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Wstep

Badania naukowe obejmuja szereg rozno-
rodnych procedur, z ktérych wiekszos¢ jest
ustandaryzowana. Sciéle ustalone procedury
sg opisane w diagnostyce mikrobiologicznej
czy testach immunologicznych. Jedng z naj-
doktadniej opisanych procedur oraz najbar-
dziej powtarzalng metodyka charakteryzuje
sie immunoenzymatyczny test ELISA (ang.
enzyme-linked ~ immunosorbent  assay)
(Lequin, 2005). Jednakze, istnieje wiele gatezi
badan naukowych, w przypadku ktérych nie
ma ustalonego standardu ich przeprowadza-
nia. Przyktadem takiej dziedziny sg badania
na modelach zwierzecych (Omary i in., 2016),
ktére sa kluczowe miedzy innymi w medycy-
nie, neurobiologii czy neuroimmunologii.
Brak standaryzacji tych eksperymentéw spra-
wia, ze badania te sg niepowtarzalne, a w re-
zultacie moga nadal mie¢ negatywny wptyw
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na nauke, jesli badacze beda zmuszeni pole-
gac na takich danych (Resnik i in., 2017). Cho-
ciaz naukowcy (Omary i in., 2016) zauwazaja,
ze standaryzacja powinna obejmowac nie
tylko stosowang aparature, ale rowniez do-
ktadny przebieg doswiadczenia, a takze
uwzgledniac¢ wszelkie czynniki mogace wpty-
na¢ na wyniki badan, to nadal nie znajdujemy
takiego standardu badan. Mimo braku uni-
wersalnych wytycznych dotyczacych proce-
dur eksperymentow na zwierzetach, wcigz
prowadzone sg wieloosrodkowe, kosztowne
badania, ktérych wyniki nie maja dalszego
zastosowania (Begley i loannidis, 2015; Res-
nik i in., 2017). Przyktadowo, wielu naukow-
cOw nie opisuje aspektow, takich jak np. pte¢
oraz wiek zwierzat doswiadczalnych, predys-
pozycje i obcigzenia genetyczne, warunki
hotelowania czy inne czynniki mogace miec
wptyw na behawior zwierzat (Tab. 1).



Ponizsza praca ma charakter przegla-
dowy. Jej celem jest: 1) opisanie czynnikow
mogacych wptywac na wyniki eksperymen-
téw, 2) zwrdcenie uwagi na mozliwe konse-
kwencje wynikajace z braku standaryzacji ba-
dan na zwierzetach, 3) dyskusja nad proble-
mem bezposredniego przektadania wynikéw
badan przeprowadzonych na zwierzetach
na prawdopodobne wyniki u ludzi, 4) wyka-
zanie potrzeby standaryzacji badan na mo-
delach zwierzecych.

Dziatania prawne

Ustawa z dnia 15 stycznia 2015 r. reguluje
zasady dziatania Krajowej Komisji Etycznej
do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach
(KKE). Do jej gtownych zadan nalezy wyda-
wanie opinii na temat praktyk stosowanych
podczas przeprowadzanych badan na zwie-
rzetach oraz kontrola dziatalnosci hodow-
cow, dostawcow oraz uzytkownikdw zwierzat
doswiadczalnych. KKE nadzoruje réwniez
warunki utrzymywania zwierzat wykorzysty-
wanych do celow naukowych oraz przepro-
wadzanie wszelkich czynnosci  zgodnie
ze sztuka lekarsko-weterynaryjna. Jednostki
takie jak KKE nie uwzgledniajag w swoich wy-
tycznych standardéw dotyczacych warun-
kéw przeprowadzania procedur dotyczacych
testow behawioralnych, np. oswietlenia pod-
czas testu, szczegotowego wygladu apara-
téw testowych (podawane s jedynie suge-
stie optymalnych warunkéw) czy $Srodkéw
uzywanych do dezynfekgji. Podczas prowa-
dzenia badan na zwierzetach zespét badaw-
czy moze korzysta¢ rowniez z zalecenh orga-
nizacji takich jak FELASA (The Federation
of European Laboratory Animal Science Asso-
ciations). FELASA zajmuje sie opracowywa-
niem oraz publikagja rekomendacji dotycza-
cych procedur wykonywanych w  trakcie
badan na modelach zwierzecych, jednak sto-
sowanie sie do tych zalecen nie jest w zaden
sposéb regulowane prawnie (Guillen, 2012).
Do tej pory nie zostata powotana jednostka
ustalajgca szczegdtowe wytyczne dotyczace
sposobow przeprowadzania testow beha-
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wioralnych na modelach zwierzecych. Na-
szym zdaniem, jest potrzeba powotania ta-
kiej jednostki, ktéra umozliwitaby standary-
zacje procedur doswiadczalnych na mode-
lach zwierzecych. Dodatkowo problemem
jest brak gtéwnej jednostki ustalajacej stan-
dardy procedur takich badan na swiecie,
co umozliwitoby poréwnywalnos¢é wynikow
badan z osrodkdw badawczych ze wszyst-
kich krajow. Niektore czynnosci wykonywane
podczas badan na modelach zwierzecych
sg czesSciowo regulowane prawnie, np. me-
tody usmiercania gryzoni. Zgodnie z Dyrek-
tywg Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE, gryzoni nie mozna usmiercac
poprzez oszatamianie elektryczne, a usmier-
cenie poprzez przedawkowanie srodka znie-
czulajgcego  mozna zastosowac jedynie
po uprzedniej sedadgji.

Wybrane czynniki wptywajace na prze-
bieg doswiadczen na przyktadzie badan
z wykorzystaniem testu otwartego pola

Jednym z powszechniejszych testow beha-
wioralnych jest test otwartego pola (OFT,
ang. open field test) (Ryc. 1) - wykorzystywany
do analizy poziomu zachowan lekowych czy
eksploracyjnych (Hogg, 1996; Prut i Belzung,
2003). Mimo, ze jest szeroko stosowany, wa-
runki jego przeprowadzania znacznie réznia
sie w publikacjach. OFT ma najczesciej ksztatt
kwadratu, co pozwala szczurom chowac sie
w jego rogach. Umozliwia to analize czesto-
tliwosci przebywania szczurow w peryferyj-
nych polach OFT, co jest miarg lekliwosci.
Istnieja rowniez badania, w ktorych OFT miat
okragty ksztatt (Nosek i in., 2008; Gould i in.,
2009; Zhang i in., 2017). Jest to odmienny
wariant testu, ktory pozbawia gryzonie moz-
liwosci spedzania czasu w rogach aparatu
(Gould i in., 2009). Réwnie istotny jest mate-
riat, z ktérego wykonany jest OFT. W bada-
niach wykorzystywane sg aparaty wykonane
miedzy innymi z drewna oraz pleksiglasu.
Niektore materiaty, takie jak drewno, bardziej
pochtaniaja zapachy i nie da sie ich usunac



przy pomocy dezynfekgcji. Gryzonie sg wraz-
liwe na bodzce zapachowe, a zapach,
np. zestresowanego osobnika lub osobnika
ptci przeciwnej, moze znacznie wptywac
na behawior zwierzat podczas testu (Papes
i in., 2018). Kolejnym czynnikiem, ktéry moze
wptywaé na uzyskiwane wyniki jest kolor
OFT. Aparat testowy moze mie¢ kolor czarny,
szary lub biaty. Dla szczuréw jasne srodowi-
sko ma wieksze wiasciwosci anksjogenne,
wiec stosowanie biatego OFT moze réwniez
rzutowac na uzyskiwane wyniki (Seliger, 1977;
Vuralli i in., 2019). Pora dnia przeprowadze-
nia testu OFT réwniez wptywa na sponta-
niczng ruchliwos¢ szczuréw (Poveda i in.,
2020), dlatego wazne jest, aby wykonywac
go zawsze o tej samej porze. Mimo, ze go-
dzina przeprowadzenia testu jest wazna,
czes¢ autorow nie podaje jej w publikacjach
(Tab. 1). Istotnym czynnikiem wptywajacym
na zachowania szczurow jest wzbogacenie
srodowiska, np. poprzez dawanie im drew-
nianych gryzakéw czy dodatkowych obiek-
tow w klatkach. Zaobserwowano, ze szczury
Zyjace w urozmaiconym srodowisku wyka-
zujg odmienne zachowanie podczas testu
otwartego pola, w poréwnaniu z tymi, ktore
tych wzbogacen nie miaty (Gould i in., 2009).

Jedna z waznych cech gryzoni doswiad-
czalnych jest podziat na HR (ang. high re-
sponders — wysoce reaktywne) i LR (ang. low
responders — nisko reaktywne). Dokonuje sie
go w tescie nowosci, podczas ktérego mie-
rzy sie spontaniczna ruchliwos$¢ zwierzat w
nieznanym im srodowisku. Cecha ta nie tylko
opisuje  specyficzny behawior zwierzat
(np. wieksza/mniejsza eksploracja, lekliwosc),
ale takze ich cechy fizjologiczne (np. stezenie
kortykosteronu) (Kabbaj i in., 2000).
Odmienne cechy behawioralne i fizjolo-
giczne moga wptywac na uzyskiwane wyniki
testow behawioralnych, w tym testu otwar-
tego pola (Berrettiniiin., 1994; Antoniou i in.,
2008). Reaktywnos¢ gryzoni jest kluczowa
podczas badan, jednak wiekszos¢ publikagji
nie uwzglednia podziatu zwierzat na HR/LR
(Tab. 1).

Ryc. 1. Aparat testowy openfield w Katedrze Fizjologii Zwierzat i Cztowieka
na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, autor zdjecia: Dominika

Fortuna
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Standaryzacja

Jak wspomniano w powyzszym rozdziale,
wiele czynnikéw moze mie¢ wptyw na wyniki
testow behawioralnych (w tym OFT), jednak
znaczna czes¢ badaczy nie opisuje ich
w swoich publikagjach (Tab. 1). Poza wcze-
sniej wymienionymi zmiennymi, znaczenie
moze miec rowniez pte¢ badaczy przepro-
wadzajacych testy behawioralne. Sorge i in.
(2014) udowodnili, ze zapach mezczyzn
powoduje fizjologiczng reakcje stresowa
u szczurow i myszy. Jest to niezwykle istotny
problem, gdyz zaobserwowano, ze reakcja
ta wywotuje analgezje charakterystyczng dla
fizjologicznego stresu, a w konsekwencji
moze to znaczaco wptywac na wyniki badan
nad przeciwbdlowymi srodkami farmakolo-
gicznymi. Niestety, w publikacjach nie poru-
sza sie tematu pici 0séb przeprowadzajacych
testy behawioralne (Tab. 1). Wiek osobnikow
jest rowniez istotnym czynnikiem. Mtodo-
ciane szczury wykazuja wiekszg ruchliwosé
oraz zachowania eksploracyjne w testach be-
hawioralnych (File, 1978; Wiley i Evans, 2008).
Ponadto, nie ma wytycznych dotyczacych
preferowanej pici lub stosunku ptci osobni-
kow badanych.



Tabela 1. Poréwnanie wybranych aspektéw metodyki i materiatow w wybranych publikacjach z lat 2008-2021 wykorzystujacych test otwartego pola

: . Hughes
Kiskova, |Abuhamdah | . . . o ,
Smaida i i Han- | Psyrdellis Zhang Li Pitsikas Renczés Tsuda Antunes
) ) cock iin. (2016) | iin. (2017) | iin. (2018) | iin. (2019) | iin. (2020) | iin. (2020) | iin. (2021)
(2008) (2012)
(2016)
Szcze Sprague Wi Sprague
,p brag Wistar star/Long Wistar Wistar Wistar Wistar Wistar prag Wistar
szczurdw Dawley Dawley
-Evans
Liczba 32 z kaz-
. 20 49 dego 220 40 56 89 42 144 60
zwierzat
szczepu
11
samce:sa-
Pte¢ mice (w ) samce, sa-
. samce samce samce samce samce samce samice i samce
zwierzat obu mice
szcze-
pach)
Wiek
zwierzat 120 = ok. 150 ok. 120 = 7/35 ok. 90 360 ok. 60 90-120
[dni]
Masa
szczurow - 190-210 - 274-496 180-200 - 250-300 362 + 52 - 300 + 50
9]
Ksztatt
OFT kwadrat kwadrat kwadrat kwadrat okrag kwadrat kwadrat kwadrat kwadrat kwadrat
. Srednica:
WYMIar' | 100x100x60 |  80x80x50 | 60x60x25 | 50x50x50 | 90, wyso- | 100xi00xd0 | 10X40 100xi00 | 100100 60x60
OFT [cm] L, x40 x50
kos¢: 60
Materiat,
=Sl e drewno PVC drewno akryl - - - - PVC akryl
wykonano
OFT
czarne
Kolor OFT biaty szary czarny szary czarny Sciany, biata - - szary biaty
podtoga
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Tabela 1 (cd.). Poréwnanie wybranych aspektéw metodyki i materiatéw w wybranych publikacjach z lat 2008-2021 wykorzystujacych test otwartego

pola
: . Hughes
I;';k;\(;z Abufiweiar:ndah i Han- | Psyrdellis Zhang Li Pitsikas Renczés Tsuda Antunes
) cock iin. (2016) | iin. (2017) | iin. (2018) | iin. (2019) |iin. (2020) | iin. (2020) | iin. (2021)
(2008) (2012)
(2016)
Godzina (ta sama
wykonania podczas - - - - - 9.00 -15.30 | 8.00 - 12.00 - -
testu kazdej
préby)
Handling
("oswaja- - - - - - - - - 5 dni -
nie")
Czy zostat
uwzgled-
niony po- - - - - - - - - - -
dziat na
HR/LR*
$rodek | 0% roz- | 0% o 70% 192 1 209% roz-
5% roztwor , twor alko- twor alko- .
dezynfeku- = - = = twor alko- = twor alko-
o alkoholu holu holu (eta- holu (eta- holu
nol) nol)
Przy-
¢mione
Oswietlenie Swiatto
podczas - 186 lux fluore- 100 W 40 W 20 lux - 25 lux 50 lux -
testu scencyjne
padajace
z gory
Tempera-
tura hotelo- = 23 1 22 +1 ok. 22 22-25 22 +3 2141 25+2 22-24 22 £2
wania [°C]
Wzbogace-
nie $Srodo- - - - - - - - - rurki, tunele -
wiska
Ptec
badaczy i i i i i ) ) i ) i
W OFT znaj-
dowat sie do-
Dodatkowe datkowo
aspekty i obiekt wyko- i i i ) ) i ) i
nany z biatej
porcelany

*HR — high responders, wysoce reaktywne; LR — low responders, nisko reaktywne; ,-" brak danych w publikacji.
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Wiekszos¢ badan przeprowadzanych jest
na samcach (Beery i Zucker, 2011; McCarty
iin., 2012). Wsréd badan neurobiologicz-
nych, opublikowanych w 2009 r., na 5,5 sam-
cow przypadata 1 samica (Beery i Zucker,
2011). Samce szczuréw wykazujg mniejsza ru-
chliwos¢ oraz lekliwos¢ (Scholl i in., 2019; Kni-
ght i in, 202%). Dodatkowo, hormony
ptciowe moga wptywac¢ na metabolizm ba-
danych substancji lub na przebieg choroby,
dlatego wnioski z badan przeprowadzanych
wytgcznie na samcach moga nie miec zasto-
sowania w przypadku samic (Buters i Rei-
chen, 1990; Wiley i Evans, 2008; McCarty i in.,
2012). Pomimo, ze wszystkie powyzsze czyn-
niki moga znaczgco wptyna¢ na wyniki
testow, czes$¢ autorow nie wspomina o nich
w swoich publikacjach (Tab. 1).

W 2009 przeprowadzono metaanalize,
ktéra obrazuje powage tego problemu. Kil-
kenny iin. przeanalizowali 271 publikagji,
skupiajac sie na metodyce wybranych badan
na modelach zwierzecych. Wykazali, ze
szczep zwierzat uzytych w doswiadczeniach
nie zostat podany w 1% publikacji, pte¢ zwie-
rzat w ponad 25% publikacji, wiek w 57% ba-
dan, a w 54% brak informacji o masie ciata
zwierzat. Dodatkowo, naukowcy w 4% badan
nie podali liczby zwierzat badanych w do-
Swiadczeniu. Kilkenny i in. (2009) przeprowa-
dzili réwniez analize jakosci opisywanych
przez nich badan i wskazali, ze duza czes¢
doswiadczeh nie zostata zaprojektowana
w optymalny sposob.

Samokrytyczna debata dotyczaca odtwa-
rzalnosci eksperymentédw w nauce toczy sie
od wielu lat, co pozwala udoskonalac system
publikowania. Wielu naukowcéw skfania sie
ku stwierdzeniu, ze, ich rolg jest prowadzenie
badan, poprzez ktére chcg wnosi¢ do nauki
nowe obiecujgce odkrycia. Wskutek wielu
prac  naukowych, nastgpita radykalna
poprawa stanu wiedzy spoteczenstwa w te-
macie choréb zakaznych, chordéb krazenia
oraz onkologii. Jednakze, w przypadku
niektorych wieloczynnikowych choréb zto-
zonych, aktualna wiedza jest w dalszym
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ciggu wybrakowana i niepetna (Begley
i loannidis, 2015). Ostatnie lata potwierdzity
stabos¢ obecnego systemu badan i ich publi-
kacji, wykazujac nawet 75-90% ich niepowta-
rzalnosci. U podstawy tego zjawiska leza
powszechne i fundamentalne btedy w prak-
tykach badawczych, takie jak brak standary-
zacji testow behawioralnych, brak wielu istot-
nych danych w metodologii publikagji, czy
wyboér niewtasciwego modelu zwierzecego.
Btedy dotyczace badan podstawowych
i przedklinicznych sg istotne, poniewaz
badania te sa podstawa, na ktdrej opieraja
sie przyszte badania kliniczne. Obawy doty-
czace nieodtwarzalnosci badan naukowych,
nie podwazaja stusznosci metod naukowych,
sg raczej pewnego rodzaju ostrzezeniem
w sferze inwestycji. Rzetelnos¢ badan nauko-
wych pozwoli na efektywne wykorzystanie
cennych $rodkéw. Nalezy dodac réwniez,
ze brak powtarzalnosci badan naukowych
jest znaczacym problemem dla matych firm,
ktére w przeciwienstwie do duzych firm
biotechnologicznych i farmaceutycznych,
nie posiadajg pokaznego zaplecza finanso-
wego, z ktérego finansowane sg projekty
naukowe i badania (Begley i loannidis, 2015).

Zwierzeta a ludzie

Gryzonie, w szczegdlnosci szczury i myszy,
sg szeroko stosowanymi organizmami mo-
delowymi wykorzystywanymi do poznania
roznorakich zjawisk fizjologicznych. Decydu-
jac sie na przeprowadzenie badania z udzia-
tem zwierzat nalezy ustali¢, czy uzyskane
dane s3 wiarygodnym odzwierciedleniem
procesow zachodzacych w organizmie czto-
wieka. Pomimo, ze mézgowia gryzoni maja
podobny plan budowy oraz homologiczne
petle neuronalne, to niektére procesy fizjo-
logiczne znacznie rdznig sie od tych, ktére
obserwuje sie u ludzi. Niestety, niewielu
autorow publikacji opierajgcych sie na eks-
perymentach na zwierzetach wspomina
o krokach jakie podjeli, aby zmaksymalizo-
wa¢ prawdopodobienstwo, ze ich badania
beda prawidtowo odzwierciedla¢ badane
zjawiska wystepujace u ludzi (Garner, 2014).



Przyktadowo, powstato wiele badan nad
wptywem stresu na fizjologie i behawior
szczurdw. Problemem jest to, ze reakcja
fizjologiczna szczuréw wywotana stresem
jest o wiele bardziej gwattowna w poréwna-
niu do fizjologicznej odpowiedzi na stres
u cztowieka (Sachar, 1975). Dodatkowo
szczury wykazujg odmienng aktywnos¢ enzy-
matyczng w poréwnaniu do ludzi. Gtéwnym
hormonem stresowym u szczurdw jest
kortykosteron, poniewaz w przeciwiehstwie
do naszego gatunku nie posiadajg 17-a- hy-
droksylazy, ktory u cztowieka jest przeksztat-
cany w kortyzol, gtéwny hormon stresowy
(Raff, 2016). Z powodu powyzszych roznic,
rezultaty badan moga by¢ znacznie
odmienne u nas. Na przyktad, prenatalny
stres u szczuréw zaburza produkcje testoste-
ronu, co skutkuje feminizacja behawioru
potomstwa (Ward, 1972; 1984). U ludzi nie
obserwuje sie tego efektu, gdyz prenatalny
kortyzol koreluje ze stezeniem testosteronu
we krwi ptodu (Gitau, 2005). Ponadto, cigza
u szczurow trwa o wiele krocej niz u innych
ssakow, przez co obserwowane efekty pre-
natalnego stresu moga by¢ bardziej wyrazi-
ste (Ward, 1984). Nasuwaja sie wiec pytania:
badanie skutkow prenatalnego  stresu
na modelu szczurzym jest wiasciwe, skoro
nie odzwierciedla w petni procesow fizjolo-
gicznych zachodzacych u cztowieka? Czy nie
powinnismy badac tego zjawiska na innych
modelach zwierzecych (np. takich, u ktérych
cigza trwa dhuzej, tak jak u ludzi)? Szczury
sg zwierzetami, ktére sg dobrze zbadane,
aich utrzymanie jest proste i tanie, dlatego
sg tak powszechnymi zwierzetami w bada-
niach. Jednym z wyzwan wspotczesnej
neurobiologii jest dobdér odpowiedniego
gatunku modelu zwierzecego do badanego
zjawiska, tak aby jak najlepiej odzwierciedlat
to zjawisko u ludzi (Zakowski, 2020). Wybdr
nieodpowiedniego organizmu modelowego
moze skutkowa¢ tym, ze np. badany lek
okaze sie skuteczny na etapie przedklinicz-
nym z udziatem zwierzat, natomiast na eta-
pie klinicznym z udziatem ludzi okaze sie
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nieskuteczny lub jego skutki uboczne beda
zbyt duze.

Od 80 do 97% substancji, ktore okazaty
sie skuteczne na etapie przedklinicznym nie
spetnia swojej roli w badaniach klinicznych.
Powodem tego moze by¢ odmiennos¢ ludzi
od zwierzat, zte modelowanie danej
jednostki chorobowej (choroby wywotuje sie
sztucznie, np. przez lezje chemiczne, a u lu-
dzi wystepujg one naturalnie), brak mozliwo-
sci doktadnego zbadania subtelnych réznic
w poszczegolnych chorobach (np. pogorsze-
nie pamieci zwigzane z procesem starzenia
znacznie rézni sie od utraty pamieci w wy-
niku choroby Alzheimera, czy urazu mozgu,
a bada sie je u zwierzat za pomoca tego
samego testu — labiryntu wodnego Morrisa),
czy tez zbyt matej réznorodnosci préby
doswiadczalnej zwierzat, ktora nie odzwier-
ciedla réznorodnosci ptciowej, fenotypowe),
czy tez genetycznej w populagji ludzkiej
(Garner, 2014; i literatura tam cytowana).

Podsumowanie

Standaryzacja badan umozliwia uzyskiwanie
wiarygodnych oraz porownywalnych wyni-
kéw. Brak instytucji, ktora wydawataby
wytyczne dotyczace projektow  badan
na modelach zwierzecych sprawia, ze nie jest
mozliwe by poréwnac eksperymenty. Zanie-
dbaniem jest brak w publikacjach kluczo-
wych informacji dotyczacych ptci i wieku
zwierzat doswiadczalnych, ptci badaczy oraz
warunkow przeprowadzanego badania i sto-
sowanej aparatury. Ponadto, przy metaanali-
zach badan czesto pomija sie wazne réznice
miedzy doswiadczeniami, takie jak kolor
zastosowanego aparatu czy stosowane
srodki dezynfekujace. Czynniki te moga
istotnie wptywal na behawior zwierzat,
a w konsekwencji na wyniki badan. Z powyz-
szych argumentéw, mozemy wywnioskowac,
ze konieczne jest opracowanie wytycznych
dotyczacych badan na modelach zwierze-
cych, celem zwiekszenia ich wiarygodnosci
i porownywalnosci.
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