NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu:
Zbadanie neuroprotekcyjnego dziatania 3,3’-diindolometanu w modelu asfiksji okotoporodowej 7 dniowych
oseskow szczurzych

2.Czas trwania projektu: 6 miesiecy (proponowany termin: 01.04.2017 - 30.09.2017)

3.Stowa kluczowe (maksymalni 5 stow): niedotlenienie okoloporodowe, hipoksja-ischemia,
neuroprotekcja, receptory jadrowe

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A. Badania podstawowe

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 produktow leczniczych, $§rodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $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 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.

Okotoporodowe stany niedotlenieniowo-niedokrwienne uwazane sg za najczestszg przyczyne zgondw u ptodow
i noworodkow. Niedotlenienie towarzyszy takze udarowi mdzgu, trzeciej co do czestosci przyczyny zgondéw na
Swiecie. Nadal jednak brakuje lekdw, ktdre chronityby mdzg przed skutkami udaru czy asfiksji okotoporodowe;.
3,3’-diindolometan (DIM) jest substancja pochodzenia roslinnego wystepujgcg w roslinach krzyzowych
(Brassicaceae). Dotychczas wykazano, ze DIM i jego analogi chronig komodrki nerwowe i astrocyty w
eksperymentalnych modelach choroby Parkinsona oraz zapalenia mézgu. W zwigzku z brakiem skutecznych oraz
bezpiecznych terapii niedotlenienia czy niedokrwienia modzgu, celem tego projektu jest ocena
neuroprotekcyjnego potencjatu DIM w modelu asfiksji okotoporodowej u oseskdw szczurzych. Wykorzystanie
zwierzat do planowanych badan jest niezbedne, by zweryfikowaé hipoteze, ktdra zaktada, ze DIM w warunkach
in vivo dziata neuroprotekcyjnie i zmniejsza uszkodzenie mdzgowia wywotane hipoksjg-ischemia.

Badania bedg prowadzone na tygodniowych noworodkach szczura poddanych hipoksji-ischemii, ktérym podano
DIM. Dootrzewnowe podanie DIM nastgpi krotko po hipoksj-/ischemii, co jest klinicznie uzasadnione, bowiem
najczesciej pordd odbywa sie w szpitalu, wiec szybkie podanie leku noworodkowi jest mozliwe. 7 dniowe oseski,




na ktérych prowadzone bedg doswiadczenia, odpowiadajg w rozwoju cztowieka 34-36 tygodniowi cigzy, czyli
noworodkom urodzonym przedwczesnie. Z literatury wiadomo, ze weczes$niaki sg najbardziej narazone na
epizody  niedoltenieniowo-niedokrwienne.  Realizacja  projektu  stwarza  perspektywe  zbadania
neuroprotekcyjnych efektéw dziatania 3,3’- diindolometanu w modelu hipoksji-ischemii in vivo. Poznanie
mechanizmdéw neuroprotekcyjnego dziatania DIM moze przyczyni¢ sie w przysztosci do zaprojektowania, na
bazie zwigzkéw naturalnych, lekéw chronigcych mézg noworodkéw przed skutkami hipoksji-ischemii.

Wedtug naszej wiedzy, temat ochronnego dziatania DIM w modelach niedotlenienia/niedokrwienia in vivo nie
byt do tej pory podejmowany przez innych naukowcéw.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

7-dniowe szczury stada Wistar -144

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA'®

Uwzglednienie zasady zastapienia:

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejgcg wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym,
w bazach danych: PUBMED; ScienceDirect; Web of Science (JCR).

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, mozna stwierdzié ze:

Asfiksja okotourodzeniowa dotyka 2-4 noworodkdédw na 1000 urodzen. Az 1 milion dzieci rocznie umiera na
skutek niedotlenienia. Utrzymujgca sie deprywacja tlenu moze prowadzi¢ do trwatych uszkodzen madzgu
noworodka i skutkowaé wystgpieniem zespotu hipoksyjno-ischemicznej encefalopatii (HIE). HIE jest
najgrozniejszg konsekwencja/powiktaniem asfiksji okotoporodowej z szerokim spektrum objawoéw takich jak:
mozgowe porazenie dzieciece, drgawki, zaburzenia jedzenia, uposledzenie umystowe i ruchowe, zaburzenia
mowy, stuchu czy widzenia. Aby nie dopusci¢ do rozwiniecia sie tego zespofu u nowonarodzonego dziecka
wymagane jest jak najszybsze zastosowanie resuscytacji oraz podanie leku neuroprotekcyjnego w celu
zapobiegniecia rozwojowi HIE.

Do tej pory ztotym standardem zmniejszajgcym indukowane asfiksjg uszkodzenie mézgu jest podanie tlenu
(resuscytacja) oraz umiarkowana hipotermia. Jednak wcigz nie opracowano efektywnie dziatajgcego
neuroprotekcyjnego leku, ktdry chronitby mdzg dziecka przed niedotlenieniem.

Zwigzek proponowany do przebadania jego wtasciwosci neuroprotekcyjnych - DIM jest substancjg
pochodzenia roslinnego wystepujgcg w roslinach krzyzowych (Brassicaceae). W badaniach klinicznych DIM
wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe, zas w badaniach eksperymentalnych DIM i jego analogi chronig
komaérki nerwowe oraz astrocyty w modelach choroby Parkinsona oraz zapalenia mézgu.

Wedtug opublikowanego przez Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (w USA) przewodnika, dawka 10 mg/kg DIM u
szczura odpowiada dawce 1.6 mg/kg czyli 112 mg na 70 kg u cztowieka. W badaniach klinicznych, DIM w
dawkach 100 mg i 200 mg podawany zdrowym wolontariuszom 2 razy dziennie przez 14 dni nie wywotywat
zadnych powaznych efektéw ubocznych. Obserwowane dotychczas pozytywne efekty dziatania DIM
uzasadniajg jego zastosowanie w proponowanych badaniach.

Uzasadnienie wykorzystania danych gatunkdw zwierzat.

Hipoksja-ischemia (H-1) mézgu siedmiodniowego szczura jest szeroko stosowana na Swiecie jako model
asfiksji okotoporodowe;j.

Wiek szczurdw - 7 dni po urodzeniu, jest optymalny i odpowiada rozwojowi mdézgu terminowego noworodka

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




ludzkiego. Zwierzeta bardzo dobrze znoszg zabieg zwigzany z modelem, a rany pooperacyjne goja sie szybko
i bez powiktan. Z oczywistych wzgleddéw odrzucamy alternatywny model na prosietach.

Podawanie zwierzetom substancji farmakologicznych po H-I jest procedurg przyjetg powszechnie.

We wszelkich eksperymentach nad neuroprotekcjg w niedokrwieniu mézgu nie do ominiecia sg modele in
vivo. Wynika to ze ztozonosci patomechanizméw uruchamianych w niedokrwieniu moézgu, obejmujacych nie
tylko neurony, ale i komérki glejowe oraz naczynia. W tej pracy stosowany bedzie model hipoksji/ischemii u
noworodkdw szczurzych ze wzgledu na wybidrcze wycelowanie badan na asfiksje okotoporodowa. Specyfika
osrodkowego uktadu nerwowego w rozwoju powoduje, ze na badania asfiksji okotoporodowej nie mozna
rozcigga¢ doswiadczen nabytych, lub uzyskanych z literatury, dotyczacych réznych modeli doswiadczalnych
niedokrwienia i niedotlenienia u zwierzat dorostych. Zagadnienia bedgce przedmiotem proponowanych
badan s3 nowe i dalekie od poznania takze u zwierzat dorostych. Nie do zastgpienia metodami
alternatywnymi sg tez projektowane badania uzycia srodkéw farmakologicznych.

Uwzglednienie zasady ograniczenia:

Niezbedna do przeprowadzenia badan liczba zwierzat zostata ograniczona do minimum, z uwzglednieniem
nieudanych doswiadczen oraz liczby danych niezbednych do prawidtowe] statystyki wynikow. Liczebnos¢
grup badawczych zostata wyliczona przy pomocy analizy mocy testu z zastosowaniem programu Graph Pad
Prism. Uzyto testu: one-way ANOVA followed by post-hoc Dunnett’s test).

Uwzglednienie zasady udoskonalenia:

Doswiadczenia na zwierzetach wykonane bedg przy uzyciu nowoczesnego sprzetu i technik badawczych
umozliwiajgcych uzyskanie wiarygodnych danych. Metoda eksperymentalnej asfiksji okotoporodowej
proponowana w przedstawionych badaniach jest w naszym laboratorium stosowana od dawna,
eksperymenty przeprowadzane bedg przez doswiadczonych pracownikéw posiadajgcych odpowiednie
kwalifikacje i wiedze, ze szczegdlnym nastawieniem na minimalizacje stresu czy bélu zwierzat. Wszelkie
zabiegi w uspieniu ogélnym wykonywane beda ze szczegdlnym staraniem o dobry stan zwierzat. Objetosci
podawanych iniekcji dobrane zostaty w sposdb rekomendowany dla danego gatunku. Zwierzeta w czasie
eksperymentu beda trzymane w warunkach odpowiednich dla tego gatunku, a ze wzgledu na bardzo mtody
wiek zwierzat beda caty czas pod opieka matki.




