Od laboratorium do kliniki: eksperymentalne modele zwierzece

w badaniach nad udarem niedokrwiennym mézgu

STRESZCZENIE

dar mézgu jest wyniszczajaca choroba o podlozu sercowo-naczyniowym o wyso-

kiej $miertelnosci, prowadzaca do znacznego obnizenia jakosci oraz dlugosci zycia. Z
uwagi na zlozonos¢ patofizjologicznych proceséw zachodzacych po udarze mézgu u ludzi,
kluczowe znaczenie z punktu widzenia rozwoju metod leczenia pacjentéw maja badania
podstawowe z uzyciem zwierzecych modeli udaru mézgu, ze szczegbélnym uwzglednieniem
modeli z zastosowaniem gryzoni. Modele takie jak przejSciowa lub trwala okluzja tetnicy
srodkowej mézgu (MCAo) i modele fotouczuleniowe sa najczesciej stosowane w symulacji
udaru niedokrwiennego i zostaly szczeg6lowo opisane w niniejszej pracy. Oméwiono takze
najnowsza wiedze na temat mechanizméw komoérkowej odpowiedzi zapalnej i naprawczej,
glownie ze strony komoérek glejowych, ale rowniez makrofagéow naplywajacych z krwiobie-
gu do mézgu po udarze. Zrozumienie zalet i wad ré6znych modeli zwierzecych to podstawa
do ich dalszego udoskonalania, pozwalajacego na lepsza symulacje powiklan poudarowych,
jak réwniez na opracowanie nowych schematéw terapeutycznych niedokrwienia mézgu u
ludzi.

UDAR NIEDOKRWIENNY MOZGU

Udar moézgu jest jedna z najczesciej wystepujacych choréb sercowo-naczy-
niowych, a takze stanowi istotna przyczyne zgonéw oraz powdd dlugotrwatej
niepelnosprawnosci oséb dorostych [1]. Szacuje sie, ze kazdego roku udar do-
tyka okolo 70 tysiecy Polakéw [2]. Definicja udaru mézgu zmieniata sie wraz z
postepem medycyny. Najbardziej rozpowszechniona, zaproponowana w 1978
roku przez Swiatowa Organizacje Zdrowia, opisuje udar jako “zespdt objawéw
klinicznych charakteryzujgcych sie nagtym wystapieniem ogniskowych badz globalnych
zaburzen czynnosci mozgu, ktdre utrzymujq sie dtuzej niz 24 godziny (o ile wczesniej
nie nastqpi zgon) a ich przyczyny sq wytgcznie naczyniowe” [3]. W 2013 roku eksperci
z Amerykanskiego Towarzystwa Kardiologicznego (ang. American Heart Asso-
ciation, AHA) i Amerykariskiego Towarzystwa Udarowego (ang. American Stroke
Association, ASA) opracowali nowa definicje, wedlug ktoérej udarem nazywamy
wszelkie objawy wskazujace na uszkodzenie osrodkowego ukladu nerwowego,
w tym réwniez epizody trwajace krocej niz 24 godziny, ktére mozna potwier-
dzi¢ za pomoca technik neuroobrazowania [4].

Udar, zwany réwniez zdarzeniem moézgowo-naczyniowym, spowodowany
jest niedokrwieniem tkanki nerwowej albo uszkodzeniem naczyn krwionoénych
moézgu. W zwiazku z tym, ze wzgledu na mechanizm, wyréznia sie dwa rodzaje
udaréw: udar niedokrwienny i udar krwotoczny mézgu. Wiekszosé¢ przypad-
kéw udaru stanowi udar niedokrwienny (inaczej zawat mézgu), do ktérego do-
chodzi w wyniku zamkniecia badZ zwezenia jednej z tetnic domézgowych lub
moézgowych [1]. Najistotniejszymi czynnikami ryzyka zawatu mézgu sa m.in.
nadcisnienie tetnicze, choroby serca, cukrzyca, otylos¢, zaburzenia gospodarki
lipidowej, zaburzenia krzepniecia krwi oraz niezdrowy styl zycia, taki jak nad-
uzywanie alkoholu i innych uzywek, palenie papieroséw. Na prawdopodo-
bieristwo wystgpienia udaru niedokrwiennego mézgu wplywaja takze czynniki
,niemodyfikowalne” jak wiek, ple¢, rasa, predyspozycje genetyczne oraz wy-
stapienie w przeszlosci przemijajacego ataku niedokrwiennego [5]. Skutki nie-
dokrwienia (ischemii) mézgu moga by¢ rézne, a stopiert uszkodzenia zalezy od
poziomu zaleznosci danego obszaru od zamknietego naczynia, czasu trwania
niedokrwienia, wymagan metabolicznych tkanki oraz jej odpornosci na uszko-
dzenia. Do dtugofalowych skutkéw udaru naleza zaburzenia funkcji motorycz-
nych (np. niedowtad koriczyn), trudnosci z méwieniem (afazja) i pisaniem, pro-
blemy z pamiecia oraz depresja [6].

Przywroécenie droznosci zamknietych naczyn jest obecnie jedynym zatwier-

dzonym sposobem leczenia ostrego udaru niedokrwiennego [7]. Najszerzej sto-
sowane jest leczenie trombolityczne, polegajace na dozylnym podaniu rekombi-
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nowanego tkankowego aktywatora plazminogenu - rt-PA
(ang. recombinant tissue plasminogen activator), inaczej zwa-
nego alteplazg. Kluczowe jest jak najszybsze wiaczenie ta-
kiego leczenia po wystapieniu udaru [8]. W 2024 roku do le-
czenia udaru niedokrwiennego w Unii Europejskiej zostata
dopuszczona tenekteplaza (pod nazwa Metalyse; https://
www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/me-
talyse), ktéra w poréwnaniu do alteplazy cechuje si¢ lep-
szg specyficznoécia i parametrami farmakokinetycznymi, a
takze latwiejszym podaniem (szybki zastrzyk, tzw. bolus,
zamiast wlewu dozylnego trwajacego ok. 90 minut [9]). Al-
ternatywa droga przywrécenia krazenia jest trombektomia
mechaniczna, opierajaca si¢ na mechanicznym usunieciu
skrzepu blokujacego $wiatfo naczynia. Znajduje ona zasto-
sowanie w szczeg6lnosci u pacjentéw, ktérzy nie moga zo-
sta¢ zakwalifikowani do terapii trombolitycznej [10].

Obecnie nie s dostepne inne mozliwosci leczenia pacjen-
tow po udarze, chociaz intensywne prace prowadzone na
modelach zwierzecych i komérkowych wskazuja na kilka
mozliwych strategii terapeutycznych. Badania przedklinicz-
ne pozwolily lepiej zrozumie¢ ztozonos¢ proceséw zacho-
dzacych w mézgu po udarze niedokrwiennym. Ujawniono
istnienie obszaréw o fagodnej oligemii (redukgji przeptywu
krwi), w ktérych perfuzja tkanki nerwowej jest zmniejszona,
ale strukturalna i funkcjonalna integralnos¢ mézgu pozosta-
je zachowana. Dzieki badaniom przedklinicznym wykaza-
no takze obecnoé¢ penumbry niedokrwiennej, czyli tkanki,
ktora traci funkgje, ale nie ulega jeszcze trwalemu zniszcze-
niu. Jest to obszar, ktérego uszkodzeniu mozna zapobiec,
jesli leczenie zostanie zastosowane we wlasciwym czasie.
Ponadto wieloletnie badania z uzyciem modeli doswiad-
czalnych udaru pozwolity na poznanie proceséw komoérko-
wych zachodzacych w mézgu po udarze niedokrwiennym
i na zaproponowanie nowych strategii terapeutycznych,
ktore by¢ moze wejda w przyszlosci do praktyki kliniczne;j.

PROCESY KOMORKOWE ZACHODZACE W
NASTEPSTWIE UDARU NIEDOKRWIENNEGO

Wskutek udaru niedokrwiennego zatrzymany zosta-
je doptyw tlenu i substancji odzywczych, co prowadzi do
uszkodzenia tkanek i obumierania neuronéw, a takze do
aktywacji komorek glejowych i naptywu komérek odpor-
nosciowych do moézgu. Procesy te najczeéciej badane sa z
wykorzystaniem modelu MCAo (ang. middle cerebral artery
occlusion - zamkniecie tetnicy srodkowej mézgu) i modelu
fotouczuleniowego, ktére zostang oméwione w dalszej cze-
§ci tekstu.

Skutki udaru niedokrwiennego w duzej mierze zaleza
od stopnia $§mierci neuronéw. Ograniczony przeptyw krwi
uruchamia szereg szkodliwych proceséw biochemicznych,
ktore zaktécajg kluczowe funkcje tych komorek i prowadza
do ich utraty (Ryc. 1, gérny panel) zaréwno w ostrej, jak i w
odroczonej fazie udaru [11]. Lokalizacja neuronéw wzgle-
dem zrédta niedokrwienia (rdzeri niedokrwienny, penum-
bra czy tez obszar odlegty od rdzenia) ma wplyw na charak-
terystyke i dynamike zmian wywotanych niedokrwieniem
[12]. Podobnie jak w przypadku innych typéw komorek,
$mier¢ neuronéw moze zachodzi¢ wedlug dwéch gtéwnych
Sciezek: nieregulowanej, ktéra nie podlega kontroli przez
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Rycina 1. Neurony, astrocyty, mikroglej i makrofagi w modelu udaru 3 dni po
niedokrwieniu. Reprezentatywne obrazy znakowari immunohistochemicznych
skrawkéw mézgu pozyskanych z doswiadczenia w modelu MCAo (por. Ryc. 2).
Wyznakowano markery neuronéw (NeuN, gérny panel), aktywowanych astro-
cytéw (GFAP, czerwony), mikrogleju (Tmem119, zielony, Srodkowy panel) oraz
makrofagow (galektyna-3, zielony, dolny panel). Contra - pétkula nieuszkodzo-
na; ipsi - potkula uszkodzona udarem. Przerywana pomaranczowa linia wskazu-
je granice uszkodzonego obszaru. Lewe panele: obrazy skrawkéw koronalnych
modzgu mysiego; skala - 1 mm; z6tty kwadrat wskazuje obszar zobrazowany po
prawej. Prawe panele: skala - 100 pm. Tkanki pozyskano we wspdlpracy z prof.
Christophem Harmsem z Charite w Berlinie.

zdefiniowane mechanizmy molekularne, jak nekroza [13]
oraz regulowanej, ktéra obejmuje precyzyjnie regulowane
kaskady sygnalizacyjne, takie jak apoptoza [14]. Najnowsze
badania, podsumowane w pracy Mao i wsp. [15] wskazuja,
ze regulowana $mier¢ neuronéw po niedokrwieniu moze
nastepowac nie tylko na drodze apoptozy, ale takze wsku-
tek uruchomienia innych mechanizméw, takich jak nekrop-
toza, ferroptoza, czy pyroptoza.

Szczegblna wrazliwo$¢é neuronéw na uszkodzenia spo-
wodowane niedokrwieniem wynika z glebokich zaburzen
szeregu proceséw biochemicznych w warunkach niedobo-
ru tlenu i glukozy. Skutkuja one zakléceniem homeostazy
wodno-elektrolitowej i jonowej (depolaryzacja blon komor-
kowych), dysfunkcja mitochondriéw (zaburzenia réwno-
wagi redoks, stres energetyczny) oraz ekscytotoksyczno-
Scia. Pojecie ekscytotoksycznosci odnosi sie do nadmiernej
aktywacji receptorow dla glutaminianu, w szczegélnosci
receptorow N-metylo-D-asparaginianu (NMDA). Z powo-
du masowego uwalniania glutaminianu z uszkodzonych
neuronéw dochodzi do ich nadmiernej aktywacji i przecia-
Zenia jonami wapnia oraz produkcji reaktywnych form tle-
nu (ang. reactive oxygen species, ROS). Uwaza sie, ze terapia
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reperfuzyjna przywracajgca przeptyw krwi moze powodo-
wacé ,uraz reperfuzyjny”, nasilajac stres oksydacyjny i stan
zapalny, co prowadzi do dalszych uszkodzefi neuronéw
[16]. Wrazliwos¢ neurondéw na niedokrwienie jest zréznico-
wana i zalezy od wielu czynnikéw, takich jak zapotrzebo-
wania metaboliczne, obecnosé¢ receptoréw dla glutaminia-
nu, lokalizacja oraz wrazliwo$¢ na stres mitochondrialny
[12,17]. Neurony piramidowe w hipokampie (szczegélnie
w obszarze CA1l) i korze mézgowej, ze wzgledu na swoj
duzy rozmiar i rozlegte dendryty z licznymi synapsami,
majg wysokie zapotrzebowanie na energie. Czyni je to w
duzym stopniu zaleznymi od ciagtego doplywu krwi oraz
od prawidlowej funkcji mitochondriéw jako podstawo-
wego zrédla energii. Dysfunkcja mitochondriéw podczas
niedokrwienia, w tym stres oksydacyjny spowodowany
nagromadzeniem ROS, prowadzi do szybkiej $émierci tych
neuronéw. W rezultacie neurony piramidowe sa bardziej
podatne na uszkodzenia niedokrwienne niz interneuro-
ny, ktére, bedac mniejsze i mniej aktywne metabolicznie,
sq bardziej odporne na wczesne uszkodzenia, pozostajac
jednak wrazliwymi na dlugotrwate niedokrwienie i ekscy-
totoksycznosé. Ponadto neurony z obszaréw o obnizonej
rezerwie krazeniowej (takich jak hipokamp), maja bardziej
ograniczone mozliwoéci kompensacji niedokrwienia przez
alternatywne doplywy krwi, w przeciwienistwie do innych
regionéw podkorowych, ktére czesto sa lepiej unaczynione.
Wrazliwoé¢ na niedokrwienie zalezy réwniez od wykorzy-
stywanego systemu neuroprzekaznikéw - neurony GABA-
-ergiczne wykazuja mniejsza podatnos¢ na ekscytotoksycz-
noé¢ niz neurony glutaminergiczne. Wynika to z faktu, ze
nadmiar glutaminianu, uwalnianego podczas niedokrwie-
nia, silnie aktywuje receptory NMDA i AMPA, co prowadzi
do szybszej Smierci neuronéw glutaminergicznych posiada-
jacych te receptory.

Uszkodzenie tkanki, rozszczelnienie bariery krew-moézg
i obumieranie neuronéw prowadza do aktywacji komérek
glejowych: astrocytow i mikrogleju, a takze do naptywu ko-
moérek odpornosciowych, przede wszystkim makrofagow,
z krwiobiegu do mézgu. Aktywacja komérek glejowych i
makrofagéw przyczynia sie do regeneracji po udarze, moze
jednak réwnoczesnie mie¢ negatywny wplyw, prowadzac
do nadmiernego stanu zapalnego i dodatkowego uszkodze-
nia tkanek.

Astrocyty stanowia najliczniejszg grupe komoérek w
osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN) i odgrywaja istot-
na role w zachowaniu prawidtowosci wielu proceséw fizjo-
logicznych. Aktywacja astrocytéw przez czasteczki DAMP
(ang. danger associated molecular patterns) i cytokiny prowa-
dzi do zmian w ekspresji genéw i morfologii tych komorek
[18]. Innymi czynnikami wydzielanymi podczas udaru, kt6-
re indukuja proliferacje, wzrost i réznicowanie oraz akty-
wujg astrocyty, sa m.in. naskérkowy czynnik wzrostu (ang.
epidermal growth factor, EGF) [19], transformujacy czynnik
wzrostu beta (ang. transforming growth factor beta, TGF) [20]
oraz endotelina-1 [21]. Najbardziej charakterystyczng zmia-
na zachodzaca w aktywowanych astrocytach jest podwyz-
szona ekspresja GFAP (ang. glial fibrillary acidic protein). Dla-
tego tez biatko to stalo sie najszerzej stosowanym markerem
aktywowanych astrocytéw (por. Ryc. 1).
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Nastepstwem aktywacji astrocytow jest tworzenie sie
tak zwanej ,blizny glejowej” (ang. glial scar, por. Ryc. 1) -
swoistej bariery oddzielajacej uszkodzony niedokrwieniem
region od zdrowej tkanki. Nalezy zwréci¢ uwage, Ze termin
,blizna” nie jest w tym wypadku stosowany w swoim ory-
ginalnym znaczeniu (,,zmiana zbudowana z tkanki 1acznej
wldknistej”), jednak préby jego zastapienia bardziej ade-
kwatnym terminem, np. bariera glejowa, nie znajduja do-
tychczas szerokiego oddzwieku w literaturze. Dowiedzio-
no, ze wchodzace w sklad , blizny glejowej” astrocyty zapo-
biegaja niekontrolowanym uszkodzeniom zdrowej tkanki.
Z drugiej strony, astrocyty i tworzona przez nie bariera
moga réwniez przyczynia¢ sie do zahamowania wzrostu
aksonéw za sprawag podwyzszonego poziomu proteogli-
kanéw z klasy CSPG i KSPG, a takze m.in. semaforyny 3,
efryny B2 oraz bialek z rodziny Slit [22].

Mikroglej i makrofagi to kluczowe komoérki uktadu od-
pornosciowego, ktére pelnig istotne funkcje w monitoro-
waniu $rodowiska, odpowiedzi immunologicznej oraz na-
prawie tkanek. Maja one zdolnosé prowadzenia fagocytozy
oraz wydzielania cytokin. Oba typy komoérek biorg udziat w
odpowiedzi na udar niedokrwienny, ale ich pochodzenie, a
takze rozmieszczenie w uszkodzonym mézgu (Ryc. 1) oraz
dynamika aktywacji sa odmienne. Mikroglej, wywodzacy
sie z prekursoréw mieloidalnych w woreczku zéttkowym,
przenika do OUN we wczesnych etapach rozwoju embrio-
nalnego. W stanie spoczynku mikroglej posiada rozgate-
ziona morfologie, co pozwala mu na monitorowanie miaz-
szu moézgu i reagowanie na zmiany w mikrosrodowisku.
Po uszkodzeniu mézgu mikroglej zmienia morfologie na
»ameboidalna”, co umozliwia efektywna reakcje na uszko-
dzenia i naprawe tkanki nerwowej. Z kolei makrofagi r6z-
nicuja si¢ z monocytéw powstajacych w szpiku kostnym z
hematopoetycznych komérek macierzystych. Sa one odna-
wiane przez cale zycie. Podczas gdy wystepowanie mikro-
gleju jest ograniczone do OUN, monocyty i powstate z nich
makrofagi moga infiltrowac rézne tkanki, w tym moézg po
uszkodzeniu (Ryec. 1) [23].

W pewnym uproszczeniu, mikroglej i makrofagi po ak-
tywacji mozna podzieli¢ na dwa fenotypy: M1 i M2. Che-
moatraktanty, takie jak ATP, CCL21, CXCL10 oraz DAMP,
w tym biatko HMGBI1 (ang. high mobility group box 1), indu-
kuja aktywacje tych komérek do fenotypu M1, co jest znane
jako ,klasyczna aktywacja”. Taki rodzaj aktywacji prowa-
dzi do wydzielania cytokin prozapalnych, m.in. IL-1§, IL-6 i
TNEF-a, oraz indukcji ekspresji syntazy tlenku azotu (iNOS)
i produkgji reaktywnych form tlenu. Mikroglej i makrofagi
o fenotypie M1 promuja wiec stan zapalny i moga hamowac
regeneracje tkanek. Z kolei fenotyp M2, czyli ,alternatyw-
nie aktywowany”, posiada wlasciwosci protekcyjne, uwal-
nia cytokiny przeciwzapalne (takie jak IL-10) i wykazuje ak-
tywnos¢ fagocytarng. Takie aktywnosci moga wspomagac
naprawe tkanek, neurogeneze, angiogeneze i regeneracje
aksonéw [24]. W kontekscie udaru niedokrwiennego, mi-
kroglej i makrofagi M1 przyczyniaja wiec sie do uszkodzeri
moézgu, natomiast M2 wspomagaja regeneracje. W rzeczy-
wistosci mikroglej i makrofagi w uszkodzonym moézgu
moga wykazywac pelne spektrum wtasnosci pomiedzy sta-
nami polaryzacji M1 i M2.
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Zmiany morfologiczne i fenotypowe mikrogleju w moé-
zgu stanowia poczatek zdarzern w odpowiedzi na udar, kto-
rym towarzyszy pézniejsza infiltracja makrofagéw. Juz w
ciggu pierwszych trzydziestu minut po wystapieniu udaru,
mikroglej w miejscu uszkodzenia jest aktywowany, przy-
biera ameboidalng morfologie i wykazuje aktywnos¢ fago-
cytarna. Mikroglej proliferuje przez pierwsze dwa tygodnie
po udarze, a najsilniejsza zdolnosé¢ fagocytarna jest obser-
wowana w ciggu pierwszych dwoéch dni. [25]. Dodatkowo
mikroglej zostaje aktywowany w obszarze penumbry, co
moze mie¢ znaczenie dla utrzymania szczelnosci bariery
krew-moézg w tym rejonie [26]. Z drugiej strony, inne bada-
nia wykazaly, ze w momencie rozpoczecia reperfuzji, mi-
kroglej aktywuje sie w strefie penumbry i pochlania komoér-
ki srédbtonka poprzez fagocytoze, powodujac uszkodzenie
bariery krew-moézg, co dodatkowo zwieksza infiltracje ko-
morek odpornosciowych do migzszu moézgu [27].

Makrofagi migruja do obszaru udaru z op6Znieniem 24-
48 godzin [25]. W obszarze udaru przyjmuja one fenotyp
fagocytarny, podczas gdy w strefie penumbry - fenotyp
podobny do homeostatycznego mikrogleju [28]. W modelu
MCAo, aktywowany mikroglej koncentruje sie gtéwnie wo-
kot udaru, a mniej komoérek jest obecnych wewnatrz rdze-
nia niedokrwiennego. Z kolei makrofagi moga przejs¢ na
metabolizm beztlenowy i pozosta¢ Zywotne w strefie objetej
niedotlenieniem (Ryec. 1).

Podsumowujac, astrocyty, mikroglej i makrofagi odgry-
waja kluczowe role w odpowiedzi na udar niedokrwienny
moézgu. Maja one wplyw na procesy regeneracji i patolo-
gii po udarze, wplywajac na ostateczny wynik kliniczny.
Moga wywiera¢ zaréwno korzystne, jak i szkodliwe efekty
na wszystkich etapach udaru, zaleznie od ich dynamicznej
zmiany miedzy stanami prozapalnym a przeciwzapalnym
[23,29]. Zrozumienie mechanizméw komoérkowych leza-
cych u podstaw odpowiedzi na udar niedokrwienny jest
wiec kluczowe dla zaproponowania nowych strategii mo-
gacych ogranicza¢ uszkodzenia i poprawiaé regeneracje po
udarze.

MODELE IN VITRO W BADANIACH NAD
UDAREM NIEDOKRWIENNYM

Ze wzgledu na zlozonos¢ proceséw zachodzacych w
moézgu po udarze, a w szczegdlnosci na wystepowanie Sci-
stej interakcji pomiedzy réznymi typami komérek moézgu
jak réwniez komorek ukiadu odpornosciowego, nie jest
mozliwe ich pelne odwzorowanie z uzyciem istniejacych
modeli komoérkowych. Jak dotad nie stworzono modelu
in vitro, ktéry w pelni odzwierciedlalby wzajemny wplyw
aktywacji poszczegdlnych rodzajéw komoérek oraz naptyw
makrofagéw i innych komérek odpornosciowych, choé po-
dejmowane sa takie proby. Modele in vitro pozwalaja jed-
nak na badania mechanistyczne nad reakcjami komérek na
niedotlenienie i inne szkodliwe czynniki. Do szeroko sto-
sowanych metod modelowania udaru niedokrwiennego w
warunkach in vitro nalezy model deprywacji tlenu i glukozy
(ang. oxygen-glucose deprivation, OGD), ktéremu moga by¢
poddawane zaréwno réznego rodzaju hodowle komoérko-
we, jak i skrawki mézgu [30,31].
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Szczegoblne zainteresowanie budza badania wykorzystu-
jace organoidy - tréjwymiarowe hodowle komorek, przy-
pominajace swoja strukturag organy. Modele organoidéw
moézgowych moga znalezé zastosowanie np. w badaniach
nad opracowywaniem lekéw ograniczajacych $mier¢ neu-
ronéw [32]. Przyktadowo, Wang i wspolpracownicy stwo-
rzyli z ludzkich komérek pluripotentnych tréjwymiarowe
organoidy mézgu, ktére postuzyly do modelowania udaru
i testowania lekéw neuroprotekcyjnych, to jest ograniczaja-
cych $mier¢ neuronéw, takich jak butyloftalid i edarawon
[32]. Nalezy jednak podkresli¢, ze w obecnym ksztalcie or-
ganoidy odzwierciedlaja tylko wybrane aspekty odpowie-
dzi komoérek na udar niedokrwienny. Brak unaczynienia i
bariery krew-mézg oraz komérek odpornosciowych (w tym
mikrogleju) w organoidach, a takze ich duza zmiennos¢, na-
dal ogranicza ich zastosowanie w badaniach nad udarem
niedokrwiennym [33].

MODELE ZWIERZECE UDARU NIEDOKRWIENNEGO

Modele zwierzece udaru niedokrwiennego umozliwiaja
nie tylko badania podstawowe nad procesami zachodzacy-
mi po niedokrwieniu mézgu, ale takze testowanie poten-
cjalnych terapii na etapach przedklinicznych. Wyboér od-
powiedniego modelu jest kluczowy dla wtasciwego zapla-
nowania badan. Nalezy bra¢ pod uwage takie czynniki jak
wielkos¢ zawalu, zdolnosé¢ do reperfuzji, deficyty behawio-
ralne, reakcje zapalne oraz $miertelnoéé. Modele ognisko-
wego niedokrwienia mézgu, zwlaszcza trwate, sa najblizsze
klinicznemu obrazowi udaru, jednak wiaza si¢ z ré6znym
stopniem inwazyjnosci chirurgicznej i farmakologicznej,
ktoéra nie zawsze ma odpowiednik w warunkach klinicz-
nych. Model okluzji tetnicy srodkowej mézgu (MCAo) po-
zostaje ztotym standardem w badaniach nad zatorowoscia i
rekanalizacja naczyrt mézgowych [34].

Dobér zwierzat doswiadczalnych zalezy od wymagan
eksperymentu i powinien jak najwierniej oddawac specyfi-
ke schorzenia wystepujacego u cztowieka. Wiekszos¢ badar
nad udarem moézgu wykonywana jest z wykorzystaniem
gryzoni - gléwnie myszy i szczuréw. Istotnym powodem
jest wysokie podobienistwo genomoéw: ludzkiego, mysiego i
szczurzego [35, 36] oraz liczne podobieristwa anatomiczne i
fizjologiczne, jak m.in. w przypadku moézgu [37]. Dodatko-
wymi zaletami gryzoni jako zwierzat laboratoryjnych sg ich
male rozmiary, wysoki wspoétczynnik reprodukcyjny oraz
dobrze scharakteryzowane wymagania zwigzane z utrzy-
maniem ich zdrowia oraz codzienna opieka. Ponadto pro-
cedury z wykorzystaniem gryzoni nie sa skomplikowane i
gwarantuja wysoka powtarzalnoé¢, co stanowi kolejny atut
pracy z ta grupa zwierzat. Manipulacje w genomie mysim,
a zatem tworzenie zwierzat transgenicznych, stanowia nie-
zwykle cenne narzedzie w modelowaniu réznych choréb.

Modele doswiadczalne udaru niedokrwiennego mozna
najproéciej podzieli¢ na oddajgce charakter catkowitego
(globalnego) lub czesciowego (ogniskowego) niedokrwie-
nia.
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MODELE CAEKOWITEGO NIEDOKRWIENIA MOZGU

Jak wskazuje nazwa, globalne niedokrwienie mézgu
oznacza sytuacje, w ktorej przeplyw krwi w mézgu zostaje
calkowicie zatrzymany, czego nieuniknionym nastepstwem
jest obumieranie neuronéw we wszystkich obszarach mo-
zgu. Ludzkim odpowiednikiem takiej sytuacji jest zatrzy-
manie krazenia (np. w wyniku zatrzymania akcji serca),
wstrzas (ciezka niewydolnos¢ serca lub powazny krwotok),
ciezkie uszkodzenia naczyn krwionosnych. Modele te nie
sq powszechnie stosowane w badaniach przedklinicznych,
jednak w przeszlosci pozwolily odkry¢ podstawowe me-
chanizmy zachodzgce w mézgu przy niedokrwieniu. Jed-
nym z pierwszych opisanych sposobéw wstrzymania cyr-
kulacji krwi w obszarze calego mézgowia byla dekapitacja,
czyli catkowite oddzielenie gtowy od reszty ciata. Metoda
ta poczatkowo stuzyla lepszemu zrozumieniu metabolizmu
i procesdéw komoérkowych zachodzacych w mézgu wsku-
tek catkowitego zatrzymania krazenia, obecnie za$ znajduje
zastosowanie gtéwnie w badaniach nad farmaceutykami o
charakterze neuroprotekcyjnym. Catkowite niedokrwienie
mozgu moze by¢ tez wywolane zatrzymaniem akcji serca
np. przy migotaniu komoér - zaburzeniu rytmu serca, w
wyniku ktérego krew nie jest prawidlowo pompowana do
naczynn krwionoénych. Przykladem zwierzecego modelu
calkowitego niedokrwienia mézgu wywolanego migota-
niem komor jest mysi model zatrzymania akcji serca z re-
suscytacja krazeniowo-oddechowa, w ktérym dozylne po-
danie zimnego roztworu KCl stanowi czynnik wywotujacy
stan patologiczny. Inne modele globalnego niedokrwienia

to zamkniecie czterech tetnic: szyjnych wewnetrznych oraz
tetnic kregowych u szczuréw. Model ten znany jest szerzej
jako model 4-VO (ang. four-vessel occlusion). Zblizony mo-
del, znany pod nazwa 2-VO (ang. two-vessel occlusion) pole-
ga na czasowym, obustronnym zamknieciu tetnic szyjnych
wspdlnych z jednoczesnym obnizeniem ci§nienia tetniczego
krwi w wyniku utraty krwi. Bardziej szczegélowe informa-
cje na temat modeli globalnego niedokrwienia znajduja sie
w innych pracach przegladowych [38,39].

MODELE OGNISKOWEGO NIEDOKRWIENIA MOZGU

Zwierzece modele czesciowej ischemii stanowia §wietne
narzedzie m.in. do badari nad $miercig komérkowa wywo-
tana niedokrwieniem oraz w celu lepszego zrozumienia
mechanizméw naprawczych zachodzacych w mézgu w na-
stepstwie udaru. Tabela 1 podsumowuje wybrane modele
zwierzece ogniskowego niedokrwienia mézgu. Najczesciej
stosowane z nich zostana oméwione w niniejszej sekcji.
Wiekszosé modeli z tej grupy opiera sie na wywolaniu nie-
dokrwienia poprzez zamkniecie tetnicy srodkowej mézgu
(MCAo), bedacej odgatezieniem tetnicy szyjnej wewnetrz-
nej. Modele te pozwalaja na trwate lub czasowe zamkniecie
tetnicy oraz wykorzystuja rézne techniki operacyjne.

Jednym z najpowszechniejszych modeli MCAo jest za-
blokowanie tetnicy srodkowej mézgu w miejscu rozgalezie-
nia tetnicy szyjnej wewnetrznej, do ktérego wykorzystuje
si¢ filament nici chirurgicznej. Przywrécenie przeptywu
krwi nastepuje w wyniku udroznienia tetnicy poprzez usu-

Tabela 1. Modele ogniskowego niedokrwienia mozgu u gryzoni i ich odpowiedniki u ludzi, wg. [44].

Model zwierzecy

Ludzki odpowiednik

Okluzja tetnicy srodkowej mézgu z

Cepertiizia (ang ferporan MEAG) Udar w obszarze unaczynienia tetnicy Srodkowej mézgu (MCA) z trombektomia

Jednoczesne zamkniecie tetnicy szyjnej wspolnej (CCA) i
bezposrednie zamkniecie tetnicy srodkowej mézgu (MCA)

Udar niedokrwienny duzych naczyn, blokujacy krazenie w przedniej
czesci moézgowia z kraniektomia odbarczajacg lub bez niej

Ogniskowe udary kory mézgowej, podkorowe, udary w glebokim obszarze

Model fotouczuleniowy (fototromboza) mozgowia lub w pniu mézgu zwigzane z matymi naczyniami, trwate

Wstrzyknigcie makrosfer dwutlenku tytanu TiO, Udar zakrzepowo-zatorowy lub miazdzycowo-zatorowy

Stereotaktyczne wstrzykniecie L-argininy i prekursoréw

tlenku azotu (L-NIO) do podkorowej istoty bialej Olluzja matych naczyn podkorowych

Stereotaktyczne zastosowanie impulsu elektrycznego Ogniskowe udary w moscie i pniu mézgu
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niecie filamentu [40]. Metoda ta obejmuje przeprowadzenie
operacji w obrebie szyi, bez koniecznosci otwarcia czaszki,
ktoére niosloby ryzyko uszkodzenia moézgu lub wystapie-
nia krwotoku podpajeczynéwkowego. Modyfikacji metody
zaproponowanej przez Koizumi i wspétpracownikéw do-
konat Enrique Zea Longa w 1989 roku [41]. Zgodnie z jego
metoda, filament wprowadzony jest poprzez tetnice szyjna
zewnetrzng do tetnicy srodkowej mézgu, bez koniecznosci
zaktadania permanentnego szwu na tetnicy szyjnej wspol-
nej, tak jak w przypadku metody Koizumi. Smiertelnosé
zwierzat w modelu MCAo zalezy przede wszystkim od cza-
su okluzji (zwykle 30, 45 lub 60 min), ale réwniez od czyn-
nikéw takich jak uzyty filament, wiek, ple¢ czy waga zwie-
rzat. Smiertelnoé¢ moze sie wiec wahac pomiedzy 10 a 74%
w pierwszych dwéch dobach od operacji [42]. Metoda opra-
cowana przez Longa i wspoétpracownikéw zapewnia nizsza
$miertelnoé¢ i mniejszy obrzek w obrebie mozgu [43].

Modelem trwatego zablokowania tetnicy srodkowej mo-
zgu jest model obejmujacy okluzje dystalnych gatezi MCA
- dMCAo (ang. distal middle cerebral artery occlusion) zapro-
ponowany przez Tamura i wspétpracownikéw [45]. Zabieg
ten przeprowadza si¢ poprzez wykonanie kraniektomii,
czyli operacyjnego otwarcia czaszki oraz przeciecie opony
twardej, a tetnice Srodkowa zamyka sie droga elektrokoagu-
lacji. Dzieki precyzyjnie okre$lonemu miejscu zamkniecia
naczynia, modele MCAo oraz dMCAo gwarantuja wysoka
powtarzalnoé¢ wynikéw w odniesieniu do lokalizacji uzy-
skanego obszaru niedokrwienia. Zabiegi te wymagaja jed-
nak odpowiedniego przygotowania technicznego ze strony
eksperymentatora oraz odpowiedniej znajomosci anatomii.

Kolejng metoda wywolania udaru niedokrwiennego po-
przez zaburzenie przeptywu krwi przez MCA jest podanie
do mézgu endoteliny-1 - peptydu o dziataniu zwezajacym
naczynia. Model ten, po raz pierwszy opisany na szczu-
rach, stanowi alternatywe dla chirurgicznego zamykania
tetnicy srodkowej mézgu i wywoluje zblizone uszkodzenia
jak wczesniej wspomniana metoda. Mechanizm dziatania
endoteliny polega na wywolywaniu skurczu naczyn (wa-
zokonstrykcji), a bezposrednie podanie domézgowe powo-
duje miejscowe ograniczenie przeplywu krwi prowadzace
do niedokrwienia [46].

Odrebna grupe modeli stanowia te, w ktérych wywota-
nie udaru niedokrwiennego zachodzi poprzez fototrombo-
ze (ang. photothrombotic stroke models) [47]. Metoda ta wyko-
rzystuje wlasciwosci fotouczulajgce niektérych barwnikow,
do ktérych nalezy m.in. r6z bengalski. Technika ta polega
na podaniu roztworu barwnika, a nastepnie ekspozycji
czaszki na wigzke $wiatta. Model ten, zastosowany po raz
pierwszy na szczurach przez Watsona i wspdtpracowni-
kow w 1985 roku, cechuje sie maloinwazyjnym zabiegiem
chirurgicznym - wywotanie udaru nie wymaga kraniekto-
mii, poniewaz obszar niedokrwienia tworzy sie w miejscu
naswietlanym przez lampe przez okreslony czas (w orygi-
nalnej publikacji bylo to 20-minutowe napromieniowanie
odstonietej czaszki lampa emitujaca wiazke Swiatta o diu-
gosci 560 nm) [48]. Rozmiar strefy niedokrwienia uzalez-
niony jest od przekroju wiazki $wiatla i jej intensywnosci,
czasu ekspozycji oraz dawki fotouczulajacego barwnika, a
stosowanie §cisle okreslonych parametréw pozwala na uzy-
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Rycina 2. Fotouczuleniowy model udaru a MCAo - poréwnanie modeli. W mo-
delu fotouczuleniowym (gorny panel) udar wywolywany jest przez naswietlenie
czaszki po podaniu zwigzku fotouczulajgcego. Strefa uszkodzona (jasniejszy ob-
szar tkanki na schemacie skrawka mézgu) jest relatywnie mata i zlokalizowana
przy powierzchni mézgu. W modelu MCAo (dolny panel) udar wywotlany jest
przez zablokowanie tetnicy $rodkowej mézgu. Uszkodzenie obejmuje znacznie
wiekszy obszar niz w przypadku modelu fotouczuleniowego.

skanie poréownywalnych wynikéw [49]. W ostatnich latach
model ten zostal udoskonalony w celu ukierunkowania na
okreslone obszary kory mézgowej, co postuzylo do bada-
nia skutkéw udaru specyficznych dla regionu. Wtasciwosé
ta okazala sie przydatna w badaniach m.in. nad odzyski-
waniem funkcji motorycznych (poprzez przeprowadzenie
badan behawioralnych) oraz reorganizacja kory mézgu po
udarze [50,51].

Oprécz niewatpliwych zalet opisanego modelu, takich
jak nieinwazyjna procedura i nizsza niz w modelu MCAo
$miertelnos¢ zwierzat (<10% w pierwszej dobie po zabie-
gu [47]), nalezy wspomnie¢ tez o jego wadach. Model ten
nie odzwierciedla w pelni lokalizacji udaru w warunkach
klinicznych, a otaczajgca strefe niedokrwienia penumbra
jest niewielka, w przeciwienistwie do sytuacji wystepujacej
u pacjentéw. Ponadto nalezy mie¢ na uwadze réznice w
dynamice odpowiedzi komérkowych pomiedzy modelem
fototrombotycznym a MCAo [52].

Wprowadzanie nowych modeli udaru niedokrwienne-
go oraz udoskonalanie modeli istniejacych zwiazane jest z
checia jak najwierniejszego oddania zmian zachodzacych
w moézgu czlowieka (Tab. 1). Poznane dotychczas metody
pozwalaja na dobér odpowiedniego modelu schorzenia
pod katem prowadzonych badan. Nalezy mie¢ przy tym na
uwadze jak odmienne wyniki mozna uzyskaé¢ w zaleznosci

od metody (Tab. 11 Ryc. 2).

REGULACJE PRAWNE I ETYCZNE PROWADZENIA
DOSWIADCZEN NA ZWIERZETACH

Wykorzystywanie zwierzat w celach naukowych jest te-
matem wzbudzajacym kontrowersje i stanowigcym pole do
dyskusji. Rozw6j nauki, a w szczegdlnosci dziedzin biome-
dycznych nie bylby jednak mozliwy bez wspierania badan
in vitro badaniami z zastosowaniem modeli zwierzecych.
Wszelkie procedury do$wiadczalne z udzialem zwierzat sa
Scisle regulowane prawnie, a eksperymenty przeprowadza-
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ne sa z dbatoscia o jak najwieksze ograniczenie ich cierpie-
nia. Prawidlowa opieka nad zwierzetami powinna zaspo-
kaja¢ potrzeby fizjologiczne, behawioralne i spoteczne oraz
przyczyniac sie do ograniczenia rozprzestrzeniania choréb
(http:/ /badanianazwierzetach.pl/3r-i-metody-alternatyw-

ne/).

Komfort zapewniony jest przez stale obserwacje zwie-
rzat - ich zachowania i wygladu zewnetrznego, a ponadto
kontrole stanu klatek, w ktérych bytuja. Niezwykle istotna
w kontekscie monitorowania stanu zwierzat jest opubliko-
wana w 2010 roku praca autorstwa Langforda i wspétpra-
cownikéw, stanowigca uniwersalne Zrédio dotyczace oceny
bolu zwierzat na podstawie ich mimiki [53]. W celu przy-
gotowania do procedur doswiadczalnych, zwierzeta pod-
dawane sa premedykacji, a wszelkie zabiegi chirurgiczne
wykonywane sa ze znieczuleniem. Stan zwierzat po opera-
gjach jest stale monitorowany. W przypadku koniecznosci
przerwania procedury doswiadczalnej ze wzgledéw moral-
nych lub naukowych stosuje sie tzw. humanitarne punkty
konicowe [54].

W $wietle prawa europejskiego najwazniejszy akt praw-
ny regulujacy kwestie zwigzane ze zwierzetami laborato-
ryjnymi to ,Dyrektywa w sprawie ochrony zwierzat wy-
korzystywanych do eksperymentéw i innych naukowych
celow”, ktora 22 wrzesnia 2010 roku zostala przyjeta przez
Parlament Europejski (Dyrektywa 2010/63/EU). Dyrekty-
wa nakazuje zapewnienie zwierzetom odpowiedniej opie-
ki w trosce o ich dobrostan, planowanie eksperymentéw z
wykorzystaniem jak najmniejszej liczby zwierzat oraz prze-
prowadzanie procedur przynoszacych najmniej cierpienia.
Zwraca tez uwage na to, aby wykorzystywac zwierzeta do
celéw badawczych jedynie w sytuacjach, gdy nie ma alter-
natywnej mozliwosci.

Przedstawione w Dyrektywie zaloZenia opracowano
w mys$l zasady 3R - z jezyka angielskiego: ,Replacement,
Reduction, Refinement”, zaproponowanej po raz pierwszy
w 1959 roku i skupiajacej si¢ na zasadach humanitarnego
prowadzenia badan in vivo. Zasade 3R opracowali William
Russell i Rex Burch i opisali w ksigzce , The Principles of
Humane Experimental Technique” [55]. Na jezyk polski
zasade 3R mozna przetlumaczy¢ jako zastapienie, ograni-
czenie i udoskonalenie. W mysl tej idei, podczas planowa-
nia eksperymentéw nalezy zwrdci¢ uwage na: mozliwosé
korzystania z metod alternatywnych, niewymagajacych
zastosowania zwierzat; ograniczenie liczby zwierzat biora-
cych udzial w doswiadczeniu; stosowanie metod niosacych
najmniej cierpienia i przyczyniajacych sie do zapewnienia
zwierzetom dobrostanu.

Personel odpowiedzialny za opieke nad zwierzetami la-
boratoryjnymi oraz za planowanie i wykonywanie proce-
dur powinien mie¢ odpowiednie kwalifikacje. W Polsce za
prowadzenie kurséw i szkoleri odpowiada Polskie Towa-
rzystwo Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych (POLLASA).
Kursy obejmuja przygotowanie teoretyczne oraz praktycz-
ne i konczg sie uzyskaniem odpowiednich uprawnien.
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ROLA BADAN PRZEDKLINICZNYCH W ROZWOJU
NOWYCH TERAPII UDARU NIEDOKRWIENNEGO

Na przestrzeni lat prowadzono intensywne badania nad
procesami zachodzacymi w mézgu w nastepstwie udaru
niedokrwiennego, wykorzystujac w tym celu modele zwie-
rzece i komoérkowe. Obecnie mozliwosci terapeutyczne
dla pacjentéw po udarze ograniczaja sie¢ do przywroécenia
krazenia krwi i nie zapobiegaja w pelni nieodwracalnym
uszkodzeniom mézgu, ktére prowadza do niepelnospraw-
nosci objawiajacej sie m.in. uposledzeniem funkcji moto-
rycznych. Ponadto nie ma w tej chwili farmakoterapii, ktore
wspomagalyby regeneracje po udarze. Celem przysztych
terapii moglyby by¢ w szczegélnosci neuroprotekcja, hamo-
wanie stanu zapalnego, modulacja przebudowy macierzy
zewnatrzkomoérkowej oraz modulacja angiogenezy [56-58].
Procesy te majg bowiem kluczowy wplyw na dlugotermi-
nowe skutki udaru, co odkryto w duzej mierze dzieki ba-
daniom z zastosowaniem zwierzecych modeli doswiadczal-
nych. Zwlaszcza terapie ukierunkowane na neuroprotekcje
oraz na hamowanie reakcji zapalnej staly sie w ostatnich
latach przedmiotem intensywnych badan przedklinicznych
[57,58].

Strategie neuroprotekcyjne z zalozenia skupiaja sie na
ograniczaniu $mierci neuronéw, w szczegdlnosci w obsza-
rze penumbry - a wiec tych, ktérych uszkodzenie nastepuje
w pézniejszym czasie od zablokowania naczynia krwio-
noénego. Proponowane podejscia mialyby sie opiera¢ na
ograniczaniu ekscytotoksycznosci, na przyklad dzieki za-
stosowaniu antagonistow receptorow NMDA, czy tez na
wymiataniu wolnych rodnikéw w celu ograniczenia stresu
oksydacyjnego. Niestety, w przypadku wielu substancji
neuroprotekcyjnych, ktére w badaniach przedklinicznych
wykazywaly korzystny efekt, nie wykazano skutecznosci
w prébach klinicznych [59,60]. Wywolalo to szeroka debate
na temat potencjalnych przyczyn tych niepowodzen oraz
realnej uzytecznosci dostepnych modeli zwierzecych w ba-
daniach przedklinicznych. Jednym z wnioskéw tej debaty
jest propozycja zastgpienia strategii skupiajacych sie wy-
tacznie na ochronie neuronéw przed $miercia szerszym po-
dejsciem, obejmujacym kilka punktéw uchwytu. Zwraca sie
uwage, ze neurony sa elementem wiekszej jednostki, tzw.
jednostki neuronaczyniowej (ang. neurovascular unit, NVU),
ktora jest kluczowa w procesach zachodzacych po udarze
i to takq jednostke jako cato$é¢ nalezy chroni¢ przed uszko-
dzeniem [17].

Drugim znaczacym kierunkiem w badaniach nad nowy-
mi terapiami dla pacjentéw po udarze niedokrwiennym
jest hamowanie stanu zapalnego [61]. Obiecujace wydaje
sie zwlaszcza hamowanie mechanizméw zaleznych od in-
terleukiny 1 beta (IL-1pP), ktora jest cytokinag prozapalng o
silnym dzialaniu na wiele rodzajow komorek. Badania nad
IL-1p w modelach zwierzecych wykazaty, Ze blokowanie
aktywnosci tej ciezki moze przynies¢ korzysci kliniczne w
leczeniu pacjentéw po udarze niedokrwiennym [62]. Prze-
prowadzone nastepnie badania kliniczne potwierdzity, ze
zastosowanie anakinry, blokera receptora dla IL-1(3, obniza
poziom markeréw stanu zapalnego i moze poprawiac stan
pacjentow po udarze [63].
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Szczegoblnie obiecujacym podejéciem wydaje sie Iaczenie
kilku terapeutykéw o réznych mechanizmach dzialania,
ktére podane razem dzialaja synergistycznie. Przyktadem
takiej strategii jest zastosowanie Edaravone Dexborneol
(EDB albo Eda.B). EDB jest polaczeniem edarawonu o wia-
snoéciach antyoksydacyjnych i neuroprotekcyjnych, sto-
sowanego w leczeniu stwardnienia zanikowego bocznego
(ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS) [64], z (+)-borneolem
(dexborneolem), ktéry dziata przeciwzapalnie i neuropro-
tekcyjnie [65]. Badania w modelu zwierzecym pokazaty, ze
EDB wykazuje wtasciwosci przeciwzapalne i neuroprotek-
cyjne oraz zmniejsza deficyty neurologiczne i wielkos¢ ob-
szaru uszkodzonego udarem [66]. Opublikowane niedawno
wyniki badania klinicznego potwierdzaja korzystny wptyw
podania EDB na stan pacjentéw 90 dni po udarze [67]. Co
istotne, droga podania EDB (podjezykowa), jest bardzo
korzystna w kontekscie latwego zastosowania terapii u pa-
cjentoéw i szybkiego dzialania leku.

PODSUMOWANIE

Ze wzgledu na zlozono$¢ udaru, ktéra obejmuje interak-
¢je miedzy narzadami, takimi jak moézg i serce, oraz wpltyw
ukladow, takich jak uktad odpornosciowy, badania w mo-
delach zwierzecych sa kluczowe dla poznania proceséw za-
chodzacych po udarze. Ponadto badania przedkliniczne w
takich modelach pozostaja niezbedne do oceny skuteczno-
$ci nowych terapii w kontekscie catego organizmu, ich bez-
pieczenistwa oraz potencjalnych skutkéw ubocznych. Nale-
zy jednak podkresli¢, ze - w miare mozliwosci - badania na
modelach zwierzecych powinny by¢ poprzedzone ekspery-
mentami na modelach komoérkowych, ktérych wyniki po-
zwalaja odpowiednio &cisle ukierunkowac i ograniczy¢ do
minimum prace z wykorzystaniem zwierzat.

Dobér odpowiedniego modelu stosowanego w bada-
niach przedklinicznych jest niezwykle istotny, poniewaz
kazdy z modeli ma okreslong charakterystyke umozliwia-
jaca badanie konkretnych zjawisk, a rézne modele odpo-
wiadaja réznym sytuacjom klinicznym. Nalezy przy tym
mie¢ na uwadze, ze w wiekszosci przypadkéw zwierzeta
uzyte w doswiadczeniach sg osobnikami miodymi i zdro-
wymi, podczas gdy pacjenci z udarem obcigzeni sa wspo6t-
istniejgcymi chorobami oraz dojrzalym wiekiem. Niemniej
jednak modelowanie udaru na starzejacych sie zwierzetach
jest mozliwe i prawdopodobnie stanowi przyszlosé¢ badan
w tym kierunku.

Na koniec warto wspomnie¢ o dziataniach podjetych
w odpowiedzi na problem z przelozeniem badan przed-
klinicznych na kliniczne. W wyniku kryzysu wywotanego
niepowodzeniem szeregu badan klinicznych powstata or-
ganizacja SPAN (ang. Stroke Preclinical Assessment Network;
https:/ /spannetwork.org/), ktéra umozliwia dialog mie-
dzy przedstawicielami §rodowisk naukowych i medycz-
nych. Gléwnym celem SPAN jest systematyczne wybieranie
najbardziej obiecujacych terapii, ktére moga by¢ testowane
w warunkach klinicznych. Zadaniem SPAN jest réwniez
analizowanie probleméw utrudniajacych prawidtowe mo-
delowanie udaru w badaniach przedklinicznych.
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Interdyscyplinarny charakter organizacji SPAN pozwala
na wymiane wiedzy miedzy $wiatowej klasy specjalistami,
co przeklada si¢ na rozwoj terapii ukierunkowanych na
leczenie udaru. Ponadto, planujac badania warto mie¢ na
uwadze wytyczne STAIR (ang. Stroke Therapy and Acade-
mic Industry Roundtable) - konsorcjum powolanego w celu
poprawienia jakosci badan przedklinicznych w dziedzinie
udaru (https:/ /www.thestair.com). Wytyczne STAIR uak-
tualniane s co kilka lat, wraz z rozwojem nowych modeli
udaru, ich modyfikacjami, rozwojem nowych kierunkéw
terapii oraz postepem w zakresie obrazowania. Najnowsze
wytyczne opublikowane zostaly w 2021 roku [68].

Podsumowujgc, wieloletnie badania nad patogeneza
udaru niedokrwiennego i potencjalnymi terapiami przy-
niosly pewien postep, cho¢ nadal jest on niezadowalajacy
- dotychczas nie doprowadzily do wdrozenia nowych stra-
tegii leczenia do praktyki klinicznej. Wyznaczenie nowych
kierunkéw w farmakologii oraz konsolidacja srodowisk na-
ukowych i klinicznych woké! kluczowych probleméw w te-
rapii udaru pozwala mie¢ jednak nadzieje, ze w najblizszym
czasie przeloza sie one na przelom we wspieraniu powrotu
do zdrowia pacjentéw po udarze.
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ABSTRACT

Stroke is a devastating cardiovascular disease with a high mortality rate, leading to a significant reduction in quality of life and life expec-
tancy. Due to the complexity of the pathophysiological processes following stroke in humans, the use of animal models of stroke, in particular
rodent models, is essential for the development of treatments for patients. Transient or permanent middle cerebral artery occlusion (MCAo)
and photothrombotic models are the most commonly used to simulate ischemic stroke and are discussed in this review in detail. Furthermore,
we provide an overview of the current knowledge on the inflammatory and regenerative responses to stroke, executed mainly by glial cells
but also by macrophages infiltrating the post-ischemic brain. Understanding the advantages and disadvantages of different animal models is
the basis for their further refinement, allowing for better simulation of post-stroke events and the development of new therapeutic approaches
for cerebral ischemia in humans.
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