NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu

Okreélenie wptywu pasz wysokotluszczowych o réznym skladzie na funkcje motoryczne, zachowanie
oraz uczenie proceduralne u wybranych szezepdw myszy 1 szczurdw

2. Czas trwania projektu 3 lata

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): dieta ketogenna, behawior
4, Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorig z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywezych, pasz lub
innych substancji lub produktéw, lub badan ich jakoéci, skutecznosci lub bezpieczefistwa stosoﬁvania

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 okreslié¢ cel naukowy lub edukacyjny do$wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowaé u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesic ono dla rozwoju nauki i
dydaktyki, Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Wazystkie planowane procedury beda wykonywane w celu prowadzenia badan podstawowych, o
ktorych mowa w art. 3 pkt 1 lit. a ustawy (odnosnik 9 pkt 1 lLit. a). Rodzaj badaf: uklad nerwowy
(odnoénik 9 pkt.2 lit. c). Klasyfikacja procedur nr 1-4 planowanych w ramach do$wiadczenia:
dotkliwosé procedury: tagodna (odnosnik 12 pkt, 3).

Celem planowanych badan jest stworzenie kompleksowej charakterystyki behawioralnej zwierzat
laboratoryjnych karmionych wybranymi rodzajami pasz wysokotluszezowych. Ponadto projekt
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zaktada prébe poszukiwania mechanizméw, ktére moga byé odpowiedzialne za potencjalne zmiany
zachowania indukowane stosowaniem diety ketogennej. Badania zostang przeprowadzone na dwéch
gatunkach zwierzat laboratoryjnych najczesciej wykorzystywanych w badaniach neurobiologicznych —
na szczurach i myszach. Doroste samce szczura lub myszy rozpoczynajac od 9 tygodnia zycia przez 125
dni karmione beda:
o pasza standardowg - grupy kontrolne
e A pasza imitujaca klasyczna diete ketogenna skomponowang gléwnie z thuszezy nasyconych
e B pasza imitujaca zmodyfikowana diete ketogenng o duzej zawartoéei thuszczow nienasyconych
e C pasza imitujaca diete ketogenng , zawierajaca przewage thuszczdéw pochodzenia zwierzgcego
gdzie stosunek thuszezéw do weglowodandw i biatek to 6:1
Rozpoczynajac od 112 dnia eksperymentu przez kolejne 13 dni zwierzgta podlegal beda testom
behawioralnym. W 125 dniu eksperymentu przeprowadzona zostanie eutanazja zwierzat w celu pobrania
materiatu do dalszych badan.
Zestaw testéw obgjmowac bedzie:
s test otwartego pola — do oceny aktywnosci lokomotorycznej
e test uniesiony labirynt krzyzowy — do oceny poziomu lgku
» tcst na podniesionej bieini —~ do oceny koordynacji zwierzecia oraz zdolnosci do uczenia
motorycznego zwierzeelia,
e test na urzadzeniu ROTAROD - do oceny koordynacji zwierzgeia oraz zdolnosci do uczenia
motorycznego zwierzgeia,
s griptest - do pomiaru sity uchwytu matych zwierzat laboratoryjnych
Material pobrany od zwierzat podlegajacych testom postuzy do oznaczef poziomu ekspresji genow (na
poziomie bialka i transkryptu), ktore moga by¢ zwigzane z obserwowanymi zmianami zachowania.
Oznaczenia wykonywane beda metoda QRT-PCR oraz Western blot wybranych strukturach mézgu —
korze czolowej 1 hipokampie. Badane czynniki beda wybierane na podstawie zmian zaobserwowanych
w testach behawioralnych (np. neurotrofiny, receptory dla neuroprzekaznikéw, markery stanu
zapalnego).
Material postuzy réwniez do oznaczen poziomu neurogenezy w zakrecic zgbatym hipokampa (obszar
mézgu w ktérym neurogeneza zachodzi u dorostych zwierzat).
Idea do§wiadczenia jest rowniez pordwnanie przydatno$ci wybranych gatunkdw myszy i szczuréw oraz
ich szezepéw do badan nad wykorzystaniem pasz wysokotluszezowych, co w przysztoéei pozwoli na
lepszy dobér gatunkéw i szezepéw do tego rodzaju eksperymentéw a tym samym ograniczenie liczby
zwierzat wykorzystywanych do do§wiadczen.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doéwiadczeniu wykorzystane zostang:

9 tygodniowe samce szczura wedrownego (Rattus norvegicus) szczep Long-Evans — 80sztuk
9 tygodniowe samce szczura wedrownego (Rattus norvegicus) szczep Wistar — 80sztuk

9 tygodniowe samce myszy domowej (Mus musculus) szczep 129/SV — 80sztulk

9 tygodniowe samce myszy domowej (Mus musculus) szczep C57/BL/6 — 80sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA T UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym sprawdzono w
bazach danych:
PUBMED; ScienceDirect; Web of Science (JCR)
Wykorzystalam stowa kluczowe:
e Ketogenic diet+animal behavior
e Ketogenic diet+memory
o Ketogenic diet+ locomotor activity
» Ketogenic diet+anxiety
e Ketogenic diet+sociability
o Ketogenic diet+social behavior

Dicta ketogenna o bardzo niskiej zawartosci weglowodandw, wysokiej zawartosci tluszezu i
odpowiedniej podazy biatka stanowi podejécie zywieniowe, stosowane od wielu lat w terapii padaczki
lekoopornej (Barafiano i Hartman, 2008). W ostatnich latach zaobserwowano, ze dieta ketogenna
wylkazuje wiele innych korzystnych efektéw zdrowotnych, w tym dziatanie neuroprotekcyjne. Dlatego
duze nadzieje wiaze sie z mozliwosciami jej zastosowania w leczeniu m.in. choréb
- neurodegeneracyjnych oraz zaburzefi neurorozwojowych (Paoli et al.,, 2013). Zainteresowanie dieta
ketogenna wazrasta nie tylko w $rodowisku medycznym i naukowym ale réwniez w spoleczenstwie.
Wielokrotnie udowodniono jej skuteczno$é w leczeniu otytodei. Uwaza sig, Ze dieta ketogenna moze
przyczynia¢ sie do poprawy wynikéw sportowych, przez co staje si¢ ona popularna wéréd sportoweodw
(Paoli et al., 2015). Dieta ketogenna wptywa na funkcjonowanie mézgu w wielu aspektach : moduluje
ekspresje genéw (Cheng et al., 2003; Noh et al., 2004, Stafford et al., 2010), neurotransmisje (Verpeut et




al, 2016), poziom czynnikéw neurotroficznych (Vizuete et al, 2013) poziom fosforylacji biatek
(Ziegler et al., 2002) oraz metabolizm aminokwaséw (Yudkoff et al., 2005). Wiele z tych czynnikow
moze przyczyniaé sie do zmian zachowania. Dotychezas zgromadzone wyniki badai w zakresie
wplywu diety ketogenej na rézne aspekty zachowania zwierzat przyniosty sprzeczne wyniki.
Przyktadowo cze$é badan pokazuje, ze dieta ketogenna powoduje wzrost aktywnodci lokomotroryczngj
szezuréw podezas gdy inni autorzy obserwowali jej spadek (Murphy and Burnham 2006; Ziegler et al.,
2005). Podobne sprzecznosci dotycza wynikéw badan nad wplywem diety ketogennej na pamied
zwicrzat (Van der Auwera et al,, 2005; Xu et al., 2010). Jedna z przyczyn takiej niespdjnosci wynikow
jest prawdopodobnie fakt, ze w badaniach stosuje sie diety o zréZnicowanym skiadzie. Jest to
uzasadnione, poniewaz istnigje kilka wariantéw diety ketogennej stosowanych aktualnic w praktyce
klinicznej, z ktérych najwazniejszymi sa: klasyczna dieta ketogenna, wariant z tréjglicerydami
éredniotaficuchowymi (MCT, medium-chain triglyceride), zmodyfikowana dieta Atkinsa i dieta o niskim
indeksie glikemicznym. Wydaje sig, ze nie sama proporcja makroskladnikéw, ale rodzaj thuszezow ma
kluczowe znaczenie dla wplywu diety ketogennej na funkcjonowanie mézgu. 7 danych
epidemiologicznych wynika, Ze diety bogate w dlugotaficuchowe nasycone kwasy tluszczowe
zwickszaja ryzyko neurodegeneracji i zaburzen funkcji poznawczych, podczas gdy diety bogate w
dtugotaficuchowe nienasycone kwasy omega-3 wiaze si¢ z dzialaniem neuroprotekeyjnym (McCarty et
al., 2015). Dlatego w badaniach planujemy zastosowaé trzy diety ketogenne: dietg ketogenng A — o
skladzie odwzorowujacym klasyczna diete ketogenng stosowana u czlowieka, zawierajacq przewage
thuszezéw pochodzenia zwierzecego, dietg ketogenna B — zawierajaca przewage thiszezdw pochodzenia
roélinnego oraz diete ketogenna C - zawierajace przewage tluszczéw pochodzenia zwierzgeego, ale
gdzie stosunel ilogci thuszezéw wzglgdem weglowodandw i biatek wynosi 6:1

Badanie wplywu diet ktore indukuja zlozone zmiany metaboliczne w calym organizmie, na
mézg i zachowanie mozliwe jest jedynie w modelu in vivo, z wykorzystaniem wybranego gatunku
kregoweow, Tylko taki model uwzglednia caty ztozony mechanizm wzajemnych oddziatywan tkanek i
narzadéw obwodowych oraz mézgu i umozliwia ocene zmian zachowania zwierzat poddanych dziataniu
diety ketogennej. Osiagniecie celu w proponowanym projekcie badawczym nie jest mozliwe przez
zastapienie modelu iz vivo innymi narzgdziami badawezymi,

Liczba wykorzystywanych zwierzat w planowanych badaniach zostala ograniczona do
minimum pozwalajacego na zrealizowane zamierzonych celéw. W badaniach wykorzystamy lacznie
320 osobnikéw. Na taka wielko§é proby skiada liczba osobnikéw niezbedna do przeprowadzenia
testéw statystycznych w kazdej z grup eksperymentalnych i w grupie kontrolnej (n=20 w kazdej

grupie ).

Eksperyment obejmowaé bedzie docelowo 8 grup: po 20 zwierzat dla kazdego gatunku. Kazda
grupa liczy¢ bedzie po 20 osobnikéw, ktére podlegad beda testom behawioralnym. Realizacja zatozen
proponowanego projektu wymaga zastosowania duzej liczby zwierzat. Zastosowanie grup liczacych po
20 osobnikéw pozwoli na unikniecie problemu zwiazanego ze zmiennoécia osobnicza zwierzat.
Chronologiczna organizacja testoéw behawioralnych w taki sposéb aby nie interferowaly wzajemnie ze
soba pozwoli na nie tworzenie osobnych grup do poszezegdlnych testéw, a tym samy na redukejg liczby
wykorzystanych zwierzat.




Nalezy podkre§li¢, Ze proponowane przez nas procedury charakteryzuja sie lagodnym
stopniem dotkliwosei. Najsilniejszy dystres jakiego do$wiadcza zwierzgta w calym przebiegu
eksperymentu to pobieranie krwi z koficéwki ogona w celu pomiaru poziomu i ciat ketonowych
(pomiar ciat ketonowych) bedzie wigzalo sig z wystgpieniem krétkotrwatego tagodnego bélu. Pozostate
czynnosci beda przebiegaé bez istotnego nickorzystnego oddzialywania na dobrostan lub ogdlny stan
zwierzat. Uczestniczenie w testach behawioralnych moze wigzaé sie z wzrostem poziomu stresu, ale
zwiazanego przede wszystkim z znalezieniem si¢ w nowym otoczeniu, poniewaz testy zostaty dobrane
tak aby nie byly stresujace dla zwierzat (nie stosujemy np. uczenia awersyjnego czy metod zwiazanych z
umieszczaniem zwierzat w wodzie). Taki dobér testdw ma dwie istotne zalety: jest korzystny dla
samopoczucia 1 dobrostanu zwierzat, poniewaz nie wywoluje silnego stresu, przez co uzyskane wyniki
cechujg sig¢ wiekszg wiarygodno$eia,

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

! Przy wypetnianiu wzorowaé sie na instrukcji wypetniania wniosku Wi punkt. 8
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Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wlasciwe pole.” Wypetnia
wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. dodwiadczen na zwierzetach, Nalezy zaznaczyé wiasciwe pole.







