NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Wptyw dlugotrwatego dziatania kortykosteronu na transkryptom mozgu

myszy laboratoryjnej”

2.Czas trwania projektu 01.08.2018 - 15.05.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) kortykosteron, transkryptom, mozg, myszy

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Uwalnianie hormonow glikokortykoidowych takich jak kortykosteron i kortyzol jest jednym z trzech
podstawowych mechanizmow reakcji organizmu na stres. Rodzaj uwalnianego hormonu (kortykosteron
/kortyzol) zalezy od gatunku zwierzgcia jednak obydwa hormony majg ten sam mechanizm dziatania
polegajacy na aktywacji receptorow glikokortykoidowych. Ogo6lnym celem projektu jest zrozumienie
procesow zachodzacych w moézgu pod wplywem dlugotrwatego dziatania kortykosteronu u myszy przy
uwzglednieniu cyklicznych zmian w jego poziomie zaleznych of okresow snu i czuwania oraz
zrozumienie zaleznosci pomigdzy trybem zycia a reakcja organizmu na glikokortykoidy. Celem
szczegotowym jest zbadanie zmian transkryptomicznych w hipokampie oraz powiazanie ich z réznymi
procesami fizjologicznymi. Walidacja anatomiczna prowadzona na skrawkach mozgowych pozwoli
dodatkowo sprawdzi¢ lokalizacje komdrkowsa ekspresji wybranych gendéw oraz rozszerzy¢ uzyskane
wyniki na inne obszary méozgu. W pierwszym eksperymencie zbadamy zmiany transkryptomiczne w
czasie snu po dwunastogodzinnym okresie podwyzszonego poziomu kortykosteronu porownywalnym z
catodziennym stresem. W drugim eksperymencie zbadamy wptyw chronicznego zwigkszenia poziomu
kortykosteronu z uwzglednieniem cykli dobowych. W trzecim eksperymencie zbadamy zalezno$¢




pomiedzy reakcjg na kortykosteron a trybem zycia rozumianym, jako uprawianie aktywnosci fizycznej
przy pomocy kol biegowych. Podwyzszony poziom hormonu stresu zostanie wywotany poprzez
podanie kortykosteronu w wodzie przeznaczonej do picia. Stan zwierzat bedzie monitorowany w trakcie
trwania eksperymentu za pomocg pomiaru spozycia pokarmu oraz masy ciata. Inne wskazniki reakcji
organizmu na hormony stresu bedg okre$lane na podstawie pomiaru masy nadnerczy, grasicy i Sledziony
po usmierceniu zwierzat. Zmiany w ekspresji genéw w hipokampie zostang zbadane za pomoca
mikromacierzy. Zaplanowane badania pozwola na lepsze zrozumienie reakcji organizmu na stres.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

263 — mysz domowa

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Ograniczenie

Liczba zwierzat zostala ograniczona do minimum niezbednego do osiggnigcia celu na podstawie
odpowiednich testow statystycznych zgodnie z zaleceniami dotyczacymi badan behawioralnych i
neurobiologicznych (http://www.sample-size.net/correlation-sample-size/ ; Guidelines for the Care and
Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research, Appendix A,
http://www.nap.edu/catalog/10732.html), planowania badan pilotazowych (Sorzano i wsp. Sample Size
for Pilot Studies and Precision Driven Experiments. 2018 arxiv.org/abs/1707.00222v2;
http://i2pc.es/coss/Programs/SampleSizeCalculator/index.html) oraz planowania badan
transkryptomicznych (Jorstad i wsp. Understanding sample size: what determines the required number
of microarrays for an experiment? Trends Plant Sci. 2007 Feb;12(2):46-50 / Peng i wsp. Statistical
implications of pooling RNA samples for microarray experiments. BMC Bioinformatics. 2003 Jun
24;4:26). Zastosowanie analiz transkryptomicznych umozliwia analiz¢ ekspresji genow na poziomie
catego genomu, co oznacza, ze w ramach pojedynczego projektu uzyskujemy maksymalng ilos¢ danych
jaka moze zosta¢ zebrana.

Zastapienie

Wybrano gatunek o mozliwie najnizszym poziomie rozwoju w pordwnaniu z innymi ssakami
wykorzystywanymi w badaniach laboratoryjnych. Zaplanowany gatunek zapewnia jednocze$nie
poréwnywalno$¢ z mechanizmami wystepujacymi u ludzi ze wzgledu na przynaleznos$¢ do tej samej
grupy systematycznej (ssaki) i wynikajace z tego podobienstwo biologiczne.

Doskonalenie
Zastosowana metoda podawania kortykosteronu w wodzie pitnej umozliwia nieinwazyjne podawanie

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




hormonu bez potrzeby stosowania wielokrotnych iniekcji lub chirurgicznej implantacji peletek.
Zwigksza to wiarygodno$¢ badan przy jednoczesnej rezygnacji z stresujacych procedur.

Zaplanowane analizy transkryptomiczne beda przeprowadzone na pojedynczych probkach a nie na
probkach taczonych co bylo powszechng praktyka w przesztosci zarowno w Polsce jak i za granicg ze
wzgledu na bardzo wysokie koszty analiz transkryptomicznych. Analiza transkryptomiczna
pojedynczych probek znacznie zwigksza moc statystyczng w czasie analizy danych transkryptomicznych
oraz redukuje wptyw wynikéw odstajacych (Peng i wsp. Statistical implications of pooling RNA
samples for microarray experiments. BMC Bioinformatics. 2003 Jun 24;4:26). Oznacza to wigksza
wiarygodno$¢ wynikéw oraz mniej falszywie negatywnych i falszywie pozytywnych wynikow.
Dobrostan bedzie zapewniony przez wzbogacenie srodowiska za pomoca tekturowych tubek
umieszcznych w klatkach raz w tygodniu oraz za pomocg fragmentéw papierowych recznikow (okoto
12 x 12 cm), ktore myszy wykorzystuja do budowy gniazda.

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazie danych PUBMED

Wykorzystatem stowa kluczowe:

glucocortykoids/corticosteron/brain/microarray/transcriptom

Wyniki szczegdtowej analizy dostepnych danych transkryptomicznych w mézgu po podaniu
kortykosteronu zostaty opublikowane w pracy: Juszczak GR, Stankiewicz AM. Glucocorticoids, genes
and brain function. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2018 Mar 2;82:136-168. Praca ta
podsumowuje obecny stan wiedzy dotyczacy gtownie zmian nast¢pujacych po okoto 3 godzinach od
podania kortykosteronu jak i wskazuje na luki dotyczace zmian wystgpujacych po dtugotrwatym |
chronicznym podawaniu kortykosteronu. Na szczeg6lng uwage zastuguje problem naturalnych cykli
snu i czuwania, ktory nie byt uwzgledninony we wczesniejszych badaniach wptywu hormonu stresu na
transkryptom moézgu.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X  NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




