NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Okreslenie zmian w zapisie EEG hipokampalnej i korowej aktywnos$ci oscylacyjnej w
szczurzym modelu choroby Alzheimera (AD) w kolejnych etapach rozwoju zmian

neurodegeneracyjnych.
2.Czas trwania projektu: 2 lata (1.03.2019 - 1.03.2021)
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): choroba Alzheimera, beta-amyloid, EEG, theta, hipokamp

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): badania podstawowe, PB3 -

Uktad nerwowy; badania translacyjne i stosowane, PT 33 - Choroby i zaburzenia u zwierzat.

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 produktow leczniczych, srodkdw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, 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 okresli¢ 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.

Podstawowymi zjawiskami, ktore towarzysza powstawaniu wszystkich wzorcow EEG sa
oSrodkowe mechanizmy oscylacji i synchronizacji. Jednym z przyktadowych wzorcéw o wysokim
poziomie synchronizacji sg fale theta. Wzorzec ten jest zwigzany z funkcjami poznawczymi. Odchylenia
w parametrach rytmu theta 1 innych wzorcow EEG moga korespondowaé z pierwszymi zmianami
neurologicznymi zachodzacymi m.in. w przebiegu choroby Alzheimera (AD).

Choroba Alzheimera jest chorobg neurodegeneracyjng charakteryzujacg si¢ zanikiem pamigci i
uposledzeniem zdolnos$ci poznawczych. W patologii AD jednym z gtéwnych czynnikdw prowadzacych

do neurodegeneracji i dysfunkcji synaptycznej jest akumulacja amyloidu beta (AB), peptydu




syntetyzowanego wewnatrz neuronu i wydzielanego zewnatrzkomoérkowo. Podczas gdy glowna
przyczyna AD jest zewnatrzkomorkowa akumulacja AP, jedng z bezposrednich przyczyn objawow
behawioralnych jest zaburzenie rownowagi w neuroprzekaznictwie chemicznym, co moze przyczyniac¢
si¢ do zaburzen w zapisie EEG. Dokomorowe podanie peptydu AB1-42 znaczaco obniza czgstotliwos$¢
zapisu w hipokampie i w korze mozgowej szczuréw. Nieliczne badania opisujg zmiany w aktywnosci
oscylacyjnej w zwierzecych modelach AD. Do tej pory nie badano efektéw domozgowej iniekcji AP na
synchronizacj¢ zapisu EEG oraz przestrzennej korelacji pomigdzy hipokampalng i1 korowg aktywnoscia,
co stanowiloby zadanie do§wiadczenia.

Poniewaz modele AD z wykorzystaniem zwierzat transgenicznych odnosza si¢ jedynie do
rodzinnej formy AD (ok. 5%), planujemy zastosowanie szczurzego modelu AD wywolanego
dokomorowymi iniekcjami amyloidu AB1-42, odzwierciedlajacego sporadyczng posta¢ AD (ok. 95%
AD) o nieznanej etiologii.

Projekt ma na celu odpowiedZ na pytanie, czy i w jakim stopniu hipokampalna 1 korowa
aktywnos$¢ EEG ulega modyfikacjom w szczurzym modelu AD w kolejnych etapach rozwoju zmian

neurodegeneracyjnych po domézgowej iniekcji amyloidu AB1-42 w warunkach in vivo 1 in vitro.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU




Proponowane doswiadczenie begdzie przeprowadzone z wykorzystaniem 180 trzymiesiecznych
szczurow rasy Wistar (masa ciata 300 + 25 g), ktore beda losowo przydzielone do poszczegdlnych grup

doswiadczalnych, zgodnie z procedurami opisanymi ponizej.
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Ryec. 1. Schemat przedstawiajacy grupy dos§wiadczalne oraz przebieg doswiadczen. Proponowany cykl do§wiadczalny bedzie
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przeprowadzony z wykorzystaniem 180 trzymiesigcznych szczurow rasy Wistar (masa ciata 300 + 25 g), ktore beda losowo

przydzielone do poszczegdInych grup doswiadczalnych, zgodnie z procedurami opisanymi ponize;j.

Planowany cykl dos$wiadczalny, ze wzgledu na kompleksowy charakter badania zmian korowego i
hipokampalnego EEG po iniekcji amyloidu AB1-42 w czasie wymaga uzycia $cisle okreslonej liczby
zwierzat w okreslonym wieku i o okreslonej masie ciata (aby zmiany neurodegeneracyjne postgpowaty
szczury powinny osiagnaé wiek 3 miesiecy). Trzymiesi¢czne szczury rasy Wistar (masa ciata 300 + 25
g) w pierwszym etapie beda poddawane narkozie w celu dokomorowego zaimplantowania kaniul
wodzacych stuzacych 3-krotnemu podaniu amyloidu AB1-42 przez 3 kolejne dni. Nastgpnie po 7, 14 i
21 dniach od ostatniej iniekcji czes¢ zwierzat bedzie wykorzystana do rejestracji EEG w warunkach in
vitro 1 a czg$¢ do rejestracji w warunkach in vivo. To razem daje 60 szczuréw na kazda z grup: kontrolng
(z dokomorowa iniekcja rozpuszczalnika), placebo (z dokomorowa iniekcja tzw. scrambled amyloid

AP1-42 o przypadkowym ulozeniu aminokwaséw w tancuchu peptydowym) oraz wiasciwg grupa




badawcza (z dokomorowg iniekcja wtasciwego AP1-42 HFIP), co daje razem 180 zwierzat (Ryc. 1).
Licznosci prob tj. minimalna liczba zwierzat zostaty obliczone przy uzyciu programu Statistica, przy
zalozeniu ze efekt jest dobrze widoczny (gdzie: moc testu = 0,9 a efekt standaryzowany RMSSE = 0,5 i
0,25). Aby wyniki uzyskane w trakcie badan niosty wiarygodng informacj¢ na temat istotnosci
statystycznej wymagane jest uzycie co najmniej po 10 szczuréw na eksperyment przeprowadzony w
danym protokole (n=10 in vivo i n=10 in vitro) dla trzech punktow czasowych (7, 14 1 21 dni od
ostatniej iniekcji), w sumie 30 zwierzat w kazdym protokole. Nastepnie przeprowadzona zostanie

analiza wariancji lub test U Manna-Whitney’a.

BADANIA IN VIVO:

W planowanym projekcie przeprowadzone zostang doswiadczania na modelu anestetyzowanego
szczura, ktory pozwala na badanie zapisu EEG, miedzy innymi hipokamplanej polowej aktywnosci
rytmicznej theta typu II w warunkach snu anestetycznego. Rejestracje beda prowadzone z formacji
hipokampa oraz kory przedczolowej. Proponowany w projekcie model doswiadczalny nie posiada
odpowiednika umozliwiajacego zastgpienie zwierzat kregowych innym materialem. W badaniach
wykorzystane zostang szczury rasy Wistar (90 zwierzat). Ze wzgledu na charakter prowadzonych
doswiadczen zwierzgta podzielone zostang na trzy grupy doswiadczalne: 7, 14 1 21 dni od ostatniej
iniekcji rozpuszczalnika (grupa kontrolna), scrambled amyloidu AB1-42 (grupa placebo) i amyloidu
AP1-42 HFIP (grupa badawcza) (Ryc. 1). U zwierzat z wszystkich trzech grup doswiadczalnych
prowadzona bedzie rejestracja aktywnosci EEG przez 3 godziny.

BADANIA IN VITRO:

Omawiany cykl badawczy prowadzony bedzie rownolegle na modelu oscylacji rejestrowanych w
skrawkach moézgowych. Model rejestracji aktywnosci EEG w skrawkach moézgowych pozwala na
badanie procesow lezacych u podstaw generowania aktywnosci sieci neuronalnych danej struktury
moézgowia w pelnym odizolowaniu od wptywu innych obszaréw osrodkowego uktadu nerwowego i jako
taki nie moze zosta¢ zastgpiony innymi modelami do§wiadczalnymi. Jest wigc istotnym uzupehieniem
badan prowadzonych w warunkach in vivo, pozwalajac na znaczace poszerzenie wiedzy o badanych
zjawiskach fizjologicznych. Doswiadczenia prowadzone na skrawkach zawierajacych hipokamp i korg
mobzgowa przeprowadzone zostang na preparatach pobranych od 90 szczurow, w identycznych uktadach
doswiadczalnych jak w opisywanych wyzej badaniach in vivo (7, 14 i 21 dni od ostatniej iniekcji). U

zwierzat z wszystkich trzech grup dos$wiadczalnych prowadzona bedzie rejestracja aktywnosci




hipokamplanej i korowej aktywnosci EEG po podaniu agonisty acetylocholiny (karbamylocholiny w
stezeniu 50 uM nasladujacej uktad cholinergiczny w warunkach in vivo) w celu wywolania regularnych
epizodow rytmu theta. W zwiazku z faktem, iz szczury wykorzystane zostang jedynie do pobrania
materiatu biologicznego (skrawkow mozgowych zawijajacych hipokamp oraz korg), co w S$wietle
aktualnie obowiazujacych przepisdéw nie stanowi procedury badawczej, do§wiadczenia te nie zostaty
szczegdlowo opisane we wniosku.

Dodatkowo, przewidujemy zakup zwierzat dodatkowych w liczbie do 20% zwierzat
przewidywanych do wykorzystania w eksperymencie (tj. do 36 zwierzat) w przypadku, kiedy wlasciwe
zwierzeta eksperymentalne z przyczyn niezaleznych od eksperymentatora (zging przedwczesnie, mimo
iniekcji amyloidu nie wystapia zmiany neurodegeneracyjne, konieczno$¢ wczesniejszej eutanazji), nie
beda mogly by¢ wykorzystane w eksperymencie. Zobowigzujemy si¢ do niezakupywania i

niewykorzystywania tychze dodatkowych zwierzat bez absolutnej koniecznosci.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

W warunkach hodowli komdrkowej, nie jest mozliwe pelne odtworzenie warunkéw panujacych
wewnatrz ustroju, ze wzgledu na wielowymiarowy charakter oddzialtywan poszczegélnych jego
elementow. Specyfika projektu wiaze si¢ z rozpatrywaniem uzyskanych wynikéw badan w kontekscie
funkcjonowania kompletnego uktadu nerwowego jak i catego organizmu zwierzgcego. Proponowany w
projekcie model badawczy nie posiada odpowiednika umozliwiajacego zastgpienie zwierzat kregowych
innym materialem. Jedynie szczurzy model choroby Alzheimera odzwierciedla sporadyczng postac
choroby (ok. 95% AD). Dodatkowo model uretyzowanego szczura pozwala na badanie polowej
aktywnosci theta typu II rejestrowanej w warunkach snu anestetycznego, ktora $cisle zwigzana jest z
procesami poznawczymi oraz plastyczno$cig synaptyczng zwigzang z procesami uczenia Si¢ 1
zapamigtywania.

W opisywanych we wniosku badaniach wykorzystana zostanie minimalna liczba zwierzat
potrzebna do uzyskania miarodajnych wynikow. Zwierzeta begda przetrzymywane w warunkach
odpowiednich dla gatunku, a metody badawcze zastosowane w poszczegdlnych procedurach zostaty

wybrane w taki sposob, aby ograniczy¢ do minimum bdl, cierpienie oraz dystres.

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




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna®

'] TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

'] TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 . ;. .. ;. / . . P ;.
Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ whasciwe pole.



