NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Ocena mozliwo$ci zastosowania wzbogaconego miazszu dyni (Cucurbita L.) w

prewencji i wspomaganiu leczenia osteoporozy pomenopauzalnej
2.Czas trwania projektu: 06.01.2020-20.12.2021

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) owariektomia, wapn, dynia, alendronian, osteoporoza

pomenopauzalna
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia 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 popraw¢ dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $rodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, 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 dos§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.

Osteoporoza jest powazna choroba, w przebiegu ktorej dochodzi do zmniejszenia gestosci tkanki
kostnej, prowadzacej do wzrostu czgstotliwosci ztaman, a w konsekwencji takze do utraty zdolno$ci
samodzielnego poruszania si¢. Na calym $wiecie cierpi na nig ponad 200 miln ludzi, a szczegdlnie
narazone na jej rozwdj sa kobiety w wieku postmenopauzalnym. Wyniki badan wskazuja, ze
odpowiednio zbilansowana dieta moze istotnie zmniejszy¢ ryzyko rozwoju osteoporozy. Szczegdlnie
wazne jest spozywanie zywnosci funkcjonalnej, ktora zawiera zardwno wapn jak i karoteny oraz wiele
innych aktywnych zwiazkow, ktore dziataja synergistycznie na metabolizm kosci. Dlatego glownym
celem badan jest sprawdzenie wplywu spozywania wzbogaconego migzszu dyni (Cucurbita L.) w
zwigzki wapnia na stan koscca, a tym samym wystgpowanie zmian osteoporotycznych w zwierzgcym
modelu osteoporozy po menopauzie.

Aby osiggnaé cel badan u szczurdw zostanie przeprowadzony zabieg owariektomii tj. zabieg
obustronnego usunigcia jajnikow. Celem zabiegu jest zmniejszenie st¢zenia estrogenéw w organizmie
szczuréw a niedobor estrogendw sprzyja rozwojowi 0steoporozy. Nastepnie szczury zostang podzielone




na 11 grup (po 10 zwierzat w grupie). Jedna grupa (kontrolna) bedzie spozywala diete pelnowarto$ciowg
AIN 93M. Natomiast 10 grupom podawana bedzie dieta deficytowa w wapn z rézna kompozycja
dodatkow: 1) bez dodatkow, 2) z dodatkiem niewzbogaconej dyni, 3) z dodatkiem dyni wzbogaconej w
weglan wapnia, 4) z dodatkiem dyni wzbogaconej w mleczan wapnia, 5) z dodatkiem weglanu wapnia,
6) z dodatkiem mleczanu wapnia, 7) z dodatkiem bisfosfonianéw oraz mleczanu wapnia, 8) z dodatkiem
bisfosfonianéw oraz weglanu wapnia, 9) z dodatkiem bisfosfonianow z dyniag wzbogacona w mleczan
wapnia, 10) z dodatkiem bisfosfonianow z dynig wzbogacong w weglan wapnia. Do§wiadczenie bedzie
trwato 12 tygodni, po zakonczeniu ktdrego, szczury zostang poddane eutanazji przez dekapitacje,
pobrana zostanie krew oraz narzady wewnetrzne do analiz biochemicznych. W tkankach oznaczone
zostanie stezenie wapnia, osteokalcyny, N-koncowego propeptydu prokolagenu typu | (P1NP),
parathormonu (PTH) i estradiolu (E2).

W dos$wiadczeniu dynia zostanie wzbogacona w weglan i mleczan wapnia, gdyz sa to zwigzki o
najlepszej i porownywalnej przyswajalnosci wapnia. W planowanym badaniu dziatanie wzbogaconej
dyni zostanie poréwnane z alendronianem (bisfosfonian), ktory jest dobrze tolerowanym lekiem
stosowanym w leczeniu osteoporozy po menopauzie oraz z powodzeniem stosowany w badaniach
modelowych osteoporozy pomenopauzalnej.

Wykazanie korzysci wynikajacych ze spozywania dyni wzbogaconej w wapn bedzie stanowi¢ narzgdzie
pomocne w projektowaniu zywno$ci o dziataniu prozdrowotnym, stanowigcej wazny element
profilaktyki i wspomagania leczenia osteoporozy, a tym samym ograniczenia wydatkéw na jej
farmakologiczne leczenie.

Przewidywane szkody podczas proponowanego doswiadczenia moga wigzaé si¢ z dystresem zwierzat
zwigzanym z przeprowadzeniem owariektomii, jednak wszystkie czynno$ci w procedurze zostaly
zaplanowane z jak najmniejsza inwazyjnoscia. Szkoda dla zwierzecia jest rOwniez jego $mier¢.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

110 dorostych szczuréw wedrownych Rattus norvegicus, stado niekrewniacze Wistar (110 samic

dojrzatych plciowo).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy dokonano przegladu literatury w bazach danych i stwierdzono brak
badan dotyczacych wplywu wzbogaconej wapniem dyni na gospodarke wapnia i metabolizm kostny. W
projekcie uwzgledniono zasad¢ 3R: zastapienia, ograniczenia i udoskonalenia.

Zasada zastapienia:

Z uwagi na podobienstwo fizjologiczne szczury sa polecanym gatunkiem do badan zywieniowych.
Badan zywieniowych nie mozna przeprowadzi¢ w warunkach in vitro, dlatego nie mozna zastosowac
innej metody badawczej.

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




Zasada ograniczenia:

Liczba zaplanowanych zwierzat uwzglednia 10 zwierzat w kazdej badanej grupie. Liczba
zaplanowanych grup badawczych i liczby wykorzystywanych w nich zwierzat zostata ograniczona do
poziomu niezbednego, aby osiagna¢ cel badania z zastosowaniem odpowiednich metod statystycznych
przy uwzglednianiu zmienno$ci wystepujacej w populacji szczurow (ANOVA, testy post-hoc, istotno$é
roznic na poziomie p<0,05). Rowniez dane literaturowe wskazuja, ze w dos$wiadczeniach z
wykorzystaniem badan modelowych osteoporozy pomenopauzalnej stosowano minimum 10 zwierzat w
grupie (Jiang et al., J. Oral. Pathol. Med. 2016, doi:10.1111/jop.12499; Li et al., Biosci Rep. 2019, doi:
10.1042/BSR20191011; Guo et al., Biosci Rep. 2019, doi: 10.1042/BSR20190432). Liczba zwierzat
zostata ograniczona do niezbednej, aby osiagna¢ rzetelne wyniki analiz statystycznych.

Woezesniej przeprowadzono badania in vitro, w ktdrych oceniono biodostgpnos¢ wapnia z roéznych
zwigzkow organicznych i nieorganicznych i wybrano dwa do dalszej analizy (mleczan i wegglan). Poza
tym w badaniach in vitro analizowane sa rézne gatunki dyni wzbogacone w wapn i wybrany bedzie
jeden o najlepszych wiasciwosciach po wzbogaceniu. Badania in vitro pozwalajg zastosowa¢ minimalng
ilo$¢ zwierzat w doswiadczeniu.

Zasada udoskonalenia:

Zaplanowano metody minimalizujgce bol, cierpienie i dystres zwierzat do minimum.

Wybrane procedury 1 czynno$ci zaktadaja wykorzystanie najmniejszej liczby zwierzat, przy
najwiekszym prawdopodobienistwie osiggniecia planowanego wyniku.

Zwierzeta beda utrzymywane w odpowiednich warunkach temperatury i wilgotnosci. Osoby
uczestniczace w eksperymencie sa przeszkolone i majg duze do$wiadczenie w pracy ze zwierzgtami.
Zwierzgta beda spozywaly pasze i wodg ad libitum.

Wzbogacona dynia, zwigzki wapnia i leki beda podawane z pasza, aby zminimalizowa¢ stres zwierzat.
Dawki stosowanych zwigzkow wapnia umozliwiajg uzupehienie niedoborow w organizmie, zarowno
dawki zwigzkow wapnia jak i lekow nie sa toksyczne dla szczuréw. W zabiegu owariektomii zostang
wykorzystane nici rozpuszczalne, aby wyeliminowac stres zwigzany z usuwaniem SZwow.

Zwierzgta beda pod opieka weterynaryjna.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
[l TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.
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