NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Potencjal terapeutyczny trimetyloglicyny (betainy) w zaburzeniach
metabolicznych i towarzyszacym im zmianach funkcji kognitywnych zwigzanych z

plastycznoscig glutaminergiczng.
2.Czas trwania projektu: od 14.10.2019 do 14.10.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): betaina, receptor NMDA, otylos¢, szczur

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 produktow leczniczych, §rodkéw 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.

Otylos¢, cukrzyca 1 zaburzenia metaboliczne wptywajg zar6wno na funkcje mozgu, jak i metabolizm
obwodowy, prowadzac do réznych powiktanh w wielu narzadach 1 uktadach, w tym w uktadzie krazenia,
ptucach, nerkach, siatkowce oka oraz w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN). Wyniki badan na
modelach zwierzecych coraz czgsciej wskazuja, ze otytos¢ 1 cukrzyca wywotuja dysfunkcje poznawcze 1
utrate pamigci. Warto zauwazy¢, ze dilugotrwale podwyzszone stezenie glukozy we krwi, a takze
podwyzszone stezenie kwasoéw tluszczowych mogg powodowaé uszkodzenia struktury hipokampu,
cze$ci mozgu o kluczowym znaczeniu dla procesu uczenia si¢ i zapamigtywania. Dlatego leczenie
otylo$ci powinno by¢ pomocne nie tylko w eliminacji zaburzen metabolicznych, ale takze powaznych
powiktan w uktadzie nerwowym, a tym samym przyczynia¢ si¢ do poprawy jakosci zycia osob chorych.

Aminokwas bedacy pochodna glicyny - trimetyloglicyna, zwany potocznie betaing, wystepuje
naturalnie w organizmach roslin (np. buraku czerwonym), a takze zwierzat i cztowieka. Cztowiek moze



m.in. przyswaja¢ pochodne glicyny z diety. Niektore zespoty badawcze wykazaty, ze suplementacja
betainy w diecie poprawia metabolizm weglowodanowy, a takze zmniejsza akumulacje lipidow w
watrobie. Nie wykazano jednak, czy moze poprawia¢ takze metabolizm tkanki tluszczowej. Badania
innych zespotow dowiodly mozliwosci pozytywnego wplywu betainy na te struktury moézgu, ktore
odpowiadajg za powstawanie pamigci i uczenie sie. Choroby metaboliczne jak otytos¢ i cukrzyca moga
by¢ zwigzane z zaburzeniami OUN 1 pogorszeniem zdolnos$ci uczenia si¢ i zapamigtywania. Nie podjeto
dotychczas badan wptywu betainy na funkcjonowanie OUN u zwierzat z chorobami metabolicznymi.

Hipoteza badawcza zaktada, ze betaina ma potencjat terapeutyczny w leczeniu otytosci i
jej powiktan zwigzanych z funkcjonowaniem OUN. Celem badan bedzie ocena terapeutycznej
aktywnosci betainy jednocze$nie pod wzglgdem poprawy parametrow metabolicznych (gtownie
metabolizmu tkanki thuszczowej) jak i poprawy zdolnosci uczenia si¢ i zapamigtywania u zwierzat -
szczuréw z otytoscig wywotang dieta wysokotluszczowa (HFD). 30 szczurow zostanie podzielonych na
trzy grupy, w tym: zwierzeta kontrolne, otrzymujace normalng dietg, szczury otrzymujace diete HFD
zawierajaca 30% tluszczu oraz szczury otrzymujace diete HFD oraz betaing w postaci roztworu
wodnego 2%. W trakcie trwania eksperymentu u zwierzat zostang przeprowadzone testy oceniajace
pamie¢ i uczenie si¢ — test rozpoznawania obiektu i test rozpoznawania lokalizacji obiektu. Po 10
tygodniach eksperymentu zwierzeta zostang u$miercone, po czym pobrane zostang tkanki do analiz
parametréw metabolicznych, ekspresji gendéw oraz izolacji komoérek thuszczowych.

Korzyscig dla nauki jest poznanie mozliwosci dziatania fatwo dostgpnego w diecie zwigzku jakim jest
betaina, jednoczesnie - w dysfunkcjach OUN oraz chorobach metabolicznych. Szkoda dla zwierzat jest
spozywanie diety wysokotluszczowej, ktoéra prowadzi do dysregulacji metabolizmu, a takze
przeprowadzenie testow behawioralnych. Obie czynno$ci moga wywota¢ u zwierzat dystres, jednak nie
naruszag w sposob istotny ich dobrostanu. Oczywistg szkoda dla zwierzat bedzie ich u$miercenie na
koncu do§wiadczenia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczur wedrowny Rattus norvegicus, stado niekrewniacze Wistar — wiek 8 tygodni/samce — 30

zwierzat.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

ZASTAPIENIE (ang. Replacement): Zastosowany zwierzecy model doswiadczalny jest niezbedny dla
realizacji celu doswiadczenia — nie ma dotychczas modelu in vitro lub podobnego, ktéry pozwolitby
odtworzy¢ zlozone regulacje na poziomie calego organizmu — w do$wiadczeniu badany bedzie wptyw
betainy jednoczes$nie na metabolizm — ktérego parametry okreslane beda w kilku tkankach: watrobie,
miesniu i krwi - oraz funkcje kognitywne — ktore okreslane beda na podstawie testow behawioralnych

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




oraz badania ekspresji kilku bialek hipokampu. O wptywie czynnika badawczego na proces
zapamig¢tywania mozna na razie wnioskowa¢ tylko na podstawie badan na zywych zwierzetach.
Ponadto, wyizolowanie z tkanki tluszczowej komoérek 1 sprawdzenie jak betaina zmienita ich
metabolizm stwarza bardziej wiarygodny obraz funkcji tkanki tluszczowej. Komorki beda swiezo
wyizolowane od chorych zwierzat, ktore przez 10 tygodni otrzymywaly betaing. Takiego stanu nie
mozna odtworzy¢ z zastosowaniem linii komoérkowych, poniewaz nie mozna ich tak dlugo inkubowac.

OGRANICZENIE (Reduction): Zaplanowano wykorzystanie optymalnej liczby zwierzat -10 osobnikow
W grupie — by, z jednej strony uwzgledni¢ zmienno$¢ osobniczg wystepujaca w rozwijajacych sig
chorobach metabolicznych, a z drugiej strony, by ilo$¢ tkanki tluszczowej wystarczyla do pozyskania
komorek thuszczowych wystarczajacych na przygotowanie 5 wariantdow doswiadczalnych. Ponadto
zrezygnowano z jednej grupy kontrolnej zwierzat, w ktorej zwierzgta na normalnej diecie miaty mie¢
podawang betaing oraz mialy by¢ poddane testom behawioralnym.

UDOSKONALENIE (ang. Refinement): Udoskonaleniem jest wybor testow behawioralnych ORT i
OLT, ktore, przy stosunkowo matym dziataniu stresogennym, pozwola na skuteczne okreslenie pamigci
u szczuréw, ktorej zaburzenia moga wystapi¢ w przypadku choréb metabolicznych. Testy te przy
niewielkich modyfikacjach pozwalaja na badanie pamigci zarowno krétko- jak 1 dlugotrwalej u
zwierzat, a takze poszczegdlnych faz uczenia si¢. Ponadto, w celu zmniejszenia stresu zwigzanego z
badaniem, zwierzeta przed wilasciwym testem beda przez 3 dni po 5 minut przyzwyczajane do
przebywania na arenie.

Wybrano tez mato inwazyjny sposob podania betainy zwierzgtom — zamiast podania dozotadkowego
przy pomocy sondy, zwigzek planuje si¢ poda¢ w wodzie pitnej, co nie zmienia, ani smaku wody, ani
objetosci ptynu pobieranego dziennie przez zwierzeta i jak wykazujg badania opisane w literaturze® —
jednoczesnie moze wywolywac¢ tagodzacy wplyw na niekorzystne skutki zmienionego metabolizmu.
Ponadto badania toksykologiczne dowiodly, Zze spozywanie przez szczury 1% roztworu betainy nie
wywoluje w ich organizmie zadnych szkodliwych zmian.

Zwierzeta z dwoch grup beda spozywaly diete zawierajaca 30% thuszczu. W tego typu doswiadczeniach,
gdzie wywotuje si¢ otytos¢ i insulinooporno$¢ bez ingerencji farmakologicznej dieta jest jedyng
mozliwoscig wywolania takiego stanu bez narazania zwierzat na zbyt duzy dystres, czy dolegliwosci
bolowe. Zwierzgta w dos§wiadczeniu zostang u§miercone po 10 tygodniach, co oznacza, ze nie zdazy
rozwing¢ si¢ u nich wiekszo$¢ nastepstw, ktéra mogly by powodowaé odczuwalne naruszenie
dobrostanu. .

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

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.



