NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu Wplyw chlorowodorku tipiracilu (chlorowodorku 5-chloro-6- (2-iminopirolidyn-
1-ylo) metylo-2,4 (1H, 3H) -pirymidynodionu), inhibitora fosforylazy tymidynowej na przebieg

procesow niedokrwienia i reperfuzji OUN u szczurow
2. Czas trwania projektu 20.06.2020 — 20.06.2025

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): niedokrwienie/reperfuzja, mozg, tetnice szyjne, tipiracil,

szczur Wistar
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 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 okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, 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.

Fosforylaza tymidynowa (TYMP) to enzym odpowiedzialny za procesy angiogenezy i hamowanie
apoptozy. Odgrywa tez wazng role w aktywacji ptytek i rozwoju zakrzepicy. Wykazuje ponadto silne
dziatanie hamujgce na komoérki glejowe i jest jednym z czynnikéw odpowiadajagcych za przerwanie
bariery krew-moézg. Wykazano, ze ekspresja TYMP wzrasta w neuronach po uszkodzeniu

niedokrwienno-reperfuzyjnym (IR).

Celem badania jest ocena wptywu selektywnego inhibitora fosforylazy tymidynowej - chlorowodorku
tipiracylu  (chlorowodorku  5-chloro-6-  (2-iminopirolidyn-1-ylo)  metylo-2,4 (1H, 3H) -




pirymidynodionu) na tkank¢ nerwowa moézgu szczuréw poddang IR.

Badanie zostanie przeprowadzone na szczurach szczepu Wistar. Po uspieniu i zatozeniu kaniuli zyty
ogonowej obydwie tetnice szyjne wspdlne zostang wyizolowane, a w grupach poddanych niedokrwieniu
— podwigzane. Po 20 min przeptyw zostanie wznowiony (reperfuzja) na 24 godziny. Podczas
niedokrwienia i reperfuzji szczury w grupach badanych otrzymajg chlorowodorek tipiracilu
dootrzewonowo. Po reperfuzji zwierzeta zostang poddane eutanazji, tkanka moézgowa zostanie
wyizolowana i utrwalona celem dalszej oceny histopatologicznej oraz oznaczenia réznych parametrow
oceniajacych jej zywotnos$¢. Procedury zostaly zaplanowane tak, aby w miar¢ mozliwos$ci ograniczy¢

dystres zwierzat.

Uzyskane wyniki pozwola odpowiedzie¢ na pytanie, czy zahamowanie aktywnos$ci fosforylazy
tymidynowej zmniejszy nasilenie uszkodzen w tkance moézgowej szczurow powstalych w wyniku
przejsciowego niedokrwienia i reperfuzji. Planowane badanie umozliwi takze ocen¢ mechanizmu

dziatania tego zwigzku w OUN

Klasyfikacja celu do$wiadczenia: badania podstawowe (A) — uktad nerwowy (PB3)

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

48 szczurow Wistar

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac niniejszy projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym
wnioskiem badawczym, w bazach danych: PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect, Web of Science
(JCR). Wpykorzystatam stowa kluczowe: cerebral ischemia/reperfusion, tipiracyl, thymidine

phosphorylase, rat. Na podstawie analizy piSmiennictwa stwierdzam ze:

A. Wykazana w badaniach in vitro i in vivo rola fosforylazy tymidynowej w patogenezie uszkodzen
niedokrwienno-reperfuzyjnych tkanki mozgowej, a zwlaszcza w aktywacji ptytek krwi i rozwoju

zakrzepicy sugeruje, ze selektywny inhibitor tego enzymu moze posiada¢ wlasciwosci neuroprotekcyjne

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




w tym typie uszkodzenia

B. Dotychczas nie przeprowadzono badan oceniajacych chlorowodorku tipiracilu (chlorowodorku 5-
chloro-6- (2-iminopirolidyn-1-ylo) metylo-2,4 (1H, 3H) -pirymidynodionu) inhibitora fosforylazy
tymidynowe] na tkank¢ nerwowa moézgu szczuréw poddana niedokrwieniu i reperfuzji. Fakt ten

potwierdza nowatorski charakter planowanych badan
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. rozwinigcie poznawcze istniejacej wiedzy dotyczacej dzialania chlorowodorku tipiracilu
(chlorowodorku 5-chloro-6- (2-iminopirolidyn-1-ylo) metylo-2,4 (1H, 3H) -pirymidynodionu) z

uwzglednieniem jego roli w ochronie tkanki mézgowej warunkach niedokrwienia i reperfuzji (IR)

B. przyblizenie potencjalnego mechanizmu neuroprotekcyjnego dziatania chlorowodorku tipiracilu

poprzez analiz¢ ro6znych parametrow oceniajacych nasilenie uszkodzenia tkanki moézgowej
Podczas planowania doswiadczenia uwzgledniono zasade 3R

Zasada zastapienia — nie mozna zastapi¢ zwierzat w tym badaniu (nie da si¢ osiggnaé celu bez

wykorzystania zwierzat)

W badaniach in vitro mozna oceni¢ mechanizm dziatania nowej, potencjalnie korzystnej substancji.
Jednak modele te nie uwzgledniajg niestety ztozonoSci procesow chorobowych wystepujacych w
zywym organizmie. Ze wzgledu na fakt, ze podczas niedokrwienia i reperfuzji mézgu mamy do
czynienia z bardzo ztozonymi mechanizmami uszkodzenia, z obecno$cia m.in. ogdlnoustrojowych
procesow zapalnych i stresu oksydacyjnego, przerwaniu bariery krew-mozg, zaburzen krzepnigcia nie

mozna przeprowadzi¢ weryfikacji hipotez badawczych bez wykorzystania zwierzat

Zasada ograniczenia — liczba zwierzat w niniejszym badaniu zostata ograniczona do poziomu
niezbednego dla osiggnigcia celow. Aby zrealizowa¢ wymienione wyzej cele w niniejszym badaniu
zaplanowano 4 grupy zwierzat. Dobrany zostal powszechnie akceptowany i wykorzystywany model,
pozwalajacy na uzyskanie powtarzalnych wynikow. Liczba zwierzat w badaniu zostata ograniczona do

niezbgdnego minimum 1 jest podyktowana wiarygodnoscig metod analizy statystycznej

Zaktadajac $rednig populacyjng jednego z parametrow oznaczanego dla szczurdéw szczepu Wistar w 4

godzinie reperfuzji wieku 2-3 miesiecy wynoszacg 0,73 £+ 0,17 umol/l (zatozenia oparte o wczesniej




wykonywane badania — zgoda LKE 21/2008, 12/2010, 47/2011, 80/2012) oraz zakladang minimalng
roznice wynoszacg 0,21 przy maksymalnym prawdopodobienstwie btedu I rodzaju a=0,05 i zaktadanej
mocy docelowej testu f=0,8 wymagana liczebno$¢ grupy (n) wynosi 12 (obliczenia wykonano przy

pomocy STATISTICA Software, version 13.1, from StatSoft, Inc.)

Zasada udoskonalenia — przy planowaniu niniejszego badania uwzgledniono utrzymywanie zwierzat w
optymalnych warunkach dostosowanych do ich gatunku oraz wykonanie poszczegdlnych czynnosci
przez doswiadczony i dobrze przeszkolony personel stale podnoszacy swoje kwalifikacje. Metody
badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczaly do minimum albo
eliminowaty bol, cierpienie, dystres lub mozliwos¢ trwalego uszkodzenia organizmu. W metodyce
doswiadczenia zastosowano takie metody zmniejszenia dystresu, jak: znieczulenie ogdlne w trakcie
czynno$ci mogacych wywotaé dystres zwierzat — przerwanie cigglosci tkanek szyi, izolacja naczyn
szyjnych, niedokrwienie/reperfuzja tkanki moézgowej 1 jej izolacja, wzbogacone S$rodowisko,
umiejetnosci  eksperymentatorow/opiekundéw, wilasciwa opieka, monitorowanie stanu zwierzecia w
zwierzg¢tarni 1w trakcie przebiegu doswiadczenia, humanitarny koniec dos$wiadczenia, wlasciwa
eutanazja. Sposrod dostepnych modeli doswiadczalnego niedokrwienia mozgu wybrano opisang w

literaturze procedur¢ o najmniejszej dotkliwosci.

W trakcie trwania badania szczury beda przebywaty w warunkach zapewniajacych dobrostan zwierzat.
Szczury bedg przebywaty po dwa w klatce (wysoko$é klatki 18 cm, powierzchnia podlogi 0,5 m?) ze
wzbogaceniami, z wolnym dostepem do wody 1 paszy, z zachowaniem cyklu dobowego (12 godzin
dzien, 12 godzin noc), w stalej temperaturze otoczenia (21-24°C). Osoby, ktore beda opiekowaty sie

zwierzetami majg doswiadczenie w opiece nad szczurami.

8. Projekt jest objety ocena 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.




