Sereda MW,
Willig K, Alves F, Rossner MJ, Nave KA, Zhang W, Schwab MH. (2021). Hyperactivity is a
Core Endophenotype of Elevated Neuregulin-1 Signaling in Embryonic Glutamatergic
Networks. Schizophr Bull. 2021 Aug 21;47(5):1409-1420.

IF 9,306
MEIiN 200
cytowania = 0 (0)

Nie tylko region moézgu dotkniety zaburzeniem réwnowagi ekspresji danego czynnika ma
znaczenie dla ekspresji fenotypu, lecz takze etap rozwoju OUN, w jakim doszto do
niekorzystnej zmiany. Owocem badan pod takim katem jest kolejna praca, w ramach ktorej
badalismy modele z miejscowo i czasowo sterowalng nadekspresja CRD-Nrg1 kierowang CRE.
Wyniki wczesniejszych analiz pacjentow ze SZ wykazaly, ze szlak NRGI/ErbB4 jest
decydujaca Sciezka sygnatowa w SZ, lecz pozostawalo niejasne, ktory etap w rozwoju OUN,
ktéry region OUN lub typ neurondw sa szczegodlnie wrazliwe na zaburzenia sygnalowe tej
sciezki. ZbadaliSmy trzy modele nadekspresji CRD-Nrgl w réznych regionach OUN (caty
OUN w modelu T-Nrgl vs. nadekspresja w korowych neuronach projekcyjnych modelu NC-
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Nrgl) inadekspresji CRD-Nrgl indukowanej na réznych etapach rozwoju OUN. Badania
wykazaly, ze zaburzone sygnaly $ciezki NRG1-ERBB4 przyczyniaja si¢ do powigkszenia
komoér OUN 1 indukcji proceséw zapalnych w OUN poza neuronami glutaminianergicznymi, a
ponadto sg powigzane z og6lnym metabolizmem, wptywajac na wage ciala. Nadekspresja
CRD-NRGI na wczesnym etapie embrionalnym w glutaminianergicznych neuronach kory
doprowadzita do zmniejszonej neurotransmisji hamujacej oraz do nadaktywnosci

lokomotorycznej na poziomie behawioralnym.

Podsumowujac — w pracy zidentyfikowaliSmy specyficzne konsekwencje nadpobudzenia
$ciezek sygnatowych aktywowanych przez CRD-NRG1: (i) powiekszenie komor, jako jeden z
gléwnych neuroanatomicznych biomarkeréw SZ oraz (ii) nadaktywno$¢ lokomotoryczng jako
uznany w Ssrodowisku naukowym model zwierzecy objawow pozytywnych SZ. Tym samym
wykazaliSmy, ze zaprojektowane i1 opisane przez nas modele mutacji Nrgl, skutkujace
ekspresja endofenotypoéw SZ, moga stanowi¢ cenne narzgdzie w badaniach farmakologicznych,

celowanych w definiowane symptomy SZ.

Publikacja 6

Sarzynska-Dhugosz I, Szczepanska-Szerej A, Druzdz A, Lukomski T, Ochudlo S, Fabian A,
Sobolewski P, Marianska K, Maciejewska J, Mulek E, Niedzielska A, Raymond R, Brzézka
MM*, Jessa-Jablonska M. Real-world effectiveness of abobotulinumtoxinA (Dysport®) in
adults with upper limb spasticity in routine clinical practice: an observational study. Neurol

Neurochir Pol. 2020;54(1):90-99.

IF 1,621,
MEIN 100

cytowania = 6 (6), *autorka korespondencyjna

Trzecia praca poza cyklem habilitacyjnym i znacznie oddalona od niego tematycznie to artykut
opublikowany w Neurologii i Neurochirurgii Polskiej, ktory powstal juz podczas mojej
aktywnosci zawodowej w Polsce 1 stanowi wieloosrodkowe, otwarte niekontrolowane badanie
obserwacyjne pacjentdw ze spastyczno$cig konczyny gornej, leczonych iniekcjami toksyny
abobotulinowej (aboBONT-A) w codziennej praktyce lekarskiej w Polsce. Rezultaty leczenia,

oceniane przez badaczy 1 przez pacjentow za pomocg skali Clinical Global Impression-
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Improvement Scale, jak 1 pomiary napi¢cia mi¢sniowego z uzyciem zmodyfikowanej skali
Ashwortha (Modified Ashworth Scale) 1 sity migéni z pomoca Medical Research Council Scale
wykazaly pozytywny wplyw iniekcji AboBONT-A na kondycj¢ dotknigtej spastycznoscia

konczyny.

4.3 Podsumowanie i znaczenie badan.

Za najwazniejsze osiagniecia wynikajace z badan przedstawionych w moim cyklu prac

uwazam:

1. Stworzony w naszym laboratorium model myszy transgenicznych Tcf4tg jest
zwalidowanym modelem zwierzecym SZ, obrazujacym zaburzenia w PPI i funkcji
poznawczych (Brzézka et al., 2010; Brzézka i Rossner, 2013; Brzozka et al., 2013;
Brzozka et al., 2016a; Brzozka et al., 2016b; Badowska, Brzozka et al., 2020) i moze
stanowi¢ przydatne narzedzie w poszukiwaniu terapii farmakologicznych zaburzen
funkcji poznawczych w SZ.

2. Czynnik transkrypcyjny Tcf4 jest odpowiedzialny za deficyty poznawcze i wyzsze
procesy kognitywne, takie jak: uczenie si¢ 1 zapamigtywanie (Brzozka et al., 2010),
a takze atencj¢, hamowanie przedsygnalowe 1 utajone (Brzézka i Rossner, 2013;
Brzoézka et al., 2013; Brzozka et al., 2016a; Brzozka et al., 2016b)

3. Do deficytow poznawczych w modelu Tcfdtg przyczynia si¢ obnizona aktywnos¢
neuronéw mierzona ekspresja c-fos (Brzozka and Rossner, 2013) i deregulacja biatek
zaangazowanych w funkcjonowanie synaps i metabolizm (Badowska, Brzozka et al.,
2020).

4. Nadekspresja Tcf4 nie powoduje zmian w reakcji na nagly stres psychosocjalny,
w przeciwienstwie do nadekspresji Nrgl w paradygmacie OSO (Brzézka et al., 2016a).

5. Poziom ekspresji Tcf4 (gene dosage effect) ma istotne znaczenie dla ggstosci synaps
podczas rozwoju OUN oraz w plastycznosci neuronalnej w dorostosci: GOF Tcfdtg
charakteryzowal si¢ wzmozonym dlugotrwalym ostabieniem, a LOF dlugotrwatym
wzmocnieniem synaptycznym (Badowska, Brzdzka et al., 2020).

6. Funkcje poznawcze w modelu myszy Tcf4dtg moga by¢ modyfikowane (uposledzane
lub pozytywnie wzmacniane) przez rozne warunki srodowiskowe silniej, niz w dzikich

kontrolach (Badowska, Brzozka et al., 2020).
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7.

10.

11.

12.

Hodowla w $rodowisku wzbogaconym 1 w grupach modelu Tcf4dtg zapobiegla
deficytom kognitywnym 1 upos$ledzeniu bramkowania sensorycznego (Badowska,
Brzozka et al., 2020). Z klinicznego punktu widzenia podkresla to, jak istotne jest
zapewnienie odpowiednio wzbogaconego srodowiska 1 odpowiednich interakcji
socjalnych osobom potencjalnie podatnym na choroby psychiatryczne, jeszcze przed
wystapieniem pierwszych symptomow choroby. Ma to szczegdlne znaczenie w okresie
dorastania.

Paradygmat behawioralny OSO okazat si¢ skuteczny w testowaniu reakcji na nagly stres
psychosocjalny w modelach zwierzgcych Tctdtg, Nrgl 1 w dzikich kontrolach (Brzozka

et al., 2016a) 1 moze postuzy¢ w testach farmakoterapii.

Najwazniejsze wnioski plynace z publikaciji poza cyklem prac:

Modele mysie r6znych mutacji Nrgl stanowig zwalidowane modele SZ (Agarwal et al.,
2014; Wehr, Hinrichs et al., 2017; Gotze et al., 2021), ktore moga by¢ przydatne w
testowaniu nowych terapii farmakologicznych.

Zmiany poziomu ekspresji Nrgl prowadza do zaburzen neurotransmisji pobudzajacej i
hamujacej, redukcje plastycznosci neurondw oraz zaburzenia behawioralne (deficyty
PPI, nadaktywno$¢, wzmozona odpowiedz na nagly stres psychosocjalny) i zmiany
anatomiczne w OUN jak powigkszenie komor (Agarwal et al., 2014; Brzdzka et al.,
2016a; Wehr, Hinrichs et al., 2017; Gotze et al., 2021).

W modelu SZ Nrgltg zastosowanie spironolaktonu jako farmakoterapii na poziomie
molekularnym odwrdécito hiperfosforylacje ERBB4, a takze ztagodzito deficyty w PPI
1 pamigci operacyjnej oraz nadaktywno$¢ ruchowa, co stanowi punkt wyjsciowy do
dalszych badan klinicznych i nadziej¢ dla pacjentow cierpigcych na SZ (Wehr, Hinrichs
etal., 2017).

W sytuacji przewlektego stresu psychosocjalnego terapia litem dziata prewencyjnie
w kontek$cie poprawy deficytow funkcji poznawczych indukowanych stresem oraz
moze pomoéc przywroci¢ rownowage na poziomie molekularnym w definiowanych
regionach OUN (Brzoézka et al., 2015). Zatem terapia litem mogtaby potencjalnie w
uzasadnionych przypadkach poprawi¢ jakos¢ zycia pacjentéw poddanych silnemu

stresowi psychosocjalnemu.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnos$cia naukowg albo
artystyczng realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji
naukowej lub instytucji kultury, w szczegdélnosci zagranicznej.

Cala aktywno$¢ naukowa przeprowadzilam za granicami polski — po stypendium Erasmusa
w Getyndze w latach 2000-2001 zdecydowatam si¢ skonczy¢ Uniwersytet Georga Augusta
w Getyndze w Niemczech, gdzie w 2003 roku uzyskatam tytul Biologa Dyplomowanego.
W 2004 roku rozpoczgtam prace doktorska w Instytucie Maxa Plancka Medycyny
Eksperymentalnej (MPIEM) w Getyndze w Pracowni Neurogenetyki, jako stypendystka
Graduiertenkolleg 632 ufundowanego przez Niemiecka Wspolnote Badawcza (DFG, Deutsche
Forschungsgemeinschaft) Neuroplasticity: from molecules to systems. To wlasnie tutaj
zafascynowalam si¢ neurobiologia, a szczegdlnie badaniem zachowania zwierzat i mozliwoscia
modelowania chordb psychiatrycznych w modelach zwierzgcych. Podczas pracy badawczej
wspolpracowatam z licznymi instytucjami naukowymi, czego dowodem sg roznorodne afiliacje
wspotautorek 1 wspotautorow publikacji, np. Instytut Maxa Plancka Chemii Biofizycznej,
Centralny Instytut Zdrowia Psychicznego w Mannheim, Uniwersytet w Zurichu, Uniwersytet
w Kilonii, Uniwersytet w Sao Paolo. Niezbg¢dne uprawnienia do przeprowadzania
eksperymentéw na zwierzg¢tach zdobylam w MPIEM oraz w University College of London
(kurs FELASA B), a upowaznienia do zarzadzania jako kierowniczka jednostki badania

zachowania zwierzat i zwierzetarni w Monachium (kurs FELASA C).

Podczas mojej aktywnosci naukowej w Klinice Psychiatrii w Getyndze 1 w Klinice Psychiatrii
w Monachium, bez watpienia wzbogaceniem pod katem naukowym byt dla mnie czynny udziat
w Grupie Badawczej] KFO241 (www.kfo241.de/staff en.php), skupionej wokdt tematyki
powigzan mig¢dzy genotypem a fenotypem i neurobiologia dlugofalowego przebiegu chordb
psychiatrycznych. W tym czasie recenzowalam prace naukowe dla pism takich jak Recent
Patents on Central Nervous System Drug Discovery, Neuroscience, Frontiers in Behavioral
Neuroscience, International Journal of Neuropsychopharmacology, Cognitive, Affective, and

Behavioral Neuroscience i Cell Reports.

Niewatpliwie przynoszacym mi najwigksza satysfakcje 1 najwazniejszym moim osiggni¢ciem
podczas kariery naukowej, oprocz cyklu wysokopunktowanych publikacji poswigconych
analizie czynnikdéw genetycznych i srodowiskowych przyczyniajacych si¢ do rozwoju choroéb
psychiatrycznych z zastosowaniem modeli zwierzecych, bylo zaplanowanie i zbudowanie od

podstaw nowoczesnego laboratorium badania mysich modeli chordb psychiatrycznych.
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Zaczatkiem tego procesu byta koncepcja Dyrektora Kliniki Psychiatrii w Getyndze, a potem w
Monachium - Prof. Petera Falkaia, aby w jednym miejscu zintegrowa¢ badania klinicystoéw i
naukowcow — biologdbw molekularnych 1 aby taka interdyscyplinarna synergia mogla
zaowocowac jak najwickszym postepem w badaniach naukowych, z korzyscig dla pacjentow
psychiatrycznych. W historycznych murach Kliniki Psychiatriit w Monachium, gdzie wiek
wczesniej swoje badania prowadzili Alois Alzheimer i Emil Kraepelin, miatam ogromnag
przyjemnos$¢ wspolnie z Prof. Peterem Falkaiem i Kierownikiem Departamentu Neurobiologii
Molekularnej, Prof. Moritzem Rossnerem zaprojektowaé w $cistej wspolpracy z zespotem
inzynierow - od wstepnych szkicow otowkiem do finalnej wersji - Laboratorium Badania
Mysich Zachowan (Mouse Behavioural Unit, Mausverhaltenslabor), zapewniajace najwyzsze
standardy Zycia myszom, umozliwiajace przeprowadzanie testow behawioralnych, od
najprostszych, jak test aktywnosci w otwartym polu, do najbardziej ztozonych, jak analiza
zachowania 1 funkcji poznawczych w zautomatyzowanych klatkach Intellicages (Ryc. 4).
Laboratorium funkcjonuje do dzis, umozliwiajac naukowczyniom i naukowcom prowadzenie
ztozonych analiz behawioralnych modeli zwierzgcych pod katem symptomoéw chorob
psychicznych 1 opracowania potencjalnych farmakoterapii. Obserwowanie, gdy w bazach
publikacji pojawiajg si¢ nowe doniesienia naukowe z wykorzystaniem mozliwosci, ktore
oferuje stworzone przeze mnie Laboratorium Badania Mysich Zachowan, dostarcza mi

ogromne;j satysfakcji.
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The Structure of the Mouse Behavioral Unit

Magdalena M. Brzozka
Ludwig-Maamilian University. Deparment of Psychiatry. Munich, Germmany;

Different Housing Conditions

D —— T
In the focus of our Mouse Unit are
mouse models of psychiatric diseas- ‘@ %
es, &,0. schizophrenia (5Z) and bipo-
lar dizease (BD): mice with manipu- .‘. L ]
@

lated Tcf4, Nrgl and Sharpl/2 genes.
Mouse mutants of 5Z can be generated
on different ways: by genetical orfand
by environmentzl manipulation.

Pn:paratson of Cages Mouse Colony Rooms

Individuallyventilatedcages(IVC) Washing machine for cages (left) with throughput of 18 Our two colony roems have the capacity of 666 IVCs. Mice are isolated frem
Sealsafe NEXT Blue Line with mi- cages per 2-3 minfwash. After cleaning, dry cages filled the outside werld in order to provide maximum on patogen-free and dean
crobiclogical filters provide pro- with bedding are sterilized in autoclave (right) with ca- environment. Moreover, for change of cages and mouse handling/weaning
tection for mice and operators, pacity of 50 cages or 50 filter-tops or 120 grids/cycle. etc. cages are opened only under the hood - mobile cages changing station.

Rooms in the Mouse Unit

Mouse Behavioral Room Mouse Surgery Room

Behavioral Tests Avaiable in the Mouse Unit

Light-Dark Preference Tail Suspension Test Y-maze

Fear Conditioning Prepulse Inhibition Test Intellicages

Ryc. 4 Laboratorium Badania Mysich Zachowar (Mouse Behavioural Unit), ktore stworzytam w Klinice Psychiatrii w Monachium
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6. Informacja o osiggni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

Dzialalnos¢ dydaktyczna:

Podczas mojej pracy w Instytucie Maxa Plancka Medycyny Eksperymentalnej
w Getyndze bytam odpowiedzialna za stworzenie laboratorium behawioralnego i za
wprowadzenie 1 kalibracj¢ metod pozwalajacych na analiz¢ zachowan myszy — pelnej
baterii testow badajagcych zachowania relewantne dla modelowania chorob
psychiatrycznych, w tym funkcji poznawczych. W tym kontek$cie szkolitam
naukowcow z Wydziatu Neurogenetyki z zakresu analizy behawioralnej modeli
genetycznych 1 wspieratam w przeprowadzaniu eksperymentow behawioralnych i ich
analizy, takze w ramach prac licencjackich (Bachelor), dyplomowych czy doktorskich.
Kwalifikacje wyktadowczyni akademickiej zdobytam podczas kursu dla kandydatow
do habilitacji na Wydziale Medycznym Uniwersytetu Ludwika-Maksymiliana (LMU)
w Monachium — Kurs byt organizowany przez Instytut Dydaktyki i Badan nad
Nauczaniem MeCum Intensiv Seminar Lehre. Podczas pracy w Klinice Psychiatrii
w Monachium, poza dziatalnos$cia $cisle naukowa, prowadzitam wyktady poswigcone
modelowaniu chordb psychiatrycznych w modelach zwierzecych dla grup
amerykanskich studentow przebywajacych goscinnie w Niemczech w ramach programu
DIS - Danish Institute for Study Abroad; do dzisiaj okazjonalnie wygltaszam wyktady

dla studentow tego Instytutu.

Wystapienia wygloszone na zaproszenie / wyktady na konferencjach naukowych:

BRZOZKA MM. “The schizophrenia risk gene Tcf4 modulates cognition and neuronal

plasticity in a gene dosage- and environment-dependent manner”. Science Festival,

24.07.2015, Klinik fiir Psychiatrie, Miinchen
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BRZOZKA MM. “Tcf4 transgenic mice modelling cognitive dysfunction on schizophrenia”.
4th Munich Kraepelin Symposium, 27.09.2014, Klinik fiir Psychiatrie, Miinchen

BRZOZKA MM. “Lessons from two different animal models of psychiatric diseases: Tcf4
transgenic and Sharpl/2 double knockout mice”. Science Festival, 25.07.2014, Klinik fiir

Psychiatrie, Miinchen

BRZOZKA MM. “Mice lacking the circadian modulators Sharpl and Sharp2 display altered
sleep and mixed state endophenotypes of psychiatric disorders” EPA European Congress of
Psychiatry, Munich, 1-4.03.2014

BRZOZKA MM. “Housing conditions modulate the cognitive performance in transgenic mice
overexpressing the schizophrenia susceptibility gene Tcf4” EPA European Congress of

Psychiatry Munich, 1-4.03.2014

BRZOZKA MM. “Schizophrenia mouse model: Tcf4 transgenic mouse”. Science Festival,
11.07.2013, Clinic of Psychiatry, Munich, Germany

BRZOZKA MM. “Tcf4 transgenic mouse: schizophrenia model”. Zaproszenie Prof. Anton
Bespalov, Firma Abbott, 17.12.2012, Ludwigshafen, Germany

BRZOZKA MM. “Genes, environment and schizophrenia”. Zaproszenie Prof. Leszek
Kaczmarek, Nencki Institute, 25.06.2012, Warsaw, Poland

BRZOZKA MM. “Genexenvironment interactions in mouse models of schizophrenia”.
Zaproszenie Prof. Andreas Meyer-Lindenberg, Zentralinstitut fiir Seelische Gesundheit,

17.01.2012, Mannheim, Germany

BRZOZKA MM. “Psychosocial stress, cannabis and schizophrenia: about the development of
schizophrenia mouse models”. Max-Planck-Institute of experimental Medicine, 11.11.2009,

Gottingen, Germany
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BRZOZKA MM. “Psychosocial Stress, Cannabinoids und psychiatric diseases”. 14.
Conference on Addiction 2009, 23-25.09.2009, Tiibingen, Germany

BRZOZKA MM. ,,Jet lag®™ Workshop: ,,Circadian Activity Analysis*, Max-Planck of

Biophysical Chemistry 14.04.2008, Gottingen, Germany

Recenzentka prac naukowych w czasopismach miedzynarodowych:

Recent Patents on Central Nervous System Drug Discovery
Neuroscience

Frontiers in Behavioral Neuroscience

International Journal of Neuropsychopharmacology
Cognitive, Affective, and Behavioral Neuroscience

Cell Reports

7. Inne informacje, dotyczace kariery zawodowej wnioskodawcy.

Stypendystka nastepujacych programow:

2000-2001 Stypendium Naukowe Erasmus za osiaggni¢cia w nauce Getynga/Niemcy
Uniwersytet Georga Augusta w Getyndze, Wydziat Biologii

2004-2008 Stypendium naukowe Graduiertenkolleg 632 ufundowane przez Niemieckg
Wspdlnote Badawcza (DFG, Deutsche Forschungsgemeinschaft) Neuroplasticity: from
molecules to systems

Koordynator programu: prof. dr Walter Paulus

Cztonkini Grupy Badawczej Clinical Research Group 241 ‘Genotype—phenotype
relationships and neurobiology of the longitudinal course of psychosis’ wspieranej
przez  grant  Niemieckiej =~ Wspdlnoty = Badawczej (DFG,  Deutsche
Forschungsgemeinschaft)

(http://www kfo241.de/staff en.php; http://www.kfo241.de/staff wp6 en.php)
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Uprawnienia do przeprowadzania eksperymentow na zwierzetach:

10.2013 - Certyfikat FELASA kategoria C (dla oséb zarzadzajacych zwierzetarniami
1 odpowiedzialnych za prowadzenie eksperymentow na zwierzetach), wydany przez
GWT - Gesellschaft fuer wissenschaftlichen Tierschutz mbH, tiz-bifo Akademie,
Monachium, Niemcy

07.2007 - Kurs “Eksperymenty na zwierzetach laboratoryjnych”, Animals (Scientific
Procedures) Act 1986 (ASPA) Certyfikat Nr 22436 (na szczury, myszy, kroliki, $winki
morskie) uprawnienia zdobyte podczas kursu w King‘s College of London, ekwiwalent
FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations) kategoria
B. Londyn, Wielka Brytania.

Inne kursy doskonalenia zawodowego 1 praktyki:

2013 — 2015 studia podyplomowe Business Administration (MBA) — FOM:
Fachhochschule fiir Oekonomie und Management, Monachium, Niemcy

07.2014 — MeCum Intensiv Seminar Lehre, Instytut Dydaktyki LMU, Monachium,
Niemcy

11.2013 — Kurs Zarzadzania The art of leadership — fewer conflicts, more results.
European Molecular Biology Organization (EMBO), Heidelberg, Niemcy

09.2013 — Seminarium: Kariera, Kompetencje i Networking, Matuschek Consulting,
Getynga, Niemcy

06-07.2013 Kurs Kompetencje w Zarzadzaniu ,,Fiihrungskompetenz — praxisnah und
intensiv”, A47-Consulting i Klinika LMU w Monachium

06.2013 — Seminarium: Get funded! English for grant writing, TuTech Innovation,
Hamburg, Niemcy

06.2004 — Praktyka w ramach organizacji IASTE (The International Association for the
Exchange of Students for Technical Experience), Instytut Biologii Morskiej,
Uniwersytet w Czarnogorze, Projekt: ,,Biologia i $rodowisko zycia alg” Kotor,
Czarnogora

01-04.2000 — Praktyka w zakresie medycyny reprodukcyjnej, Klinika Ginekologiczna,
Uniwersytet Georga Augusta w Getyndze, Dyrektor: prof. dr H.-W. Michelmann. Temat:
Andrology and assisted human reproduction techniques (in vitro fertilisation [IVF],

embryo transfer [ET], intracytoplasmatic sperm injection [ICSI]
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