NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projekt ,,Wplyw rapamycyny na przezywalnos¢ neuronow kory mézgowej w modelu

fotoudaru niedokrwiennego u szczurdw.”
2. Czas trwania projektu 3 lata

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): fototrombotyczny udar niedokrwienny, mTOR,

autofagia, rapamycyna, neuroprotekeja.

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorig z ponizszych): A. Badania

podstawowe.

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majgce 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, $rodkow spozyweozych, pasz lub innych substancji lub
produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznodei lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu achrony $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 doéwiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowad u
wykorzystywanych zwierzat, i korzydei, jakie przyniesie ono dia rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stéw, tekst
musi by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Udar mézgu kazdego roku dotyka 15 min ludzi na $wiecie, z czego 6 miliondw ludzi umiera, a u 5
milionéw prowadzi do trwatego kalectwa. Leczenie udaru niedokrwiennego (>85% udardéw) polega na
udroznieniu zamknietego naczynia poprzez rozpuszezenie skrzepliny - tromboliza. Jednak tytko <3%
pacjentéw jest poddawanych terapii, gléwnie z powodu przekroczenia okna czasowego (4,5-6 godzin od
wystapienia objawdw), badZ przeciwwskazad do leczenia. Ognisko udarowe dzieli sie na wewnetrzny
rdzefi martwiczy, w ktérym znaczne obnizenie perfuzji prowadzi do $mierci komoérek i zewngtrzng
strefe penumbry, gdzie komérki sg w stanie szoku, jednak pozostajg metabolicznie aktywne. Jezeli

reperfuzja nie nastapi odpowiednio szybko, komérki penumbry takze umieraja, a ognisko martwicy sig




powicksza. Istotne jest zatem poszerzanie wiedzy o mechanizmach zachodzacych w komdrkach
nerwowych w sytuacji niedokrwienia i poszukiwanie czynnikéw mogacych wydluzy¢ okno

terapeutyczne dla reperfuzji poprzez stabilizacje penumbry.

Autofagia jest wewngtrzkomorkowym procesem degradacji makroczasteczek i organelli, istotnym w
utrzymaniu homeostazy w odpowiedzi na bodzce uszkadzajace. Autofagia ulega nasileniu w neuronach
przy niedokrwieniu, co oznacza, ze moze dziafad ochronnie i stanowié punkt wyjécia dla terapii w
udarach. Jednym z lekow stymulujacych autofagie jest rapamycyna (lek immunosupresyjny z grupy
antybiotykéw  makrolidowych,  inhibitor ~ mTOR). Wihyw  aktywnosci  szlaku  mTOR
(wewnatrzkomérkowego enzymu z grupy kinaz, gléwnego regulatora reakeji komérek na zmiany
standéw energetycznych) na przezywalno$é komérek nerwowych w warunkach niedokrwienia nie zostat
dokladnie opisany, ale wstepnie wykazano rapamycyng jako potencjalny lek neuroprotekcyjny
(zwickszajacy przezywalno$é neurondw i zmniejszajacy rozmiar ogniska udarowego). Stad naszym
celem jest zbadanie, jak niedokrwienie wplywa na ekspresje szlaku mTOR 1 aktywnos¢ autofagii w

komérkach nerwowych oraz jaki wplyw na neurony bedzie mialo leczenie rapamycyna.

W projekcie bedg wykorzystane szczury u ktérych bedzie indukowany udar niedokrwienny przy
pomocy uznanego modelu fotoudaru w obrebie kory moézgu., Czeéei zwierzat przed zabiegiem leczona
bedzie rapamycyna. Celem zaobserwowania zmian przezywalnodci neurondéw we wezesnej fazie
niedokrwienia mézgu, zwierzeta poddawane bedg eutanazji w 1,3,6,24 godziny po wywotaniu udaru, a
pobrane narzady bedg stuzyty dalszym badaniom biochemicznym i histologicznym. Planowane badania
zostana przeprowadzone z udzialem szczurow szezepu Long Evans, ktére byly juz wykerzystywane w

tego typu do$wiadczeniach,

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Planowane badania zostana przeprowadzone z udziatem 120 samcow szczura laboratoryjnego szczepu

Long Evans.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA'

Wplyw rapamycyny na neurony po udarze niedokrwiennym zaobserwowaé mozna tylko na modelu

zwierzecym.

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzifem istnicjacg wiedze w zakresie objetym wnioskiem

badawczym, w bazach danych:

__EBSCO; _ PUBMED; _ Google Scholar; __AGRICOLA; _ ScienceDirect; __Web of Science
(JCR);, __

Wykorzystalam/em stowa kluczowe:
Photothrombotic stroke, mTOR, autophagy, rapamycin, neuroprotection.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze: nie przeprowadzono dotychczas

podobnego eksperymentu

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: istnieje wysokie
prawdopodobiefistwo, Ze zastosowanie rapamycyny zwiekszy przezywalno$é neurondw po udarze

niedokrwiennyrﬁ poprzez stymulacje autofagii,

B. Brak jest danych, lub tez dane sg mato wiarygodne fub nie sa sprawdzone w zakresie: wplywu

aktywnosci szlaku mTOR na przezywalno$¢ neuronéw po udarze niedokrwiennym mozgu.

Uwzglednienie zasady zastgpienia:

Eksperymenty, ktére majg na celu wykazanie wplywu rapamycyny na funkcjonowanie neurondw we
wezesnej fazie udaru niedokrwiennego mézgu musza by¢ przeprowadzane na zwierzgtach ze wzgledu
na to, ze oczekiwany efekt leku obserwowany jest w strefie penumbry, ktérej nie sposéb odtworzyé
podezas korzystania z innych metod, jak chocby z hodowli komérkowej. Wybér szezurzego modelu
wynika z tego, ze u zwierzat tych latwiej przeprowadzic kaniulacje zyly ogonowej (droga podania rozu
bengalskiego), a staly rozmiar ogniska niedokrwiennego w fotoudarze ( ~2mm $rednicy) stanowi
objetosciowo mniejszy uraz dla mézgu zwierzat. Zastosowanie szczurow Long Evans jest podyktowane
tym, e szczep ten jest czgsto stosowany jako model otylodci (jednego z czynnikéw udaru) oraz byt

wykorzystywany w modelach udaréw niedokrwiennych mézgu u gryzoni.

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




Uwzglednienie zasady ograniczenia:

W proponowanych badaniach zostang zastosowane nowoczesne metody pozwalajace na maksymalinie
dokladng ocene i wyciagnigeie wigzacych wnioskéw na podstawie doswiadczen wykonanych na
najmniejszej mozliwej liczbie osobnikdw. Liczba zwierzat (w grupach | — 8 = 10 zwierzat, w grupach 9
— 12 = 8 zwierzat, w grupie 13 = 8 zwierzat) w grupach cksperymentalnych wynika z koniecznosci
przeprowadzenia badaf biochemicznych i immunohistochemicznych, w ktdrych pobrane moézgi
utrwalane sa w odmienny sposéb. Dlatego na kazda z grup przypadaja 2 réwne podgrupy, w ktorych
pobrane od zwierzat tkanki (n w grupach 1 — 8 = 5 zwierzgt, n w grupach 9 — 12 = 4 zwierzgta, n w
grupie 13 = 4 zwierzeta) zostana poddane badaniom biochemicznym i immunohistochemicznym. Liczba
zwierzat wykorzystywanych w badaniu zostata ograniczona do minimum pozwalajacego na wiarygodne
analizy statystycznie i rzetelne wnioskowanie.

Uwzglednienie zasady udoskonalenia:

Wykorzystywane zwierzeta bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku. W naszym
modelu wykorzystanie metody fotoudaru niedokrwiennego pozwala na ograniczenie do minimum bélu i
dystresu zwierzgt, w poréwnaniu do metod opierajacych si¢ na wypreparowaniu tetnicy szyjnej
wspdlnej / $rodkowej mézgu i doprowadzenie do jej mechanicznego zamknigeia. Metoda fotoudaru
pozwala na zredukowanie czasu trwania.eksperymentu, redukcje rozmiaru niedokrwienia, redukcjg
deficytéw neurologicznych, zmniejszenie rany skornej przy rownoczesnym zwigkszeniu powtarzalnosei
metody. Wywolanie udaru niedokrwiennego mézgu z uwagi na brak unerwienia czuciowego kory
mézgu nie powoduje u zwierzat bélu po zabiegu.

Obserwacje prowadzone we wezesnych fazach udaru sq podyktowane przede wszystkim oszacowanym
szybkim tempem obumierania neuronéw — okoto 120 milionéw neuronéw traconych w kazdej godzinie
trwania niedokrwienia, ze $rednia utrata okoto 1.2 miliarda / udar niedokrwienny [Saver, 2006]. Tempo
to stalo sie podstawa dla motto w leczeniu udardw - ,,czas to mozg”. Wprowadzenie czterech odstgpdw
czasowych — 1, 3, 6, 24 godziny po wywotaniu udaru niedokrwiennego jest konieczne dla obserwacji
zmian zachodzacych we wezesnych fazach udaru. W odréznieniu od badan na hodowlach komérkowych
zredukowalismy ilo$é odstepéw do czterech (w badaniach na hodowlach wykorzystywano pigc).
Wykorzystanie trzech odstepéw (po 1, 3, 6 godzinach) pozwoli na oszacowanie trendu zmian
wewnatrzkomorkowych we wezesnej fazie udarze, bez koniecznodci zwigkszania ilosci grup
cksperymentalnych. Grupy po 24 godzinach od poczatku niedokrwienia, beda odzwierciedlaly stan

koncowy komérek nerwowych po dokonanym udarze niedokrwiennym mozgu.




