NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projekt .Elektrofizjologiczna charakterystyka wzajemnych polaczen wzgérza i kory w
mysim modelu autyzmu — do$§wiadczenia in vitro i w znieczuleniu ogélnym.

2. Czas trwania projektu 15. luty 2019 — 30. lipca 2021 (2,5 roku)

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): autyzm, —nadwrazliwos¢ czuciowa, potaczenia
wzgorzowo-korowo-wzgorzowe

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A. 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 produktow leczniczych, srodkow 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do$wiadczenia, 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.

Jedna z teorii dotyczacych autyzmu zaklada, ze za czg$¢ jego objawdéw odpowiada nadwrazliwosé zmystowa. Zbyt silne
wzbudzenie ukladu nerwowego powoduje, ze nawet neutralne (delikatne) bodzce wywotuja emocjonalne, awersyjne
reakcje i prowadza do ograniczania interakcji ze srodowiskiem w tym ograniczenie interakcji spotecznych.

Celem proponowanych badan jest weryfikacja hipotezy, ze nadwrazliwo§é zmystowa w autyzmie jest zwigzana z nadmierng
aktywnos$cia wyzszorzedowych jader wzgbrza i ich wzajemnych potaczen z korg mézgu. W badaniach wykorzystany bedzie
mysi model zespotu famliwego chromosomu X (jeden z zespolow genetycznych, w ktérym wystepuja objawy autyzmu), ktory
dobrze odtwarza zaburzenia czuciowe wystepujace u ludzi z autyzmem. W badaniach planujemy dwie procedury badawcze,
w obu wszystkie zabiegi prowadzone beda w znieczuleniu ogolnym.

Planujemy sprawdzenie, czy w mysich modelach autyzmu, w uktadzie czuciowym wystegpuja zmiany (1) rozktadu widkiem
wzgorzowych w korze (badania histologiczne na tkankach mozgu); (2) zmiany wzajemnych potaczen synaptycznych jader
wyzszorzgdowych i kory (rejestracje elektrofizjologiczne na tkankach mozgu); (3) zmiany sity odpowiedzi na naturalne
bodZce dotykowe we wzgorzu i korze i wzajemnych interakcji tych obszarow (wielokanatowe rejestracje elektrofizjologiczne
w znieczuleniu ogdlnym).

Dos$wiadczenia maja charakter badan podstawowych; poszerzg nasza wiedz¢ na temat przyczyn autyzmu, dzigki czemu w
dalszej perspektywie mogg przyczynic si¢ do rozwoju strategii terapeutycznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

| Mysz, 340 osobnikow ‘

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA!

| ZASADA ZASTAPIENIA. Badania histologiczne i elektrofizjologiczne rejestracje dotyczaca pytan o charakterystyke potaczen |

1 Przy wypetnianiu wzorowac si¢ na instrukcji wypelniania wniosku W1 punkt. 8



synaptycznych jader wzgorza i kory mdzgu bgdzie prowadzona in vitro na wzgdrzowo-korowych skrawkach moézgu.

ZASADA ORGANICZENIA. Dla minimalizowania inwazyjnosci prowadzonych badan in vivo podstawowa ocena aktywnosci
badanych struktur i zaleznosci migdzy nimi zostanie zbadana w malo-inwazyjnych doswiadczeniach prowadzonych w
znieczuleniu ogo6lnym. Liczba zwierzat w grupie zostala wyliczona tak aby uzyska¢ statystycznie wiarygodng odpowiedz czy
amplituda rejestrowanych sygnatow rézni si¢ u zwierzat transgenicznych (model autyzmu) w poréwnaniu do zwierzat bez
mutacji z tego samego szczepu myszy.Liczba koniecznych do zbadania grup zostata ograniczona dzigki zaplanowaniu
wielokanatowe rejestracji jednoczesnie z kilku struktur badanej sieci potaczen.

ZASADA UDOSKONALENIA jest realizowana na poziomie zapewnienia najlepszych warunkéw bytowania zwierzat i opieki
okolo-zabiegowej: dystres i bdél u zwierzat doswiadczalnych bgdzie minimalizowany przez stosowane $rodkéw
przeciwbolowych i antybiotykow. Podczas zabiegéw zwierzat bgdzie stale monitorowane, bgda oddychaé powietrzem
wzbogaconym w tlen, beda nawadnianie i utrzymywane w cieple. Po zabiegu, do momentu wybudzenia, zwierz¢ pozostanie
pod stata kontrolg eksperymentatora, w dogrzewanej klatce a lek przeciwboélowy oraz antybiotyk bedzie podawany jeszcze
przez 3 dni po zabiegu. Zasada udoskonalania zostanie takze zrealizowana przez zastosowanie najnowszej metodyki
badawczej. Metoda optogenetyczna daje mozliwo$¢ bardzo precyzyjnego pobudzania lub hamowania wybranej populacji
neurondw i umozliwia analizowanie jej wplywu na funkcjonowanie pozostalych elementéow badanej sieci neuronalnej.
Wielokanatowa rejestracja dostarczy duzg ilo§¢ danych i pozwoli na zastosowania najnowszych metod matematycznej
analizy identyfikujacych lokalizacje pradowych zrédet sygnalu (analiza ggstosci zrodtowej pradu); zaleznosci
przyczynowo-skutkowych miedzy badanymi strukturami (cross-trial correlation, metody oparte o przyczynowos$¢ Grangera);
rozpoznawanie charakterystycznych cech sygnatu (deep learning). Analizy prowadzone bgda we wspotpracy ze specjalistami
z zakresu neuroinformatyki.

Przygotowujac projekt, korzystano z klasycznej literatury dotyczacej uktadu czuciowego oraz sprawdzano najnowszg wiedzg
dotyczacg neuronalnego podioza dysfunkcji zmystowych w autyzmie. W bazach danych PUBMED, ScienceDirect, Google
Scholar podano stowa kluczowe, takie jak: autism models, sensory hypersensitivity in autism, somatosensoty thalamus,
higher order thalamus, PoM, thalamo-cortical connections, cortico-thalamic connections, autism and sensory processing.

LIntense world theory of autism” to teoria zakladajaca, ze jednym z kluczowych probleméw autyzmu jest nadwrazliwosé
zmystowa. Zbyt silne wzbudzenie uktadu nerwowego powoduje, ze neutralne (delikatne) bodzce wywotuja emocjonalne,
awersyjne reakcje i prowadza do ograniczania interakcji ze Srodowiskiem w tym ograniczenia interakcji spotecznych.
Neuronalne mechanizmy nadwrazliwosci zmystowej nie s dostatecznie poznane. Czg$¢ gendw wigzanych z autyzmem
odpowiada za prawidlowy rozwdj synaps i polaczen nerwowych, nie wiemy jednak jakich doktadnie struktur i polgczen
dotycza te zmiany. Aby odpowiedzie¢ na te pytania, konieczne jest prowadzenie badan wykorzystujacych genetyczne
zwierzgce modele odtwarzajace objawy autyzmu. Najnowsze badania elektrofizjologiczne i obrazowanie optyczne
potwierdzily, ze w mysich modelach autyzmu — w tym w modelu lamliwego chromosomu X (szczep myszy
FVB.129-Fmr1tm1Rbd/) ) — wystepuja zaburzenia precyzyjnego rozpoznania bodzcow dotykowych i stuchowych, sita
odpowiedzi jest silniejsza i obszar reprezentacji korowych jest wigkszy niz u zwierzat kontrolnych.

Takie objawy moga wynika¢ ze zmian polaczen wzgdrzowo-korowo-wzgdrzowych w szczegdlnosci z nadmiernego pobudzenia
tzw. wyzszorzedowych jader wzgdrza, przekazujacych mniej precyzyjne informacje do znacznie wickszych obszaréw kory.
Ponadto maja one bezposrednie polaczenia z obszarami odpowiedzialnymi za reakcje emocjonalne. Ich pobudzenie
prowadzi do nasilenia odpowiedzi w korze oraz wyzwala reakcje emocjonalne i ruchowe. Badania ostatnich lat wskazuja,ze w
mysich modelach autyzmu faktycznie wystepuja zmiany w polaczeniach korowo wzgoérzowych.

Celem proponowanych badan jest histologiczna i elektrofizjologiczna weryfikacja hipotezy, ze w autyzmie struktura
wzajemnych potaczen wyzszorzedowych jader wzgdrza z korg mozgu skutkuje ich nadmiernym pobudzeniem. Planujemy
sprawdzenie, czy w mysich modelach autyzmu (w pierwszej kolejnosci w modelu tamliwego chromosomu X, szczep myszy
FVB.129-Fmrltm1Rbd/J), w uktadzie czuciowym (wibrysowo-barytkowym) wystepuja zmiany (1) rozkladu wiokiem
wzgorzowych w korze (badania histologiczne ex vivo); (2) zmiany wzajemnych potaczen synaptycznych jader
wyzszorzgdowych i kory (rejestracje patch-clamp in vitro); (3) zmiany sity odpowiedzi na naturalne bodzce dotykowe we
wzgorzu i korze i wzajemnych interakcji tych obszaréow (wielokanalowe rejestracje in vivo w znieczuleniu ogdinym).

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
l TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

2 Wypetnia wilasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzgtach. Nalezy zaznaczy¢ wlasciwe pole.
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