NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. 1. Tytut projektu Rola biologicznie aktywnych substancji Paulownia CLON IN VITRO

112 w regulacji procesu metanogenezy i biouwodorowania u zwierzat przezuwajacych
2. 2. Czas trwania projektu 20.05.2019-20.06.2021

3. 3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) zwacz, flawonoidy, Paulownia, metan,

biouwodorowanie

4. 4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie z ponizszych, F

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajgce poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow 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 ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Ochrona srodowiska naturalnego w interesie zdrowia i dobrostanu ludzi i zwierzat:

Celem naukowym projektu jest ocena mozliwosci wykorzystania Paulowni CLON IN VITRO 112 (Paulownia
elongata x Paulownia fortunei) w zywieniu zwierzat przezuwajacych w aspekcie hamowanie produkcji i emisji metanu
(ograniczenie procesu metanogenezy) oraz zmian ilosciowych i jakosciowych zawartosci kwasow ttuszczowych w
ptynie zwacza (proces biouwodorowania) zachodzacych w ekosystemie zwacza przy jednoczesnym zwiekszeniu
zawartosci biologicznie aktywnych, prozdrowotnych form kwaséw ttuszczowych (np. C18:2 cis9, trans 11; C18:2
trans 10 cis12) w probach migsni.

Powodem zainteresowania stosowaniem Paulowni w zywieniu zwierzat jest jej rozwijajaca Si¢ uprawa z
przeznaczeniem do zastosowania w przemysle drzewnym i duza produkcja materiatu organicznego (liscie o srednicy 1
metra), stanowiagcego produkt uboczny ,,odpad”.

Hipoteza badawcza zaktada, ze Paulownia CLON IN VITRO 112, jako nosnik biologicznie aktywnych substancji
(m.in. flawonoidéw), dodawana do dawek pokarmowych moze przyczyni¢ si¢ do modulowania procesu fermentacji



zachodzacej w zwaczu poprzez poprawe wykorzystania sktadnikow pokarmowych dawki.

Badania in vivo zostang poprzedzone testami in vitro z wykorzystaniem: hodowli monokultur
pierwotniaczych, systemu batch culture, In Vitro Gas Production oraz systemu RUSITEC. Najlepsze
warianty z powyzszych doswiadczen zostang przetestowane w badaniach in vivo, w ktorych planuje
si¢ wykorzysta¢ 18 owiec domowych (Ovis aries, jagnieta, tryczki), w tym 6 z zatozonymi statymi
kaniulami do zwacza, oraz 4 krowy mleczne (Bos taurus) rowniez z zatozonymi statymi kaniulami do
Zwacza.

Doswiadczenie z wykorzystaniem owiec zostanie przeprowadzone w uktadzie blokowym -21 dni
stanowi¢ bedzie okres wstepny, a kolejne 5 dni (22-26 dzien) okres wiasciwy, natomiast z
wykorzystaniem krow mlecznych w uktadzie kwadratu tacinskiego 2 x 2. W uktadzie kwadratu
tacinskiego, w kazdym z dwoch okresow doswiadczenia, pierwsze 21 dni stanowi¢ bedzie okres
wstepny, a kolejne 5 dni (22-26 dzien) okres wiasciwy.

Zastosowanie uktadu kwadratu facinskiego (2x2) dla krow mlecznych polega¢ bedzie na przemiennym
zywieniu [dla tej samej grupy (2 krowy mleczne) raz stosowana bedzie dawka pokarmowa kontrolna
(okres 1), a raz dawka doswiadczalna z udziatem lisci z drzewa Paulowni CLON IN VITRO 112
(okres I1). Zastosowanie przemiennego ukiladu doswiadczalnego spowodowato wdrozenie jedynie
jednej procedury zarowno dla kréw mlecznych bedacych w grupie kontrolnej, jak i krow mlecznych
bedacych w grupie doswiadczalnej. Zaleta wykorzystanego ukladu doswiadczalnego jest
minimalizacja liczby krow mlecznych zaplanowanych do doswiadczenia. Doswiadczenie na krowach
mlecznych bedzie prowadzone w cyklach przez 2 lata (pierwsze 1,5 roku przeznaczone bedzie na
wykonanie doswiadczen i wszystkich niezbednych analiz do badan in vitro, a reszta okresu
dedykowana jest doswiadczeniu in vivo).

Czynnik doswiadczalny w przypadku kréw mlecznych moze by¢ zastosowany (w przypadku przejscia
do badan in vivo najwyzszego wariantu z badan in vitro) w ilosci 10 kg lisci z drzewa Paulowni
CLON IN VITRO 112.

Projekt zaktada, ze zastosowanie uktadu blokowego dla jagniat polega¢ bedzie na jednoczesnym zywieniu
jagniat przez zaktadany okres doswiadczenia. Doswiadczenie bedzie prowadzone w cyklach przez 2
miesigce (w pierwszym miesiagcu zaktada si¢ wykonanie badan in vitro, a w drugim miesigcu badan in
vivo). W badaniach (grupa doswiadczalna), gdzie zostang zywione owce (jagnieta, tryczki o $redniej
masie 20 kg; w przypadku przejscia do badan in vivo najwyzszego wariantu z badan in vitro) ilos¢ 2 kg
kiszonki z lisci z drzewa Paulowni CLON IN VITRO 112. Natomiast owce wykorzystane w grupie
kontrolnej beda zywione standardowa dawka pokarmowa (2 kg kiszonki z lucerny, 0,1 kg siana, 0,6 kg
paszy tresciwej, zwierzetom zostanie zapewniony staty dostep do wody) i beda stanowity punkt
odniesienia do uzyskanych wynikow w grupie doswiadczalnej i sa niezbedne do przeprowadzenia
weryfikacji statystycznej.

Przewidywane szkody podczas proponowanego doswiadczenia moga wigzac si¢ z dystresem zwierzat
podczas pobierania krwi, pobierania prob ptynu zwacza, chowem przemystowym jednak wszystkie
procedury zostaty zaplanowane z jak najmniejsza inwazyjnoscig. Dodatkowo we wniosku zostaty
przedstawione szczegotowe opisy zasad: zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia, ktore z najwieksza
doktadnosci a eliminuja prawdopodobienstwo wystapienia szkoéd u zwierzat doswiadczalnych. Do
dodatkowych szkod, ktore doznaja zwierzeta zaliczamy rowniez brak pastwiska oraz smieré. Brak
pastwiska podyktowany jest analiza okreslonych dawek pokarmowych (zaro6wno w grupie
doswiadczalnej, jak i kontrolnej), a zastosowanie zywienia na pastwisku spowodowato by problemy
nie tylko w interpretacji uzyskanych wynikéw, ale ich opublikowaniu (wymagane jest kontrolowane

zywienie).



6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Owca domowa (Ovis aries), jagnieta, tryczki: 18
Bydto domowe ( Bos taurus taurus), krowa mleczna - liczba zwierzat: 4
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych Scopus, Web of knowledge, Pub Med., Ebsco, Google Scholar, Wiley
stosujac nastgpujace stowa kluczowe: zwacz, flawonoidy, Paulownia, metan, biouwodorowanie i nie
znaleziono opublikowanych prac z wnioskowanego zakresu badan.

Wszelkie mozliwe badania o charakterze zywieniowym, w ktorych istnieje konieczno$¢ udziatu zwierzat,
pozwalajgce oceni¢ wplyw zastosowanego komponentu dawki pokarmowej na procesy zachodzace w
przewodzie pokarmowym, gtéwnie w zwaczu, powinny by¢ poprzedzone (podobnie jak w niniejszym
doswiadczeniu) badaniami z wykorzystaniem systemoéw symulujgcych prace przewodu pokarmowego,
gtownie zotadka. Tego typu badania przeprowadzane sa w warunkach in vitro. Proponowane uklady
doswiadczalne (zastosowanie badan in vitro wylaniajacych jeden najlepszy wariant z posrod 6 (badania z
wykorzystaniem ptynu zwacza od kréw) oraz 4 (badania z wykorzystaniem ptynu zwacza od owiec)
pozwalajg wykorzystaé najmniejsza liczbe zwierzat niezbedna do uzyskania wiarygodnych wynikow,
pozwalajacych na wyeliminowanie efektu osobnika. Zastosowanie takiego uktadu doswiadczalnego
przyczyni si¢ do uzyskania prawidtowo statystycznie zweryfikowanych wynikow. Ponadto zastosowane w
opisywanym doswiadczeniu zatozenia dotyczace badan w warunkach in vitro sa zgodne z najnowszymi i
ostatnimi zaleceniami dotyczacymi badan z wykorzystaniem tego typu systemow. Badania prowadzone w
warunkach in vitro pozwalaja na weryfikowanie duzej liczby czynnikow doswiadczalnych, z ktorych
wybrana najmniejsza liczba o najkorzystniejszym wptywie na zwierz¢ moze by¢ dopiero przebadana w
doswiadczeniu z ich udziatem.

Badania z zakresu przemian w zwaczu przeprowadzane w warunkach in vitro wymagaja potwierdzenia w
badaniach wykorzystujacych zwierzeta, ale finalnie ograniczaja liczbg osobnikow (poprzez ograniczenie
liczby testowanych wariantow) niezbednych do weryfikacji celu i hipotezy. Ponadto, badania prowadzone
w warunkach in vivo z udzialem zwierzat biorg pod uwage wplyw szeregu czynnikdéw, ktérych
uwzglednienie w laboratoriach jest niemozliwe. W badaniach w warunkach in vitro koncentracja
mikroorganizméw W zwaczu jest znacznie nizsza niz w doswiadczeniach in vivo, co w przypadku
przedmiotowego projektu nie pozwala na ostateczne okreslenie optymalnej, mozliwej do zastosowania w
praktyce dawki Paulowni CLON IN VITRO 112 bez badan z udziatem zwierzat.

Spelnienie zasady 3R

Replacement (zastgpienie/zastepowanie) zostang wykorzystane techniki in vitro (hodowla monokultur
pierwotniaczych, system In Vitro Gas Production oraz system RUSITEC), ktore pozwalaja na wstepne,
przesiewowe badania unikajace wiaczenia wigkszej liczby zwierzat w planowane doswiadczenia.



Powyzsze techniki sg ogélnie przyjetymi metodami weryfikacji czynnikow do$wiadczalnych na
pierwszym etapie badan (weryfikacja duzej liczby wariantow eksperymentalnych). Zastosowanie 3
technik in vitro (standardowo stosuje si¢ jedng technike) pozwoli na wybranie najlepszego wariantu z
punktu widzenia zdrowia i bezpieczenstwa zwierzat wykorzystanych w planowanych dalszych etapach
badan. Planowane techniki sa zgodne z ogdlnie przyjetymi zasadami postgpowania badawczego opisanego
I przyjetego przez wiele laboratoridow zajmujacych si¢ badaniami z wnioskowanego zakresu i pozwala na
wytypowanie w przypadku badan na krowach mlecznych i jagnigtach jednego najlepszego wariantu, a
nastepnie poréwnaniu z osobnikami bedacymi w grupie kontrolnej.

Reduction (zmniejszenie/ograniczenie) W celu ograniczenia liczby zwierzat bioracych udziat w
doswiadczeniu a rownoczesnie zastapienia pewnej ich liczby zostana przeprowadzone wstepne badania in
vitro (opisane powyzej), a nastepnie dobrano mozliwie najmniejsza liczbe zwierzat, aby uzyskaé
reprezentatywne i wiarygodne wyniki statystycznie. Uklad kwadratu tacinskiego zaktada najmniejsza
liczbg zwierzat 4, podczas, gdy w uktadzie blokowym wykorzystano po 6 zwierzat bez przetok i po 3 z
zatozonymi kaniulami do zwacza. Sa to najmniejsze mozliwe do weryfikacji i opublikowania liczby
zwierzat. Liczbe zwierzat oszacowano zgodnie z dostepng literatura swiatowa. Nalezy podkresli¢, ze aby
podejmowane dziatania byty wiarygodne oraz eliminowaty dodatkowe badania z uzyciem zwierzat nalezy
przeprowadzi¢ je w taki sposob, aby eliminowaé¢ Kkolejne doswiadczenia z badanego zakresu.
Zaproponowane uklady doswiadczen, zastosowana liczba zwierzat, wykorzystane techniki in vitro,
planowane spektrum interdyscyplinarnych analiz pozwala zmniejszy¢ liczb¢ doswiadczen
wykorzystanych w skali miedzynarodowej poprzez wilasciwe poznanie proceséw decydujacych o
obserwowanych zmianach, wilasciwa statystyczng weryfikacje uzyskanych danych. Takie dziatania
skutkuja publikacja w bardzo dobrych czasopismach naukowych nie tylko zgtebiajaca wiedze z badanego
zakresu, ale wykluczajaca badania z podobnego zakresu ograniczajac tym samym finalnie liczbe zwierzat
niezbedna do poznania dziatania nowych komponentéw pasz.

Refinement (udoskonalenie) Wybrane zaproponowane procedury pozwalaja na pobranie krwi i ptynu
zwacza, w ktorych mozna oznaczy¢ ogromna liczbe parametrow pozwalajacych na kompleksowa oceng
wplywu Paulowni na organizm zwierzecia. Sg to procedury o najmniejszej dotkliwosci, gwarantujace
jednak uzyskanie zaktadanego rezultatu i poszerzenie wiedzy z zakresu oddziatywania substancji
biologicznie aktywnych na procesy metanogenezy, biouwodorowania i finalnie na zdrowie i komfort
zwierzat i ludzi. Pobieranie krwi jest rowniez czynnoscig weterynaryjna, podczas, gdy pobieranie ptynu
zwacza nie dostarcza zwierzeciu zadnego bolu, pod warunkiem wiasciwego przeprowadzenia czynnosci
handlingu, zastosowaniu atestowanych i bardzo nowoczesnych kaniul wykonanych z materiatow
nieinwazyjnych, nie powodujacych alergii i innych dyskomfortow spowodowanych ich zastosowaniem.
Wiele osrodkéw naukowych na $wiecie stosuje techniki kaniulacji, aby wpisaé¢ sie wypetni w zasade 3R
oraz dla lepszego komfortu zwierzat zaangazowanych w procesy badawcze. Dla przyktadu krowy mleczne
bedace w produkcji w Polsce w roku 2018 przebywaty w stadach srednio 3,03 laktacji (okoto 5 lat, dane
Polskiej Federacji Hodowcoéw Bydta i Producentow Mleka) natomiast krowy z przetoka do zwacza przy
wiasciwym handlingu, monitorowaniu zdrowotnosci ekosystemu zwacza, poprawiajacym wymiernie
komfort zwierzecia, zyja diuzej.

Dodatkowo zastosowanie uktadu kwadratu facinskiego 2x2 w wymierny sposob zmniejsza udziat zwierzat
w doswiadczeniu zwiekszajac znaczenie badan w warunkach in vitro, gdzie testowanych jest bardzo wiele
wariantow.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
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