NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ,,Rola akwaporyny 4 w obrzeku moézgu w mysim modelu ostrej encefalopatii
watrobowej oraz regulacja jej ekspresji i/lub lokalizacji przez kaweoling 1 i kinaz¢ biatkowg p38

MAPK”
2.Czas trwania projektu: 18 miesi¢cy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) encefalopatia watrobowa, obrz¢k mozgu, akwaporyna 4,
kaweolina 1, kinaza p38MAPK

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ 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 sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub
innych substancji lub produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

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

doskonalenia kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé 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) jest schorzeniem neuropsychiatrycznym, obejmujacym zaburzenia
poznawcze i ruchowe. Objawy moga waha¢ si¢ od zaburzen nastroju, snu czy koncentracji przez
dezorientacje 1 zaburzenia §wiadomosci, az do $pigczki 1 $mierci. Najpowazniejszym powiklaniem,
stanowigcym bezposrednie zagrozenie zycia, jest obrzek mozgu. Przyczyna zaburzen uktadu nerwowego
w przebiegu EW jest gromadzenie si¢ we krwi i mozgu toksyn w konsekwencji uszkodzenia watroby, O
moze nastgpi¢ wskutek zatrucia toksynami, lekami, zakazenia wirusami. Mimo licznych badan,
mechanizmy molekularne lezace u podstaw obrzeku mézgu w EW, nie zostaty w petni poznane.




Celem naukowym projektu (badania podstawowe nad uktadem nerwowym), jest zbadanie, jak
akwaporyna 4 (Aqp4), biatko transportujgce wode do/z komoérek moézgu, moze przyczyniaé si¢ do
powstawania obrzgku mozgu w EW. Z wczesniejszych badan wiadomo, ze ilos¢ Aqp4 w mozgu moze
zmienia¢ si¢ pod wptywem EW. Poniewaz nie wiadomo jednak, czy jest to przyczyna czy skutkiem
patologicznych zmian, badane bedzie czy w EW:

- zmienia si¢ rozmieszczenie Agp4 w mozgu

- biatko sygnatowo-strukturalne kaweolina 1 i biatko sygnatowe p38MAPK biorg udziat w regulacji
Aqp4.

Badania zostang przeprowadzone na mysim modelu ostrej EW, ktéry polega na uszkodzeniu watroby
podaniem substancji uszkadzajgcej watrobe — azoksymetanu (AOM). Wnioskowane o zaakceptowanie
procedury obejmuja:

- wywotanie EW za pomocg AOM 1 pobranie tkanek (mozg, krew) do badan molekularnych, majacych
na celu zbadanie poziomu wymienionych biatek w mdzgu i sposobu ich rozmieszczenia

- wykonanie elektroencefalogramu (EEG), obrazujacego aktywno$¢ neuronalng i pomiar ci$nienia
wewnatrzczaszkowego (ICP), ktorego podwyzszenie moze $wiadczy¢ o powstaniu obrzeku mozgu.
Oczekuje sie, ze przedstawione badania przyczynia si¢ w dalszej przysztosci do zaprojektowania terapii
nakierowanej na leczenie obrzeku mozgu, przy jednoczesnym poszerzeniu ogolnej wiedzy na temat
regulacji ekspresji i lokalizacji Agp4 w mézgu.

Myszy poddane dziataniu AOM poczatkowo sa jedynie osowiate I unikajg ruchu, a od ok. 16 godz. od
podania AOM postepuje spowolnienie reakcji na bodzce (test dotykania wibrysow, uszu, powieki).

Po zabiegu implantacji elektrod EEG/sondy ICP mysz wybudza si¢ z narkozy po ok. 1 godzinie, przez
kolejne kilka godzin wydaje si¢ by¢ oszotomiona i wyraznie mniej ruchliwa, natomiast na drugi dzien
po prawidtowo wykonanym zabiegu mysz zachowuje si¢ normalnie, jest ciekawska, ma apetyt, implant
na gtowie nie utrudnia jej poruszania sig, czy groomingu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

66 samcow myszy domowej szczepu C57BI/6J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac przedktadany projekt badawczy, sprawdzono stan istniejacej wiedzy w zakresie
objetym wnioskiem w bazach danych PUBMED, EBSCO, SCOPUS i Google Scholar, wykorzystujac
stowa kluczowe i frazy: hepatic encephalopathy, hyperammonemia, azoxymethane, brain (0)edema,
intracranial pressure, electroencphalography (EEG), neurological score, aquaporin 4, caveolin 1, p38
MAPK (kinase), hepatic encephalopathy/hyperammonemia mouse models, astrocytes.

Na podstawie przeszukania istniejace;j literatury stwierdzam, ze:

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




A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:

nie podejmowano dotychczas badan dotyczacych regulacji ekspresji Agp4 przez Cavl i/lub p38MAPK
w przebiegu EW w mysim modelu azoksymetanowym i w zadnym innym, dlatego za zasadne uznaje si¢
podjecie badan proponowanych w przedktadanym wniosku.

B. Brak jest danych dotyczacych roli Cav1 i/lub p38MAPK w przebiegu EW w mysim modelu
azoksymetanowym i w zadnym innym. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku poznania roli Agp4 w
powstawaniu obrzgku mozgu w przebiegu ostrej] EW, na przyktadzie mysiego modelu
azoksymetanowego.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na wykazaniu, ze obserwowane zmiany ekspresji Aqp4
sa zwigzane z funkcjg Cavl /lub p38MAPK, pozwoli na znalezienie mechanistycznego punktu uchwytu
dla potencjalnej terapii, skiecrowanej przeciwko formowaniu si¢ obrz¢ku mézgu, m.in. u 0sob z ostra
dysfunkcja watroby lub narazonych na epizody EW wskutek przewleklego uszkodzenia
detoksykacyjnych funkcji watroby.

Planujac doswiadczenia, kierowano si¢ zasada 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 liczbe zwierzat, badz catkowicie je wykluczajacych. Uznano jednak, ze nie istniejg
odpowiednie modele nie-zwierzgce: obrzgk mozgu jest zjawiskiem ztozonym, o komponencie
cytotoksycznej jak i wazogennej, co jest nie do odwzorowania w warunkach in vitro, nawet
organotypowych. Co wigcej, odwzorowanie uszkodzenia watroby przy pomocy amoniaku i cytokin jest
bardzo dalekie od sytuacji natywnej i jest stosowane w bardzo ograniczonym zakresie. Ponadto, metody
in vitro nie pozwalaja na wiarygodne badanie obrzmiewania astrocytow — zakladanie hodowli
astrocytow mysich lub szczurzych wymaga uzycia oseskow, a metoda immunohistochemiczna, na ktorej
najbardziej mozna polegaé, jest niezwykle czasochlonna i mato ekonomiczna z punktu widzenia
etycznego (duzo zwierzat dla niewielu preparatow). Alternatywna metoda, polegajaca na wychwycie
znakowanej glukozy do astrocytow, jest niepowtarzalna i niewiarygodna. Z tych przyczyn po$wigcanie
oseskow/zwierzat dla optymalizacji metod in vitro czy ex vivo (np. skrawki organotypowe) wydaje si¢
niecelowe.

Reduction (redukcja)

Wobec braku odpowiednich modeli nie-zwierzecych postanowiono zrealizowa¢ plan badawczy z
wykorzystaniem najmniejszej z mozliwych liczby zwierzat, ktora zapewni osiagnigcie celu badawczego
I statystycznego. Przewidziano zastosowanie czulych i wiarygodnych technik do badania poziomu
badanych biatek (Aqp4, Cavl, p38MAPK), w celu zminimalizowania rozrzutu w probach badawczych,
co zmniejsza liczbe zwierzat niezbednych do uzyskania wymaganej liczby powtérzen. Wedtug
przeprowadzonej analizy statystycznej mniejsza niz proponowana liczba zwierzat nie pozwolilaby na
uzyskanie wiarygodnych statystycznie wynikow.

Od zwierzat planowanych do wykorzystania pobrane zostang nie tylko mozg, ale takze krew, aby
maksymalnie  rozszerzy¢ zakres parametrow biochemicznych do analizy (potwierdzenie
hiperamonemii). Ponadto, tkanki pobrane z kazdego zwierzg¢cia beda bankowane w zamrazarce
niskotemperaturowej, co pozwoli na ich wielokrotne uzycie. Co istotne, poniewaz w Zakladzie
Neurotoksykologii stosowano juz ten model, badacze beda — w miar¢ mozliwosci — dalej korzysta¢ ze
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wspolnego banku tkanek, co istotnie ogranicza liczb¢ zwierzat. Informacje o planowanym
doswiadczeniu i bankowaniu mozgdéw i krwi zostanie zamieszczone w bazie www.bazaprobek.pl, aby
inni badacze mogli pozyska¢ dla siebie inne tkanki. Liczebno$¢ grup wyliczona na podstawie analizy
mocy testu statystycznego nie uwzglednia dostgpnosci materiatu juz zbankowanego w Zakladzie
Neurotoksykologii. Zostang dotozone wszelkie starania, aby wykorzysta¢ juz dostepny material i
zminimalizowa¢ liczbe zwierzat, szczego6lnie majacych podlega¢ perfuzji. Na juz zbankowanych
probkach zostanie przeprowadzony test barwien immunohistochemicznych, ktéry moze wykazaé
zbednos¢ tej czynnosci.

Refinement (udoskonalenie)

Wykorzystywane zwierzgta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku. Poniewaz
po podaniu azoksymetanu (AOM) u zwierzat niemal od razu obserwuje si¢ obnizenie aktywnosci
lokomotorycznej, do klatki dodatkowo wktadane sa namoczony pelet i woda w zelu, w celu ulatwienia
przyjmowania pokarmu i wody.

Stan zwierzat bedzie monitorowany na kazdym etapie doswiadczenia, aby ewentualnie przerwac
cierpienie i dokona¢ eutanazji. Wszelkie manipulacje (wyjmowanie zwierzat z Klatki w celu podania
glukozy czy badanie odruchu wyprostnego) beda wykonywane delikatnie, z uwzglednieniem
pogarszajacego si¢ stanu zwierzat, co daje si¢ zaobserwowac w postaci przykurczonej pozycji ciata
mniej wiecej od 14 godziny od podania AOM.

Zadne do$wiadczenie nie bedzie trwato dhuzej niz 24 godziny od podania AOM (przy czym cze$é
zostanie usmiercona wczesniej, przed wystapieniem powaznego pogorszenia stanu neurologicznego),
przy czym, jak opisano ponizej, zwierze zostanie humanitarnie u$miercone w przypadku gwattownego,
przedwczesnego pogorszenia si¢ stanu zdrowia.

Zwierzeta poddane procedurze 2 1 3, tj. implantacji elektrod/sondy ICP beda przebywaé w
pomieszczeniu o regulowanych przeptywie powietrza i rytmie dobowym, w oddzielnych klatkach aby
uniemozliwi¢ wzajemne uszkadzanie implantow utrudniajagce gojenie ran. Beda monitorowane kilka
razy dziennie, m.in. aby decydowa¢ o ewentualnym przedtuzaniu podawania ketoprofenu. Ketoprofen
bedzie podawany wraz z 5% roztworem glukozy w soli fizjologicznej, aby zapobiega¢ odwodnieniu
ostabionych po zabiegu zwierzat i usprawni¢ regeneracj¢. Z tej samej przyczyny, do klatki wkladane
beda namoczony pelet 1 woda w zelu, w celu utatwienia przyjmowania pokarmu. Na butelke zaktadany
bedzie dluzszy kapsel (smoczek), aby utatwic¢ picie.




