
NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOŚWIADCZENIA 

Tytuł projektu: Wpływ przez-rdzeniowej stymulacji prądem stałym (tsDCS) na charakterystykę 

wyładowań czynnościowych motoneuronów rdzenia kręgowego w mysim modelu stwardnienia 

zanikowego bocznego (ALS). 

Czas trwania projektu: 1.12.2020 – 30.11.2025 (5 lat) 

Słowa kluczowe (maksymalnie 5 słów): mysz, motoneuron, stwardnienie zanikowe boczne, in vivo,  

Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisać odpowiednią kategorię z poniższych): A - badania podstawowe 

A. Badania podstawowe  

B. Badania translacyjne lub stosowane  

C. Badania mające na celu zachowanie gatunku  

D. Badania z zakresu medycyny sądowej  

E. Badania zapewniające poprawę dobrostanu zwierząt lub warunków chowu lub hodowli zwierząt 

gospodarskich 

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktów leczniczych, środków spożywczych, pasz lub 

innych substancji lub produktów, lub badań ich jakości, skuteczności lub bezpieczeństwa stosowania 

G. Badania w celu ochrony środowiska naturalnego 

H. Badania w celu kształcenia na poziomie szkolnictwa wyższego lub szkolenia w celu nabycia lub 

doskonalenia kompetencji zawodowych 

 

5. OPIS PLANOWANEGO DOŚWIADCZENIA 

Należy określić cel naukowy lub edukacyjny doświadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie może 

ono spowodować u wykorzystywanych zwierząt, i korzyści, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i 

dydaktyki. Maksymalnie 250 słów, tekst musi być zrozumiały dla niespecjalisty.  

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS) jest śmiertelną chorobą neurodegeneracyjną dotykającą ponad 

220.000 osób na całym świecie w roku 2015 i prognozowanym wzrostem występowania do 370.000 

przypadków rocznie w roku 2040. W wyniku choroby obumierają komórki nerwowe odpowiedzialne za 

unerwienie mięśni przez co mięśnie nie mogą się kurczyć. Badania wskazują, że obniżenie poziomu 

generowania sygnałów przez motoneuronu jest jednym z kluczowych czynników prowadzących do jego 

degeneracji. Celem badania będzie przywrócenie zdolności do generowania sygnałów przez motoneuron 

dzięki przyłożeniu elektrod nad rdzeniem kręgowym i wprowadzeniu pola elektrycznego co może mieć 



pozytywny wpływ na spowolnienie procesu patologicznego. Badania przeprowadzimy na myszach Mus 

musculus ze zmutowanym ludzkim genem SOD1 wykazujących fenotyp zbliżony do ludzkiej postaci ALS 

na których wykonamy zarówno pojedyncze polaryzacje jak i 2-tygodniowy cykl polaryzacji. Efekty naszej 

terapii sprawdzimy wykonując rejestrację aktywności komórek nerwowych przez nakłucie ich ostrą 

elektrodą szklaną w trakcie eksperymentu elektrofizjologicznego. Wszystkie procedury eksperymentalne 

zostały zaplanowane w oparciu o zasady 3R ze szczególnym uwzględnieniem zminimalizowania 

cierpienia i dyskomfortu zwierząt eksperymentalnych. Przewidywane szkody: zwierzęta nie przeżyją 

procedur eksperymentu elektrofizjologicznego ze względu na konieczność wykonania rozległej operacji 

oraz fakt, że po rejestracji komórka nerwowa zostaje zniszczona. Eksperyment kończy się eutanazją 

zwierzęcia. Procedury długotrwałej polaryzacji mogą skutkować zwiększonym stresem zwierzęcia. 

Procedury nie spowodują długotrwałego cierpienia zwierzęcia.  W wyniku projektu spodziewamy się 

pogłębić obszar wiedzy na temat wpływu zewnętrznie aplikowanych pól elektrycznych na progresję ALS. 

W przypadku gdy zastosowana interwencja okaże się skuteczna w opóźnieniu procesu chorobowego, 

badania stworzą solidne podstawy do stosowania tsDCS jako wsparcia w terapii ALS. 

 

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZĄT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W 

DOŚWIADCZENIU 

Badania będą prowadzone na 300 samcach myszy domowej Mus musculus B6SJL modyfikowanych 

genetycznie SOD1 G93A w okresie pre-symptomatycznym P45-P55 oraz analogicznych 150 myszach 

domowych Mus musculus B6SJL w wieku od P45-P55. Myszy SOD1 G93A są standardowym modelem 

zwierzęcym stwardnienia zanikowego bocznego (ALS). Szczegółowy podział na grupy badawcze i 

kontrolne opisany jest w pełnej wersji wniosku 

7. OPIS UWZGLĘDNIENIA ZASAD ZASTĄPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA1 

Zasada zastąpienia 

Zastosowanie eksperymentów elektrofizjologicznych u ludzi jest niemożliwe z powodu ich inwazyjności, 

powodującej nieodwracalne uszkodzenie układu nerwowo-mięśniowego. Natomiast badania na myszach 

                                                           
1 Przy wypełnianiu wzorować się na instrukcji wypełniania wniosku W1 punkt. 8  



umożliwiają przeprowadzanie eksperymentów inwazyjnych, w których osiąga się wysoki poziom kontroli 

parametrów eksperymentalnych.  

Nie jest również możliwe zastąpienie doświadczeń na zwierzętach metodami in vitro (hodowle 

komórkowe, tkankowe) ze względu na brak możliwości przeprowadzenia polaryzacji aktywnych sieci 

neuronalnych i obserwowania procesu adaptacji komórek nerwowych do zmian pola elektrycznego.  

Myszy są modelowymi zwierzętami wykorzystywanymi obecnie w doświadczeniach 

elektrofizjologicznych. Struktura ich układu nerwowo-mięśniowego posiada bardzo zbliżoną organizację 

do człowieka. Połączenia neuronalne w obrębie rdzenia kręgowego mają tą samą strukturę u ludzi i u 

myszy. Poszczególne komórki układu nerwowego współdziałają analogicznie u ludzi i u myszy. 

Przykładowo, monosynaptyczny odruch wywołany drażnieniem włókien Ia w nerwie obwodowym 

wywołuje dokładnie takie same reakcje na motoneuronach rdzenia kręgowego u ludzi i myszy.  Ponadto, 

myszy SOD1 G93A są standardowym modelem ALS (Julien i Kriz 2006), w związku z czym wyniki 

naszych badań w znacznym stopniu będą mogły zostać porównane i dyskutowane z literaturą problemu. 

Nie bez znaczenia jest również fakt, że zmiany adaptacyjne w układzie nerwowym myszy, następują 

relatywnie szybko (Saxena i wsp. 2013), dlatego też rezultaty naszych interwencji powinny być widoczne 

już po paru tygodniach. 

Należy także podkreślić, że badania przeprowadzane na pojedynczych motoneuronach umożliwiają 

bardzo szczegółowe opisanie zmian leżących u podłoża aktywności układu nerwowo-mięśniowego (w 

kontekście pobudliwości, porządku rekrutacji jednostek motorycznych i przebiegu kolejnych faz ruchu) i 

mechanizmów leżących u podłoża zmian adaptacyjnych. 

 

Zasada ograniczenia 

Liczba zwierząt została ustalona przy wykorzystaniu programu G*Power wersja 3.1.9.2 (Franz Faul, 

Universitat Kiel, Germany). Założone parametry analizy to: grupy A-C test RM ANOVA, ilość grup 3, 

ilość pomiarów 5, siła efektu średnia; grupy D-F, G-I test ANOVA, ilość grup: 3, siła efektu średnia. 

Zaproponowana liczebność grup badawczych (6) i kontrolnych (3) obejmująca łącznie 450 osobników, 

jest optymalna w kontekście minimalizacji liczby wykorzystanych zwierząt i zarazem możliwości analizy 

efektów zastosowania dwóch rodzajów polaryzacji (katodowej i anodowej) oraz prześledzenia efektów 

polaryzacji w czasie: oceny właściwości i aktywności motoneuronów w trakcie działania pola 

elektrycznego, po jego zakończeniu i w następstwie powtarzanej przez 2 tygodnie polaryzacji. Dodatkowo 



na liczbę zwierząt konieczną do wykonania założeń projektu wpływa możliwość rejestracji tylko z 

jednego motoneuronu w części doświadczeń (grupy A, B, C, J, K, L) oraz średnia liczba stabilnych 

zapisów wewnątrzkomórkowych, które przeciętnie uzyskuje się w eksperymentach dotyczących zmian 

adaptacyjnych w motoneuronach u myszy (1-2 na zwierzę). Samce myszy SOD1 wykazują fenotyp 

zbliżony do ludzkiej postaci ALS. Należy zaznaczyć, że rejestracje wewnątrzkomórkowe z 

motoneuronów myszy, są bardzo skomplikowaną procedurą badawczą, obarczoną bardzo wysokim 

ryzykiem niepowodzenia i praktykowaną z powodzeniem jedynie w kilku miejscach na świecie. 

Wykonawcy projektu mają wieloletnie doświadczenie w wykonywaniu tego typu eksperymentów, 

jednakże właśnie to doświadczenie dyktuje konieczność zaplanowania podanej liczby zwierząt w celu 

realizacji planu badawczego. Nie ma możliwości wykonania kilku zadań badawczych na jednym 

zwierzęciu ze względu na możliwe interakcje stosowanych technik eksperymentalnych oraz spodziewane 

przetrwałe efektu polaryzacji zarówno tej aplikowanej przez rdzeniowo jak i przezskórnie. Jakakolwiek 

próba zmniejszenia ilości zwierząt przez manipulację tymi założeniami byłaby niewłaściwa zarówno z 

metodologicznego jak i etycznego punktu widzenia. Niewystarczająca ilość danych bądź zastosowanie 

niewłaściwych analiz skutkowałaby niewystarczającą siłą testów statystycznych, przez co uzyskane 

wyniki były by niewiarygodne, proste do podważenia i w rezultacie cały projekt wymagałby powtórzenia. 

W rezultacie kolejna grupa zwierząt musiała by zostać uśmiercona w powtórnych badaniach co 

zdecydowanie sprzeciwia się założeniom 3R 

 

Zasada udoskonalenia 

Zostaną podjęte wszystkie możliwe działania mające na celu minimalizację dyskomfortu lub cierpienia 

zwierząt wykorzystywanych w eksperymencie. Zwierzęta będą utrzymywane w odpowiednich dla nich 

warunkach odpowiadającym normom utrzymywania zwierząt w ośrodku użytkownika i zapewniających 

ich dobrostan. Każdy kontakt ze zwierzęciem będzie odbywał się w atmosferze opanowania, ciszy i 

spokoju ze strony osób prowadzących doświadczenie. Procedury zastosowane w doświadczeniach mają 

kategorię dotkliwości – umiarkowaną oraz terminalną i są wykonywane w głębokim znieczuleniu, w 

związku z tym zwierzęta doświadczalne nie będą odczuwać bólu oraz dyskomfortu. Głębokość 

znieczulenia jest kontrolowana na podstawie oceny reakcji odruchowych (mrugania), a kontrola odruchów 

prowadzona będzie co 10 min. Dodatkowo, przed dootrzewnowym podaniem mieszaniny anestetycznej, 

miejsce podania zostanie znieczulone miejscowo przez iniekcję lidokainy. We wszystkich grupach 

eksperymentalnych przeprowadzonych na myszach B6SJL.SOD1-G93A zostaną wykonanie w wieku 45-



55 dni, czyli w okresie presymptomatycznym. Oznacza, to że zwierzęta nie będą wykazywać symptomów 

choroby co jednak nie uniemożliwia osiągnięcia celu badawczego, ponieważ polega on na analizie 

efektów polaryzacji w oparciu o analizę charakterystyki wyładowań czynnościowych motoneuronu. W 

grupach eksperymentalnych, w których stosuje się długotrwałą polaryzację przezskórną (D,E,G,H,) 

zdecydowano się zastosować bezpieczną i mało inwazyjną metodę anestezji gazowej. Umożliwi to 

wykonanie polaryzacji bez konieczności unieruchamiania zwierzęcia lub wszczepiania elektrod 

polaryzujących pod skórę co spowodowałoby istotnie większy dyskomfort i cierpienie. Należy nadmienić, 

że zarówno metody unieruchomienia jak i wszczepienia elektrod były stosowane w innych jednostkach 

naukowych (Ahmed 2013). Niezwłocznie po zakończeniu każdej z procedur, zwierzęta zostaną 

uśmiercone przez przedawkowanie barbituranów. 

 

8. Projekt jest objęty oceną retrospektywną2 

• TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy 

• TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy 

• NIE 

 

                                                           
2 Wypełnia właściwa lokalna komisja etyczna ds. doświadczeń na zwierzętach. Należy zaznaczyć właściwe pole. 


