NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu Wplyw modulacji uktadu autonomicznego na percepcje sygnatow

ultradzwigkowych u szczura

2. Czas trwania projektu 01.09.2019-01.09.2023

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) wokalizacje ultradzwickowe, czesto$¢ skurczow serca, uktad

autonomiczny, op6znione warunkowanie na bodzce ogdlne
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 sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $§rodkow 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.

W stanach silnego pobudzenia emocjonalnego cztowieka zazwyczaj nie tylko ro$nie czestosé¢
skurczow serca, lecz takze zmienia si¢ jego mowa — mowimy glosniej 1 wyzej. Podobng silng korelacje
miedzy wysokoscig wydawanych dzwigkow a praca serca zaobserwowano u zwierzat.

Szczury komunikujg si¢ gtownie w ultradzwigkowym, ich wokalizacje (USV, ultrasonic
vocalizations) wystepuja w dwoch wysokosciach: 22 kHz (w sytuacjach awersyjnych: strach, zapach
drapieznika) oraz 50 kHz (w sytuacjach apetytywnych: zabawa, zaloty). W doswiadczeniu planujemy
zbadac¢ relacje pomiedzy pracg serca szczura a wokalizacjami przez niego wydawanymi.

Celem naukowym projektu bedzie opisanie zmian parametrow krazeniowych i zachowania
szczuréw wobec odtwarzanych USV przy r6znych poziomach pobudzenia autonomicznego ukladu
nerwowego. Zbadane zostang m.in. cze¢stos¢ skurczow serca, ciSnienie krwi tetniczej, emitowane




przez zwierzeta USV i in. Wykorzystamy nastgpujace uktady doswiadczalne: szczury doswiadczajace
stresu, szczury z wrodzong genetyczng nadpobudliwos$cig uktadu nerwowego, farmakologiczng blokade
jednej z dwoch czescei ukl. autonomicznego (wspotczulng lub przywspodiczulng).

Stres. Stan stresu u zwierzat zostanie wywolany przy pomocy warunkowania strachu na okre$lony
bodziec. Szczur po otrzymaniu sygnatu $wietlnego otrzyma krotkotrwaty, niegrozny dla zdrowia impuls
elektryczny w tapy. Przewidujemy trzy grupy doswiadczalne, w ktérych zwierze¢ta otrzymaja
odpowiednio jeden, sze$¢ lub dziesie¢ impulsow.

Szczury SHR (Spontaneously Hypersensitive Rats). Nadaktywnos$¢ tych szczurow jest najbardziej
zblizona do ludzkiego ADHD.

Blokada uktadu autonomicznego. Ta cze$¢ uktadu nerwowego odpowiada za reakcje mimowolne,
zwigzane z emocjonalnos$cig, m. in. czestos$¢ skurczow serca i charakterystyke sygnatéw wokalizacyjnych.

Polaczenie obserwacji parametrow krazeniowych z sytuacjami stresogennymi, a takze z rejestracjg USV
spetniajacymi funkcje spoleczne ma znaczenie dla obszarow badan zwigzanych z fizjologia stuchu,
komunikacja, emocjami, motywacja, neurobiologia spoteczna. Moze tez znalez¢ zastosowanie w badaniu
zwierzecych modeli leku, depresji i autyzmu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczury Wistar — stado szczurdéw nieposiadajace dodatkowych cech charakterystycznych, stosowane
jako podstawowe w badaniach czynnosciowych i behawioralnych. Liczba szczurow: 160.

Szczury SHR (spontanicznie nadci$nieniowe) — szczep szczurOw powstaly przez krzyzowanie wytacznie
osobnikow o podwyzszonym ci$nieniu tetniczym. Uzyskano w ten sposob droga naturalng zwierzeta
bedace modelem ludzkiego nadci$nienia i ADHD. Liczba szczurow: 160.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym,
w bazach danych: _ PUBMED; _ ScienceDirect; _Web of Science (JCR);

Wykorzystatem stowa kluczowe: Wistar, SHR, USV, scopolamine, atenolol, HRV, delay fear conditioning, SNS
blockade, PNS blockade, ANS blockade, polyvagal perspective, vagus

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, ze:

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




W roznych schematach doswiadczalnych warunkowania strachu wykorzystuje si¢ r6zng liczbe bodzcow
elektrycznych — od jednego do dwunastu [3, 8-15]. Jak dotad nie wypracowano konsensusu w kwestii
optymalnego przebiegu warunkowania strachu, przypuszcza si¢ jednak, ze zar6wno zbyt krétkie, jak i zbyt
dlugie warunkowanie moze nie by¢ optymalne dla uzyskania wtasciwego efektu eksperymentalnego.
Cecha charakterystyczng szczurow SHR jest przede wszystkim przyspieszony rozwoj uktadu
wspotczulnego [6], co przektada si¢ m. in. na wysokie wartosci ci$nienia tgtniczego krwi, czy deficyty
uwagi, ktore mogg uposledza¢ warunkowane strachu u tych zwierzat [16]. Prace dotyczace badania
wokalizacji szczurow SHR niemalze nie istnieja. W pojedynczych wykazano, ze samice SHR wokalizuja
w odpowiedzi na zapach $ciotki z klatki samca [17]. Poniewaz jednak nadaktywno$¢ uktadu
wspotczulnego u szczuréw SHR zalezna jest czeSciowo od chromosomu Y [18], emisje wokalizacji u
samcOw moga si¢ wyraznie r6zni¢ od wokalizacji samic. Odpowiedz na bodzce akustyczne szczuréw SHR
jest stabsza niz szczur6w normotensyjnych [19]. Poniewaz u szczurow SHR obserwuje si¢ zaburzenia w
interakcjach spotecznych, to rowniez moze przyczynia¢ si¢ do odmiennej niz u szczuréw Wistar reakcji na
USV [20]. Szczury SHR charakteryzuje takze anatomiczno-funkcjonalne uposledzenie nerwu krtaniowego
wstecznego (odgatezienia nerwu btednego, kluczowego dla wokalizowania) o niesprecyzowanym
pochodzeniu.

Istnieje wiele prac, w ktorych stosuje si¢ farmakologiczng modulacje uktadu wspotczulnego (atenolol),
przywspotczulnego (atropina) lub obu (hexamethonium); prace te jednak opisujg dziatanie uktadu
nerwowego lub sercowo-naczyniowego, nie odnoszac si¢ do zmian w poziomie wokalizacji zwierzat lub
reakcji na wokalizacje [7, 21].

A. Zgromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, zZe:

Ponizsze obserwacje wynikajg z przeprowadzenia doswiadczen wedtug uchwat LKE:

U szczurow Wistar istnieje wyrazna reakcja na USV prezentowane z glo$nika. Na 50-kHz USV szczury
odpowiadajg wzrostem HR i wlasnymi wokalizacjami. Na 22-kHz USV odpowiadaja spadkiem HR i
znikomg liczba wlasnych wokalizacji. Szczury przed ekspozycja na USV nie byly poddawane dziataniu
zadnych czynnikéw stresowych.

Reakcja szczuréw Wistar na sygnaly wygenerowane komputerowo, a nasladujgce naturalne USV, jest
zblizona do reakcji na USV naturalne; kierunek zmian jest ten sam (tj. wzrost HR i emisji USV w
odpowiedzi na 50 kHz, spadek HR w odpowiedzi na 22 kHz), lecz sa one zdecydowanie stabsze.

U szczuréw Wistar nie obserwuje si¢ wyraznych réznic w odpowiedzi na USV prezentowane z gtosnika
miedzy szczurami chowanymi w parach a szczurami chowanymi pojedynczo (izolacja spoteczna jako
czynnik stresowy).

U szczuréw SHR reakcja na USV prezentowane z glosnika rozni si¢ od reakcji szczurow Wistar tylko w
przypadku ekspozycji na 50-kHz USV: nie pojawiaja si¢ wyrazne zmiany w HR, a odpowiedz wlasnymi
wokalizacjami jest stabsza niz u szczuréw Wistar.

Podczas warunkowania strachu szczury Wistar emitujg 22-kHz USV juz po pierwszym podaniu bodzca
elektrycznego na tapy. Szczury SHR zaczynajg emitowa¢ 22-kHz USV znacznie p6zniej, po 6-8 bodzcu lub
nie emituja ich wcale. W dniu testu warunkowania szczury Wistar emitujg 22-kHz USV, szczury SHR
emitujg krotkie USV o roznych czestotliwosciach, lecz nie typowe 22-kHz USV.

W dniu testu warunkowania (test na kontekst) szczury SHR charakteryzuje wyrazny wzrost HR; podobny
kierunek zmian u szczuréw Wistar jest jedynie zarysowana tendencja. Szczury Wistar podczas testu na
kontekst wokalizujg intensywnie 22-kHz USV, szczury SHR niemalze nie wokalizuja.




e Wymienione powyzej przyktady charakterystyki emisji USV przez szczury SHR sg wyjatkowe, poniewaz
nie istnieje w literaturze opis zachowan wokalizacyjnych tego szczepu szczurow.

B. Brak jest danych dotyczacych: ogdlnej charakterystyki emisji USV przez szczury SHR; zalezno$ci migdzy
warunkowaniem strachu u szczuréw a ich percepcja sygnatow USV; zwigzkéw HR z reakcja na USV; zwigzkoéw
blokady uktadu wspotczulnego/przywspotczulnego na emisje/percepcje USV.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ wskazanie réznic w poziomie warunkowania szczurow a ich reakcji na USV, co moze stanowi¢ wazne
wzbogacenie niejednorodnej metodyki warunkowania strachu w literaturze.

B/ stworzenie charakterystyki emisji USV u szczurow SHR, powszechnie wykorzystywanych jako model ADHD i
schizofrenii. Poniewaz w chorobach tych u ludzi pojawiaja si¢ deficyty spoleczne, cenng informacja byloby
wzbogacenie modelu tych chordb o charakterystyke USV, bedacych wyrazem komunikacji migdzyosobnicze;j.

C/ okreslenie stopnia zaangazowania uktadu wspotczulnego i przywspotczulnego w ksztattowanie odpowiedzi na
USV i emisj¢ USV.

* * *

Zwierzeta hodowane bedg w dwoch niezaleznych pokojach hodowlanych: w jednym przebywa¢ beda wylacznie
szczury niepoddane warunkowaniu, w drugim — poddane warunkowaniu. Uniemozliwi to potencjalny transfer
strachu miedzy zwierzgtami przebywajacymi w réznych klatkach.

Po przybyciu zwierzat do laboratorium przewidziany jest czas przyzwyczajenia do nowych pomieszczen i
eksperymentatora. Pozniej duzy nacisk potozony jest na przyzwyczajenie zwierzat do wszystkich o0sob
uczestniczacych w eksperymencie, co jest kluczowe w doswiadczeniach behawioralnych.

Czynnosci chirurgiczne wykonywane sa w narkozie i o ile to mozliwe stosuje si¢ w nich preparacja ,,na t¢po”, tzn.
tam, gdzie nie jest konieczne uzywanie nozyczek, tkanki rozdzielane sg pesetami zgodnie z przebiegiem wtdkien, a
naczynia preparowane za pomocg pocierania wacikami. Zmniejsza to inwazyjno$¢ zabiegu chirurgicznego i utatwia
pézniejsze gojenie. Zabiegom chirurgicznym oraz okresowi pozabiegowemu towarzysza Srodki przeciwbolowe.
Osoba odpowiedzialna za zabiegi chirurgiczne przeszta zagraniczne szkolenia po$wigcone zaréwno chirurgii
gryzoni ogolnie, jak i wszczepiania nadajnikéw telemetrycznych w szczegdlnosci. Posiada takze kilkuletnig
praktyke w wykonywaniu tego zabiegu.

Liczba zwierzat wykorzystanych w do§wiadczeniu zostanie ograniczona do minimum na podstawie zalezno$ci
statystycznych przedstawionych w punkcie 5, dzigki ktorym oszacowano najmniejszg liczebno$¢ grupy, dajaca
wiarygodng analize statystyczng po zakonczeniu doswiadczenia.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

X NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




