NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Wptyw stresu separacji od matki na procesy zwigzane z dojrzewaniem bariery krew
mozg w tym, jej przepuszczalnos¢ 1 integralnosé

2.Czas trwania ProjJekiu ..o 5

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): stres we wczesnym okresie zycia, separacja od matki, bariera

krew-mozg, choroby psychiczne, choroby neurodegeneracyjne

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): Badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Wedlug dostepnych danych klinicznych, stres we wczesnym okresie zycia (z ang. early-life stress, ELS),
zwigksza prawdopodobienstwo wystgpienia przewlektych zaburzen zdrowotnych w zyciu dorostym. Wsrdd nich
wyszczegoOlniono choroby uktadu sercowo-naczyniowego, cukrzyce, jak i choroby neurodegeneracyjne oraz
psychiczne. Schorzenia te czgsto ujawniaja si¢ w pdzniejszym okresie zycia, pomimo iz wiele z nich ma swoje
poczatki w trakcie rozwoju mozgu. Badania dowodza, ze dysfunkcje bariery krew-moézg (z ang. blood brain
barier, BBB) sg $ciSle zaangazowane w etiologie, rozwoj i progresje wspomnianych chordb. Powyzsze fakty oraz
obserwowane w stosowanym przez nas modelu ELS liczne zaburzenia rozwoju wybranych struktur mozgu,
spowodowaty, ze celem tego wniosku jest zbadanie, czy ELS w trakcie okresu krytycznego dla rozwoju mozgu,
wplywa na dojrzewanie i funkcjonowanie BBB. W projekcie wykorzystamy stosowany w naszym laboratorium
od lat model ELS, oparty o procedurg separacji oseskow szczurzych od matki (procedura nr 1 - umiarkowana). W
ciggu dwoch pierwszych tygodni zycia, krytycznych dla dojrzewania moézgu oraz BBB u gryzoni, oseski
szczurOw bedg oddzielane od matek. Kompleksowe badania, zawarte w tym projekcie, beda prowadzone na
trzech réznych etapach Zycia szczura: u mlodocianych gryzoni kiedy BBB jest niedojrzala; w okresie
przedadolescencyjnym, po uszczelnieniu BBB oraz u osobnika dorostego (procedura nr 1-3). Majac na uwadze
roéznice plciowe, w naszym projekcie uwzgledniliSmy zaréwno samce, jaki samice. Zaplanowane procedury




zakladaja zbadanie przepuszczalnosci BBB oraz ciagtos¢ i dystrybucje tworzacych ja bialek zlacz Scistych oraz
aktywacje srodbtonka BBB. Wprowadzenie terminalnej procedury nr 2 pozwoli nam sprawdzi¢ integralnos¢ i
funkcjonowaniec BBB, planujemy zbada¢ jej iloSciowg oraz jakoSciowa przepuszczalno$¢ przy uzycCiu
odpowiednich barwnikéw. Terminalna procedura nr 3, jest niezb¢dna do przeprowadzenia eksperymentow z
wykorzystaniem metod immunohistochemicznych oraz immunofluorescencyjnych, ktére pozwolg zbada¢ m.in.,
rozmieszczenie i1 cigglosci polgczen Scistych BBB oraz pomiaru markerow aktywacji $rodbtonka BBB.
Dodatkowo, dekapitacja przewidziana w procedurze nr 1 dostarczy tkanek potrzebnych do analizy biochemicznej
ekspresji genéw i biatek komponentow zlacz Scistych BBB oraz markerow aktywowanego srodbtonka BBB.
Realizacja projektu zawartego we wniosku pozwoli na  zdobycie kluczowych informacji dotyczacych
pierwotnych mechanizméw ELS, ktore wniosg cenny wkiad w obecny stan wiedzy o stosowanym przez nas
modelu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Planuje si¢ wykorzystanie 798 szczuréw Wistar.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Niestety, niemozliwe jest zastosowanie metody badawczej zapewniajacej osiagnigcie celow tego projektu bez
wykorzystania zwierzat. W celu modelowania etiologii oraz dynamiki rozwoju choréb psychicznych

1 neurodegeneracyjnych nie jest mozliwe zastgpienie zwierzat kregowych innymi zwierzgtami, a przedstawiony
w niniejszym wniosku model jest opracowany wilasnie z wykorzystaniem gryzoni, szczurow. Co wigcej, badany
przez nas model w znaczymy stopniu oparty jest na interakcji matka-potomstwo. Ze wzgledu na fakt
ograniczonego rozwoju wiezi matki z potomstwem u gatunkow nizszych, zmuszeni jesteSmy pracowaé na
gryzoniach. Z wykorzystaniem obecnie dostepnych metod in vitro, czy tez in silico wciaz trudno jest bada¢ tak
skomplikowane uktady, jakim jest badany przez nas model.

Liczba zwierzat wykorzystanych w planowanym do$wiadczeniu zostala ograniczona do liczby pozwalajacej na
osiggnigcie okreslonych celow badawczych i bazujacej na doswiadczeniach wlasnych i1 dostgpnej literaturze

z zakresu wykorzystania zwierzecych modeli badawczych do badan nad stresem w kontekscie neurorozwoju

i etiologii chorob psychicznych i neurodegenrayjnych. Liczba zwierzat zaproponowana w do$wiadczeniu
uwzglednia zaréwno specyfike rozrodu szczurdow, jak rowniez ich odpowiedz na dzialanie czynnikow
srodowiskowych 1 pozwala na osiggnigcie wynikoéw istotnych statystycznie w przedstawionych eksperymentach.
Rowniez w celu ograniczenia liczby zwierzat, planowane jest dluzsze utrzymanie samcow rozptodowych, w celu
ich wielokrotnego wykorzystania do kojarzenia w celach rozrodczych. Co wigcej, planowany projekt zaktada
badanie r6zni¢ migdzyptciowych, co powoduje, Zze na biochemiczng analize poswigcane sg cale mioty. Obecnie,
wigkszos¢ prowadzonych badan z réznych przyczyn obejmuje eksperymenty z udziatem jednej plci, gdzie
poswigcane sg zwykle samce.

Proponowany przez nas model wczesnego stresu postnatalnego, jest oparty o stosunkowo umiarkowang procedure
w poréwnaniu do bardziej dotkliwych modeli dostgpnych w literaturze ktére migdzy innymi zaktadajg: znacznie
dhuzszy czas izolacji (12-godzin) w bardziej dotkliwych warunkach tj. temperatura pokojowa, czy brak $ciotki).

! Przy wypetnianiu wzorowad sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




Zwierzeta sa stresowane, w stopniu, ktéry pozwala na wywotanie odpowiednich deficytow, jednak nalezy
podkresli¢, ze: izolowane sa cale mioty, a nie pojedynczo osobniki; separacja jest stosunkowo krotka (3 godziny)
i odbywa si¢ w warunkach zblizonych do naturalnego gniazda.

W trakcie przygotowywan projektu badawczego, sprawdzono istniejacg wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym typu PubMed oraz Google Scholar. Wykorzystano nastepujace stowa kluczowe: early life stress,
maternal separation, blood brain barrier permeability, neurodevelopment, stress, tight junctions, mental disorders,
neurodegeneration disease .

Na podstawie przegladu literatury, stwierdzono, ze:

1. Do$wiadczenie stresu we wczesnym okresie zycia ( z ang. early-life stress, ELS), moze zwigkszac¢ ryzyko
zapadalnosci na przewlekte choroby w zyciu dorostym. Wsrod nich wyszczegélniono choroby uktadu sercowo-
naczyniowego, a takze choroby neurodegeneracyjne oraz psychiczne. Schorzenia te czesto ujawniajg sie w
pozniejszym okresie zycia, pomimo iz wiele z nich ma swoje poczatki w trakcie rozwoju mdzgu. Badania
dowodza, ze dysfunkcje bariery krew-mozg (z ang. blood brain barier, BBB) sg $cisle zaangazowane w etiologie,
rozwoj oraz progresj¢ wspomnianych choréb. Co wigcej, dane statystyczne sugerujg rowniez, ze zapadalno$¢ na
choroby neurodegeneracyjne jest powigzana z plcia.

2. Wciaz niewiele wiadomo na temat wptywu ELS, na zmiany w procesach dojrzewania oraz funkcjonowania
BBB.

Podjete przez nas badania, i uzyskane wyniki umozliwig sprawdzenie, czy ELS wywotuje dysfunkcje BBB,
bedaca elementem patomechanizmoéw wymienionych schorzen. Tym samym, zdobedziemy kluczowe informacije,
ktore pozwola nam doglebniej zrozumie¢ patomechanizmy lezace u podstaw ELS, a takze poszerzenie obecnego
stanu wiedzy dotyczacej stosowanego przez nas modelu ELS. Przypuszczamy rowniez, iz podjgte przez nas
badania moglyby posrednio przyczyni¢ si¢ do wczesniejszej diagnostyki chordb psychicznych czy predyspozycji
do chordb neurodegeneracyjnych, a takze wdrazania badan profilaktycznych u dzieci i mtodziezy dotknigtych
ELS.




