NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Minocyklina jako czynnik hamujacy ferroptoze w modelu doswiadczalnym krwotoku

podpajeczyndéwkowego u szczura”

2.Czas trwania projektu 60 miesigcy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) udar krwotoczny, SAH, Minocyklina, Ferroptoza,

neuroprotekcja
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie 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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, §rodkéw spozywezych, pasz lub innych substancii lub
produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznosei lub bezpieczenstwa stosowania

(. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztafcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Krwotok podpajeczynéwkowy stanowi istotny problem kliniczny i pozostaje przyczyna $mierci oraz.
kalectwa bardzo wielu chorych. Giéwna przyczyna choroby jest peknigcie tetniaka, ktéry u ludzi

powstaje najczgsciej w przedniej czesei kota tetniczego Willisa.

Celem stosowania substancji neuroprotekcyjnych jest poprawa stanu klinicznego i ztagodzenie

ubytkéw neurologicznych, ktore pojawiaja sie na skutek uszkodzenia mézgu. Wylew

podpajeczynéwkowy charakteryzuje sig silnie zindywidualizowana, wielosystemowa i wieloaspektowa
patogenezg. W praktyce klinicznej nadal brakuje skutecznej metody leczenia skutkéw wystapienia
krwotoku u ludzi, a szczegblnie poéZniejszych powikian neurologicznych. Jedng z takich substancji o
udowodnionych wilasciwosciach neuroprotekcyjnych jest minocyklina, antybiotyk od lat stosowany w

leczeniu zakazed bakteryjnych. Od kilku lat wskazuje si¢ na jego terapeutyczne dziatanie w



schorzeniach o podtozu neuronalnym, miedzy innymi w udarze krwotocznym. Nasze wczesniejsze
doswiadczenia wykazaly, ze wywiera dzialanie neuroprotekcy_]ne ale nadal nie znamy mechanizmu

dziatania mlnocyklmy w udarze krwotocznym

W udarze krwotocznym krew tgtnicza poza naczynigmi tqfniczyfni ulega rozkladowi irzostaje
wtedy uwolniona duza ilo$¢ jonéw zelaza, ktore in.icjuja; produkcje reaktywnych form tlenu, RTF
(potocznie wolnych rodnikéw). Nagromadzenie RTF w komérkach moézgowia moze prowadzi¢ w
ostatecznoéci do ich $mierci, ferroptozy. Jednq z najwazniejszych wilasnodci minocykliny jest jej
zdolnoé¢ do neutralizacji reaktywnych form tlenu i wiazania jonéw zelaza. Dlatego okre§lenie czy za
masywna $miercia komérek w udarze krwotocznym stoi ferroptoza oraz czy podlega ona dziataniu
minocykliny, umozliwi nam okreélenie dominujacej przyczyny silnych ubytkéw neurologicznych
wystepujacych po krwotoku oraz pomoze je ograniczaé a nawet im zapobiegal. Minocyklina jest
antybiotykiem od lat stosowanym w klinice, dlatego dokladne zbadanic jej dziatania pozwoli réwniez na

mozliwie szybkie wdrozenie terapii do kliniki.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Planowane badania zostang przeprowadzone na 120 (8-12 tygodniowych) samcach Szczura

wedrownego (Rartus norvegicus) szczepu Wistar.
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA'
Uwzglednienie zasady zastgpienia:

Eksperymenty, ktére maja na celu okresienie roli procesu fetroptozy w patomechanizmie krwotoku
podpajgczynéwkowego prowadzacym do $mierci komorek mozgowia w ostre] fazie pokrwotocznej,
musza byé przeprowadzane na zwiecrzetach ze wzglgdu na to, ze oczekiwany efekt dzialania leku
obserwowany jest w sirefie uszkodzonej poprzez podanie autologicznej krwi tetniczej. Efektu tego nie
spos6b odtworzyé podczas korzystania z innych metod, jak chotby z hodowli komérkowej in vitro,
poniewaz nie istnieja alternatywne metody hodowli komérkowych modelujacych wptyw kewi tetniczej
na komérki mézgowia, jak choéby w przypadku komérkowego modelu udaru niedokrwiennego oraz nic

potrafimy syntetyzowaé sztucznej krwi. Dodatkowo udar krwotoczny jest chorobg ukladu naczyniowego

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



moézgowia, a wirdd matych zwierzat do§wiadczalnych jedynie szczurza anatomia ukladu krwionosnego
jest najbardziej zblizona do ludzkiej. Co wigee] zwierzgta te sa na tyle duze, Zze mozliwe jest
przeprowadzenie procedury zalozenia domézgowego kaniuli oraz podania krwi do zbiornika
podpajeczynéwkowego nad skrzyzowaniem nerwdw wzrokowych. Szczury Wistar sg duze i bardzo

spokojne oraz dobrze znoszace tego typu zabiegi.

Uwzglednienie zasady ograniczenia:

Naszym celem dilugoterminowym jest dokladne zbadanie udzialu procesu ferroptozy w
patomechanizmie udaru krwotocznego mézgu oraz wyznaczenie Kluczowych markeréw biatkowych
tego procesu w celu prognozowania wtérnych komplikacji pokrwotocznych, ktére g niezwykle waznym
problemem klinicznym i sa najczestszg przyczyna $mierci pacjentéw lub pogorszenia stanu
neurologicznego w péznej fazie poudarowej. Zastosowanie minocykliny w dwéch z szedciu grup
badawczych pozwoli na weryfikacje kolejnego z mechanizméw niebakteriobdjczego dzialania
minocykliny, co pozwoli na lepsze poznanie tej substancji i wyjasnienie jej neuroprotekcyjnego wplywu
na moézgowie. Ze wzgledu na niewielka ilo$é doniesien naukowych i nowatorsko$é badan zastosujemy
dotychczas wykorzystywane przez nas metody do$wiadczalne do weryfikacji naszego problemu

badawczego.

W proponowanych badaniach zostang zastosowane nowoczesne metody pozwalajace na maksymalnie
doktadna oceng i wyciagnigcie wiaZacych wnioskéw z wynikéw uzyskanych na podstawie doswiadczeh
na najmniejszej mozliwej liczbie osobnikéw. Laczna liczba zwierzat (n=120), w kazdej z grup
eksperymentalnych po 20 osobnikéw (grupy 1-6) jest zwiazana z wykonywaniem oznaczef ktérych nie
mozna wykona¢ jednoczesnie. Procedury immunocytochemiczne wykonuje si¢ tylko na utrwalonym
materiale natomiast procedury biochemiczne na nieutrwalonej tkance. Liczba wykorzystywanych
zwierzat w planowanym badaniu pilotazowym zostata ograniczona do minimum pozwalajacego na
zrealizowane zarﬁierzonego celu oraz na rzetelne przeprowadzenie analizy statystycznej i péZniejsze

wnioskowanie.

Uwzglednienie zasady udoskonalenia:

Katedra i Zaklad Fizjologii Wydziatu lekarskiego w Katowicach od 15 lat prowadzi intensywne badania

nad dwiema najwazniejszymi chorobami uktadu naczyniowego, udarem niedokrwiennym i



krwotocznym. Zespdt prowadzacy tego typu badania i zabiegi wywotujace wymienione wyzej choroby
posiada ogromng wiedzg i doswiadczenie w ich wykonywaniu. W czasie doswiadczenia zwierzgta bgda
w znieczuleniu ogélnym co spowoduje, ze nie bedg odczuwaty ani bolu ani stresu. Wywotanie udaru
krwotocznego mézgu z uwagi na brak unerwienia czuciowego kory mozgu nie powoduje u zwierzat
bolu réwniez po zabiegu. Centrum Medycyny Do$wiadczalnej posiada zatrudnionego na state lekarza
weterynarii co pozwala na ciggle monitorowanie zdrowia i kondycji zwierzat po zabiegu i w razie
potrzeby natychmiastowsa reakcjg. Warunki w jakich bedg przetrzymywane zwierzgta, to jest: standard
klatek, temperatura, wilgotno$¢ powietrza oraz wzbogacone srodowisko pozwalaja na maksymalny

komfort zwierzat uczestniczacych w doswiadczeniu.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywnafZ
0  TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
ad TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

NIE

? Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doéwiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyc wiaéciwe pole.



