NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: ,,Rola biatka HuR w modelu udaru niedokrwiennego u szczura oraz w mechanizmach
neuroprotekeyinego dziatania minocykliny”

2.Czas trwania projektu: dwa lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): biatko HuR/ udar niedokrwienny/ fotoudar/ minocyklina/

neuroprotekcja
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majgce na celu zachowanie gatunkn

D. Badania z zakresu medycyny sqdowej

E. Badania zapewniajgce poprawe dobrostanu zwierzgt lub warunkéw chown lub hodowli zwierzgt gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkeji produkiow leczniczych, srodk6w spozywezych, pasz lub innych substancii lub
produlkidw, fub badan ich jakosel, skutecznosei lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

H. Badama w celn ksztalcemia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu mabycia lub doskonalenta

kompeteneji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyiny doswiadezenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, 1 korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
must by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Udary mézgu s trzecia, co do czgstosel, przyczyna Smierci i gldwna przyczyna trwalego kalectwa i
niepetnosprawnosci u osob doroslych. Poszukiwanie efektywnych metod leczenia udaru niedokrwiennego jest
kotieczne. Udar medokrwienny to zespél objawow klinicznych wynikajacych z uposledzonego przeplywu krwi
prze tkanki mdzgu w nastepstwie zatkania $wiatla naczynia krwionoénego przez skrzepling. Typowe ognisko
udarowe sklada si¢ z martwiczego rdzenia otoczonego strefy penumbry z niedotlenionymi, ale nadal zywimy
neuronami. Penumbra stanowi strategicziy obszar dla stosowanych terapii leczniczych. Przywrécenie
prawidlowego krazenia krwi moze bowiem ocalié¢ neurony strefy penumbry i ograniczyé powiekszanie si¢
obszaru martwicy.

Biatko HuR wystepuje w osrodkowym ukladzie nerwowym, gdzie zaangazowane jest w regulacje wiehn proceséw
np. stabilizuje mRNA ktére kodujg biatka zwigzane ze stanem zapalnym, ktéry towarzyszy udarowi
niedokrwiennemu. Minocyklina moze promowaé stabilizacje bialka IuR przez hamowania jego antagonistow.



Antybiotyk ten jest stosowany w leczeniu zakazen bakteryjnych, jednak od kilku lat wskazuje sic na
terapeutyczoe dzialanic w schorzeniach ukladu nerwowego. \

Celem doswiadczenia bedzie wyznaczenie zaleznosci pomiedzy neuroprotekeyjnym dziataniem mmoceykliny a ‘
rolg biatka HuR w udarze niedokrwiennym, Cheemy zbadaé bezposredni wplyw minocykliny na stezenie frakcji ‘
cytoplazmatycznej bialtka HuR po wywolaniu udaru niedokrwiennego, co znaczaco moze wplywac na stabilizacje

penumbry, co bezposrednio moze mie¢ przelozenie na zwickszenie przezy walnosé neurondw.

Badania zostang przeprowadzone u doroslych samcéw szczurdw wedrownych, u kiorych w znieczuleniu ogélnym
indukowany zostame udar medokrwienny. Fotoudar zostanie wykonany poprzez podanie do zyly ogonowe;j
fotouczulacza (rozu bengalskiego) a nastgpnic naswictlaniu przez czaszke ograniczonego obszaru biatym
$wiatlem (3200K)). Pod wplywem $wiatla barwnik utworzy skrzepling w naczyniach krwionosnych na obszarze
naswietlania. Zwierzgta zostang podzielone na trzy grupy doswiadczalne: grupa z udarem bez podania
minocykliny, grupa z udarem i podaniem minocykliny oraz grupa kontrolna z pozorowanym udarem bez podania
fotouczulacza i bez podania minocykliny. Zwierzgta po wywolanym udarze nie bedg odczuwaé bélu, poniewaz
obszar udaru jest bardzo maly, a kora moézgowa pozbawiona receptoréw bdlowych.

Dazien przed wywolaniem udarem oraz dzien przed eutanazjg wszystkic zwierzeta beda poddawane ocenie
sprawnosci fizycznej oraz koordynacji ruchowej, aby sprawdzié neuroprotekeyjny efekty minocykliny. Po
zakoficzeniu eksperymentu zwierzeta zostang poddane eutanazji przez wykwalifikowana osobe. Mdzgi zostang
pobrane do dalszych badan biochemicznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Planowane badania zostana przeprowadzone z udziatem 144 samcow szczura wedrownego (Rattus

norvegicus)/Long Evans.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA!

Uwzglednienie zasady zastgpienia:

Doswiadezenie zaklada badanie wplywu minocykliny i roli biatka HuR na przezywalnodé neuronéw
strefy penumbry. Oczekiwany efekt leku obserwowany jest w strefie penumbry, ktdrej nie sposdb odtworzy¢
podczas korzystania z innych metod, jak choéby z hodowli komorkowej. Badanie nusi byé zatem
przeprowadzone na zywych organizmach, gdyz ewentualna hodowla komérkowa nie stwarza takich samych
mozliwosct oceny. Wybor szezura jako zwierzgeia modelowego wynika z fakt, iz kaniulacjg zvly ogonowej
latwiej przeprowadzi¢ u wigkszego zwierzecia. Zastosowanie szczurow szczepu Long Evans jest podyktowane
tym, ze s to szeczury duze i bardzo spokopne, dobize znoszace tego typu zabiegi.

. Uwzglednienie zasady ograniczenia:

* Przy wypetnianiu wzorowac sig na instrukdii wypetniania wniosku W1 punkt. 8



W proponowanych badaniach zostang zastosowane nowoczesne metody pozwalajace na maksymalnie dokladng
oceng 1 wyciggnigeie wigzgcych wnioskoéw na podstawie do$wiadczen wykonanych na najmniejszej mozliwej
liczbie osobnikow. Ilos¢ zwierzat w liczbie 12 osobnikdw na grupg jest niezbgdna do prawidlowej i wiarygodnej
oceny wynikow uzyskanych w poszezegolnych grupach. Liczba wykorzystywanych zwierzat w planowanym
badaniu zostala ograniczona do minimum pozwalajacego na zrealizowane zamierzonego celu oraz na rzetelne
wnioskowanie.

Uwzglednienie zasady udoskonalenia:

Badania nad udarami niedokrwiennymi Katedra Fizjologii prowadzi od 15 lat. Zespdl przeprowadzajacy tego
typu doswiadczenia posiada ogromng wiedzg oraz praktyke w ich wykonywaniu. Metoda wywolywania udaru
nicdokrwiennego poprzez fotouczulenie pozwala na uzyskanie ogniskowego udaru z wyraznym podzialem na
strefg martwiczg i penumbr¢ (obszar, w ktorym neurony s3 niedotlenione, ale zywe). Metoda ta jest dobrze
poznana i zwalidowana w szczurzym modelu udaru niedokrwiennego. Z uwagi na niewielkie rany powstale w
powlokach ciala oraz powstanie ogniska udarowego o ograniczonej wielkosci wydaje sie by¢ najmnicj
traumatyzujaca sposrod dostgpnych metod wywolywaniu udaru niedokrwiennego. Wywolanie udaru
niedokrwiennego mozgu z uwagi na brak receptoréw bolowych w korze mozgowej, nie powoduje u zwierzat bolu
réwniez po zabiegu.

Centrum Medycyny Do$wiadczalnej posiada zatrudnionego na stale lekarza weterynarii co pozwala na ciggle
monitorowanie zdrowia i kondycji zwierzat po zabiegu i w razie potrzeby natychmiastows reakcje. Warunki w
jakich beda przetrzymywane zwierzgta zardwno standard klatek, temperatura, wilgotno$é powietrza oraz
wzbogacone srodowisko pozwalajg na maksymalny komfort zwierzgt uczestniczgcych w do$wiadczeniu.
Zwierzgta dodatkowo otrzymujg papierowe domki i tunele z celulozy, ktére sluzg aktywizacji zwierzat i
wzbogaceniu ich bytowego srodowiska w klatce.

Zwierzgta zostang poddane eutanazji w sposob humanitarny, przez osob¢ wykwalifikowang do przeprowadzania
tego typu zabiegéw. Wykonywania tej procedury przez osobg wykwalifikowang, z zachowaniem wysokiego
dobrostanu zwierzat przed i w trakeie w eutanazji pozwala na skuteczne ograniczanie poziomu odczuwanego
stresu przez zwicrzgta.

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

i} TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

* Wypeinia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. dodwiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé whasciwe pole.



