NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu .Rola hiperhomocysteinemii w chorobie Alzheimer’a
2.Czas trwania projektu 1.05.2019 -30.04.2024

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): AD, hiperhomocysteinemia, modele zwierzece,
neurodegeneracja, funkcje poznawcze

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) B. Badania translacyjne
lub stosowane

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 produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, 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 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.

Homocysteina (Hcy) jest aminokwasem niebiatkowym, ktory powstaje jako jeden z przej$ciowych
produktow metabolizmu metioniny, dostarczanej w diecie. Jej nadmierne st¢zenie we krwi
(hiperhomocysteinemia, HHcy) jest stwierdzonym czynnikiem ryzyka choréb uktadu naczyniowo-
sercowego oraz chorob neurodegeneracyjnych tj. choroba Alzheimer’a (AD). Jeden z metabolitow Hcy,
Hcy-tiolakton (HTL) modyfikuje biatka w procesie N-homocysteinylacji. N-Hcy-biatka traca swoje
funkcje i nabywaja tendencji do agregacji. Gtéwna hipoteza, ktora pragniemy zweryfikowa¢ zaktada, ze
HHcy promuje chroniczny stan zapalny w mézgu oraz obniza autofagi¢, proces, w ktérym usuwane sa
zniszczone badz niefunkcyjne biatka lub zbgdne elementy komorki.

Korzystajac z modeli myszy, w ktoérych deaktywowane sg enzymy detoksykujace szkodliwy HTL oraz z
modeli AD, bedziemy bada¢ mechanizmy toksyczno$ci homocysteiny i jej metabolitow, glownie ich




udziat w patologii uktadu nerwowego.

Badania zmian proteomu mozgu myszy, jak rowniez analiza poszczegélnych proceséw takich jak
indukcja stanu zapalnego, odpowiedz immunologiczna oraz autofagia w HHcy i AD przeprowadzone
zostang na tkankach mézgu post mortum W testach behawioralnych, ktoérych dotkliwo$¢ jest tagodna
(labirynt Y, rozpoznawanie nowego obiektu) do umiarkowanej (labirynt Morrisa), zbadamy wplyw
HHcy na uczenie si¢ i zapamigtywanie. Dzigki takiemu podejsciu polaczymy konkretne zmiany
zaobserwowane na poziomie bialek w moézgu spowodowane HHcy z obserwowanymi odchyleniami
funkcji poznawczych analizowanych myszy.

Myszy odczuwa¢ bedg umiarkowany dystres w trakcie prowadzenia procedur, natomiast wyniki
uzyskane dzigki zastosowaniu ww modeli w proponowanych badaniach, poza wyjasnieniem
podstawowych aspektow wpltywu Hcy na zmiany w proteomie mozgu oraz zmiany funkcji
poznawczych, pozwola na okreslenie szlakow i mechanizméw lezacych u podstaw zwiazku HHcy z
choroba Alzheimer’a i innymi chorobami neurodegeneracyjnymi. Znalezienie i potwierdzenie
mechanizmow rozwoju AD jest podstawa do opracowywania diagnostyki i terapii.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W analizach wykorzystanych bgdzie 480 myszy (240 samcow i 240 samic), po 10 osobnikéw z kazdej pici z 12
genotypow w 2 grupach testowych

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

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




ZASADA ZASTAPIENIA:

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym w
bazach danych PubMed, Ebsco, Web of Science (JCR ), Google Scholar, Science Direct, Wiley, stosujac stowa
kluczowe: mouse/hyperhomocysteinemia/high Met diet/ AD models/tiolactonase/ mTOR//inflamation/autophagy/
cognitive function. Zaplanowanego badania nie mozna przeprowadzi¢ w warunkach hodowli komérkowych lub
tkankowych in vitro ani za pomocg symulacji komputerowych in silico, poniewaz zaden z tych modeli nie jest w
stanie odtworzy¢ modelu fizjologicznego. Dodatkowo, z uwagi na niepokrywajace si¢ spektrum charakterystyki
planowanych modeli zwierzecych tylko taczne ich wykorzystanie w tych badaniach pozwoli na catosciowa
analize zmian wywotanych HHcy, prawidlowa ich analize i w potaczeniu z badaniami molekularnymi na
okreslenie mechanizmow toksycznosci HTL w AD. Nie ma danych w literaturze $wiadczacych, ze
przeprowadzono badania dotyczace wptywu hiperhomocysteinemii indukowanej zaréwno genetycznie jak i
dietetycznie w modelach AD na funkcje poznawcze, tworzenie pamigci i uczenie si¢. Zaplanowane badania
wedtug naszej najlepszej wiedzy sa prowadzone pierwszy raz na swiecie.

ZASADA OGRANICZENIA

W doswiadczeniu zostang wykorzystane wylacznie zwierzgta hodowlane Liczebno$¢ grup zostata
sumiennie przeliczona przy pomocy metody kalkulacji zasobu wg Charan and Kantharia, ktorej
wynikiem jest najnizsza z mozliwych liczba zwierzat w doswiadczeniu, dla ktorych wyniki
przeprowadzonych badan bedg statystycznie istotne.

Powtorne przeprowadzenie testu w labiryncie Y i testu Morrisa dla kazdej z myszy zredukowato o
polowe liczbe potrzebnych w naszych badaniach myszy, przy takim podej$ciu na jednym osobniku
sprawdzimy zmiany funkcji poznawczych w rozwoju AD i przy wptywie HHcy w mtodym wieku (6
miesiecy) i starszym wieku (12 miesiecy). Dodatkowo, prowadzone w trakcie trwania eksperymentu
pomiary z krwi obwodowej i moczu pozwalaja wyznaczy¢ trend zmian co znowu pozwolilo zmniejszy¢
catkowitg liczbe zwierzat w eksperymencie.

Rowniez, aby wyeliminuje konieczno$¢ ponownego prowadzenia podobnej hodowli lub skutecznie
ograniczy liczbe zwierzat potrzebnych do przysztych badan procz moézgu pobrane zostang réwniez
wszystkie pozostale organy (watroba, serce, nerki, ptuco, §ledziona, oczy, kosci, skora) co zapewni
mozliwo$¢ prowadzenia badan w innych aspektach/projektach.

ZASADA UDOSKONALENIA:

W celu zapewnienia optymalnego dobrostanu, myszy beda utrzymywane w grupach po 5 osobnikow tej
samej ptci w klatkach zawierajacych wzbogacenia (klocki drewniane, rurki). Wszystkie procedury na
myszach beda wykonywane przez waska grupe wysoko wykwalifikowanych pracownikéw, co
ograniczy stres zwierzat zwigzany m.in. z nowymi osobami. Kazdy z eksperymentatorow bedzie
uczestniczy¢ w aklimatyzacji zwierzat. Osoby planujace 1 wykonujace procedury na zwierzetach
posiadaja wieloletnie doswiadczenie w prowadzeniu badan behawioralnych. Myszy przed kazdym z
eksperymentow beda oswajane ze sprzetem co ograniczy ich stres. Sprz¢t uzywany w badaniach
behawioralnych jest specjalnie wykonany do pracy z myszami (mniejsze wymiary) i bezpieczny dla
zwierzat (materialy z atestem do uzytku w przemysle spozywczym).

Dodatkowo, w celu zmniejszenia niedogodnosci spowodowanej dtugotrwatym testowaniem zachowan
zastgpiliSmy 12-dniowy test w 8- ramiennych labiryncie promienistym na jednodniowe badanie w
labiryncie Y (8 minut).

Czute metody biochemiczne zaplanowane w do$wiadczeniu i komercyjnie dostepne zestawy dedykowane dla
myszy, pozwalaja na minimalizacj¢ objetosci krwi potrzebng do pobrania kazdorazowo od zwierzecia.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

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



