NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Wplyw catkowitego przecigcia rdzenia krggowego oraz nadekspresji BDNF na zmiany ekspresji
receptorow NMDA i AMPA oraz ich aktywacj¢ w motoneuronach unerwiajacych zginacze oraz prostowniki stawu

skokowego u szczura”

2.Czas trwania projektu: 3 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): uszkodzenie rdzenia kregowego, neurotrofiny, BDNF, AMPAR,
NMDAR.

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ 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 warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich
F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktéw, 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Nastepstwa uszkodzenia rdzenia kregowego naleza do najglebiej uposledzajacych. Ich objawy to porazenia konczyn
1 spastyczno$¢ migsniowa, zaburzenia czucia oraz funkcji autonomicznego ukladu nerwowego. Planowane
doswiadczenia maja na celu zbadanie czy zdolno$¢ do odbioru bodzcow (receptywnos$c) neurondéw ruchowych
(motoneuronéw; MN) w zakresie neuroprzekaznictwa pobudzajacego za posrednictwem glutaminianu, w
funkcjonalnie roznych grupach MN, zmienia si¢ po przecigciu rdzenia kregowego. Wykazalismy, ze
glutaminianoergiczne unerwienie MN prostownikow stawu skokowego (Sol, GL) ulega znaczne glgbszemu
uposledzeniu po uszkodzeniu rdzenia niz jego zginaczy (TA). Przypuszczamy, ze w mechanizmie ttumaczacym
r6zng wrazliwos¢ sieci unerwiajacych te dwie grupy MN na uszkodzenie rdzenia biorg udziat jonotropowe receptory

glutaminianu (AMPA and NMDA). Proponowane doswiadczenia maja na celu zbadanie, czy dordzeniowe podanie




neurotrofiny BDNF, ktora jest czynnikiem stymulujgcym procesy naprawcze i czasteczkg modulujgca
neuroprzekaznictwo glutaminianergiczne, przyczyni sie do zmiany wzorca ekspresji i stanu zaktywowania
receptorow AMPA 1 NMDA i czy te zmiany beda skorelowane ze stopniem uposledzenia/poprawy czynnosci

ruchowych powstatych po uszkodzeniu rdzenia.

Przewidywane szkody jakie doswiadczenie moze spowodowaé u zwierzat: (1) domig¢sniowa iniekcja barwnikow
bedzie powodowala kilkudniowy dyskomfort zwierzecia przy poruszaniu si¢; bol bedzie u§mierzany z uzyciem
srodkow przeciwbolowych. (2) Operacja catkowitego przecigcia rdzenia spowoduje kilkudniowy bol pooperacyjny,
ktéremu bedziemy przeciwdziata¢ podajac silne srodki przeciwbolowe. (3) Trwaty paraliz tylnych konczyn
spowoduje ograniczenie funkcji ruchowych. (4) Odizolowanie od siebie zwierzat po operacji moze wywotac stres

odosobnienia.

Przewidywane korzysci wynikaja z mozliwosci zidentyfikowania mechanizméw reakcji na uszkodzenie i ich
regulowania z uzyciem czynnikow troficznych. Jesli hipotezy zostana zweryfikowane pozytywnie, uzyskane

wyniki dadzg podstawe do opracowania strategii terapeutycznych stuzacych poprawie zaburzonych funkc;ji.

6.LICZBA ORAZ GATUNKI  ZWIERZAT PLANOWANYCH DO  WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

\Szczur laboratoryjny, stado Wistar — 84 osobniki

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA'?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem, w bazach danych:
__EBSCO; x PUBMED; x Google Scholar; _ AGRICOLA,; x ScienceDirect; x Web of Science (JCR).

Wykorzystalam stowa kluczowe: AMPAR/GIuR1/GluR2/NMDAR/NR1/NR2A/NR2B/BDNF
overexpression/spinal cord injury/SCT/motoneuron/phosphorylation/rat/acute postlesion phase.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze: dane dotyczace zagadnien ujetych w
proponowanym projekcie, sa skape (pojedyncze doniesienia dotyczace gldéwnie modzgu) i nie dostarczaja
odpowiedzi na postawione przez nas pytania. Nasz projekt bedzie pierwszym, ktory scharakteryzuje AMPAR i
NMDAR w grupach motoneuronéw unerwiajacych zginacz i prostownik stawu skokowego pod wptywem
przecigcia rdzenia kregowego (SCT) i BDNF, co ma fundamentalne znaczenie dla zrozumienia podtoza regulacji
skurczu mig$nia i prawidtowej lokomocji.

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




A Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: Dobrze poznano strukture molekularng i
niektore aspekty czynnosciowe receptorow AMPAR i NMDAR (strukture podjednostek i sktad podjednostkowy,
wzory ekspresji i rozmieszczenia tkankowego, stan ufosforylowania) w uktadzie nerwowym; zidentyfikowano i
dobrze udokumentowano rol¢ BDNF w modulowaniu przekaznictwa synaptycznego posredniczonego przez
AMPAR i NMDAR w moézgu i niektorych grupach neurondéw rdzenia krggowego.

B. Brak jest danych dotyczacych: regulowania i kinetyki ekspresji oraz dziatania AMPAR i NMDAR na
motoneuronach unerwiajacych zginacz i prostownik stawu skokowego w warunkach uposledzenia funkcji po
uszkodzeniu rdzenia (SCT) i regulacji przez BDNF.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

zidentyfikowanie mechanizmu wyjasniajacego, czy i w jaki sposob AMPAR i NMDAR sa zaangazowane w zmiang
pobudliwosci MN pod wptywem uszkodzenia oraz okreslenie, czy wzbogacenie uposledzonego rdzenia kregowego
w BDNF moze modulowaé¢ odpowiedz tych receptoréw w warunkach pouszkodzeniowych. Badania powinny
pozwoli¢ na glebsze zrozumienie mechanizmoéw naprawczych po SCT.

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku: rozwinigcia nowatorskich metod leczenia w
celu pobudzenia zmian kompensacyjnych, a nawet poprawy regeneracji funkcjonalnej po urazach rdzenia
kregowego.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na:
scharakteryzowaniu nowego podejscia do farmakologicznego leczenia urazu rdzenia kregowego u ludzi

ZASADA ZASTAPIENIA. Osiagni¢cie postawionych celow nie jest mozliwe bez uzycia zwierzat. Odpowiedzi
na postawione przez nas pytania mozna uzyskac¢ jedynie prowadzac badania na zwierzetach, gdyz do weryfikacji
skutkoéw indukowanych zmian molekularnych niezbgdne jest badanie zmian funkcjonalnych w czynnych sieciach
nerwowych, a wigc przyzyciowo u calego zwierzecia; badania molekularne z uzyciem zwierzat i podobnych
technik sa prowadzone w wielu cenionych osrodkach badawczych na §wiecie. Badania prowadzone na komoérkach
lub z uzyciem kregowcow nizszych (np. rybach - Danio) cho¢ przydatne, nie moga zastapi¢ badan na modelach
zblizonych do kliniki cztowieka. Proponowany model szczurzy reprezentuje typ zaawansowanego urazu
kregostupa u ludzi. Jako jedyny umozliwia on wykazanie potencjatu sieci neuronalnej rdzenia krggowego do
zmian plastycznych (wzrostu wypustek nerwowych, kompensowania ubytkow funkcji), w warunkach
catkowitego zniesienia wplywow drog zstgpujacych z wyzszych ,,pigter” ukladu nerwowego. Umozliwia rowniez
zbadanie zmian molekularnych na poziomie komérkowym i skorelowanie ich ze zmianami funkcji ruchowych u
catego zwierzecia. Zaproponowane podejs$cie stwarza cenng klinicznie mozliwos¢ zbadania, czy mozna,
modyfikujgc receptywnos¢ motoneurondéw, spowodowac pozadang zmian¢ funkcjonalng. Uzyskane wyniki moga
prowadzi¢ do zwickszenia naszej wiedzy na temat molekularnych proceséw lezacych u podstaw odzyskania
funkcji po urazie. Zgromadzona wiedza w dalszej perspektywie czasowej stworzy podstawe do projektowania
skutecznych metod leczenia urazoéw rdzenia krggowego.

ZASADA OGRANICZENIA. Liczba zaplanowanych zwierzat zostala ograniczona do poziomu zapewniajacego
mozliwos$¢ oceny czy zastosowane czynniki majg istotny wptyw na przywrocenie unerwienia i funkcje ruchowe.

ZASADA UDOSKONALENIA. Zwierzeta beda utrzymywane w warunkach optymalnych dla zwierzat
laboratoryjnych, a metody badawcze zastosowane w procedurach zaprojektowano tak, aby ograniczaty do
minimum albo eliminowaly bél, cierpienie, dystres tych zwierzat. Zwierzeta beda starannie przyzwyczajane do
eksperymentatora i procedur aby ograniczy¢ stres zwigzany z nowg osoba i sytuacjg do§wiadczalng. Dzieki
duzemu doswiadczeniu mikrochirurgicznemu Zespotu i wprowadzeniu asysty, czas operacji bedzie ograniczony




do minimum, co powinno poprawi¢ okres rekonwalescencji zwierzecia. Stalg praktyka w naszym Zespole jest
wysoka dbalos¢ o higieng zwierzat (inspekcja i manualne oproznianie pecherza 3 razy dziennie) i ich dobrostan
(srodowisko w klatkach bedzie wzbogacane drewnianymi i kartonowymi przedmiotami). Po kazde;j
przeprowadzonej czynnosci (nagrywanie chodu na biezniku, codzienne czynnosci higieniczne i iniekcja lekéw)
zwierzgta bedg nagradzane smakotykiem. Bol pooperacyjny bedzie znoszony przez silne srodki przeciwbolowe a
ewentualne niepokojace objawy beda natychmiast konsultowane z lekarzem weterynarii. Zaproponowany model
doswiadczalny jest szeroko stosowany i zostat uznany za wartosciowy dla celéw potencjalnych terapii
naprawczych. Stosowane procedury zostaly zoptymalizowane w przebiegu konsultacji z innymi zespotami
prowadzacymi podobne badania. Dzigki sprawnosci eksperymentatoréw o wieloletnim do§wiadczeniu i dbatosci o
zwierzeta $miertelnos¢ zwierzat w przebiegu do§wiadczen jest znikoma.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy O

TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.



