NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
1.Tytul projektu

Wptyw farmakologicznej inaktywacji jadra okotoramieniowego na wzorzec hipokampalnego EEG u

szczurOw w narkozie uretanowej

2.Czas trwania projektu: 6 miesiecy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): hipokamp, VTA, parabrachial nucleus, PBN, theta
4.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, §rodkéw spozywczych, pasz lub
innych substancji lub produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznos$ci 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i

dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Rytm theta reprezentuje zakres czestotliwosci (3-12 Hz u szczura), z jakim neurony synchronicznie
wytadowuja podczas proceséw takich jak operacje pamigciowe, nawigacja, czy doswiadczanie nowosci.
Jest on obecny rowniez podczas fazy snu paradoksalnego (REM). Sie¢ struktur regulujgcych parametry

rytmu theta obejmuje zaré6wno pola kory mézgowe;j, jak struktury lezagce podkorowo. Jedng z nich jest




brzuszne pole nakrywki srodmozgowia (VTA). Jest ono waznym elementem uktadu nagrody, ktorego
Charakterystyczng funkcja jest promowanie zachowan zwiekszajacych szanse na przezycie organizmu,
na przyktad efektywne zapamigtanie drogi do Zrddta wody, lub uniknigcie bodZca nieprzyjemnego w
oparciu o wskazowki pochodzace ze $srodowiska. Mechanizm jego dziatania lezy zatem u podstaw
procesoOw uczenia si¢ 1 warunkowania. Silna aktywacja uktadu nagrody i tym samym kojarzenie danej
czynno$ci z przyjemno$cig towarzyszy przyjeciu okreslonych substancji farmakologicznych, co moze
doprowadzi¢ do wytworzenia uzaleznien. Do prawidlowego wytworzenia wyzej wymienionych reakcji
niezbedna jest niezakldécona komunikacja pomigedzy systemami pamigciowymi i limbicznymi, ktorej
wezel wymiany informacji znajduje si¢ w wtasnie w VTA. O ile jego funkcjonowanie jest przedmiotem
wielu badan, to powigzania brzusznego pola nakrywki $§rédmoézgowia ze strukturami lezagcymi w
nizszych pietrach osrodkowego uktadu nerwowego nie s3 opisane w stopniu umozliwiajgcym
wyciagniecie jednoznacznych wnioskéw o charakterze ich zaangazowania w regulacj¢ pracy VTA.
Jednym z takich potencjalnie istotnych centréw nerwowych jest jadro okotoramieniowe (parabrachial
nucleus, PBN). Badania neuroanatomiczne wykazaty istnienie potaczen pomiedzy PBN i VTA, a przez
to z wyze] opisanymi ukladami, brak jest jednak prac wiazacych badZz odcinajacych jadro

okotoramieniowe od systemu regulujacego parametry rytmu theta.

Celem niniejszych badan pilotazowych jest stwierdzenie, czy PBN pelni funkcje regulacyjng w systemie
struktur zwigzanych z rytmem theta. Zostang przeprowadzone rejestracje aktywnosci elektrycznej
hipokampa (EEG) u zwierzat w glebokiej narkozie uretanowej, podczas ktérych to jadro zostanie
czasowo, farmakologicznie zablokowane. Rytm theta bedzie wywotywany kilkukrotng, jednominutowsa
stymulacjg sensoryczng, polegajaca na zatozeniu klamerki na nasad¢ ogona szczura (przed oraz po
iniekcji zwigzku blokujacego aktywnos$¢ PBN). Jesli inaktywacja spowoduje zmiany w zapisie EEG,

bedzie to $wiadczyto o wptywie PBN na proces regulacji parametréw rytmu theta.

Zwierzgta podczas trwania doSwiadczenia i po nim beda przez znajdowaty si¢ w glebokiej narkozie, co

ograniczy odczuwany przez nie bol do uktucia igla przy podawaniu anestetyku.

Prowadzone doswiadczenia nalezg do zakresu badan podstawowych. Ich gldownym zadaniem jest
poszerzanie wiedzy o mechanizmach dziatania uktadéw nagrody i pamigci. Wyniki doswiadczen w
przysztosci moga przyczyni¢ si¢ do zaprojektowania nowych terapii leczacych uzaleznienia, lub

usprawniajgce procesy pamig¢ciowe u osoOb zdrowych, czy tez dotknigtych chorobami




neurodegeneracyjnymi wieku podesztego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek: szczury szamce stada niekrewniaczego Wistar

Liczba: 20

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

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

badawczym, w bazach danych: _x PUBMED; _x_ScienceDirect; x_Web of Science (JCR);
Wykorzystatam stowa kluczowe: parabrachial nucleus / VTA / theta rhythm / hippocampus / tail-pinch /
Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze:

Nieliczne dotad prace neuroanatomicze i neurofizjologiczne pozwalaja taczy¢ parabrachial nucleus z
ukladem generujacym i regulujacym rytm theta. Wyznakowanie drog nerwowych uwidocznito silne
potaczenia zard6wno z VTA, jak 1 z czescig zbitg istoty czarnej i, co wiecej, pozwolilo na powigzania
funkcjonalne z systemem dopaminergicznym. W pracy Coizet i wsp. z 2009 Podskérna stymulacja
pradem elektrycznym o niskim natezeniu tylnej tapki szczura powodowala krotkotrwale wzbudzenie
neuronow PBN, przy jednoczesnej inhibicji w dopaminergicznych komoérkach nerwowych istoty
czarnej, z ktorej prowadzono rejestracje EEG. Niestety, nie implantowano w tej pracy elektrod do VTA.
Kolejnych danych dostarczajg badania Qiu 1 wsp. (2016). Chemogenetyczna aktywacja PBN
spowodowata zmiany we wzorcu zapisu EEG podczas indukowanego farmakologicznie czuwania
(zwickszona moc w zakresie pasma theta) i snu wolnofalowego (spadek mocy sygnatu w zakresie pasm
delta i theta), ale nie wptyneta na parametry sygnalu EEG podczas fazy REM. Wyniki innej publikacji z
zakresu neuroanatomii sugerujg istnienie eferentnych polaczen pola CAl hipokampa z brzusznym
polem podlimbicznym (ventral infralimbic area, VI, czgs$¢ kory przedczotowej) oraz dwukierunkowych

potaczen pomiedzy VI oraz czegscig przysrodkowq parabrachial nucleus.

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




W badaniach niezb¢dne bedzie wykorzystanie zwierzat, ktore bedg traktowane z poszanowaniem i
troska nalezng wszystkim organizmom zywym. Z uwagi na fakt, ze badania prowadzone s3 na ztozonym
uktadzie (badane struktury, parabrachial nucleus i hipokamp, zalezne s3 od dziatania wielu innych
struktur moézgowych), planowane badania nie moga by¢ wykonane z zastosowaniem metod in vitro
(metody te moga stanowi¢ tylko uzupehlienie dla wynikow uzyskanych metoda in vivo). Zostang
podjete wszelkie $rodki, aby zminimalizowa¢ zaro6wno liczbg zwierzat wykorzystanych w badaniach,

jak rowniez jakikolwiek dyskomfort zwierzat (REPLACEMENT).

Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze zaplanowano najmniejszag mozliwg
liczebno$¢ zwierzat zapewniajaca minimalng ilos¢ wynikdbw wymagang do przeprowadzenia
wiarygodnej analizy statystycznej dla badan tego rodzaju — w ten sposob wnioskodawca planuje
realizowa¢ zasade REDUCTION. Ze wzgledu na duza zmienno$¢ migdzyosobniczg wystepujaca
podczas rejestracji czynnosci elektrycznej mozgu, brak bazy publikacji zapewniajacych doswiadczalng
konfirmacj¢ miejsc implantacji oraz rozrzut w lokalizacji iniekcji przy wykorzystaniu dostepnych
technik stereotaktycznych liczebno$¢ grupy doswiadczalnej nie powinna by¢ mniejsza niz 10
osobnikéw. W przypadku wczesniejszego uzyskania wiarygodnych wynikéw doswiadczenia zostang
zakonczone przy uzyciu mniejszej liczby zwierzat. Badania dotyczace czynno$ci mézgu musza by¢
wykonane na zwierzetach kregowych. Rejestracji EEG u zwierzat dokonuje si¢ poprzez implantowane
domozgowo elektrody. Jest to metoda standardowa 1 nie istnieja dla niej dziatania alternatywne. Ucisk
ogona to powszechnie stosowana procedura uzyskiwania rytmu theta u szczura w narkozie uretanowej.
Kierujac si¢ zasada REFINEMENT zadecydowano, ze zwierz¢ta nie bedg wybudzane z pelnej narkozy
przez caly okres trwania doswiadczenia, co pozwoli na minimalizacj¢ jakiegokolwiek dyskomfortu
zwierzat. Za wyjatkiem kilkusekundowego podania §rodka usypiajacego (zastrzyk), zwierzeta nie beda
narazone na bol i cierpienie. Glebokos¢ narkozy bedzie stale monitorowana przez przeszkolone 0soby,
ktore posiadaja odpowiednie uprawnienia 1 dosSwiadczenie w pracy ze zwierze¢tami laboratoryjnymi.
Us$miercenie zwierzat po zakonczeniu doswiadczenia jest podyktowane koniecznoscig weryfikacji
miejsca implantacji elektrod i oznaczenia okolicy mozgu poddanej mikroiniekcji, co sprowadza si¢ do

wyjecia mozgu z czaszki i poddania go standardowym procedurom histochemicznym.




