NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projekt Wplyw zmian struktury chromatyny na ekspresje genu receptora
glukokortykoidéw w strukturach moézgu myszy zwigzanych z powstawaniem

zaburzen lekowych i depresji.
Czas trwania projektu 3 lata

Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) receptor glukokortykoidow, struktury mézgu zwigzane

z depresja, stres, deksametazon, zmiany struktury chromatyny

Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

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

G. Badania w celu ochrony $rodowiska 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowaé u wykorzystywanych zwierzat, i korzysSci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Odpowiedz na stres jest jedng z wazniejszych odpowiedzi fizjologicznych organizmu. Ma charakter
pozytywny, gdyz pozwala zminimalizowa¢ niekorzystne skutki urazow, badz ekstremalnych sytuacji.
Wydzielane woéwczas przez kore nadnerczy hormony steroidowe (kortykosteroidy) wnikaja z krwi do
komorek ciata, gdzie po zwigzaniu ze swoim receptorem (GR, receptor glukokortykoidow) przemieszczaja
si¢ do jadra komorkowego. Tam regulujg ekspresje wielu genéw, w tym takze ekspresj¢ genu GR, co

prowadzi do autoregulacji dzialania kortykosteroidéw na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego.

W sytuacji patologicznej, np. w wyniku traumatycznego zdarzenia dochodzi do wydzielenia duzej ilosci

kortykosteroidow, a ich wysoki poziom we krwi utrzymuje si¢ przez dluzszy czas (tzw. stres chroniczny).




Zachodzace w skutek tego zmiany w poziomie ekspresji genow stanowig gldwna przyczyne powstawania

zaburzen lgkowych oraz depresji.

Do tej pory poznano zmiany w poziomie ekspresji genu GR, odzwierciedlajace stopien autoregulacji, a tym
samym odpowiedzi na stres w komoérkach nieneuronalnych. Badania te prowadzone byty jedynie przy uzyciu
metod biochemicznych w homogenatach tkanek. Wiadomo takze, iz za regulacje ekspresji genéw w duzym
stopniu odpowiedzialne sg zmiany strukturalne chromatyny, dlatego tez, aby pozna¢ w peini mechanizm
regulacji ekspresji genoéw, konieczne jest zbadanie zmian epigenetycznych przy uzyciu metod

morfologicznych.

Celem naukowym projektu jest zbadanie stopnia autoregulacji genu GR w strukturach mézgu
zwiazanych z powstawaniem zaburzen le¢kowych oraz depresji (hipokamp, kora przedczolowa,
brzuszna cze$¢ prazkowia) poprzez zbadanie zmian w poziomie ekspresji genu oraz zmian jego

wewnatrzjadrowej lokalizacji w modelu stresu ostrego i chronicznego.

Do przeprowadzenia do§wiadczenia postuzymy sie powszechnie stosowanym modelem stresu, polegajacym
na jednorazowym lub wielokrotnym dootrzewnowym podaniem deksametazonu. Jest to syntetyczny
odpowiednik kortykosteroidow, dziatajacy specyficznie wzglegdem GR, o 25 do 80-krotnie silniejszym

dziataniu. Analizg prowadzi¢ bedziemy w warunkach indukowanego stresu: i) ostrego, ii) chronicznego:

i) Analiza poziomu ekspresji genu GR w trzech strukturach mézgu u zwierzat po jednorazowym podaniu
deksametazonu Iub soli fizjologicznej (procedura 1, czynno$¢ 1), poddanych eutanazji (procedura 1,
czynnos$¢ 2) w jednym z czterech punktow czasowych (30min, 4h, 8h i 48h). Wybdr punktéw czasowych
podyktowany jest odwracalnymi zmianami poziomu ekspresji genu GR w innych niz mozg narzadach ciata
(gwattowny spadek poziomu mRNA, a nastepnie powrdt do wartosci wyjsciowych). Nastepnie w punktach
czasowych o najwyzszym i najnizszym poziomie ekspresji genu GR przeprowadzona zostanie analiza

morfologiczna zmian wewnatrzjadrowej lokalizacji alleli genu GR.

Analiza poziomu ekspresji genu GR w trzech strukturach moézgu u zwierzat, ktérym podawano
deksametazon lub so6l fizjologiczng przez 21 kolejnych dni (procedura 2, czynnos¢ 1), poddanych eutanazji
(procedura 2, czynno$¢ 2) w jednym z dwoch punktow czasowych (najnizszy poziom ekspresji genu GR oraz
moment, kiedy poziom ekspresji wraca do wartosci wyjsciowej, obserwowane w przypadku stresu ostrego).
Nastepnie, podobnie jak opisano w punkcie 1, przeprowadzona zostanie analiza morfologiczna zmian
wewnatrzjadrowej lokalizacji alleli genu GR w obu punktach czasowych. 21-dniowe podawanie

deksametazonu powoduje pojawienie si¢ u myszy objawow typowych dla depresji.

Uzyskane wyniki pozwolg na poznanie mechanizmu odpowiedzialnego za regulacje ekspresji genu GR, a
tym samym odpowiedzi komoérek neuronalnych, w obrebie struktur zwigzanych z powstawanie zaburzen

lgkowych i depresji na ostry i chroniczny stres.




Projekt zalicza si¢ do badan podstawowych (klasyfikacja A, uktad nerwowy).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

8 - 10 tygodniowe (mtode doroste) samce myszy C57BL/6J w liczbie 312 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym, w bazach danych: PUBMED; Google Scholar; ScienceDirect; Web of Science (JCR);

Wykorzystatem stowa kluczowe: dexamethasone/ glucocorticoid receptor gene / brain structures connected
with depression /stress / chromatin remodeling / Mus Muscullus

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze:
A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze:

Deksametazon - syntetyczny odpowiednik kortykosteroidow, charakteryzuje si¢ wyzsza specyficzno$cia
(wiazg si¢ jedynie do GR, a nie jak w przypadku kostykosteroidow takze do receptora mineralokortykoidow)
oraz wykazuje ponad 25-krotnie silniejsze dzialanie. Stanowi powszechnie stosowany lek o dziataniu
przeciwzapalnym, przeciwalergicznym i immunosupresyjnym. Po jednorazowym podaniu wywoluje
odwracalne zmiany w poziomie mRNA oraz biatka receptora GR. Wielokrotne podanie indukuje

powstawanie nieodwracalnych zmian prowadzacych do powstawania zaburzen Igkowych.

Zwiazek ten jest powszechnie stosowany w badaniach, do indukcji ostrego (acute stress) oraz dtugotrwatego

stresu (chronic stress).

Zagadnienie roli zmian organizacji chromatyny oraz jej wptywu na regulacje poziomu ekspresji genu GR jest
catkowicie niezbadane. Wywotanie ostrego stresu za pomocg deksametazonu jest odpowiednim modelem do
zbadania interesujacych mnie zagadnien. Wykazano, iz podanie deksametazonu indukuje zmiany w
poziomie ekspresji genu GR w wielu narzadach ciata. Ponadto nasze badania wykazaly, iz deksametazon

powoduje przemieszczanie si¢ alleli interesujacego nas genu wewnatrz jadra komorkowego.
B. Brak jest danych dotyczacych:...

mozliwoséci wykorzystania innego (niz mysi lub szczurzy) modelu do przeprowadzenia proponowanych
przez mnie badan, ktory odzwierciedlatby zmiany poziomu ekspresji oraz zwigzane z tym zmiany struktury

chromatyny zachodzace w wybranych strukturach mozgu w warunkach ostrego lub chronicznego stresu.




Ponadto badania mozemy przeprowadzi¢ tylko na zwierzgtach, poniewaz zaden z dostgpnych obecnie modeli

komorkowych nie odtwarza ztozonosci potaczen nerwowych w mozgu, w tym roli poszczegdlnych struktur.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:
A.Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w Kierunku

zbadania zmian ekspresji genu GR w obrgbie struktur mézgu zwigzanych z wystgpowaniem zaburzen
lgkowych 1 depresji, a takze poznania mechanizmoéw epigenetycznych, w szczegdlnosci wplyw

wielkoskalowych zmian struktury chromatyny na regulacje ekspresji tegoz genu.
B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy,

Poznanie zmian na poziomie molekularnym powstatych na skutek ostrego i chronicznego stresu stojacych u
podstaw zaburzen lekowych i depresji w przysztosci moze pomoc w formutowaniu nowych kierunkéw

terapeutycznych wymienionych zaburzen.

Zachowujac wprowadzona w 1959r. przez W. Russela i R. Burcha zasade 3R uzasadniam podjete we

wniosku wybory dotyczace tematyki, modelu i procedur:
ZASTAPIENIE

Ze wzgledu na zlozono$¢ potaczen nerwowych w mozgu, w tym roli poszczegdlnych struktur nie jest
mozliwe zastgpienie proponowanego modelu mysiego zwierzgtami o0 nizszym stopniu rozwoju

ewolucyjnego, ani tez modelami in vitro (hodowle tkankowe/ komoérkowe).
OGRANICZENIE

W celu spetnienia ,,zasady ograniczenia”, liczba zwierzat planowanych do wykorzystania w eksperymencie
zostala zredukowana do koniecznego minimum, ktére pozwoli na wiarygodng analizg statystyczng i

weryfikacje postawionego problemu badawczego.
UDOSKONALENIE

Nadrzednym celem jest ograniczenie cierpienia i stresu zwierzat, zwigzanego z przeprowadzanymi
procedurami. Dlatego tez zwierzgta na pig¢ dni przed rozpoczeciem eksperymentu podlegac¢ beda procesowi
habituacji: beda pojedynczo wyjmowane z klatek przez eksperymentatora, tak, aby mogly si¢ do niego
przyzwyczai¢. Ponadto przez caly czas trwania eksperymentéw zwierzeta beda przebywaé¢ w klatkach o
wzbogaconym $rodowisku, umozliwiajgcym budowanie gniazda (chusteczki, skompresowane bawelniane
ptatki/wateczki) i zabawe (drewniane koteczki). Kolejnym dziataniem zmniejszajagcym stres zwierzat bedzie
przestrzeganie ograniczonej, do eksperymentatora i opiekuna, liczby o0s6b pracujacych z badanymi

zwierzgtami.




