NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Wprowadzenie i optymalizacja mysiego modelu podwiazania drog zélciowych
(ang. bile duct ligation, BDL)

2.Czas trwania projektu 17 miesig¢cy
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) encefalopatia watrobowa, neurotransmisja, BDL, SAT1

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

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywcezych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony §rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Encefalopatia watrobowa (EW) to zespot objawdéw neuropsychiatrycznych powstatych w wyniku
uszkodzenia watroby. Objawy choroby dotycza zaburzen fizycznych 1 psychicznych obejmujac $pigczke

prowadzaca niekiedy do $§mierci. Moze dotyka¢ ~70% pacjentéw z chorobami watroby.

Patomechanizm EW nie zostat doktadnie poznany, jednak gtownym czynnikiem wywolujacym chorobe
jest wysokie stezenie amoniaku, spowodowane nieprawidlowa detoksykacja w watrobie. Objawy
klinicznej w ostrej EW  wynikaja m.in. z nier6wnowagi miedzy neurotransmisjg pobudzajaca i
hamujacg. W modelach ostrej EW gloéwng uwage kieruje si¢ na nadmierng stymulacj¢ receptora
glutaminergicznego, marginalizujac rol¢ receptora GABA-ergicznego. W warunkach przewleklej EW

wypadkowa dziatania (netto) neurotransmisji pobudzajacej i hamujacej jest przesunigta w kierunku




hamujacej, co tlumaczone jest nadmierng stymulacjg receptorow GABA-ergicznych. Waznym
czynnikiem, ktory moze wplywac na prace tego uktadu jest neuronalny transporter SAT1, dostarczajacy
glutaming bgdaca substratem do syntezy neurotransmiteréw. Bialko to potencjalnie moze odgrywaé

istotng role w patogenezie przewlektej EW.

Po weryfikacji podstawowych parametrow biochemicznych w modelu BDL u myszy dzikich,
podwigzanie drég zolciowych zostanie wprowadzone u myszy z wyciszonym neuronalnym
transporterem glutaminy — SAT1. Umozliwi to zbadanie wptywu braku transportera SAT1 na parametry

biochemiczne dokumentujace tempo rozwoju przewlektej EW w 2 punktach czasowych.

Szkody dla zwierzecia, ktore wynikaja z zabiegu podwigzania drog zoétciowych i1 planowanego
doswiadczenia to bol spowodowany zastrzykami i interwencja chirurgiczng, bol wywolany rang
pooperacyjna i obecnos$cig szwow, dyskomfort i pogorszenie stanu zdrowia spowodowane rozwijajaca

si¢ zottaczka 1 $mier¢ jako szkoda ostateczna.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

28 myszy C57BI/6J, samcow oraz 28 Myszy C57BL/6J samcow (szczep TgH(fISAT1)xTgH(Cre-ERT)
(SAT1-KO)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac przedktadany projekt sprawdzono stan istniejagcej wiedzy w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych PUBMED, SCOPUS i Google Scholar wykorzystujac stowa kluczowe:

hepatic encephalopathy, chronic liver failure, bile duct ligation, SAT1 glutamine transporter.

Po przeszukaniu baz danych dotyczacych metod alternatywnych ograniczajacych liczbg zwierzat badz
catkowicie je wykluczajacych, postanowiono zrealizowaé¢ plan badawczy z wykorzystaniem

najmniejszej z mozliwych liczby zwierzat, ktora zapewni osiaggnigcie celu badawczego i statystycznego,

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




ze szczegoOlng dbatoscig o stosowanie zasad 3R.

Po analizie danych literaturowych stwierdzono, ze encefalopatia watrobowa jest zespolem zaburzen
neuropsychiatrycznych towarzyszacym ostrym oraz przewleklym uszkodzeniom watroby. Zaburzenie
funkcji osrodkowego uktadu nerwowego jest zwykle wywotane neurotoksycznym dziataniem amoniaku,
ktéry zaburza miedzy innymi przewodnictwo nerwowe oraz powoduje obrzgk moézgu. Szacuje si¢ ze
marsko$¢ watroby jest na 14 miejscu wsrdd przyczyn zgonow dorostych na §wiecie beda przyczyng 1,03
miliona zgondw rocznie (Lozano i wsp.; Lancet. 2012;380:2095-2128), w tym w Europie odpowiada za
170,000 zgonow rocznie (Blachier i wsp., J Hepatol. 2013;58:593-608).

Planujac doswiadczenia, kierowano si¢ zasadg 3R (ang. replacement, reduction, refinement), dbajac o

polepszenie bytu i humanitarne traktowanie zwierzat do§wiadczalnych.
Replacement (zastapienie)

Na etapie planowania projektu badawczego przeszukano bazy danych pod katem metod alternatywnych,
ograniczajacych liczbg zwierzat, badz catkowicie je wykluczajacych. Ztozonos¢ tego schorzenia, w
ktorym niewydolno$¢ watroby prowadzi do zmian neurologicznych nie pozwala na wykorzystanie
organizmoéw prostszych lub ograniczenie si¢ wylacznie do hodowli komodrkowych. Badanie
mechanizmow 1 potencjalnych terapii encefalopatii watrobowej u czlowieka niesie ze sobg konieczno$é¢
uzycia gryzoni jako organizmoéw modelowych. Ponadto najwyzszy stopien ztozonoSci uktadu
nerwowego wyklucza zastosowanie hodowli komoérek pierwotnych, czy tym bardziej linii

komorkowych.

Reduction (redukcja)

Wobec braku odpowiednich modeli nie-zwierzecych postanowiono zrealizowa¢ plan badawczy z
wykorzystaniem najmniejszej z mozliwych liczby zwierzat, ktora zapewni osiagnigcie celu badawczego
1 statystycznego. Przewidziano zastosowanie czulych 1 wiarygodnych technik do oznaczen
biochemicznych, w celu zminimalizowania rozrzutu w prébach badawczych, co zmniejsza liczbg

zwierzat niezbgdnych do uzyskania wymaganej liczby powtorzen. Doswiadczenia zaplanowano na




jednorodnej (wiek, masa ciata) grupie samcOw myszy, co zminimalizuje rozrzut w badanych
parametrach. Wedtug przeprowadzonej analizy statystycznej mniejsza niz proponowana liczba zwierzat

nie pozwolilaby na uzyskanie wiarygodnych statystycznie wynikow.

Od zwierzat w eksperymencie pobrane zostang nie tylko mézg (do analizy wykorzystane zostang kora
mozgowa oraz hipokamp), ale takze krew i watroba, aby maksymalnie rozszerzy¢ zakres parametréw
biochemicznych do analizy. Ponadto, tkanki pobrane z kazdego zwierzgcia beda gromadzone w

zamrazarce niskotemperaturowej, co pozwoli na ich wielokrotne uzycie.
Refinement (udoskonalenie)

Wykorzystywane zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, a metody
badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczaly do minimum albo
eliminowaty bol, cierpienie, dystres lub mozliwo$¢ trwatego uszkodzenia organizmu tych zwierzat.
Zwierzgta poddane ingerencji chirurgicznej beda otrzymywaly $rodki przeciwbolowe, natomiast stan
zwierzat bedzie monitorowany na kazdym etapie do$wiadczenia, aby ewentualnie przerwac cierpienie
i dokona¢ eutanazji. Zwierzgta beda miaty zapewnione urozmaicone srodowisko poprzez zastosowanie
$ciotki o roznej grubosci wiorow, plastikowych domkéw dla myszy, ptatkéw kosmetycznych stuzacych
jako substrat do budowania gniazd. Zwierze¢ta beda codziennie monitorowane pod katem oceny
parametréw okreslajacych samopoczucie i stan zdrowia. Sciétka bedzie regularnie wymieniana (co 2-3

dni lub cze¢sciej w razie potrzeby.




