NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wplyw proceséw zapalnych na plastycznos$¢ synaptyczna

2.Czas trwania projektu 07.02.2020-06.02.2025

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) plastyczno$¢, zaburzenia neurorozwojowe, stan zapalny
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku

. Badania z zakresu medycyny sagdowej

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

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

mTmo O w>

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego
. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji
zawodowych

Io

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Zaburzenia neurorozwojowe, m.in. zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. Autism spectrum disorders,
ASD), cechuja si¢ szeregiem nieprawidtowosci w rozwoju ruchowym, intelektualnym oraz spotecznym
dziecka. Celem proponowanego doswiadczenia jest zbadanie wptywu stanu zapalnego na plastycznosé
synaptyczng, czyli zdolno$¢ zmiany potagczen miedzy neuronami w odpowiedzi na bodziec, w
rozwijajacym si¢ ukladzie nerwowym. Ryzyko wystgpienia zaburzen neurorozwojowych u dziecka
Znaczaco wzrasta, jesli matka bedac w cigzy przechodzita infekcje.

W tym projekcie chcemy sprawdzi¢, czy metaloproteaza 9 (ang. matrix metalloproteinase 9, MMP-9
bierze udziat w przebudowie kolcow dendrytycznych oraz aktywuje cytokiny) moze by¢ mediatorem
stanu zapalnego wystepujacego w trakcie rozwoju méozgu 1 w zwigzku z tym, czy moze si¢ przyczyniac
do zaburzen neuroplastycznosci.

Efekty wptywu infekcji na rozwdj osrodkowego uktadu nerwowego moze by¢ badany za pomoca
aktywacji immunologiczne] przez podanie immunogenoéw, takich jak lipopolisacharyd (LPS) lub kwas
poliinozynowy-policytydylowy (poly I:C), imitujace odpowiednio infekcje¢ bakteryjna i wirusowa. W celu
weryfikacji roli MMP-9 w stanie zapalnym i ich powigzaniu z zaburzeniami neurorozwojowymi
planujemy dokona¢ aktywacji immunologicznej u myszy o roéznej ekspresji MMP-9, 7 oraz 14 dni po
narodzinach. Chcemy roéwniez sprawdzi¢, w jaki sposob réznice plciowe wptywajg na aktywnos¢ MMP9.
Wykonamy szereg testow behawioralnych z wykorzystaniem systemow Eco-HAB i IntelliCage w celu
okreslenia intensywnos$ci objawow typowych dla ASD. Przeprowadzimy rowniez analiz¢ tkanki
nerwowej, w szczegdlnosci skupiajac si¢ na zmianach w liczbie i zageszczeniu kolcéw dendrytycznych,
sprawdzimy tez podstawowe parametry immunologiczne stanu zapalnego w ptynie moézgowordzeniowym
I kKrwi myszy.




Przeprowadzone przez nas eksperymenty pozwolg na okreslenie roli MMP-9 w rozwoju zaburzen
neurorozwojowych, takich jak ASD, schizofrenia czy ADHD. Dzigki temu mozemy odkry¢ kierunek
potencjalnych wczesnych terapii, poprawiajacych komfort zycia oséb dotknigtych tymi zaburzeniami.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz, tto genetyczne C57BL/6J, liczba 1354

C57BL/6J: 382

MMP9 KO: 324

MMP9 TG: 324

MMP9 TG heterozygotyczne: 324

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA*

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




Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazie danych Pubmed.

Wykorzystano stowa kluczowe:

Spine density /plasticity/autism/MMP-9/mouse/
hippocampus/amygdala/prefrontal cortex
neurodevelopmental disorder/dendritic spine

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, ze:

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:
aktywacja  ukfadu

immunologicznego w trakcie rozwoju moze wptywaé na procesy plastycznos$ci synaptycznej

B. Brak jest danych dotyczacych: wptywu stymulacji uktadu odpornosciowego na plastycznosé

synaptyczng u myszy w wieku 7 1 14 dni.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku lepszego zrozumienia znaczenia
stanéw zapalnych w rozwoju mézgu oraz plastycznosci synaptycznej. Dodatkowo uzyskanie wiedzy na
temat mechanizmow plastycznosci pozwoli na poszerzenie wiedzy na temat podtoza rozwoju chordb
psychicznych oraz neurorozwojowych.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: opracowaniu i zwalidowaniu nowego zwierzecego
modelu zaburzen neurorozwojowych z uwzglednieniem stanu zapalnego, jako jednego z gtownych
czynnikow ryzyka.

Zastosowane metody pozwola na okreslenie roli MMP-9 w rozwoju zaburzen neurorozwojowych, takich
jak ASD, schizofrenia czy ADHD. Dzigki szerokiemu wachlarzowi testow behawioralnych bedziemy w
stanie zwalidowa¢ nowy mysi model tych zaburzen.

ZASADA ZASTAPIENIA: Zastosowanie zwierzat doswiadczalnych jest konieczne, poniewaz okreslenie
roli stanu zapalnego w powstawaniu zaburzen neurodegeneracyjnych, manifestujacych si¢ w zachowaniu
zwierzat nie jest mozliwe przy zastosowaniu systemow in vitro. Skoro istnieje konieczno$¢ zastosowania
zwierzat, to zgodnie z zasadg zastgpienia, zamiast na zwierzgtach wyzej uorganizowanych (naczelnych),
badania zostang przeprowadzone na zwierz¢tach o najnizszym mozliwym poziomie rozwoju i zdolnos$ci
odczuwania bolu 1 cierpienia, ale charakteryzujace si¢ wystarczajaco ztozonym uktadem nerwowym. Ze
wzgledu na do$wiadczenie pracy z myszami osOb zaangazowanych w ten projekt bedzie mozliwe

ograniczenie stresu zwierzat do niezbednego minimum.

ZASADA OGRANICZENIA: Wielkos¢ grup eksperymentalnych zostala ustalona w oparciu o wytyczne
statystyczne, tak by mozliwe byto prawidtowe wnioskowanie z przeprowadzonych testow statystycznych.
Planujemy wykona¢ eksperymenty na jak najmniejszej liczbie zwierzat, ale wystarczajacej, by otrzymac




istotne statystycznie wyniki. Dodatkowo, aby uzyska¢ jak najwiecej informacji przy uzyciu tej samej
liczby zwierzat, po zakonczeniu procedur behawioralnych tkanka ze zwierzat bedzie pobierana w celu
analizy morfologicznej kolcow dendrytycznych.

ZASADA UDOSKONALENIA: W naszych eksperymentach wybraliSmy metody z jak najmniejsza liczba
powtdrzen lub takie, dzigki ktorym zwierzeta mogg by¢ testowane w klatce domowej, w konsekwencji
odczuwajac jak najmniejszy dystres. Dodatkowo kazde zwierze¢ biorace udziat w do§wiadczeniu przejdzie
2-tygodniowy okres handlingu i przyzwyczajania do eksperymentatora. Cze$¢ testow behawioralnych
bedzie prowadzona w automatycznych klatkach Eco-HAB oraz IntelliCage, pozwalajacych na
ograniczenie kontaktu myszy z eksperymentatorem, a co za tym idzie minimalizacj¢ stresu zwierzat. W
celu ograniczenia zachowan agresywnych miedzy zwierzetami do zaplanowanych testow wybrano
wylacznie samice, ktore przejawiaja znacznie mniej zachowan agresywnych w grupie od samcow.
Wszystkie do$wiadczenia beda wykonywane przez doswiadczonych badaczy, ktérzy beda regularnie
kontrolowa¢ dobrostan zwierzat, tak by ograniczy¢ ich cierpienie na wszystkich etapach. Do klatek
domowych zwierzat dodawane begda przedmioty wzbogacajace Srodowisko, umozliwiajace budowe
gniazda i zabawg, a klatki IntelliCage s3 standardowo wyposazone w 4 domki wypoczynkowe. Wszystkie
zaplanowane procedury beda wykonywane przez doswiadczonych badaczy z jak najwicksza dbatoscia o
komfort zwierzat.

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

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




