NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Mapowanie negatywnych wspomnien w mézgu

Czas trwania projektu: 01.03.2017 — 31.01.2021

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): mozg, zaburzenia l¢ekowe, fobie, obrazowanie

3.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, 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 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.

Celem projektu jest stworzenie mapy obwodow neuronalnych zaangazowanych w powstawanie negatywnych wspomnien
i wygaszanie tych wspomnien w mézgu. Wykorzystamy do tego nowg metode obrazowania catego oczyszczonego mozgu
przy pomocy mikroskopu opartego na arkuszu $wiatta.

Jednym z najwigkszych wyzwan wspoélczesnej neurobiologii jest zrozumienie podstawowych procesow zachodzacych
W moézgu, takich jak uczenie si¢ i powstawanie wspomnien. Do tego konieczne jest opisanie struktury mozgu poprzez
stworzenie mapy pofagczen pomiedzy komoérkami nerwowymi. Do niedawna obrazowanie catego moézgu z duzg
rozdzielczo$cia bylo mozliwe tylko przez pokrojenie go na wiele cienkich skrawkow i komputerowg rekonstrukcje¢ obrazu.
To podejscie jest bardzo pracochtonne i wymagajace, dlatego wigkszo§¢ prac koncertuje si¢ na konkretnych obszarach
mozgu lub pojedynczych projekcjach. To nie wystarcza do petnego zrozumienia dziatania mézgu, poniewaz poszczegdlne
obszary sa ze soba polaczone i caly czas na siebie oddziatuja, dlatego do badania aktywnosci mézgu konieczne jest
stworzenie kompleksowej mapy obejmujacej rozne obszary mozgu jednoczesnie tak, aby uwzgledni¢ korelacje migdzy nimi.
Ostatnie kilka lat zaowocowato rozwojem technik obrazowania niedestruktywnego opartych na potaczeniu oczyszczania
mobzgu tak, aby stal sie przezroczysty dla $wiatla, i obrazowania za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego opartego na
arkuszu Swiatla.

Wynikiem opisanych badan bedzie tréjwymiarowa, obejmujaca caly mozg mapa obwodoéw neuronalnych zaangazowanych
powstawanie §ladow pamigci awersyjnej i wygaszanie tej pamig¢ci. Dodatkowo oszacujemy skalg aktywacji neuronalnej
W poszczegdlnych obszarach na podstawie analizy liczebno$ci komorek aktywowanych w poszczegdlnych treningach.
Spodziewamy si¢, ze obrazowanie calego, oczyszczonego moézgu moze pozwoli¢ na odkrycie obszardéw, ktdrych
dotychczasowa rola w uczeniu awersyjnym nie byla znana, a takze wyjasni¢, jak poszczegélne obszary wspotdziataja ze
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soba.

Otrzymane wyniki pozwola na glebsze zrozumienie procesoOw uczenia si¢ i powstawania wspomnien oraz postuza jako punkt
wyj$cia do dalszych badan na poziomie pojedynczych komorek i synaps. Uzyskane mapy beda mogly stanowi¢ zrodio
referencyjne do dalszych badan nad uczeniem i pamigcia. Ponadto, ostatnie lata pokazuja, ze zrozumienie mechanizmow
powstawania §ladow pamigci awersyjnej i jej wygaszania jest niezwykle istotne, poniewaz stanowi klucz do zrozumienia
zaburzen Igkowych u ludzi takich jak fobie, czy stres pourazowy. Zrozumienie mechanizmdéw wygaszania strachu otwiera
zatem nowe mozliwosci terapii.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostanie wykorzystanych 30 myszy i 80 szczurow
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA*

W ramach planowania projektu badawczego sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym
w bazie danych PubMed. Wykorzystano stowa kluczowe: whole-brain mapping, whole-brain mapping AND fear, brain atlas
AND fear.

Na podstawie przeszukanej literatury badawczej stwierdzono, ze mimo dostgpnosci nowych zaawansowanych technik
badawczych nie istniejg atlasy pokazujace komorki aktywowane po uczeniu zdarzen awersyjnych i wygaszaniu pamigci tych
zdarzen. Ostatnie lata pokazuja, Zze zrozumienie mechanizméw powstawania sladow pamieci awersyjnej i jej wygaszania jest
niezwykle istotne. Pozwoli to lepiej zrozumie¢ zaburzenia Igkowe u ludzi takie jak fobie, czy stres pourazowy.

Do badania mdzgu potrzebna jest metoda obrazowania umozliwiajgca zbieranie duzej ilosci wysokorozdzielczych danych z
catej objetosci preparatu. Powinna ona umozliwiaé nie tylko badanie struktury, ale rowniez funkcjonowania mézgu. Jednak
w klasycznej mikroskopii optycznej maksymalna glgboko$¢ obrazowania ograniczona jest przez rozpraszanie $wiatla w
tkance do kilkuset mikrometréw lub okoto milimetra w przypadku mikroskopii wielofotonowej. Dlatego dotychczasowe
proby rejestracji sieci potaczen w calym moézgu myszy wykorzystuja technike obrazowania kolejnych skrawkow i
komputerowej rekonstrukcji. Takie podejscie jest czasochtonne, skomplikowane i generuje duzo artefaktow tworzac w ten
sposob wyniki falszywie pozytywne.

Planowany projekt ma na celu przezwycigzenie tych ograniczen i zobrazowanie w calym nienaruszonym mozgu obszarow
aktywowanych uczeniem awersyjnym, a takze potgczen, ktore tworzg neurony aktywowane takim uczeniem. Pozwoli to na
stworzenie bazy do trojwymiarowych atlasow referencyjnych, ktore bedg w przysztosci mogly postuzy¢ kolejnym badaczom.
Projekt zaktada przeprowadzenie do$wiadczen na zwierzetach o rozwinigtym ukladzie nerwowym, a wiec myszach i
szczurach. Badanym narzadem bedzie mézg. Nie jest mozliwe zastgpienie narzadu, ktorego funkcjonowanie nie jest do konca
poznane. Naszym nadrzgdnym celem bedzie stworzenie atlasu catego moézgu z zachowanymi potaczeniami i strukturg
trojwymiarowa. Nie jest mozliwe zatem i zastgpienie gryzoni. Myszy i SzCzury sa czesto stosowanym i dobrze
zwalidowanym pod wzglgdem behawioralnym modelem w neurobiologii. Pozwala to na odniesienie wynikow biezacych
badan od istniejacej juz literatury i dzigki temu wzbogacenie naszej wiedzy.

W przypadku uzyskiwania preparatow tradycyjnymi metodami czgsto zdarza sig, ze ulegaja one zniszczeniu w trakcie
przygotowania, zwigksza to liczb¢ zwierzat wykorzystywanych w do$wiadczeniach. W proponowanym przez nas projekcie,
liczba zwierzat moze by¢ ograniczona, nie ma bowiem preparatyki, ktora niszczy mézg. Mozg jest obrazowany w catosci.
Zwierzeta laboratoryjne w hodowli sg przyzwyczajane do kontaktu z cztowiekiem i pézniejszy kontakt z eksperymentatorem
nie powoduje u nich duzego dystresu. Zastosujemy tez dobrze opracowane i opisane metody. Pozwoli to unikngé
przeprowadzania do§wiadczen pilotazowych. Wprowadzenie habituacji pozwoli przyzwyczai¢ si¢ zwierzgtom do
eksperymentatora, ktory bedzie wykonywatl kolejne czynnos$ci. Przeprowadzanie do$wiadczen oraz u$miercanie zwierzat
bedzie przeprowadzane przez pracownikow z wieloletnim stazem i do§wiadczeniem w pracy ze zwierzetami oraz
posiadajacych odpowiednie przeszkolenie i kwalifikacje.

Dane uzyskane z proponowanego projektu pozwolg na rozwinigcie teoretyczne i poznawcze istniejacej wiedzy w zakresie
modeli doswiadczalnych, a takze wykorzystanie uzyskanej wiedzy w badaniach aplikacyjnych.

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