NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wptyw MMP-9 na proces epileptogenezy po udarze niedokrwiennym
2.Czas trwania projektu 5 lat

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) udar niedokrwienny, MMP-9, EEG, marimastat
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 ksztatcenia 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.

Udar niedokrwienny zwany potocznie zawatlem mozgu, jest schorzeniem, jest efektem zablokowania
przeplywu krwi w tetnicy doprowadzajacej krew do mozgu. Jego przyczynami mogg by¢: zakrzep duzej
tetnicy w efekcie zaawansowanej choroby miazdzycowej, uszkodzenia matej t¢tniczki w przebiegu
chordb tj. cukrzyca czy nadci$nienie oraz udaru mozgu z zakrzepu pochodzacego z serca w przebiegu
niektérych choréb serca. Mimo znanych przyczyn, nie ma skutecznych i uniwersalnych terapii
zapobiegania udarom niedokrwiennym moézgu. Jednym =z dlugofalowych skutkow udaru
niedokrwiennego jest padaczka poudarowa, ktorej wystepowanie jest pozytywnie skorelowane z
wiekiem pacjenta. Nie kazdy pacjent, ktory przeszedt udar mozgu predysponuje do rozwoju padaczki
poudarowej takim samym stopniu. Ryzyko zwigksza typ i wielko$¢ udaru wiek pacjenta oraz choroby
wspolistniejace. Dokladna patogeneza napadow 1 padaczek poudarowych nie zostata dotychczas

poznana.




Badania przeprowadzone do tej pory pokazuja, ze enzymy zmieniajgce np. macierz zewnatrzkomorkowa
sa zaangazowane w zmiany poudarowe powstate w wyniku zamkniecia si¢ naczynia doprowadzajace
krew do mézgu. Oznacza to, ze nie tylko czas reakcji (zgloszenia si¢ do szpitala z pierwszymi objawami
w celu szybkiego odblokowania przeptywu krwi) jest istotny, ale rowniez osobniczy poziom enzymow
obecnych w macierzy zewnatrzkomorkowej mozgu. Brak jednak jednoznacznych danych okreslajacych
na czym polega ten udzial. Nie wiadomo na przyktad, czy obserwowany wzrost w aktywnos$ci enzymow
w mozgu prowadza do poglebienia si¢ skutkow udaru. Enzymem przebudowujagcym macierz
zewnatrzkomérkowg jest metaloproteinaza macierzy zewngtrzkomorkowej-9 (MMP-9), ktorej
podwyzszony poziom obserwuje si¢ w modelach zwierzecych udaru niedokrwiennego. Réwniez u ludzi
podwyzszony poziom MMP-9 obserwowany jest pomiedzy 2 godzinami, a 72 godzinami po udarze.
Ponadto wykazano, ze myszy z brakiem ekspresji MMP-9 (MMP-9 KO) wykazywaly mniejsze
uszkodzenie mézgu po udarze niedokrwiennym w tym mniejsze uszkodzenie bariery krew mozg.
Dotychczas brak jest danych korelujacych ryzyko rozwoju padaczki poudarowej z aktywnosciag MMP-9.
Jednakze dane literaturowe oraz nasze poprzednie badania wykazaly, iz MMP-9 jest zaangazowane w
patogeneze rozwoju padaczki w innych modelach uszkodzenia moézgu tj. urazowe uszkodzenie mozgu.
Wyniki naszych badan oraz fakt, ze poziom MMP-9 jest podwyzszony u pacjentow z udarem
niedokrwiennym modzgu pozwolity na wysuniecie hipotezy na ktorej bazuje powyzszy wniosek. W
zwigzku z powyzszym planowany projekt ma na celu weryfikacje wplywu enzymoéw macierzy
zewnatrzkomoérkowej na rozwdj padaczki poudarowej w efekcie udaru niedokrwiennego. Planowane
jest opisanie ryzyka rozwoju padaczki poudarowej w zaleznosci od osobniczego poziomu enzymow
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz proba farmakologicznej modyfikacji poziomu tychze enzymoéw
celem zapobiegania pojawieniu si¢ drgawek.

Przewidywane szkody dla badanych zwierzat: Na kazdym etapie prowadzonych doswiadczen u
myszy zostanie wywotany udar niedokrwienny. W trakcie operacji zwierzeta sa uspione i znieczulone.
Po wybudzeniu moze im towarzyszy¢ objawy bdlowe, niedowlady oraz inne skutki niedokrwienia
mozgu osobnikow. W celu (1) opisania wptywu poziomu ekspresji MMP-9 na ryzyko pojawienia si¢
spontanicznych drgawek (2) opisania wplywu inhibitora MMP-9 na ryzyko rozwoju padaczki
poudarowej myszy przed wywotaniem udaru niedokrwiennego zostang poddane uprzedniej implantacji
elektrod korowych pozwalajacych na rejestracje zapisu fal moézgowych (EEG). W trakcie operacji
zwierzeta sg uspione i1 znieczulone. Po wybudzeniu moze im towarzyszy¢ dyskomfort i objawy bolowe.

Przeprowadzona rejestracja zapisu EEG celem odnotowania obecno$ci spontanicznych drgawek,




podczas ktérej myszy bedg przebywaé w specjalnie do tego celu przygotowanych klatkach bytowych,
myszy bedg podiaczone do sprzetu rejestrujgcego, moze przyczyni¢ sie do powstania dyskomfortu
psychicznego. W trakcie jednego z etapow doswiadczen zwierzetom jest podawany lek hamujacy
aktywno$¢ enzymu MMP-9. Procedura podania (zastrzyk) moze wigza¢ si¢ z dyskomfortem. Koncowy
etap planowanych badan stanowig analizy histologiczno-molekularne, ktéore mozna przeprowadzi¢
jedynie post mortem. W tym celu zwierzeta poddane zostang znieczuleniu ogdélnemu, po ktorym nastgpi

usmiercenie przez dekapitacje lub perfuzje.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostang wykorzystane:

1. myszy fenotypu dzikiego C57BL6/WT — 136 sztuk

2. linia myszy z zahamowang ekspresja MMP-9 (C57BL6/MMP-9 KO) oraz mysz o fenotypie dzikim
(C57BL6/MMP-9 WT) — 96 sztuk

3. linia myszy ze zwickszong ekspresja MMP-9; jest to mysz z wprowadzona dodatkowa kopig genu
kodujacego MMP-9 (C57BL6/MMP-9 OE) oraz mysz o fenotypie dzikim (C57BL6/MMP-9 OE-WT) —
96 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

W ramach planowania projektu badawczego sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym
wnioskiem badawczym w bazie danych PubMed. Wykorzystano stowa kluczowe: animal models AND
stroke, stroke AND epilepsy, extracellular matrix AND stroke, matrix metalloproteinase-9 AND post-

stroke epilepsy.

Na podstawie przeszukanej literatury badawczej stwierdzono, Zze mimo postepujace] wiedzy i
dostepnosci technik badawczych brak jest istotnych postgpow w zrozumieniu roli enzymdéw macierzy
zewnatrzkomorkowej w rozwoju skutkéw udaru niedokrwiennego jaka jest padaczka poudarowa. Udar
niedokrwienny dotyczacy jednej z potkul mézgowych powoduje zmiany degeneracyjne zwigzane z
brakiem doptywu krwi do tkanki mozgowej. Nie ma dotychczas doniesien opisujacych korelacje zmian

w aktywnos$ci enzymoOw macierzy zewnatrzkomoérkowej a ryzykiem rozwinigcia padaczki poudarowe;.

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




Ponadto korelacja powyzszych czynnikow (wzrost poziomu enzymow macierzy zewnatrzkomorkowej
oraz rozwo6j padaczki poudarowej) oraz zastosowanie terapii polegajacej na chemicznym
modyfikowaniu ilo$ci aktywnych enzymow macierzy zewnatrzkomérkowej w mézgu, pozwoli nam na
podjecie terapeutycznej proby zapobiegania drgawkom. Planowany projekt ma na celu sprawdzenie
wplywu enzymu metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej 9 (MMP-9) na ryzyko rozwoju
padaczki poudarowej oraz farmakologicznej proby zapobiegania pojawieniu si¢ spontanicznych

drgawek o podtozu epileptycznym.

Projekt zaktada przeprowadzenie doswiadczen na zwierzetach o rozwinigtym uktadzie nerwowym, a
wiec myszach. Badanym narzadem bedzie modzg. Nie jest mozliwe zastapienie narzadu, ktorego
funkcjonowanie nie jest do konca poznane. Konsekwencje udaru niedokrwiennego sa procesem
ztozonym opartym na aspekcie fizycznym zwigzanym z przebudowa potaczen wewnatrz mozgu, jak i
zjawiskiem neurodegeneracji. Nie jest mozliwe zatem, zastgpienie gryzoni nizszymi krg¢gowcami.
Myszy ponadto sg czesto stosowanym i dobrze zwalidowanym pod wzgledem behawioralnym modelem
w neurobiologii. Pozwala to na odniesienie wynikow biezacych badan od istniejacej juz literatury i

dzieki temu wzbogacenie naszej wiedzy.

Zwierzgta laboratoryjne w hodowli sg przyzwyczajane do kontaktu z cztowiekiem i pdzniejszy kontakt z
eksperymentatorem nie powoduje u nich duzego dystresu. Zastosujemy tez dobrze opracowane i opisane

procedury, co pozwoli unikng¢ przeprowadzania do§wiadczen testowych.

Dane uzyskane z proponowanego projektu pozwolg na rozwinigcie teoretyczne i poznawcze istniejace]
wiedzy w zakresie modeli do§wiadczalnych uszkodzen moézgu jakimi jest m.in. udar niedokrwienny, a

takze wykorzystanie uzyskanej wiedzy w badaniach aplikacyjnych.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




