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Verantwoording

Aanvraag dierproef DEC- UM
Titel: Metabolomics investigatioes towards mechanlsms and biomarkers for
hepatotoxieity

1. Doel van de proef.
Het doel van het onderzoek is om met behulp van toxicogenomics in vitro testsystemen te

ontwikkelen voor het bepalen van levertoxiciteit van geneesmiddelen. Er wordt getracht
biomarkers te identificeren om hepatotoxische eigenschappen van geneesmiddelen te voorspellen.
Deze alternatieve testsystemen zouden dierproeven met langdurige bloodstelling kunnen vervangen,
en dragen dus bij aan vervanging, vermindering en verfijning van dierproeven.

Dit toxicologisch onderzoek focust zich op levercellen omdat de lever de belangrijkste plaats is
in het lichaam voor wat betreft biotransformatie en detoxiflcatie van lichaamsvreemde elementen.
In dit onderzoek zal gewerkt worden met primaire hepatocyten uit de muis. Hiertoe zullen uit
muizen primaire hepatocyten worden geïsoleerd, waarna die in kweek worden gebracht en worden
blootgesteld aan geneesmiddelen die steatosis (leververvetting), choleostase (falen van galextractie)
of oxidative stress (leverfibrose) kunnen veroorzaken. In totaal zullen 4 bestaande geneesmiddelen
per groep van hepatoxiciteit (steatosis, choleostase en oxidatieve stress) getest worden, dus 12
geneesmiddelen in totaal. Voorlopig is één medicijn per groep geselecteerd: Amiodarone
(steatosis), Cyclosporine (choleostase) en Acetaminophen (oxidative stress). Op verschillende
tijdstippen na blootstelling van de geneesmiddelen aan de primaire hepatocyten worden eiwitten
geïsoleerd t.b.v. onderzoek aan het proteoom. Uit muizen waarmee dus geen enkele handeling is
verricht, worden de levercellen geïsoleerd t.b.v. in vitro onderzoek.

2.Maatschappe!ijke relevantie en/of wetenschappelijk belang

«slï» De gezondheidsrisicoanalyse van geneesmiddelen vindt momenteel onder andere plaats door
de beoordeling van acute en chronische toxiciteit in proefdieren in vivo. Deze in vivo experimenten
hebben tal van ethische en praktische nadelen: ze vereisen veel dieren onder stressvolle
omstandigheden, ze zijn duur, ongevoelig en tijdrovend. In vitro alternatieven (muis lever
hepatocyten, muis lever tissue culture slices) zijn voorhanden [1-4]. Echter, de beschikbare
biochemische, celbiologische en moleculair biologische analyse technieken stelde tot voor kort
onderzoekers slechts in beperkte mate in staat om deze in vitro systemen te karakteriseren en hun
waarde te beoordelen met betrekking tot de toxicologische risico-evaluatie. De reden hiervoor is dat
slechts enkele parameters tegelijkertijd gemeten konden worden. Met behulp van metabolomics
technologie is het mogelijk meerdere effecten van geneesmiddelen op het metabolietniveau
gelijktijdig te bestuderen. Hiermee kunnen meerdere parameters tegelijkertijd onderzocht worden.
De verwachting is dat een betere karakterisering van het in vitro systeem hierdoor mogelijk is en in
vitro- in vivo extrapolatie beter wetenschappelijk onderbouwd kan worden [5].

Dit onderzoeksplan focust zich daarom op het bepalen van het metaboloom van primaire
hepatocyten in vitro en gaat na in hoeverre biomarkers geïdentificeerd kunnen worden om
hepatotoxische eigenschappen van geneesmiddelen te voorspellen. Er worden hepatocyten gebruikt



omdat de lever een belangrijk doelorgaan is voor toxische stoffen, en omdat hepatocyten zeer
competent zijn in de biotransformatie van lichaamsvreemde stoffen (ze bevatten o.a. vele
Cytochroom P450 enzymen). Bovendien is gebleken dat bij meerdere nieuw-ge introduceerde
medicijnen een onverwachte levertoxiciteit optreedt wanneer deze op de markt zijn. Deze effecten
leiden tot een noodzakelijke terugtrekking van het medicijn met grote financiële gevolgen en
dientengevolge ook nieuwe proefdier experimenten met alternatieve kandidaat-medicijnen.

Het project is dus gericht op de ontwikkeling van een nieuwe in vitro methode als alternatief
voor toxicologische studies met proefdieren en kan daarmee leiden tot een vermindering van het
proefdiergebruik voor toxicologische risico-evaluatie.

3. Alternatieven
De primaire hepatocyten welke geïsoleerd worden uit de muizenlevers worden gebruikt in het

kader van ontwikkeling van alternatieven voor in vivo experimenten met muizen.
Een alternatief voor toxicologische studies aan levercellen zijn HepG2 cellen. Dit zijn humane

levertumor cellen welke continue blijven delen. In toxicologische studies reageren deze cellen
beduidend anders ten opzichte van primaire hepatocyten [6]. Primaire hepatocyten geven dus een
betere fysiologische afspiegeling dan HepG2 cellen.

4. Ethische afweging
Ondanks dat er gebruik wordt gemaakt van proefdieren is dit onderzoek gericht op de

ontwikkeling en toepassing van alternatieven voor dierproeven. Voor dit onderzoek zullen
levercellen uit muizen geisoleerd worden waarmee geen enkele handeling is verricht. Door het
gerbuik van primaire hepatocyten hoeven de dieren niet gedurende lange tijd blootgesteld te worden
aan chemicaliën in stressvolle omstandigheden. Bovendien wordt door het gebruik van primaire
hepatocyten het aantal proefdieren beperkt omdat uit een lever voldoende cellen gehaald worden om
meerdere experimenten uit te voeren. Omdat dit onderzoek zal bijdragen aan vervanging,
vermindering en verfijning van dierproeven, weegt het belang van de proef op tegen het ongerief van
het dier.



Wetenschap

5. Wetenschappelijke onderbouwing
Toxicogenomics is een nieuwe wetenschappelijke discipline die functionele genomics,

proteomics en metabolomics combineert met klassieke toxicologie. Toxicogenomics houdt zich
bezig met het verklaren van complete toxische processen aan de hand van veranderingen in de
expressie en activiteit van genen, mRNA moleculen, eiwitten en metabolieten. Verondersteld wordt
dat toxiciteit veroorzaakt door blootstelling aan chemicaliën verklaard kan worden door
veranderingen in de expressie van genen, eiwitten en metabolieten. Door toepassing van
toxicogenornics kan dus een beter begrip ontstaan van de biochemische veranderingen als een
organisme of een cel wordt blootgesteld aan chemicaliën, en deze kennis kan vervolgens worden
gebruikt om nieuwe toxiciteittesten te ontwikkelen [7].

Dit onderzoeksplan focust zich specifiek op het bestuderen en identificeren van de metabolieten
van hepatocyten waarmee hepatoxische eigenschappen van chemische stoffen opgespoord kunnen
worden. Verder zullen de verkregen metaboloom-data gebruikt worden om dieperliggende
moleculaire mechanismen, die geassocieerd zijn met hepatotoxische mechanismen, verder te
ontrafelen. In een vergelijkende studie zal totaal levermateriaal afkomstig van muizen behandeld met
cyclosporine en acetaminophen onderzocht worden op proteoom en metaboloom veranderingen.
Deze in vivo studies zijn reeds eerder uitgevoerd door het " te i, een van de partners in
het project. Deze vergelijkende studie zal inzichten geven in overeenkomsten en verschillen
tussen de in vivo studies en de in vitro studies zoals hier voorgesteld.
Onderzoek van het metaboloom is belangrijk omwille van verschillende redenen. Zo geeft
transcriptie van het mRNA in genoomstudies enkel een ruwe schatting van de mate waarin eiwitten
tot expressie worden gebracht. Ten tweede beschrijft de gensequentie geen post-translationele
modificaties die essentieel zijn voor de werking van een eiwit. Bovendien geeft de studie van het
genoom en proteoom niet alle dynamische cellulaire processen weer en kan metabolomics gebruikt
worden om de totale fysiologie van de cel op dat moment in beeld te brengen. Daarom is het
essentieel om naast genoom-analyses en proteoom-analyses ook metaboloom-analyses uit te voeren
[8, 9j. Toxicogenomics is dus bij uitstek geschikt om m.b.v. in vitro modellen de toxische
eigenschappen van een verbinding in in vivo testen te voorspellen [10-12]. Dit kan kan leiden tot een
verdere vervanging van in vivo studies door in vitro studies.

6. Wetenschappelijke beoordeling
Dit DEC protocol is wetenschappelijk beoordeeld en goedgekeurd door de PI (zie voorblad).

Dit onderzoeksplan maakt deel uit van onderzoek gedaan binnen het kader van een AIO project
"Metabolomics investigations towards mechanisms and biomarkers for hepatotoxicity". Dit AIO
project is onderdeel van het onderzoeksprogramma "An applied systems toxicology approach to
prediciting chemicai safety" van het ,, welke door het l

. wordt gefinancierd. De wetenschappelijke inhoud van het
onderzoeksprogramma is door Nederlandse en buitenlandse referenten beoordeeld. Resultaten van
dit onderzoek zullen ter publicatie aan worden geboden aan peer-reviewed journals. Hierdoor zal de
wetenschappelijke inhoud op uitstekende wijze getoetst kunnen worden.



Proefdier

7. Proefdier keuze
7a. Soort, stam / herkomst / eindbestemming
Soort, stam: Als soort wordt gekozen voor muizen. Er wordt bewust gekozen voor muizen en niet
voor ratten, hiervoor zijn verschillende redenen. Ten eerste neemt de metabole activiteit
(voornamelijk cytochroom P450 enzymen) van rat hepatocyten sterk sterk af na isolatie f 13, 14].
Daarnaast zal binnen het l project gebruik worden gemaakt van muis knock-out modellen.
Bovendien is in tegenstelling tot de rat het volledige genoom van de muis gekend, hierbij zijn
tevens grote overeenkomsten tussen het humane genoom.

Voor de stam van de muizen wordt gekozen voor C57BI6 muizen omdat deze reeds gebruikt
zijn bij in vivo studies eerder uitgevoerd door het " t e , een van de partners in het

project. Bovendien wordt deze stam ook gebruikt door andere partners binnen het
project. Vergelijkende studies worden hiermee mogelijk gemaakt.

Herkomst: CPV, Harlan, Charles River of andere erkende commerciële leverancier.

Eindbestemming: De dieren worden gedood tijdens het uitvoeren van de perfusie.

7b. Sexe
Er zal gebruik worden gemaakt van mannelijke muizen. De reden om niet met beide geslachten

te werken is dat er verschillen tussen geslachten bestaan m.b.t. hun metabole capaciteiten om
lichaamsvreemde stoffen om te zetten (biotransformatie). Deze verschillen kunnen dus invloed
hebben op het metaboloom geïnduceerd door de geneesmiddelen [15-18]. Om de variatie in
expressie profielen zo veel mogelijk te beperken, is het daarom van belang om met maar één
geslacht te werken. Indien dat niet wordt gedaan, dan zal de variatie groter zijn, en zijn meer
experimenten (en dus muizen) nodig om tot significante resultaten te komen.

De keuze voor mannetjes i.p.v. vrouwtjes, is omdat in genetische toxicologie testen gericht op
effecten in primaire hepatocyten mannetjes het geprefereerde geslacht zijn [19]. Bovendien kunnen
zo onze onderzoeksresultaten vergeleken worden met eerder uitgevoerde experimenten (zie .
studie).



7.c. Aantallen
in twee jaar tijd zullen voor dit project 110 dieren worden gebruikt. Dit aantal is gebaseerd op

het aantal chemicaliën dat zal worden onderzocht (namelijk 12, met ieder 3 onafhankelijke
experimenten en enkele voorbereidende experimenten om de optimale dosis en tijdsduur te
bepalen). De berekening voor het benodigde aantal hepatocyten cultures, en de daarvoor benodigde
aantal muizen, staat hieronder weergegeven:

Aantal chemicaliën
2. Aantal experimenten

3. Aantal dosissen
4. Aantal behandelingstijden
5. Aantal cultures per behandeling
Totaal aantal cultures (1x2x3x4x5) +10 % voor dose-finding studies en
eventuele uitval.

Aantal cultures dat per lever kan worden verkregen
Aantal benodigde muizen

ding studies en

12
3
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3
3
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110



Dierproef

8, Experiment
De dieren die in deze experimenten zullen worden gebruikt, worden gehouden op

standaard voer en water en zullen niet in vivo worden behandeld. Primaire hepatocyten
worden uit de muizenlever geïsoleerd volgens een standaardprotocol. Het dier wordt onder
narcose gebracht door toediening van 90 mg/kg i.p. pentobarbital. Pentobarbital is een
barbituraat. Barbituraten worden voornamelijk gebruikt voor inductie en/of behoud van
algemene anesthesie [20-21]. Anesthesie met pentobarbital is de standaardmethode bij het
isoleren van primaire hepatocyten uit muis en rat [l, 5]. In eerder genoemde in vivo
studies werd gebruikt gemaakt van pentobarbital, om vergelijking mogelijk is het gebruik van
pentobarbital noodzakelijk. Het is bekend dat pentobarbital effecten heeft op de lever, zoals
op de activiteit van biotransformatie enzymen, wat echter wel pas optreedt vele uren na
toediening. Echter, aangezien de hepatocyten na isolatie een aantal keren worden gewassen,
zal het pentobarbital niet meer in de cellen aanwezig zijn en dus de studies beïnvloeden.
Andere anesthetica werden overwogen (b.v. inhalatie van iso-fluraan), rnaar deze zijn niet in
andere vergelijkbare studies gebruikt (zijn mogelijk dus niet geschikt) [1,5]. Decapicatie is in
dit onderzoek geen optie aangezien het bloed gedurende de start van de perfusie in circulatie
dient te zijn. Direct na het perfuseren van de lever via de poortader wordt het dier gedood
d.m.v. het doorknippen van de vena-cava en aorta.

GROEP BEHANDELING BIOTECHNISCHE
HANDELING(EN)

AANTAL SEXE

Geen in vivo
behandeling

Anesthesie door i.p.
toediening 90
mg/kgpentobarbi tal;
tweetraps leverperfusie via
de poortader; euthanasie
door doorknippen vena-cava
en aorta.

Per
experiment 4-
8 muizen.

Man



9. Experimentele condities
9a„ Anesthesie

De muizen worden voor aanvang van de leverperfusie onder volledige anesthesie gebracht
met 90 mg/kg lichaamsgewicht Pentobarbital i.p.
9b. Pijnbestrijding

De perfusie vindt plaats onder anesthesie en kort na aanvang van de perfusie zullen de
dieren gedood worden door het doorknippen van de vena cava en de aorta.
9e, Euthanasie en Humane eindpunten

De muizen worden voor aanvang van de leverperfusie onder volledige anesthesie gebracht
met 90 mg/kg lichaamsgewicht Pentobarbital i.p. Zodra de poortader gecannuleerd is en de
perfusie begint, worden de muizen direct gedood door verbloeding middels het doorknippen
van de vena cava en de aorta. De dieren zullen dus gedood worden zonder voorafgaande
blootstelling aan genoemde medicijnen. Het prikken wordt uitgevoerd door een geoefende
persoon en de toe te dienen vloeistof zal op 37°C gebracht worden: gering ongerief.
Vóór het experiment worden geen handelingen met de dieren uitgevoerd. Gedurende deze tijd
wordt geen ongerief verwacht. Moest zich toch ongerief voordoen door ziekte dan zullen de
dieren geëuthanaseerd worden als volgende symptomen zich voordoen: niet meer wassen
zodat rood traanvocht zichtbaar wordt rond ogen en neus, abnormale lichaamshouding bv.
sterk gebogen rug en abnormaal gedrag bv. staartknagen.



Zorg

l Oa. Ongerief

De muizen zullen d.m.v. éénmalige i.p. injectie met pentobarbital verdoofd worden. De
prik brengt een kleine mate van ongerief mee, waardoor de mate van ongerief geschat wordt
op gering - 01.

l Gering =01
: Gering/matig = 02
J Matig =03
: matig/ernstig - 04
! Ernstig =05
j Zeer ernstig = 06

10b. Welzijnsevaluatie

11. Verzorging en huisvesting
De muizen worden min per 2 en max. per 4 gehuisvest in macroion kooien type l met

bedding, een rol of tissue als kooiverrijking. De muizen hebben ad libitum toegang tot water
en voeding. De dieren worden gehuisvest bij het CPV van de Universiteit Maastricht onder
constante temperatuur, en luchtvochtigheid gelijk aan de temperatuur en luchtvochtigheid
binnen het CPV, een dag- nacht lichtregiem en achtergrondmuziek.

12. Deskundigheid
De handelingen met de dieren zullen uitgevoerd worden door VO die bevoegd is d.m.v.

art.9 en zal worden ondersteund door Oi die bevoegd is d.m.v. art.9 en ervaring heeft met
leverperfusies.

13. Standard Opera tion Procedures (SOP)

Bijlage l: perfusie van de muis.
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Bijlage l v•" — -
SOP

jeyerpeiju^ie bij demuis

Voorbereidittg

* Werkoplossingen maken

* Perfusieopstelling klaarzetten: buizen aansluiten en spoelen met ethanol,
dissectiemateriaal in ethanol zetten

» Perfusieopstelling klaarmaken: buizen spoelen met steriel MQ en vervolgens met
perfusiebuffer, pompdebiet meten, dissectiemateriaal klaarleggen, klemmen en
canules klaarleggen, operatietafel klaarzetten

« Perfusie- en collagenasebuffer in het warmwaterbad zetten en 0,5M CaCla toevoegen
aan de collagenasebuffer

Narcose

* Maak de verdunning van pentobarbital: 40u.l bij 560uJ 0,9% NaCl
* Weeg de muis en verdoof ze met pentobarbital (l 00 tot 150 mg/kg lichaamsgewicht;

i.p. injectie)

Nadat de muis voldoende onder de narcose is:
* Fixeer de muis op de dissectietafel door de pootjes vast te kleven
« Ontsteek de lamp
* Ontsmet de incisiezone met alcohol
* Maak een incisie in de vacht ter hoogte van de buik
* Open de vacht volledig longitudinaal van onder naar boven tot aan het sternum
* Open de vacht lateraal in de richting van de 4 poten
« Open het buikvlies volledig van onder naar boven
* Open het buikvlies lateraal zodat de buikinhoud maximaal vrij komt
* Leg alle ingewanden naar de rechterkant en
* De muis moet altijd in leven blijven tijdens dit stadium, indien dit niet het geval is,

experiment stil leggen
* Zet de pomp op stand 0.2
* Breng de naald in de vena cava inferior (diep genoeg in de vene!)
« Zet een klem op de naald
« Laat de naald rusten op onderliggend weefsel in het verlengde van de vene
* Laat de perfusiebuffer stromen aan 2ml/min (pomp op 0.5)
« Knip de vena porta door
* Verhoog de flow naar 7ml/min (pomp op l)
* Knip het diafragma door en open de borstholte
* Klem de vena cava superior af
* De lever moet meteen en uniform wit worden
* Perfundeer ongeveer 3 min om de lobben goed te wassen

13



• Verwissel de perfusiebuffer met de dissociatieoplossing door de slang in de
dissociatieoplossing te leggen

« Perfundeer ongeveer 7min
» Observeer de evolutie van het uiterlijke aspect van de lever (granuleus aspect,

uniformiteit, zwelling, transpiratie,...)
• Stop de perfusie wanneer de lever voldoende gedissocieerd is
• Stop de peristaltische pomp
« Verwijder de naald
» Isoleer de lever uit het dier door de adhesie met het diafragma en andere organen door

te knippen; let hierbij op dat het vlies rond de lever en de maag niet doorprikt wordt
• Plaats de lever in een kristalleerschaal en voeg wat hechtmedium toe
• De hepatocyten kunnen nu uit de lever geïsoleerd worden

14
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