NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. TYTUL PROJEKTU

Whplyw restrykeji kalorycznych na profil lipidowy (myszyC57BL/6) oraz rozwdéj zmian
miazdzycowych (myszy ApoE/ LDLr'/') zywionych dieta standardowq i aterogenna

2. CZAS TRWNIA PROJEKTU 24 miesiace
3. SLOWA KLUCZOWE (maksymalnie 5 stow)

restrykcje kaloryczne, miazdzyca, myszy C57, myszy ApoE/LDLr'/ ’
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 sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz
lub innych substancji lub produktéw, lub badan ich jako$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

Celem naukowym projektu jest okreslenie wptywu restrykcji kalorycznych (CR) na profil lipidowy
(myszy C57BL/6J) oraz rozw6j zmian miazdzycowych (myszy ApoE/LDLr"") zywionych standardowsg i
aterogenng dietg. CR jest definiowana jako zmniejszenie spozycia, zazwyczaj o 30-40% w odniesieniu do
zywienia ad libitum (Al), bez niedozywienia.

Zmiany miazdzycowe stanowig podstawe rozwoju chorob uktadu krazenia, ktére stanowig gtowna
przyczyng zgonow na $wiecie. Nadmiar tkanki ttuszczowej, bedacy wynikiem dodatniego bilansu
energetycznego, jest jednym z czynnikow ryzyka rozwoju miazdzycy. Publikacje naukowe wskazuja ze
restrykcje kaloryczne moga pozytywnie wpltywaé na dlugos¢ zycia zwierzat laboratoryjnych. Réwniez
dane epidemiologiczne wskazujg iz dtugo$¢ zycia jest negatywnie skorelowana z BML



W zwiazku z pozytywnymi efektami wprowadzania restrykcji kalorycznych celowe wydaje si¢ okreslenie
ich wptywu na profil lipidowy oraz rozwoj zmian miazdzycowych.

W tym celu planuje si¢ przeprowadzenie do§wiadczenia zywieniowego z udziatem myszy C57BL/6J oraz
ApOE/LDLr". 2-miesieczne samce myszy C57BL/6J (n=36) oraz ApoE/LDLr" (n=36) zostania losowo
przydzielone do 6 réwnolicznych grup doswiadczalnych:

e Grupal (AL.) — grupa ad libitum zywiona do woli dietg standardowg AIN 93G
e Grupa 2 (sAL) — grupa ad libitum poddana stresowi (dieta standardowa AIN 93G oraz stres
zwigzany z indywidualnym przetrzymaniem w klatkach)

e Grupa 3 (CR) — grupa restrykcji kalorycznej (CR) (dieta AIN 93G otrzymujaca 30% mniej
pozywienia w poréwnaniu do grupy AL).

o Grupa4 (ALath) — grupa ad libitum zywiona dietg aterogenng

e Grupab (sALath) —grupa ad libitum poddana stresowi (dieta aterogenna oraz stres zwigzany z
indywidualnym przetrzymaniem w klatkach)

e Grupa 6 (CRatH)— grupa restrykcji kalorycznej (CR) (dieta aterogenna otrzymujaca 30% mniej
pozywienia w porownaniu do grupy ALaty)

W czasie trwania eksperymentu prowadzony bedzie bilans spozycia diety. Pierwsza grupa bedzie
otrzymywac¢ diete ad libitum (bez ograniczen). Druga bedzie zywiona tak, jak grupa AL i dodatkowo
bedzie narazona na stres zwigzany z indywidualnym trzymaniem zwierzat w klatkach. Jest to grupa
kontrolna dla CR (grupy 3). Zwierzeta sa trzymane indywidualnie w klatkach co moze mie¢ wptyw na
badane parametry. W grupie trzeciej zwierzeta bedg otrzymywac 30% diety mniej w poréwnaniu do
kontroli. Codziennie bedg sprawdzane klatki pod wzgledem niedojadéw. Dodatkowo raz w tygodniu
wykonywany begdzie pomiar masy ciata zwierzat.

Po 8 tygodniach zywienia myszy poddane zostang eutanazji w celu pobrania materiatu biologicznego
(serce, aorta, watroba, BCA, nerki, tkanka tluszczowa, krew) do dalszych analiz. Przed eutanazja
zwierzeta beda gtodzone przez 4 godziny w celu oznaczenia poziomu glukozy we krwi. Na pobranym
materiale wykonane zostang badania biochemiczne (m.in. profil lipidowy) i histologiczne.

Wyniki przeprowadzonych badan przyczynia si¢ do ustalenia wptywu restrykeji kalorycznych na rozwdj
zmian miazdzycowych. Rezultaty zostang upowszechnione w postaci publikacji naukowych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

samce myszy ApoE/LDL™ - liczba zwierzat: 36

samce myszy C57/BL6 - liczba zwierzat: 36

7. OPIS UWZGLEDNIENIA  ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1



UDOSKONALENIA

W czasie planowania eksperymentu, dokonano przegladu literatury dotyczacej tematyki
restrykcji kalorycznych (bazy danych: PUBMED, Google Scholar, Web of Science, Science
Direct)

W poszukiwaniach wykorzystano nastepujace kluczowe stowa:
e restrykcje kaloryczne, miazdzyca, myszy C57, myszy ApoE/LDLr",

Na podstawie analizy literatury stwierdzono iz nie przeprowadzono do tej pory badan nad
wptywem restrykcji kalorycznych na rozwdj zmian miazdzycowych. Sa jedynie pojedyncze
badania okreslajace wptyw na profil lipidowy.

Uzyskane wyniki pozwolg na okreslenie wptywu restrykcji kalorycznych na rozwdj zmian
miazdzycowych.

Uwzgledniajac zasade zastgpienia zdecydowano o wykorzystaniu myszy ApoE/LDLr"" w
planowanych badaniach, jako najlepszego i najbardziej wiarygodnego zwierzecego modelu
miazdzycy. Wedtug dostgpnej obecnie wiedzy niemozliwe jest wykorzystanie do tego zwierzat o
nizszym stopniu rozwoju. Myszy C57BL/6 sa zwierz¢tami kontrolnymi.

Liczba zwierzat planowanych do uzycia w doswiadczeniu zostata okreslona na podstawie
znajomos$ci odchylenia standardowego wybranych parametrow, ktére zostato oszacowane na
podstawie poprzednich do$§wiadczen oraz danych literaturowych. Wykorzystanie takiej liczby
zwierzat ma na celu zminimalizowanie wplywu zmiennosci migdzyosobniczej na wyniki
planowanego badania, a takze ograniczenie wystapienia btedu I rodzaju (zasada ograniczenia).

Pobranie krwi z zyly ogonowej myszy jest najmniej inwazyjng i powszechnie stosowang metoda
pomiaru poziomu glukozy we krwi zwierzat laboratoryjnych. Czynno$¢ ta wykonana zostanie w
osobnym, wyznaczonym do tego miejscu bezposrednio przed eutanazja.

Usmiercanie zwierzat laboratoryjnych ketaming z ksylazyng jest ogélnie znang i dopuszczong do
stosowania przez ustawodawce metodg. Na podstawie wieloletniej praktyki wybrano ta metode
usmiercania. Pozwala ona na prawidtowe pobranie materiatu biologicznego niezbednego do
okreslenia zmian miazdzycowych.

W celu ograniczenia stresu zwierzecia planuje si¢ zastosowanie ponizszych metod tagodzacych:

e pomiar poziomu glukozy oraz us$miercanie zwierzat pojedynczo, w osobnym,
przeznaczonym do tego celu pomieszczeniu



