NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt Ocena tagodzacego dziatania kwasu alfa-liponowego i magnezu na indukowane przez
kadm procesy zapalne, stres oksydacyjny i zaburzenia metabolizmu kosci u szczuréw szczepu Wistar.

2.Czas trwania projektu . 3 miesigce

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) kadm, kwas.a-liponowy, magnez, szczury

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) ....A...........

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 produktow leczniczych, srodkoéw spozywczych, 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 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.

Kadm jest jednym z najgrozniejszych i jednoczesnie wszechobecnych zanieczyszczen w $rodowisku cztowieka. Wykazuje
dziatanie prozapalne i prooksydacyne. Ekspozycja na Cd zwigksza ryzyko zachorowania na choroby uktadu krazenia i
osteoporozg. Zarowno kwas a-liponowy jak i magnez wykazuja pewne protekcyjne dziatania w stosunku do toksycznosci
kadmu. Mimo istniejacych przestanek, ze mechanizmy dziatania tych substancji mogg sie uzupemia¢ i znaczgco nasila¢ ich
protekcyjne dziatanie w literaturze brak jest danych na ten temat. Celem pracy bedzie ocena tacznego, tagodzacego wptywu
kwasu a-liponowego i magnezu na zahamowanie lub zlagodzenie powodowanych przez kadm proceséw toksycznych.
Oczekujemy, ze intoksykacja kadmem spowoduje wzrost stezenia Cd w tkankach oraz niekorzystne zmiany w obrazie

histopatologicznym i badanych parametrach takich jak m.in markery obrotu kostnego, stezenie cholesterolu i trdjglicerydow,




witaminy D, obnizenie potencjatu antyoksydacyjnego oraz wzrost stezenia biatka C-reaktywnego i aktywnosci enzymoéw
watrobowych, wskazujac na zaburzenia w metabolizmie kosci, funkcjonowaniu organdéw, nasilenie proceséw zapalnych i
miazdzycowych. Natomiast kwas a-liponowy i magnez zlagodza procesy zapalne, poprawia funkcjonowanie organow i
znormalizuja oznaczane wskazniki, a taczne podawanie tych substancji nasili ten korzystny efekt. Zaplanowalismy jak

najmniej inwazyjne procedury umozliwiajace przeprowadzenie zalozonego projektu i osiagnigcie celu doswiadczenia.

Badanie przyczyni si¢ do poglebienia wiedzy na temat mechanizméw protekcyjnego dziatania magnezu i kwasu o-
liponowego przeciw toksycznosci kadmu oraz zweryfikowanie hipotezy, ze substancje te moga w sposob synergistyczny
wspotdziata¢ ze soba, znaczaco tagodzi¢ procesy zapalne i stres oksydacyjny i hamowaé zmiany w tkankach, przyczyniajace

si¢ do rozwoju choréb kosci i uktadu krazenia.

Wyniki uzyskane w badaniu umozliwig sformutowanie wstepnych wytycznych profilaktycznych oraz moga stanowié

przyczynek do podjecia badan klinicznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W badaniu zostang wykorzystane szczury , samce szczepu Wistar, 30 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Uzasadnienie przeprowadzenia doswiadczenia

Dokonano przegladu fachowej literatury, przeszukano bazy m.in /EBSCO, PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect i
pakiety czasopism na stronach wydawcow takie jak m.in. Informa HealthCare , LWW (Journals Ovid), The Oxford Journals
Collection, Nature Journals online:, Elsevier Journals, Science Direct Freedom Collection, SpringerLink Journals, Wiley
Online Library przy uzyciu stow kluczowych takich jak cadmium, a-lipoic acid, magnesium, rats, bone, cardiovascular, heart,
oxidative stress, inflammatory processes, cholesterol.

Wielu autoréw wskazuje na prooksydacyjne i prozapalne dziatanie kadmu oraz toksyczny wplyw tego metalu na kosci i
uktad krazenia. Szereg doniesien podkresla znaczenie suplementacji magnezem w tagodzeniu toksycznosci kadmu, jednak
znacznie mniej prac dotyczy wptywu kwasu a-liponowego na zmniejszanie szkodliwosci tego metalu. Przeglad literatury
wskazuje jednak, ze istniejg przestanki o mozliwym synergistycznym lub przynajmniej addytywnym dziataniu magnezu i
kwasu a-liponowego na ztagodzenie toksycznych skutkow ekspozycji na kadm. Oba skladniki majg dzialanie

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




antyoksydacyjne i antyzapalne, co odgrywa istotng role¢ w zahamowaniu proceséw miazdzycowych i zmian chorobowych w
kosciach. Magnez jest niezbedny do syntezy glutationu de novo, natomiast kwas a-liponowy oraz jego forma zredukowana (
kwas dihydroliponowy) sa silnymi antyoksydantami i regeneruja inne przeciwutleniacze (np. witaminy E i C oraz
zredukowany glutation). Oba sktadniki (Cd i a-liponowy) wykazuja rowniez wplyw na metabolizm Cd i zmniejszenie jego
stezenia w tkankach. Magnez jako antagonista kadmu utrudnia jego przyswajanie i kumulacj¢ w tkankach, a kwas a-
liponowy chelatujac Cd ogranicza jego toksyczne dziatanie na komorki. Suplementacja magnezem w czasie intoksykacji
kadmem obniza stgzenie Cd w tkankach migkkich i kosciach, nie zaktocajac metabolizmu biopierwiastkéw takich jak Zn i
Cu. Zwigkszona zawarto$§¢ zwigzkéw magnezu w kosciach podwyzsza ich wytrzymatos¢ na zlamania. Rowniez przy
podawaniu kwasu a-liponowego obserwowano znaczacy spadek stezenia Cd w nerkach i watrobie - narzadach biorgcych
udzial w metabolizmie i mineralizacji ko$ci. Niedobdr magnezu nasila agregacje plytek krwi i zwicksza stezenie
prozapalnych cytokin. Dieta uboga w magnez moze prowadzi¢ do zmian w budowie S$ciany tetnic, podobnych do
wystepujacych w hipercholesterolemii i hipertrojglicerydemi. Z kolei kwas a-liponowy moze obniza¢ ryzyko zachorowania
na choroby sercowo-naczyniowe poprzez zapobieganie utleniania LDL i tworzeniu blaszki miazdzycowej, modulacji
nadci$nienia tgtniczego i korzystny wpltyw na gospodarke lipidowa

Udokumentowany, protekcyjny wptyw zardwno magnezu jak i kwasu o-liponowego pozwala przypuszczaé, ze mechanizmy
ich dziatania mogg si¢ uzupetnia¢ i w sposob synergiczny tagodzi¢ indukowane kadmem zmiany toksyczne w tkankach.
Jednak w literaturze brak jest badan sprawdzajacych taczne podawanie tych substancji na stan obrony antyoksydacyjne;j,
metabolizm ko$ci, parametry lipidowe czy procesy zapalne w warunkach intoksykacji Cd. Starzenie si¢ spoleczenstwa
zwicksza rozpowszechnienie osteoporozy i chorob ukladu krazenia. Diugotrwale narazenie na Cd dodatkowo sprzyja
rozwojowi tych chorob, a nierozwigzany problem terapii zatru¢ kadmem, przy stosunkowo tatwym dostepie do suplementacji
magnezem i kwasem o-liponowym uzasadnia podjecie niniejszych badan.

Oczekujemy, ze intoksykacja kadmem spowoduje wzrost stezenia Cd w tkankach oraz niekorzystne zmiany w obrazie
histopatologicznym i badanych parametrach takich jak m.in markery obrotu kostnego, st¢zenie cholesterolu i trojglicerydow,
stezenie bialka c-reaktywnego, witaminy D, obnizenie potencjatu antyoksydacyjnego oraz wzrost aktywnosci enzymow
watrobowych, wskazujac na zaburzenia w metabolizmie kosci, funkcjonowaniu organéw, nasilenie procesow zapalnych i
miazdzycowych. Natomiast podawanie kwasu o-liponowego i magnezu zlagodzi zmiany w tkankach i poprawi
funkcjonowanie organow, a tgczne podawanie tych substancji nasili korzystny efekt.

ZASADA ZASTAPIENIA

Wybor zywych zwierzat (kregowcow) do badan wynika z tego, ze doswiadczenie ma stanowi¢ zwierzecy model zmian w
uktadzie krazenia, koSciach i tkankach migkkich zwigzany z ekspozycja na kadm. Wyniki eksperymentu beda podstawa do
weryfikacji hipotezy, ze taczne podawanie kwasu a-liponowego i magnezu moze w sposob synergistyczny tagodzi¢ zmiany
toksyczne indukowane przez Cd i hamowac¢ rozwoj chordb uktadu krazenia i zmiany w kosciach zwigzane z ekspozycja na
ten metal.

Glowng droga przedostawania si¢ kadmu do organizmu u 0sob, ktore nie sg zawodowo narazone na ten metal jest droga
pokarmowa. Aby warunki eksperymentu w jak najlepszym stopniu zblizy¢ do naturalnych — zaréwno kadm jak i testowane
substancje protekcyjne (kwas.a-liponowy i magnez) beda podawane drogg pokarmowa. Wptyw tych czynnikow na
metabolizm kosci i czynniki sprzyjajace rozwojowi miazdzycy /ktora jest czynnikiem etiologicznym ponad 90% chordb
uktadu krazenia/ zwigzany jest z réoznymi procesami zachodzacymi w Zywym organizmie takimi jak m.in: stres
oksydacyjnym, procesy zapalne, zmiany w ukladzie immunologicznym i hormonalnym, zaburzenia we wchtanianiu
sktadnikéw mineralnych, czy wreszcie pogorszeniem pracy nerek i watroby prowadzace do zaburzen metabolizmu lipidow i
sktadnikéw mineralnych oraz niedoboru aktywnej formy witaminy D3.

Z tych powoddéw wybor zywego organizmu, w ktorym zachodza naturalne procesy fizjologiczne i metaboliczne wydaje sie
by¢ bardziej korzystny, jesli chodzi osiagniecie zalozonego celu projektu niz jakiekolwiek metody alternatywne na uktadach
izolowanych.

Tylko pomiary parametréw biochemicznych w zZywym organizmie pomogg rozpozna¢ mechanizmy poprzez ktore podawane
substancje wywieraja dziatanie protekcyjne przeciwko toksycznosci kadmu.

Hodowle komérkowe wymagaja odpowiedniego sprzetu, zaplecza, sa wrazliwe na zakazenie, obumarcie, a ponadto jak
wczesniej wspomniano wplyw substancji na okre$lone linie komorkowe nie odzwierciedla rzeczywistych procesow
zachodzacych w zywych organizmach. Szczegélnie wtedy, gdy tak jak w naszym badaniu chodzi o mechanizmy




oddzialywania substancji, na ktore moga wptywac zjawiska zachodzace w réznych organach organizmu. Wydaje sig, ze
koszty wykonania takich badan w celu sprawdzenia wspélnego dziatania magnezu i kwasu o- liponowego nie
zréwnowazylyby ewentualnych korzysci, a uzyskane rezultaty niekoniecznie bylyby takie same jak w warunkach in vivo,
gdzie maja miejsce naturalne procesy wchtaniania, transportu, dystrybucji i eliminacji substancji. Wiadomo ponadto, ze
metale ci¢zkie jak np. Cd wykazujg znaczne wigksze powinowadztwo do grup tiolowych niz magnez dlatego obawy, ze w
obecnosci kadmu magnez moze zosta¢ chelatowany przez kwas a-liponowy i spowodowac efekt odmienny niz oczekiwany
nie wydaje si¢ by¢ uzasadnione. Jesli chodzi o inne mozliwe reakcje magnezu z kwasem o- liponowym, to istnieja
opatentowane metody wytwarzenia liponianu magnezu, jednak reakcja wymaga odpowiednich parametrow i odczynnikow,
nie wystepujacych w warunkach fizjologicznych, a ponadto sél ta mimo, ze nie jest rozpuszczalna w wodzie, jest dobrze
przyswajalna w postaci zawiesiny. W dostepnych bazach internetowych nie znaleziono informacji na temat szkodliwych
skutkéw ubocznych tacznego podawania preparatow magnezu i kwasu a-liponowego.

W doswiadczeniu zostanie dokonana takze ocena histopatologiczna tkanek, pomiar st¢zenia kadmu w tkankach w celu oceny
wplywu kwasu a-liponowego i magnezu na stezenie i dystrybucj¢ Cd w organizmie, pomiar sktadnikow mineralnych w
tkankach oraz m.in. enzymy watrobowe i biochemiczne markery resorpcji i kosciotworzenia. Uzyskanie wyzej
wymienionych informacji z badan in vitro nie byto by mozliwe.

W dos$wiadczeniu zostanie dokonana takze ocena histopatologiczna tkanek, pomiar stezenia kadmu w tkankach w celu oceny
wptywu kwasu.a-liponowego i magnezu na stezenie i dystrybucje Cd w organizmie, pomiar sktadnikéw mineralnych w
ko$ciach i krwi oraz m.in. enzymy watrobowe i biochemiczne markery resorpcji i ko$ciotworzenia. Uzyskanie wyzej
wymienionych informacji z badan in vitro nie byto by mozliwe.

Szczury, myszy i kroliki sa najczgsciej stosowanym modelem zwierzecym wykorzystywanym do badan nad procesami
metabolicznymi i biochemicznymi zachodzgcymi w organizmie.

Zdecydowalismy si¢ na wykorzystanie szczurow, ze wzgledu na to, ze mamy wigksze doSwiadczenie w pracy z tymi
zwierzetami i warunki w ktorych bedzie przeprowadzone doswiadczenie sa lepiej do nich przystosowane. Ponadto, w
dostepnej literaturze jest znacznie wigcej badan na szczurach niz innych zwierzetach, co znacznie ulatwi interpretacje i
dyskusje wynikow uzyskanych w doswiadczeniu. Zwierzeta te sa rowniez tansze i mniejsze niz kroliki, tatwiej przystosowuja
si¢ do réznych sytuacji /np. wprowadzanie sady dozotadkowej/ dlatego wykonywanie roéznych procedur z ich uzyciem moze
by¢ sprawniej przeprowadzone. Jednoczesnie jednak ich rozmiary /wicksze niz myszy/ pozwalaja na uzyskanie odpowiedniej
ilosci materialu biologicznego /gldéwnie chodzi o krew, surowice/ potrzebnego do wykonania zaplanowanych oznaczen.
Dostepnos¢ na rynku testow immunoenzymatycznych ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), z ktorych bedziemy
korzysta¢ podczas wykonywania niektorych oznaczen biochemicznych np. markerow kosciotworzenia jest wigksza i bardziej
roznorodna dla tego gatunku zwierzat (Rattus norvegicus). Jest to istotne poniewaz metody oznaczania parametrow
biochemicznych za pomocg testow ELISA opieraja si¢ na wykorzystaniu przeciwcial specyficznych tylko dla danego
gatunku.

ZASADA OGRANICZENIA

5 grup doswiadczalnych, 30 szczuréw (po 6 w grupie) stanowi minimalng liczbe¢ zwierzat umozliwiajaca uzyskanie
wiarygodnych wynikéw (efektu biologicznego w warunkach do§wiadczenia) i statystycznie istotnych roznic migdzy grupami
szczurOw pozwalajacych na wlasciwg interpretacje rezultatdéw eksperymentu. Wnioski te wynikajg z naszych wcze$niejszych
doswiadczen, literatury i ustalen za pomocg metod statystycznych (program Statistica, analiza mocy testu -ustalanie licznos$ci

proby).
ZASADA UDOSKONALENIA

Podawanie paszy zawierajacej kadm, a takze magnez i kwas a-liponowy jest konieczne do uzyskania efektu biologicznego
w postaci mierzalnych zmian w obrazie histopatologicznym tkanek, stezeniu kadmu i parametrach biochemicznych. Jest to
potrzebne do lepszego rozpoznania mechanizméw toksycznego dzialania kadmu, a takze oceny na ile podawanie magnezu
i/lub kwasu a- liponowego przyczyni si¢ do normalizacji powodowanych przez Cd, zmian w organizmach zwierzat.
Procedury te potrzebne sa do uzyskania materiatu biologicznego do dalszych analiz.

Kadm, magnez i kwas a-liponowy beda podawane z dieta LD 101, firmy TestDiet, ktéra jest jest znormalizowang pasza




podawang w postaci plynnej, stosowana do intoksykowania szczuréw rdéznymi substancjami droga pokarmowa.
Zastosowanie ptynnej paszy utatwia monitoring spozytej substancji i pokarmu.

W czasie do$wiadczenia zwierzgta beda przebywac pod opieka przeszkolonego, do$wiadczonego personelu zwierzgtarni.
Obiekt jest po remoncie, pomieszczenia sa przestronne, dobrze wentylowane i klimatyzowane, Zeby zaspokoi¢ potrzeby
spoteczne zwierzat w kazdej klatce beda przebywaly po 2 osobniki.

Zespot badawczy przeprowadzajacy doswiadczenie ma rowniez wieloletnie dos§wiadczenie w prowadzeniu eksperymentow z
wykorzystaniem zwierzat, na podstawie ktorych powstato szereg publikacji m.in 1-8]

StaraliSmy si¢ zastosowac jak najmniej inwazyjne metody np. przy podawaniu kwasu a liponowego, ktory ze wzgledow
ekonomicznych nie bgdzie podawany z pasza zrezygnowaliSmy z podawania go sonda dozotadkowa na rzecz tagodniejszej
metody doustnego podawania strzykawka. Dyskomfort zwierzat zwigzany ze spozywaniem paszy ptynnej bedzie tagodzony
wzbogaceniem $rodowiska, przez umieszczenie w klatkach drewnianych klockow, stuzacych do Scierania zgbow.

Badanie przyczyni si¢ do poglebienia wiedzy na temat mechanizmoéw protekcyjnego dziatania magnezu i kwasu a-
liponowego przeciw toksyczno$ci kadmu oraz zweryfikowanie hipotezy, ze substancje te mogg w sposdb synergistyczny
wspotdziatac ze soba, znaczaco tagodzi¢ procesy zapalne i stres oksydacyjny i hamowaé zmiany w tkankach, przyczyniajgce
si¢ do rozwoju chordb kosci i uktadu krazenia.

Wyniki uzyskane w badaniu umozliwig sformulowanie wstepnych wytycznych profilaktycznych oraz moga stanowic
przyczynek do podjecia badan klinicznych.
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