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Experimental animals models of cerebral ischaemia

Przemystaw Kowianski, Grazyna Lietzau, Jerzy Dziewigtkowski, Janusz Morys$
Zaktad Anatomii i Neurobiologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Streszczenie

Abstract

Niezadowalajace wyniki leczenia udaru niedokrwiennego mézgu sprawiajg, ze w centrum zainteresowania przedstawicieli
wielu dyscyplin naukowych pozostaje zaréwno poznanie patofizjologii tego procesu, jak i opracowanie skutecznych metod
terapeutycznych. Oba te cele mozna osiggnaé, prowadzac badania podstawowe i kliniczne. W bogatym pi$miennictwie
dotyczacym omawianego zagadnienia zwracajg uwage kontrowersje dotyczace wynikdw badan do$wiadczalnych i klinicz-
nych. O ile zwierzgce modele procesu niedokrwiennego mdzgowia s bardzo przydatne w badaniach biochemicznych
i patofizjologicznych, o tyle ich przydatno$¢ w badaniach nad nowymi lekami jest kwestionowana. W pracy oméwiono
najczes$ciej stosowane modele doswiadczalne procesu niedokrwiennego mézgowia, ich zalety i wady oraz przyczyny mozli-
wych rozbiezno$ci miedzy wynikami badan do$wiadczalnych i klinicznych.
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Unsatisfactory cerebral ischaemic stroke treatment make understanding of pathophysiology of this process and developing
effective therapies the focus of interest of many scientific disciplines. Both these goals can be achieved in the course of
basic and clinical research. A large body of information concerning this issue is controversial. Animal ischaemic models
seem to be a very useful tool for biochemical and pathophysiological research; however their employment in new drug
development research is widely questioned. In this report we discuss the most widely used experimental models of the
ischaemic stroke, their advantages and disadvantages, and possible reasons for discrepancy in results of basic and clinical
research.
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mi na zwierzetach. To ttumaczy potrzebe opraco-
wania do$wiadczalnych modeli procesu niedo-

Wstep

Znaczna czesto$¢ wystepowania niedokrwien-
nego udaru mézgu oraz ciagle jeszcze niezadowa-
lajace wyniki jego leczenia powoduja, ze badania
patofizjologii tego procesu oraz badania nowych
srodkéw terapeutycznych znajduja sie w centrum
zainteresowania specjalistow z wielu dziedzin me-
dycyny, reprezentujacych zar6wno dyscypliny teo-
retyczne, jak i kliniczne.

Nie mozna sobie wyobrazi¢ badan nad nowy-
mi lekami, ktére nie bylyby poprzedzone badania-
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krwiennego, ktére mozliwie najwierniej oddawa-
tyby warunki panujace w mézgowiu cztowieka.

Udar moézgu jest jedng z trzech najczestszych
przyczyn $mierci wéréd os6b dorostych. Przewa-
zajaca cze$¢ udarow moézgu (ok. 87%) ma charak-
ter niedokrwienny [1, 2-4]. AZ 65% z nich wyste-
puje w dorzeczu tetnicy §rodkowej mézgu, 2% —
tetnicy przedniej mézgu, 9% — tetnicy tylnej méz-
gu. Pozostata cze$¢ obejmuje udary w okolicy pnia
mozgowia lub wystepujace w obszarach polozo-
nych w zakresie unaczynienia kilku gtéwnych ga-
tezi tetniczych.

Patomechanizm udaréw niedokrwiennych ma
najcze$ciej podtoze zakrzepowe lub zatorowe albo
jest zwigzany ze skurczem naczyniowym [5]. Roz-
wijajace sie niedokrwienie moze mie¢ charakter
catkowity (globalny) lub czesciowy (ogniskowy
badz wieloogniskowy). Najczestsza przyczyna cal-
kowitego niedokrwienia to zatrzymanie akcji ser-
ca, wstrzas lub wzrost ciSnienia srédczaszkowego.
CzeSciowe niedokrwienie moze wystapi¢ w prze-
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biegu zakrzepu w zakresie okreslonego naczynia
mobzgowego (np. tetnicy srodkowej moézgu), sréd-
operacyjnego zamkniecia naczynia czy wreszcie
w przebiegu skurczu naczyniowego.

Prawidlowe funkcjonowanie tkanki nerwowej
zalezy od utrzymania w granicach normy dopty-
wu tlenu i glukozy [5]. Niedokrwienie prowadzi do
zmniejszenia ich zawarto$ci. Procesy molekular-
ne, wystepujace w przebiegu niedokrwienia, sa
konsekwencja spadku ilosci dostepnej energii [6, 7].
Powoduje to zwiekszanie uwalniania glutaminia-
nu i aktywacje jego receptoréw. W konsekwencji
dochodzi do depolaryzacji btony komérkowe;j
w okolicy niedokrwienia i rozprzestrzeniania sie
strefy uszkodzenia. To przyczynia sie do zmian ste-
zenia jonéw Na®, K¥, Ca®* i Cl” w przestrzeni ze-
wnatrz- i wewnatrzkomoérkowej. Rozwija sie obrzek
moézgu. Rezultatem wzrostu stezenia jonéw Ca®*
wewnatrz komérki jest aktywacja wielu enzyméw
(np. proteaz, endonukleaz, lipaz) oraz wzrost za-
warto$ci wolnych rodnikéw tlenowych. Prowadzi
to do uruchomienia mechanizméw molekularnych
koniczacych sie §miercig komérkowa, miedzy in-
nymi na drodze nekrozy badZ apoptozy [8, 9].
Przedstawione w pewnym skrécie procesy przebie-
gaja z okre$long dynamika i natezeniem, ktére
zaleza od charakteru niedokrwienia, czasu, jaki
uplynatl od jego rozpoczecia, a takze od lokalizacji
uszkodzonego obszaru.

Ze wzgledu na réznice czynnoéciowe i mor-
fologiczne oraz réznice w wielko$ci przepltywu
krwi obszar niedokrwienny mozna podzieli¢ na
trzy strefy: 1) strefe tagodnego niedokrwienia (ang.
benign oligemia), w ktérej mimo zmniejszonego
przeplywu kwi zostaje zachowana strukturalna
i czynno$ciowa integralno$¢ tkanki nerwowej; 2)
strefe potcienia (ang. penumbra), w ktérej zmniej-
szenie przeplywu krwi prowadzi do zaburzen
czynnos$ciowych mimo braku uszkodzenn samej
struktury; 3) strefe dokonanego zawatu (ang. ischa-
emic core), w ktorej doszto do nieodwracalnego
uszkodzenia struktury i funkcji mézgowia [2, 3].

Podatno$¢ na wystapienie niedokrwienia, jak-
kolwiek nie do konica wyjasniona, zalezy miedzy
innymi od dostepnosci energii, wielko$ci przemia-
ny metabolicznej, temperatury ciala, obecnosci
w organizmie okreslonych substancji o charakterze
neuroprotekcyjnym, a takze, przynajmniej w pew-
nym stopniu, od pochodzenia ewolucyjnego danej
struktury mézgowia [10]. Wiele rejoné6w mozgu
wykazuje zr6oznicowana tolerancje na niedokrwie-
nie. Jest ona najnizsza w sektorze CA1 hipokam-
pa, gdzie zmiany niedokrwienne zaczynaja sie juz
po 4 minutach. W innych rejonach mézgowia,

w warunkach normotermii, ognisko zawalowe po-
wstaje po 30-60 minutach niedokrwienia.

Skutki niedokrwienia sa zwigzane z charak-
terem zaburzen krazenia krwi, odpowiedzig stre-
sowa, peroksydacjg oraz aktywacjg okreslonych
genéw. Nalezy podkresli¢, ze uszkodzenie tkanki
nerwowej wynika zar6wno z samego niedokrwie-
nia, jak i nastepujacej po nim reperfuzji. Dlatego
modele oparte na zjawisku permanentnego niedo-
krwienia nasladuja udar bez reperfuzji (rzadziej
spotykany), natomiast modele czasowego niedo-
krwienia naéladujg przej$ciowe napady niedo-
krwienne, udary ze spontaniczna reperfuzjg lub
wywolang dziataniem lekéw (taki przebieg jest
blizszy warunkom klinicznym). Rezultatem czaso-
wego niedokrwienia jest nasilenie proceséw gliko-
lizy beztlenowej, kwasicy, fragmentacji DNA oraz
uwalniania glutaminianu, co zwieksza uszkodze-
nie w stosunku do spotykanego w przebiegu per-
manentnego niedokrwienia [3, 4].

Ogdlna charakterystyka
zwierzecych modeli doswiadczalnych

Glé6wnym celem kazdego doswiadczalnego
modelu procesu niedokrwiennego maézgowia jest
ograniczenie dostepu tlenu i glukozy do okreslo-
nego obszaru tkanki nerwowej. Idealny model po-
winien odpowiada¢ zmianom zachodzacym w or-
ganizmie pacjenta podczas udaru niedokrwienne-
go [3-5, 11, 12]. Powinien by¢ prosty do przepro-
wadzenia, malto inwazyjny, powtarzalny, wolny od
powiklan i mozliwy do zastosowania u wiecej niz
jednego gatunku zwierzat. Model ten powinien sie
takze charakteryzowaé niskimi kosztami oraz moz-
liwym do zaakceptowania naktadem pracy.

Gryzonie sg odpowiednie do badan dos§wiadczal-
nych nad niedokrwieniem mézgowia ze wzgledu na:
1) dobra znajomo$¢ ich proceséw fizjologicznych
oraz budowy anatomicznej; 2) schemat unaczynie-
nia mézgowia podobny jak u cztowieka; 3) tatwosc
hodowli, przy niewielkich kosztach; 4) mozliwos¢
ingerencji genetycznej; 5) spoleczna akceptacje
badan.

Tradycyjny podziat obejmuje modele doswiad-
czalne odtwarzajace warunki caltkowitego (global-
nego) oraz cze$ciowego (ogniskowego lub wielo-
ogniskowego) niedokrwienia [2, 3, 5, 12, 13]. Do-
datkowo, w kazdej z tych grup, mozna wyréznié¢
modele niedokrwienia czasowego i permanentne-
go. W tabeli I przedstawiono zestawienie najcze-
$ciej stosowanych modeli do§wiadczalnych proce-
su niedokrwiennego wraz z wybranymi publika-
cjami zawierajacymi ich charakterystyke.
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Tabela I. Wybrane zwierzece modele doswiadczalne udaru niedokrwiennego mézgowia

Table I. Selected experimental animals models of the brain ischaemia

Rodzaj niedokrwienia i model doswiadczalny
Type of cerebral ischaemia and experimental model

Wybrane publikacje
Selected references

Modele catkowitego niedokrwienia mézgowia
Models of the global brain ischaemia

Niedokrwienie in vivo
In vivo ischaemic models

Zatrzymanie akcji serca (roztwdr KCl)
Cardiac arrest (KCI solution)
Obnizenie ci$nienia tetniczego
Induced hypotension

Migotanie komér
Ventricular fibrillation

Podanie ptynu fizjologicznego do zbiornika wielkiego
Infusion of the physiological solution into the cisterna magna
Dekapitacja (preparaty izolowanego mézgowia)
Decapitation (isolated brain)

Zamknigcie gatezi fuku aorty
Occlusion of the branches of the arch of aorta

Zamknigcie aorty
Occlusion of aorta

Obustronne zamkniecie tetnic szyjnych wewnetrznych
Bilateral occlusion of the internal carotid arteries

Zamknigcie tetnic szyjnych wewnetrznych i kregowych
Occlusion of the internal carotid and vertebral arteries

Niedokrwienie in vitro
In vitro ischaemic models

Hodowle komérkowe
Cell cultures

Skrawki mézgowia
Brain slices

Myers i Yamaguchi 1977 [14], Blomqvist i Wieloch 1985 [15]

Brierley i wsp. 1969 [16]

Hossmann i Hossmann 1973 [17]

Siesjo i Zwetnow 1970 [18]

Krieglstein i wsp. 1972 [19]

Korpatchev i wsp. 1982 [20]

Wade i wsp. 1975 [21]

Barone i wsp. 1993 [22], Mitsufuji i wsp. 1996 [23]

Pulsinelli i Brierley 1979 [24]

Goldberg i Choi 1993 [25], Vornow i wsp. 1994 [26]

Dong i wsp. 1988 [27]

Modele czgsciowego niedokrwienia mézgowia
Models of the focal brain ischaemia

Zamknigcie tetnicy szyjnej wspéinej
Occlusion of the common carotid artery
Zamknigcie tetnicy Srodkowej mézgu:
Occlusion of the middle cerebral artery:

* dostep przezoczodofowy
intraorbital approach

* dostep przezczaszkowy
transcranial approach

* dostep wewnatrznaczyniowy, z zastosowaniem
monofilamentowej nici chirurgicznej
intravascular approach with the monofilament surgical thread

Zastosowanie skrzepliny wiasnej krwi zwierzecia do wytworzenia zatoru
Autologous intravascular clot embolism

Zastosowanie materiatu syntetycznego do wytworzenia zatoru
Intravascular embolism with synthetic material

Wytworzenie skurczu naczyniowego (endotelina 1)
Vasospasm (endothelin 1)

Obliteracja naczyn wiosowatych:
Capillaries obliteration:

* zastosowanie endoteliny 1
with endothelin 1

* zastosowanie fototrombozy
with photothrombosis

Levine i Payan 1966 [28]

0'Brien i Waltz 1973 [29]
Arsava i wsp. 2009 [30]

Koizumi i wsp. 1986 [31], Longa i wsp. 1989 [32],
Connolly i wsp. 1996 [33]

Kudo i wsp. 1982 [34]
Lauer i wsp. 2002 [35], Purdy i wsp. 1989 [36],

Yang i wsp. 2002 [37]
Sharkey i wsp. 1993 [38]

Agnati i wsp. 1991 [39]

Watson i wsp. 1985 [40], Matsuno i wsp. 1993 [41],
Schroeter i wsp. 2002 [42]
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Warunki patofizjologiczne odtwarzane
przez wybrane modele doswiadczalne
i ich przydatnos¢ w planowanych badaniach

Kazdy z przedstawionych modeli doswiad-
czalnych odtwarza, w bardziej lub mniej doskonaly
sposéb, warunki procesu patologicznego wystepu-
jacego w mdézgowiu pacjenta podczas udaru nie-
dokrwiennego. Globalne niedokrwienie mézgowia
moze zosta¢ wywolane przerwaniem akcji serca
(np. poprzez migotanie komér) czy uciskiem me-
chanicznym wielkich naczyn na szyi lub we wne-
trzu klatki piersiowej [17, 20-23]. Mozna je takze
wywotaé przez zamkniecie tetnic szyjnych we-
wnetrznych oraz tetnic kregowych lub podajac
plyn fizjologiczny do zbiornika wielkiego, w celu
zwiegkszenia ci$nienia §rodczaszkowego [18, 24].
Mozna je réwniez uzyskac poprzez izolacje mézgo-
wia zwierzecia (dekapitacje) [19]. Przedstawiona
wyzej grupa modeli doswiadczalnych znajduje
zastosowanie w badaniach zmian zachodzacych
w mézgowiu po catkowitym zatrzymaniu krgzenia
(ang. cardiac arrest), a takze w badaniach zmian
poresuscytacyjnych oraz badaniach lekéw neuro-
protekcyjnych.

Do niewatpliwych zalet tego rodzaju modeli
naleza: mozliwos¢ wywotania niedokrwienia w stru-
kturach potozonych poza obszarem unaczynienia
tetnicy szyjnej wewnetrznej, mozliwo$¢ oceny
zmian zachodzacych jednoczasowo w réznych
(odlegltych od siebie) strukturach osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN), a takze mozliwo$¢ wy-
tworzenia jednakowych pod wzgledem bioche-
micznym i patofizjologicznym warunkéw niedo-
krwienia w calym mézgowiu.

Gléwna wada modeli nalezacych do tej grupy
polega na tym, ze zaburzenia funkcji uktadu kra-
zenia (np. zatrzymanie akcji serca) wplywaja jed-
noczes$nie na funkcje innych narzadéw, co niewat-
pliwie wywiera istotny wptyw na charakter zmian
w strukturach OUN. Ponadto dltugos¢ niedokrwie-
nia mézgowia zwykle znacznie przekracza czas
zatrzymania akgcji serca i nie moze by¢ precyzyj-
nie kontrolowana. Istotne znaczenie ma rowniez
wysoka $miertelnosé¢ zwierzat doswiadczalnych,
a takze konieczno$¢ zapewnienia bardzo praco-
chtonnego monitoringu podstawowych parame-
tréw fizjologicznych w przebiegu pooperacyjnym
(stan po resuscytacji). Zdecydowanie zwieksza to
czasochlonno$c¢ i koszty badan.

CzeSciowe niedokrwienie mézgowia wywoluje
sie przede wszystkim przez zewnatrz- lub we-
wnatrzczaszkowe zamkniecie tetnicy §rodkowej
moézgu. W przypadku wyboru pierwszej metody
powszechnie stosowanym sposobem jest wprowa-

dzenie monofilamentowej nici chirurgicznej (o gru-
bosci 4-0 u szczura lub 6-0 u myszy) poprzez
kikut tetnicy szyjnej zewnetrznej lub poprzez tet-
nice szyjng wspolna i umieszczenie jej zaokraglo-
nego konca w miejscu podziatu tetnicy szyjnej we-
wnetrznej na tetnice srodkowa mézgu oraz tetnice
przednia mézgu [31-33]. Odleglos¢ od miejsca
wprowadzenia nici do naczynia do miejsca podzia-
tu tetnicy szyjnej wewnetrznej wynosi zazwyczaj
17-22 mm u szczura, a 9-12 mm u myszy. Umoz-
liwia to wywolanie niedokrwienia w okolicy czo-
fowo-ciemieniowej kory oraz w bocznej czesci
prazkowia. Jak wykazano w licznych badaniach,
grubosc¢ nici, gtebokos¢ jej wprowadzenia, a takze
pokrycie jej powierzchni smarem silikonowym lub
poli-L-lizyna $cisle sie wiazg z wielkoscig wytwo-
rzonego obszaru niedokrwiennego [43, 44].

Do najwazniejszych zalet tej metody naleza
duza powtarzalnosé uzyskanych wynikéw, stosun-
kowo krétki czas wykonania zabiegu, a takze moz-
liwos¢ unikniecia kraniotomii. W modelu tym za-
zwyczaj dochodzi do wytworzenia stosunkowo
duzego obszaru poélcienia (penumbry).

Wada tej metody jest brak bezposredniej kon-
troli nad polozeniem szwu, mozliwosé¢ perforacji
naczynia i wytworzenia krwawienia podpajeczy-
néwkowego, duza objeto$¢ obszaru niedokrwienia
(dorzecza tetnicy srodkowej i przedniej mézgu),
a takze czesta hipertermia wynikajaca z uszkodze-
nia podwzgérza. Co bardzo wazne, model ten od-
zwierciedla proces patofizjologiczny odmienny od
zachodzacego w trakcie udaru na podlozu zakrze-
powym, ze wzgledu na gwaltowny charakter za-
mkniecia naczynia wprowadzong nicia chirur-
giczng. Mimo pewnych zastrzezen model ten jest
odpowiedni do badania przydatno$ci nowych le-
kéw neuroprotekcyjnych.

W przypadku wyboru drogi wewnatrzczaszko-
wej zamyka sie tetnice srodkowa moézgu na po-
wierzchni mézgowia za pomoca bardzo cienkiej nici
chirurgicznej (11-0) lub odpowiedniej wielkosci
zacisku naczyniowego badZ bezposrednio uciska-
jac naczynie odpowiednio przygotowana szklana
pipeta [30]. Do rzadziej stosowanych obecnie me-
tod nalezy zamkniecie tetnicy srodkowej mézgu po
dotarciu do niej droga przezoczodotowa [29].

Do zalet metody bezposredniego zamkniecia
tetnicy srodkowej mézgu nalezy duza powtarzal-
nos$¢ wynikéw, a szczegélnie wielkosci i potoze-
nia obszaru niedokrwienia. Co wazne, mozna
w sposOb wybidrczy dokonywaé zamkniecia bliz-
szego lub dalszego odcinka naczynia, prowadzac
do wytworzenia niedokrwienia odpowiednio w ob-
rebie struktur podkorowych oraz kory mézgu lub
wylacznie w obszarach korowych. Ponadto moz-
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na dowolnie regulowaé¢ dlugosé okresu niedo-
krwienia, co stanowi niewatpliwa zalete.

Wada metody wewnatrzczaszkowego za-
mkniecia tetnicy sSrodkowej mézgu jest mozliwosé
tatwego uszkodzenia powierzchni kory, wywola-
nia krwawienia podpajeczynéwkowego oraz ko-
nieczno$¢ dobrego opanowania podstawowych
zasad techniki mikrochirurgiczne;j.

Przedstawione wyzej modele obliteracji tetni-
cy $rodkowej mézgu znajduja zastosowanie w od-
tworzeniu warunkéw panujacych podczas czaso-
wego lub permanentnego zamkniecia naczynia, na
przyktad w przebiegu zabiegu operacyjnego lub
(z pewnymi zastrzezeniami) podczas zatoru tet-
niczego. Opisane modele sa przydatne do badan
nad lekami neuroprotekcyjnymi (w potaczeniu
z lekami trombolitycznymi) [11, 12].

Odrebng grupe stanowia modele oparte na
wewnagtrznaczyniowym wytworzeniu zakrzepu
krwi lub powstaniu zatoru tetniczego wskutek
wstrzykniecia skrzepu krwi lub materialu synte-
tycznego, takiego jak kolagen, silikon, srebrne mi-
krosfery [34-37].

Wytworzenie obszaru niedokrwienia metoda
fototrombozy polega na podaniu do uktadu naczy-
niowego barwnika (np. r6zu bengalskiego), a na-
stepnie naswietlaniu §wiatlem lasera o okreslonej
dtugosci fali wybranego rejonu czaszki lub dorze-
cza odstonietej tetnicy srodkowej mézgu [40-42].
Prowadzi to do ograniczonego uszkodzenia $réd-
blonka naczyniowego, a w konsekwencji — akty-
wacji ukladu krzepniecia oraz agregacji plytek krwi
zamykajacych $wiatto naczynia.

Niewatpliwa zaleta tego modelu jest duze po-
dobienstwo do procesu zakrzepowego, wystepuja-
cego w warunkach klinicznych. Model ten jest sto-
sunkowo prosty do wykonania pod wzgledem tech-
nicznym oraz nie wymaga wykonania kraniotomii,
a dzieki temu jest mato inwazyjny.

Do wad tej grupy modeli nalezy zaliczy¢ ko-
niecznos$¢ uwzglednienia r6znic miedzygatunko-
wych w dzialaniu uktadu krzepniecia, gwaltowny
charakter powstawania zmian zakrzepowych,
a takze brak pelnej kontroli nad rozlegtoscia ob-
szaru zawalowego i zwiazana z tym mala powta-
rzalnos$é¢ wynikéw. W swej klasycznej, pierwotnej
formie model oparty na zjawisku fototrombozy
pozwalal wytworzy¢ obszar niedokrwienny, po-
zbawiony strefy péicienia. Po wprowadzeniu mo-
dyfikacji (wytworzenie obszaru uszkodzenia
o ksztalcie pierscienia; ang. ring model) wade te
wyeliminowano.

Grupa modeli oparta na wytworzeniu zakrze-
pu jest szczegdlnie przydatna w badaniach nowych
lekéw trombolitycznych, fibrynolitycznych i neu-

roprotekcyjnych, a takze w badaniach patofizjolo-
gii procesu trombolitycznego [2, 3, 5, 13].

Wewnatrznaczyniowe lub §rédmézgowe poda-
nie peptydu naczyniowego endoteliny 1 prowadzi
do silnego skurczu naczyniowego, co powoduje
powstanie ogniska niedokrwiennego [38, 39].

Gléwna zaleta tej metody jest mata inwazyj-
no$¢ oraz dobra kontrola potozenia ogniska niedo-
krwienia. Model ten jest przydatny w badaniu od-
powiedzi astrocytarnej na proces niedokrwienny
oraz do oceny regeneracji aksonalne;j.

Modele niedokrwienia in vitro, prowadzone
w warunkach hodowli komérkowych, pozwalaja
na kontrolowanie sktadu otaczajacego srodowiska,
a w szczegblnosci ograniczania w spos6b kontro-
lowany dostepu glukozy i tlenu (OGD, oxygen-glu-
cose deprivation model) [25-27, 45]. Wadg tej gru-
py modeli jest konieczno$¢ utrzymywania tkanek
w Srodowisku, ktérego sktad jest czesto odmienny
od skltadu pltynéw wystepujacych w przestrzeni
zewnatrzkomérkowej, a takze narazenie komorek
na niekontrolowane uszkodzenie, takze niedo-
krwienne, podczas pobierania materiatu.

Czynniki mogace wptywac na wynik badan
z zastosowaniem doswiadczalnych modeli
udaréw niedokrwiennych mézgowia

Warunki anatomiczne
— budowa kola tetniczego mozgowia

Gatunki ssakéw wykorzystywanych do badan
doéwiadczalnych odznaczaja sie duzymi réznica-
mi w uksztaltowaniu kota tetniczego mézgowia.
Dotycza one przede wszystkim budowy gatezi na-
czyniowych tetnicy szyjnej wewnetrznej oraz ukta-
du kregowo-podstawnego, a takze potaczenia mie-
dzy obu uktadami, za posrednictwem tetnic tacza-
cych tylnych i blizszych odcinkéw tetnic tylnych
mozgu [46]. Réznice te musza by¢ uwzgledniane
przy planowaniu badan do$wiadczalnych na réz-
nych gatunkach zwierzat.

U gryzoni (np. szczuréw) wystepuja bardzo sil-
nie rozwiniete tetnice fgczace tylne, co sprawia, ze
prawie 60% objetoséci krwi docierajacej do mézgowia
pochodzi z uktadu kregowo-podstawnego [2—4, 46].
U krolika wystepuje zréwnowazony typ budowy kota
tetniczego mézgowia. Dalszy odcinek tetnicy tylnej
mozgu powstaje z rownomiernie uksztaltowanego
polaczenia tetnicy taczacej tylnej i blizszego odcin-
ka tetnicy tylnej mézgu. Podobny typ budowy kota
tetniczego moézgowia jest spotykany u ssakéw dra-
pieznych (np. kota). U ssakéw kopytnych (np. owcy)
W unaczynieniu mézgowia zaznacza si¢ przewaga
uktadu tetnic szyjnych wewnetrznych [46].
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U $wini stwierdzono wystepowanie tak zwa-
nej sieci dziwnej (lac. rete mirabile) zaopatrywa-
nej w krew przez tetnice gardlowa wstepujaca
i tetnice szyjna wewnetrzna, co szczegblnie utrud-
nia wywolanie niedokrwienia mézgowia [47].

Szczegélnym uksztaltowaniem ukladu tetni-
czego moézgowia odznaczaja sie myszoskoczek
(ang. gerbil) oraz niektére gatunki myszy, u ktérych
zazwyczaj nie wystepuja tetnice laczace tylne,
a tym samym nie mozna moéwi¢ o istnieniu kregu
tetniczego mézgowia [28, 48]. Taki typ budowy
uktadu naczyniowego moze sprzyja¢ wytwarzaniu
w warunkach do$wiadczalnych niedokrwienia
w dorzeczu tetnicy szyjnej wewnetrznej lub ukla-
du kregowo-podstawnego.

Podsumowujgc przytoczone dane z zakresu
anatomii poréwnawczej ukltadu naczyniowego,
warto podkresli¢ znaczenie wlasciwego wyboru
gatunku zwierzecia do planowanego rodzaju badan.

Monitorowanie parametréow fizjologicznych

Podstawa uzyskania wiarygodnych wynikéw,
dajacych sie poréwnaé z wynikami badan klinicz-
nych, jest doktadne monitorowanie okreslonych
parametréow fizjologicznych.

Niemal wszyscy autorzy zdecydowanie pod-
kreslaja konieczno$¢ dokladnego monitorowania
takich parametréow, jak: wielko§¢ mézgowego prze-
plywu krwi, temperatura wewnetrzna ciata, steze-
nia O,, CO, i glukozy w surowicy, ci$nienie tetni-
cze [5, 11-13, 49].

Niekorzystny wplyw hipertermii na przebieg
udaru niedokrwiennego wykazano zar6wno w wa-
runkach doswiadczalnych, jak i klinicznych.
Hipotermia natomiast dziata korzystnie w warun-
kach doswiadczalnych, jednak nie potwierdzono
jednoznacznie jej pozytywnego efektu w warun-
kach klinicznych [50]. Hiperglikemia wywiera
negatywny wplyw na przebieg niedokrwiennego
udaru mézgu, zar6wno w warunkach doswiadczal-
nych, jak i klinicznych. Szczegélnie niekorzystnie
wplywa na rokowanie w przypadku niedokrwie-
nia z nastepujaca reperfuzjg [49, 51].

Kompleksowa ocena wynikéw

Ocena wynikéw uzyskanych za pomoca wy-
branych modeli doswiadczalnych powinna mieé
charakter wielokierunkowy. Powinna dotyczy¢
przede wszystkim precyzyjnego okreslenia stanu
czynno$ciowego (neurologicznego) zwierzat [52] —
nie tylko ich sprawnosci czuciowo-ruchowej, lecz
takze zdolnosci poznawczych, pamieci i uczenia
sie [63-55]. Badania te nalezy przeprowadzi¢ kil-
kakrotnie w r6znych odstepach czasu po wystapie-
niu niedokrwienia.

Przyzyciowa ocena ewolucji procesu niedo-
krwiennego za pomoca nieinwazyjnych technik
obrazowania to istotne uzupelnienie badan czyn-
nosciowych, pozwalajace na okreslenie lokalizacji
i dynamiki zmian.

Metoda pozytronowej tomografii emisyjnej
(PET, positron emission tomography) pozwala
wprawdzie na zdefiniowanie obszaru dokonanego
zawalu (zmniejszone zuzycie glukozy i tlenu) oraz
strefy pélcienia (wzrost zuzycia glukozy i wspélczyn-
nika ekstrakcji tlenu) [56], jednak — ze wzgledu
na mniejsza zdolno$¢ rozdzielczg — nie pozwala
na tak precyzyjne okreslenie granic tych obszaréw,
jak metody biochemiczne. Stanowi to pewne ogra-
niczenie, szczegolnie w odniesieniu do mézgowia
matych zwierzat [3].

Metoda rezonansu magnetycznego (MRI, ma-
gnetic resonance imaging) to powszechnie uznany
sposob okreslenia zasiegu obszaréw niedokrwienia,
takze w warunkach do$wiadczalnych. Obszarowi
zawalu, wraz z towarzyszacym obrzekiem, moze
odpowiadaé¢ zmniejszona warto$¢ wspélczynnika
dyfuzji (ADC, apparent diffusion coefficient) oraz
zwiekszona intensywno$¢ sygnatu w obrazowaniu
technika dyfuzyjna (DWI, diffusion-weighted MR
images) [2—4, 57]. Strefa pélcienia jest obszarem
zmniejszonego przeptywu krwi, co moze sie prze-
jawia¢ zmniejszong intensywnos$cia sygnalu w ob-
razowaniu technikg perfuzyjna (PWI, perfusion-
-weighted MR images) [58].

Wielko$¢ i lokalizacje obszaru niedokrwien-
nego powinno sie takze oceni¢ metodami bioche-
micznymi. Metoda bioluminescencji pozwala na
pomiar zawartoéci okreslonych metabolitéw, ta-
kich jak na przyktad ATP, glukoza i mleczany w ob-
szarze niedokrwienia, na podstawie reakcji enzy-
matycznej zachodzacej z ich udziatem, podczas
ktérej dochodzi do emisji swiatta o okreslonych
parametrach fizycznych [59-61]. Jego intensyw-
no$¢ jest zwigzana z zawarto$cig badanych sub-
stancji. Metode te mozna wykorzysta¢ do okresle-
nia strefy dokonanej martwicy (spadek zawartosci
ATP) i strefy pélcienia (kwasica, zmniejszenie in-
tensywno$ci syntezy biatka) [2—4].

Metoda fluorescencyjna pozwala okresli¢ gra-
dient pH w rejonie niedokrwienia, co poérednio
wskazuje na lokalizacje obszar6w o najwiekszym
stopniu przemian beztlenowych [62].

Mapowanie ekspresji genéw (m.in. takich ge-
néw wezesnej odpowiedzi, jak c-fos, c-jun, junB;
genow odpowiedzi stresowej, np. hsp70) moze by¢
przydatne miedzy innymi do okreélenia zasiegu
strefy pélcienia [6, 63, 64].

Opisane wyzej badania powinny by¢ uzupel-
nione ocena dokonang metodami histologicznymi.
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Istotne znaczenie ma okreslenie wielkosci obsza-
ru uszkodzenia metodami morfometrycznymi,
a takze jakos$ciowa i iloSciowa ocena uszkodzenia
(Smierci) neuronéw za pomoca barwienia znacz-
nikiem Fluoro-Jade, metodg TUNEL (ang. terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick-
-end-labeling) lub za pomoca 2,3,5-chlorku trife-
nylotetrazolowego (TTC, 2,3,5-triphenyltetrazo-
lium chloride) [3, 9, 65-67].

Istotnym problemem w obiektywnej ocenie
niedokrwienia jest ciggly i bardzo dynamiczny cha-
rakter zmian wielko$ci obszaru tagodnego niedo-
krwienia, strefy p6icienia i obszaru dokonanej mar-
twicy [2, 3, 5, 49]. W zwiazku z tym wazne jest, aby
ocena procesu niedokrwiennego metodami przyzy-
ciowymi byta powtarzana, miala charakter wielo-
kierunkowy oraz aby byla przeprowadzona kom-
pleksowo u wszystkich osobnikéw badanej grupy.

Nalezy podkresli¢, ze wielokrotnie stwierdza-
no brak scistej zaleznosci miedzy dynamika zmian
w obszarze niedokrwiennym a dynamikg zmian
stanu neurologicznego zwierzecia [68]. Ponadto
poszukiwanie zbyt bliskiej analogii w dynamice
zmian stanu neurologicznego zwierzat doswiad-
czalnych i pacjentéw, bedacych przedmiotem oce-
ny klinicznej, jest wielkim i nieuprawnionym
uproszczeniem, ktére moze prowadzi¢ do btednych
wnioskow.

Rozbieznosci migdzy wynikami
badan doswiadczalnych i klinicznych

Mimo coraz lepszego zrozumienia istoty pro-
cesow patofizjologicznych, lezacych u podtoza
udaru niedokrwiennego, jego mechanizmy regula-
cyjne nie zostaly jeszcze catkowicie zbadane. Moz-
liwo$¢ ingerencji w przebieg samego udaru $rod-
kami terapeutycznymi (farmakologicznymi) jest,
jak dotychczas, niewystarczajaca.

Zwierzece modele niedokrwienne odegraty
bardzo wazna role w zrozumieniu podstaw patofi-
zjologii procesu niedokrwienia mézgowia, jednak
ich udzial w badaniach nad nowymi lekami wy-
korzystywanymi w terapii udaru niedokrwienne-
go jest zdecydowanie niezadowalajacy [68-71]. Co
ciekawe, wyniki badan doswiadczalnych, prowa-
dzonych na przedstawicielach wielu gatunkow
ssakéw, w bardzo wielu przypadkach nie kore-
sponduja z wynikami uzyskanymi w trakcie badan
klinicznych. Bardzo czesto pozytywne rezultaty
badan nowych lekéw przeprowadzone w warun-
kach doswiadczen na modelach zwierzecych nie
sq potwierdzane w prébach klinicznych.

Ta do$¢ czesto spotykana sytuacja doprowa-
dzita niektérych autoré6w do wniosku o nieprzy-

datnosci zwierzecych modeli do§wiadczalnych do
celow klinicznych. Nasuwa sie zatem pytanie, czy
modele do§wiadczalne procesu niedokrwiennego
modzgowia sg przydatne, czy jest sens prowadzi¢
tego typu badania oraz co jest przyczyna tak istot-
nych réznic w wynikach uzyskanych na poziomie
badan doswiadczalnych i klinicznych. Mimo kwe-
stionowania znaczenia zwierzecych modeli do§wiad-
czalnych w badaniach nad nowymi lekami, szcze-
gblnie o dzialaniu neuroprotekcyjnym, od wielu lat
sg one niezastapione i ciagle udoskonalane.
Sposréd wielu mozliwych przyczyn rozbiez-
nosci w wynikach badan do$wiadczalnych i kli-
nicznych najistotniejsze znaczenie wydaja sie mie¢
przyczyny zwiazane z podawaniem leku. Zdaniem
niektérych autoréw leki stosowane w badaniach
klinicznych bardzo czesto nie sa podawane w spo-
s6b identyczny, jak w badaniach doswiadczalnych
na zwierzetach [49]. Dotyczy to przede wszystkim
dawki leku. Osiaggniecie efektu terapeutycznego
(neuroprotekcyjnego) w badaniach klinicznych
wymaga czesto zastosowania duzej dawki, po kto-
rej ujawniaja sie niepozadane dziatania leku, co
uniemozliwia jego dalsze podawanie. Ponadto bar-
dzo czesto w przypadku permanentnego niedo-
krwienia efekt neuroprotekcyjny jest osiggany po
podaniu wiekszej dawki leku niz w przypadku nie-
dokrwienia czasowego. Nie zawsze jest to mozli-
we do osiagniecia w warunkach klinicznych [49,
68]. Kolejny istotny problem wynika z réznic
w dlugosci tak zwanego okna terapeutycznego. Po-
jecie to oznacza czas uplywajacy od momentu wy-
stapienia objawéw u pacjenta do chwili podania
leku, a w warunkach doéwiadczalnych — czas
uplywajacy od wywolania niedokrwienia do poda-
nia badanego preparatu. Biorac pod uwage ten bar-
dzo istotny warunek, nalezy tak planowa¢ badania,
aby lek o okreslonym oddziatywaniu biochemicz-
nym byl stosowany doktadnie w czasie, w ktérym
kontrolowane przez niego mechanizmy sg aktywo-
wane w obszarze niedokrwienia. Wynika z tego
konieczno$¢ bardzo rygorystycznego doboru okres-
lonej grupy pacjentéw do badan klinicznych
(w praktyce badania preparatéw o krétkim oknie
terapeutycznym sa bardzo trudne do zrealizowa-
nia) lub takiego zaplanowania zwierzecego mode-
lu do$wiadczalnego, aby uwzgledniat diuzej trwa-
jace procesy biochemiczne (badania preparatéw
o dlugim oknie terapeutycznym sa tatwiejsze do
zrealizowania w warunkach klinicznych). Uwzgle-
dnienie tych wymogéw podczas planowania badan
doswiadczalnych na zwierzetach oraz dalszych
badan w fazie klinicznej moze pozwoli¢ na uzy-
skanie wiarygodnych i korespondujacych ze soba
wynikéw oraz moze przyczyni¢ sie do wprowadze-
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nia nowych érodkéw terapeutycznych do praktyki
kliniczne;j.

Ponadto r6znice miedzy wynikami uzyskany-
mi w warunkach do$wiadczalnych i klinicznych
mogg wynikac z trzech przyczyn: nieprawidtowego
wyboru modelu doswiadczalnego, niewlasciwej
metody oceny wynikéw, blednej interpretacji otrzy-
manych rezultatéw [3, 4].

Jak dobieraé modele doswiadczalne?

Nie popelniajgc btedu, mozna stwierdzi¢, ze
nie ma jednego doskonatego modelu doswiadczal-
nego procesu niedokrwienia. Powszechnie stosu-
je sie modele polegajace na zamknieciu tetnicy
srodkowej mézgu (tab. I). Stuza one zazwyczaj do
badania procesé6w patofizjologicznych oraz testo-
wania nowych lekéw neuroprotekcyjnych. Dobra
kontrole wielkosci obszaru niedokrwiennego za-
pewniajg modele oparte na zjawisku fototrombo-
zy lub podaniu endoteliny 1. Sg one przydatne do
badania odleglych skutkéw niedokrwienia, a tak-
ze proces6w naprawczych.

Badania do$wiadczalne mogg dostarczy¢ po-
zytecznych wynikéw, ktére mozna przenie$é na
warunki kliniczne jedynie wtedy, gdy model do-
$wiadczalny wiernie odtworzy warunki patofizjo-
logiczne panujace w organizmie chorego.

Na podstawie krytycznej analizy wynikéw
uzyskanych w badaniach prowadzonych na zwie-
rzecych modelach do§wiadczalnych oraz wynikéw
pochodzacych z badan klinicznych okreslono pod-
stawowe warunki, ktére powinny by¢ spelnione
w celu poréwnania uzyskanych danych i wycia-
gniecia uzytecznych wnioskéw.

Warunki te opracowano na podstawie reko-
mendacji udzielonej przez grupe Stroke Therapy
Academic Industry Roundtable (STAIR) w 1999 ro-
ku [72]. Wedtug tych ustalen istotne znaczenie
ma dobér odpowiedniej dawki leku oparty na ob-
serwacji efektow jego dziatania oraz na ocenie jego
stezenia w surowicy. Nie mniej wazne jest okres-
lenie dlugosci tak zwanego okna terapeutycznego,
ktéra moze sie r6zni¢ w warunkach czasowego
i permanentnego niedokrwienia. Bardzo istotne
znaczenie dla powtarzalnodci wynikéw ma row-
niez monitoring wybranych parametréw fizjolo-
gicznych. Ocena powinna by¢ prowadzona na pod-
stawie badan randomizowanych, przeprowadzo-
nych metoda §lepej proby, o odpowiedniej liczeb-
nos$ci. Konieczna jest obiektywna ocena wielkosci
obszaru niedokrwiennego oraz wykonanie badan
czynno$ciowych (w tym testow behawioralnych),
przeprowadzonych we wczesnym i odleglym okre-
sie obserwacji. Zaleca sie doswiadczenia z perma-

nentnym zamknieciem tetnicy §rodkowej mézgu
u przedstawicieli gatunkéw matych gryzoni. Nalezy
réwniez przeprowadzi¢ badania u przedstawicieli
gatunkow wiekszych ssakéw (np. Naczelnych),
w przypadku oceny lekéw reprezentujacych nowe
klasy.

Ponadto, zdaniem wielu autoréw, przed przej-
$ciem do fazy klinicznej skutecznosé¢ danego pre-
paratu nalezy dodatkowo potwierdzi¢ w modelach
opartych na permanentnym i czasowym zamknie-
ciu naczyn, z uwagi na istotne réznice patofizjolo-
giczne w obu typach niedokrwienia. Wyniki musza
by¢ poddane ocenie histologicznej, co potwierdzi
ich dziatanie neuroprotekcyjne zar6wno w obsza-
rach korowych, jak i podkorowych (istota biata).
Istotne jest takze, aby badany preparat wykazywat
skuteczno$é¢ w monoterapii [49].

Podsumowujac, nalezy przypuszczaé, ze mi-
mo licznych zastrzezen i ograniczen zwierzece
modele do§wiadczalne procesu niedokrwiennego
moézgowia pozostang niezastgpionym narzedziem
w badaniach podstawowych, dotyczacych patome-
chanizmu samego zjawiska, jak réwniez beda spet-
nia¢ istotng role w weryfikacji przydatnosci no-
wych lekéw do dalszych badan klinicznych.
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