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CZY POWTARZALNOSC BADAN
ZWYKORZYSTANIEM ZWIERZAT
LABORATORYJNYCH JESTW OGOLE MOZLIWA?

Is replication of animal trials attainable?

Marta Dziedzicka-Wasylewska (Krakow)

Streszczenie

Ostatnio zwraca sie uwage na problem stosunkowo niskiej powtarzalnosci wynikéw badan
naukowych. Dzieje sie tak we wszystkich dyscyplinach naukowych, chociaz badania z zakresu
nauk biologicznych s3g czesto podawane jako koronny przyktad w dyskusjach zagadnien zwiga-
zanych z replikowalnoscig badan. Jest naturalnie wiele przyczyn takiego stanu rzeczy, jak np.
nieprzestrzeganie standardow tzw. ,dobrej praktyki laboratoryjnej”. Jednak w badaniach
z wykorzystaniem zwierzat doswiadczalnych zrédtem niepowtarzalnosci wynikow moze by¢
zmiennosc biologiczna, wtasciwa nie tylko tzw. szczepom niekrewniaczym (ang. outbred stra-
ins), ale tez szczepom pozyskanym w wyniku chowu wsobnego (ang. inbred strains). W rozwoju
osobniczym zwierzeta podlegajg dziataniu réznych czynnikow juz w czasie zycia ptodowego
(m.in. wptyw ptci ptodow sagsiadujacych w macicy), a takze w okresie postnatalnym (m.in. dostep
do pokarmu i opieki matczynej). Czynniki te powoduj3, ze mimo genomu identycznego w po-
nad 99%, osobniki krzyzowane krewniaczo przejawiaja réznice fenotypowe, ktore w dalszym
zyciu moga ulegac nasileniu.

Abstract

Recently, attention has been paid to the problem of relatively low reproducibility of research
results. This is true in all scientific disciplines, although life sciences research is often cited as the
prime example in discussions of research replication issues. There are many reasons for this,
such as failure to comply with the standards of the so-called Good Laboratory Practice. How-
ever, in studies using experimental animals, the source of poor replicability of the results may
be biological variability, specific not only for outbred strains, but also for inbred strains. In indi-
vidual development, animals are subject to the influence of various factors during prenatal life
(including the influence of the sex of the adjacent fetuses in the uterus) and in post-natal period
(including access to food and maternal care). Due to these factors, despite the genome iden-
tical in over 99%, individuals of inbred origin exhibit phenotypic differences that may intensify
in later life.

Problemy z powtarzalnos$cia wynikéw w bada-
niach naukowych

Najwazniejszg cechg badan naukowych jest ich
rzetelnos¢, a wigc i mozliwo$¢ uzyskania podob-
nych wynikow w powtdrnych badaniach. Okazuje
si¢ jednak, ze nie jest z tym najlepiej; istniejg sza-
cunki, ze nawet 85% wynikow nie da si¢ powtorzy¢

[9; 10]. Dzieje sie tak we wszystkich dyscyplinach
naukowych, chociaz badania z zakresu biomedycyny
sa czesto podawane jako koronny przyklad w dys-
kusjach zagadnien zwigzanych z replikowalnos$cia
badan. Czasem drobne réznice w szczegotach wyko-
nania eksperymentu moga przyczynia¢ si¢ do braku
spojnosci wynikdéw. Na przykitad w badaniach z ob-
szaru nowotworzenia dwa powazne laboratoria przez
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rok poszukiwaty réznic w wykonaniu eksperymentu,
nie mogac uzyskac tych samych wynikow. Dopiero
wspolna praca badaczy z tych dwoch laboratoriow,
»~rami¢ w rami¢”, pozwolita pokazaé, ze przyczyna
r6znic tkwi w drobnym detalu przy izolacji komorek
z guza — jedno laboratorium stosowato dynamicz-
ne mieszanie komorek a drugie — delikatne ich ko-
lysanie... [11; 8] Biorac pod uwage badania oparte
na modelach zwierzecych, m.in. stosowane w bada-
niach przedklinicznych, oszacowano, ze co najmniej
50% wynikow jest ,,niepowtarzalna” — co oczywiscie
przeklada si¢ na ogromne straty finansowe. Na takich
wynikach bowiem niejednokrotnie opieraja si¢ dalsze
prace, kontynuujace pierwotng mys$l autorow zamiast
koncentrowania si¢ na bardziej obiecujacych koncep-
cjach [16]. Ponadto takie ,,niepowtarzalne” wyniki
hamujg potencjalny postep w naukach biomedycz-
nych, no i przyczyniajg si¢ do niepotrzebnego wyko-
rzystania zwierzat doswiadczalnych.

Jest naturalnie wiele przyczyn takiego stanu rze-
czy, jak np. nieprzestrzeganie standardow tzw. ,,do-
brej praktyki laboratoryjnej”, w tym m.in. brak
dyscypliny naukowej, niska moc statystyczna, do-
wolno$¢ interpretacyjna czy szeroko pojete uprze-
dzenia. Ale nalezy tez przyznac, ze szczego6lnie w ba-
daniach z wykorzystaniem zwierzat doswiadczalnych
zrodlem ,,niepowtarzalnos$ci” wynikéw mogg by¢
m.in.: zréznicowany wiek zwierzat, ich rozmaite do-
$wiadczenie reprodukcyjne, zmiany zwigzane z porg
roku, w ktoérej prowadzono eksperymenty, odmienny
rezim o$wietlenia w pomieszczeniach, réznice w po-
rze przeprowadzania eksperymentow w ciggu doby
itp. Chociaz nalezy tez podkresli¢, ze na ogot zespoty
naukowe starajg si¢ ujednolica¢ przynajmniej niekto-
re z tych parametréw — zwykle jednak pula zwierzat
przeznaczonych do danego eksperymentu jest mniej
wigcej w tym samym wieku, doswiadczenia wykonu-
je sie o stalej porze dnia, oswietlenie jest zwykle wy-
standaryzowane — i parametry te s zwykle podawane
w publikacji.

Zmiennos¢ biologiczna

Waznym czynnikiem, ktoéry nalezy bra¢ pod uwa-
ge przy analizowaniu przyczyn ,,niepowtarzalnosci”
wynikow badan z uzyciem zwierzat doswiadczalnych
jest tzw. zmienno$¢ biologiczna, wlasciwa nie tylko
tzw. szczepom niekrewniaczym (outbred strains), ale
tez szczepom pozyskanym w wyniku chowu wsobne-
go (inbred strains).

Do badan laboratoryjnych pozyskuje si¢ zwierze-
ta od certyfikowanych hodowcow o migdzynarodo-
wej renomie i migdzynarodowym zasiggu, takich jak

Charles River albo Jackson Laboratory. Najczgsciej
w badaniach laboratoryjnych uzywa si¢ szczurow lub
myszy, a te ostatnie — z uwagi na bardzo rozwini¢-
te modyfikacje genetyczne wprowadzane przez ba-
daczy — staly si¢ najbardziej popularne (tzw. myszy
transgeniczne). Charles River ma w swojej ofercie
takie szczepy wsobne jak m.in. B6 Albino, BALB/c,

C57BL/6, C3H, DBA/2, 129-Elite, A/JCr, SJL-Elite.

Szczepy krewniacze (inbred) definiuje si¢ jako ko-
lonie pozyskane po min. 20 pokoleniach krzyzowania
brat-siostra i uwaza si¢, ze w ten sposob mamy do
czynienia z osobnikami identycznymi pod wzglgdem
genetycznym. W tym kontekscie bardzo interesujace
sa wyniki badan przedstawione juz w 1999 r. w pracy
autorstwa Crabbe, Wahlsten i Dudek, opublikowane;j

w prestizowym czasopi$mie Science [3]. W bada-

niach tych podzielono grupy zwierzat (6 szczepow

identycznych pod wzglgdem genetycznym, samce

i samice) pomigdzy 3 rozne laboratoria (w Albany

w stanie Nowy York, Edmonton w Kanadzie i Port-

land w stanie Oregon) i wykonano w tych laborato-

riach analogiczne do$wiadczenia behawioralne, sto-
sujac takie same aparaty pomiarowe. W oryginalnym
eksperymencie wykonano nastepujace testy:

» aktywnos$¢ lokomotoryczna w te$cie wolnego
pola;

» cksploracja w tescie podwyzszonego labiryntu
krzyzowego (mierzy reakcje lgkowe);

* test preta obrotowego (test mierzy zdolnosé
utrzymania si¢ zwierzgcia na walcu obracajacym
si¢ z ustalong predkoscia);

* test Morrisa (polega na poszukiwaniu platformy
w basenie wypelionym woda, test stosowany w
badaniach uczenia si¢ i pamigci);

» aktywacja lokomotoryczna wywotana podaniem
kokainy;

» preferencja pobierania alkoholu w stosunku do
wody

Okazato sie, ze wsrod tych testow byly takie, kto-
re dawaty mniej wigcej podobne rezultaty (np. we
wszystkich laboratoriach dalo si¢ potwierdzi¢ znane
fakty, tj. wigkszg preferencj¢ w kierunku alkoholu
u myszy szczepy C57BL/6J niz myszy DBA/2J, czy
tez to, ze samice pijg wigcej niz samce), ale testy, kto-
re mierzyly reakcje lekowe czy tez aktywnosc eks-
ploracyjng dawaly odmienne wyniki. Autorzy tego
eksperymentu — oraz nastgpnego, rozszerzonego [17]
— interpretowali zaobserwowane roznice w wynikach,
zalezne od miejsca wykonania testu, jako wynikajace
z naturalnej odmiennosci czy to personelu opiekuja-
cego si¢ zwierzetami, czy to ogolnego otoczenia la-
boratoryjnego, wody czy o$wietlenia.
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Eksperymenty te byly wazne zwlaszcza w kon-
tekécie nadchodzacej wtedy lawinowo nowej ery
badan z zastosowaniem zwierzat transgenicznych.
Takie badania wymagaja bowiem behawioralnej we-
ryfikacji znaczenia poszczegolnych gendw, ktérych
wyciszenia badz nadekspresji mozna bylo dokony-
wac w organizmie zwierzecym [17]. W pozniejszych
publikacjach Crabbe, Wahlsten i wspolpracownicy
podsumowali swoje obserwacje, wskazujac kryteria
pozwalajace na zbudowanie stabilnych warunkow
testowania, ktore pozwola generowaé wiarygodne
wyniki, powtarzalne w rdznych laboratoriach. Dys-
kusja tego typu byta niezbedna i pozwolita na uswia-
domienie duzego zréznicowania sposobow prze-
prowadzania testow behawioralnych, kiedy nawet
drobne szczegdly moga mie¢ znaczenie dla wyniku
koncowego. Uswiadomiono sobie takze, ze rdzne
szczepy myszy najczesciej uzywane w laboratoriach
moga zachowywac¢ si¢ odmiennie w roznych testach,
takich jak preferencja alkoholu, test wymuszonego
ptywania, aktywno$¢ eksploracyjna, poszukiwanie
platformy w basenie wypetionym woda, test preta
obrotowego [4; 12]. Generalna konkluzja tych roz-
wazan jest taka, ze przy testowaniu roznych zwierzat
transgenicznych w celu identyfikacji roli okreslone-
go zmutowanego genu nalezy bra¢ pod uwage beha-
wioralng charakterystyke tla genetycznego, na jakim
opracowano model transgeniczny.

Przyczyny zmiennoSci biologicznej — okres prena-
talny

Jednakze do powstania zréznicowanych wynikow
w testach behawioralnych (ale i biochemicznych czy
molekularnych) moze si¢ takze przyczynia¢ zindy-
widualizowanie osobnicze, o ktérym czg¢sto zapomi-
namy — co jest uzasadnione tym, ze stosujac szcze-
py krzyzowane krewniaczo, wsobne, mamy prawo
sadzi¢, ze tych roznic osobniczych nie bedzie...
A mimo, ze stado krewniacze jest ,,identyczne pod
wzgledem genetycznym”, to reguta w badaniach la-
boratoryjnych sg zréznicowane odpowiedzi zwierzat
w danej grupie doswiadczalnej. Sytuacja jest podob-
na do tej, jaka spotyka si¢ u blizniat jednojajowych
(monozygotycznych), kiedy mimo tozsamosci, iden-
tyczno$ci genomu napotyka si¢ zauwazalne rdéznice
w wygladzie czy zachowaniu takich osob. Réznice
te sa na ogol przypisywane zlozonym zaleznosciom
srodowiskowym, w tym wspolzawodnictwie migdzy
osobnikami czy zrdéznicowanej opiece rodzicielskiej,
co z kolei jest czgsto pomijane w przypadku —na ogot
licznego — rodzenstwa mysiego. Nalezy tu wspo-
mnie¢ ciekawe opracowanie z roku 1966 pt. ,,Mysie

spoteczenstwo” autorstwa Petera Crowcrofta [5], kto-
ra to praca — opisujgca co prawda osobniki pochodze-
nia naturalnego, a nie szczepy laboratoryjne — znako-
micie pokazuje zréznicowang ,,0s0bowo$¢” zwierzat.
U myszy mozna bowiem wyr6zni¢ temperament,
czyli — antropomorfizujac — osobowos¢. Doswiad-
czeni behawiorys$ci niejednokrotnie napotykaja zroz-
nicowane zachowania w grupie osobnikéw iden-
tycznych pod wzgledem genetycznym — np. w tescie
podniesionego labiryntu krzyzowego zawsze mozna
spotka¢ osobnika, ktory spedzi caty czas ekspery-
mentu w centrum labiryntu i nie wejdzie do zadnego
ramienia.

Proby wyjasnienia podobnych zachowan w szcze-
pach krzyzowanych krewniaczo, a wigc jednorod-
nych pod wzgledem genetycznym, napotykaja na
trudnosci. Ciekawym przyczynkiem jest zwrocenie
uwagi na utozenie plodow w macicy. Macica my-
szy ma budowe¢ dwurozng a mioty, zazwyczaj liczne
mioty utozone sa liniowo w kazdym z tych rogéw.
Pomigdzy plodami nast¢puje wymiana hormonalna
i wykazano, ze ptod pici meskiej utozony w maci-
cy pomiedzy dwoma samicami bedzie nieco inny
niz ptod plei meskiej, ktoremu zdarzylo si¢ dojrze-
wac pomigdzy dwoma samcami [14] i ta pozycja ma
przetozenie na zachowania w pdzniejszym zyciu po-
stnatalnym — ekspozycja na androgeny ma bowiem
wplyw na rozwo6j mézgu, w tym osrodkoéw odpowie-
dzialnych za zachowania agresywne, dlatego osobniki
utozone pomigdzy samcami bedag bardziej agresywne
niz te utozone pomigdzy samicami. Z kolei samice
utozone pomigdzy samcami moga wykazywac cechy
bardziej ,,samcze” (maskulinizacja). Wykazano tak-
ze, ze blisko$¢ ptodow plci zenskiej wptywa na roz-
woj gruczotu krokowego samcow. Ciekawe jest to, ze
u szczurdw wigkszy efekt ma ogdlna proporcja samic
i samcoéw w miocie niz konkretne wzajemne utozenie
ptodow w macicy.

Wptyw hormonéw na wczesne stadia rozwo-
ju osobniczego realizuje si¢ poprzez ztozone szlaki
biochemiczne, ktorych immanentng cechg jest moz-
liwos¢ stochastycznego bledu. Podobnie taka mozli-
wos¢ moze wystapi¢ na etapie regulacji ekspresji ge-
noéw — poprzez takie procesy jak metylacja DNA czy
kondensacja chromatyny (sa to zmiany w strukturze
materiatu genetycznego, DNA) — dlatego u poszcze-
gblnych osobnikow moze dochodzi¢ do niewielkich
roznic fenotypowych mimo identycznego genotypu.
Zmiany te mogg by¢ nastgpnie wzmacniane pod-
czas rozwoju osobniczego. Oczywiscie nalezy takze
pamigta¢ o mozliwosci powstania drobnych zmian
w samym genomie. Punktowe mutacje genetyczne sa
raczej rzadkie, ale genom ssakow zawiera rozliczne
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tzw. powtorzone sekwencje minisatelitarne (VNTR,
variable numbers of tandem repeats) 1 transpozony,
ktore takze mogg doktada¢ swoj udzial do zréznico-
wania osobniczego. Obliczono, ze u gryzoni czestosé¢
spontanicznych wariacji moze wynosi¢ ok. 10 na ge-
nom na pokolenie [1] i te sekwencje minisatelitarne
wykazuja duza podatnos$¢ na takg zmiennosc¢. Nie do
konca wiadomo, jaki wplyw maja te sekwencje na
fenotyp, szczegdlnie u myszy, ale na ich znaczenie
moga wskazywac przyktady badan na materiale ludz-
kim. Wskazuje si¢ m.in. na korelacje okreslonych se-
kwencji VNTR wystepujacych w poblizu genu kodu-
jacego insuling z czgsto$cig wystgpowania cukrzycy
typu I i z otyloscig dziecigca.

W rozwoju osobniczym moze dochodzi¢ do wspot-
zawodnictwa o substancje odzywcze. W badaniach
wplywu suplementacji diety matki nienasyconymi
kwasami tluszczowymi na zachowania potomstwa
wykazano silng korelacj¢ z zachowaniami dominu-
jacymi. Z drugiej strony potomstwo niedozywionych
matek wykazywato wiecej zachowan submisyjnych
(podporzadkowanie). W ogdle ,losy” matki odgry-
wajg ogromng rol¢ w pozniejszym zyciu potomstwa.
Migdzy innymi rozmaite sytuacje stresowe — zagesz-
czenie, przegrzanie, unieruchomienie czy tez infekcja
—wywotuja zmiany w zdolnos$ciach eksploracyjnych,
zachowaniach agresywnych czy dominacji. Jakkol-
wiek intuicyjnie mozna by si¢ tego spodziewac i sg
to wazne obserwacje, to jednak nalezy podkresli¢, ze
zwierzgta hodowane z przeznaczeniem do badan na-
ukowych nie bedg poddawane tego typu stresom.

Przyczyny zmienno$ci biologicznej — okres postna-
talny

Ciekawe natomiast jest spojrzenie na wczesny
okres postnatalny, czyli zaraz po urodzeniu: jak opi-
sano wyzej, dany miot, nawet identyczny pod wzgle-
dem genetycznym (ale juz zréznicowany ze wzgledu
na drobne zmiany w sekwencjach minisatelitarnych
czy stan chromatyny), jest zréznicowany poprzez
swoja pozycj¢ w macicy, czyli ekspozycje na hormo-
ny plciowe. A wigc oseski rodzg si¢ juz niejednakowe,
mimo tego samego genomu. Zroznicowaniu ulega tez
mozliwo$¢ zdobycia pokarmu po urodzeniu — aser-
tywne samce beda szybciej przybiera¢ na wadze, bo
efektywniej 1 szybciej znajda droge do matczynego
sutka; z kolei te mniej asertywne osobniki bedg prze-
zywac ,.stres spoteczny” i beda stabiej odzywione.
To wszystko bedzie miato fundamentalny wptyw na
»status spoteczny” w stadzie i ogdlnie na mierzalne
w testach parametry zachowania. Podobnie wazna
jest ogodlna opieka matczyna — nie wszystkie oseski
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sa tak samo traktowane przez matke — wykazano, ze
matczyna opiekunczo$¢ przyczynia si¢ do wzrostu
zachowan agresywnych, ale tez do osiggania wyzsze-
go statusu w hierarchii stada przez samce [2; 13].

Wydawac¢ by sie moglo, ze majac te wszystkie in-
formacje — m.in. pozycja ptodu w macicy, poziom
hormonéw plciowych, poziom odzywienia, stopien
zaangazowania matki w opiek¢ — mozna wytypowac
behawioralne predyspozycje danego osobnika. Hila-
kivi-Clark i Lister [7] zadali to pytanie w ekspery-
mencie, w ktorym pogrupowano osobniki za wzgledu
m.in. na ich zachowania lgkowe, poziom zachowan
agresywnych czy zdolnosci eksploracyjne i umiesz-
czono je w klatkach po 4-5 osobnikow. W kazdej
z klatek wytworzyta si¢ dos¢ szybko hierarchia
1 nie zaobserwowano zadnej korelacji pomigdzy tymi
»przedwstepnymi predyspozycjami” a pozycja myszy
w hierarchii. Wniosek z tych badan wyciagnigto taki,
ze nie mozna wykluczy¢ istnienia tych ,,przedwstep-
nych predyspozycji”, ale moga one nie by¢ najwaz-
niejsze albo tez zastosowane w tej ,,preselekcji” testy
byly nieadekwatne do okreslenia tego ,.koncowego”
fenotypu. Tu mozna si¢ pokusi¢ o dygresje dotycza-
ca statusu spolecznego w gatunku Homo sapiens —
czesto rola spoteczna, jakg pelnimy (lub jaka los nas
obdarzyt), zalezy od tego, w jakim towarzystwie si¢
znajdziemy...

Naturalnie jest wiele badan charakteryzujacych
zwierzgta laboratoryjne w zaleznosci od ich statusu
w hierarchii stada — wydaje si¢ na przyktad, ze do-
minujgce samce majag wyzsza ogolng aktywnos¢
1, chociaz sg bardziej agresywne, to jednak wykazuja
silniejsze zachowania lgkowe w tescie podniesione-
go labiryntu krzyzowego niz osobniki podporzad-
kowane. Sa tez badania dotyczace zrdznicowanej
odpowiedzi na zwiazki farmakologiczne (m.in. leki
psychotropowe, leki uzalezniajace, alkohol) w zalez-
nosci od statusu osobnika w hierarchii — ale to juz
inna opowie$¢. W tym artykule staramy si¢ odpo-
wiedzie¢ na pytanie, skad w ogole bierze si¢ zrozni-
cowanie w stadzie krzyzowanym krewniaczo (czyli
o identycznym genomie).

Czy neurogeneza w dorostym mézgu ma znaczenie
dla statusu spolecznego w stadzie?

Wigksza ogolna aktywnos¢ skorelowana ze statu-
sem w stadzie moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu neu-
rogenezy w hipokampie, co z kolei poprawia pamig¢
i zdolnos$ci uczenia si¢. Mozna zatozy¢, ze wytwarza
si¢ w ten sposob petla dodatniego sprzezenia zwrot-
nego, ktéra wzmacnia dominujacy status osobnika.
Z takim zatozeniem wykonano cickawy eksperyment,
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ktorego wyniki opublikowano w Science [6]. Badania
wykonano na myszach szczepu C57BL/6N (samice,
n = 40); utrzymywano je w wyjatkowo wzbogaco-
nym S$rodowisku (caty uktad nazwano instalacjg)
przez 3 miesigce, a dzigki identyfikatorom radiowym,
w ktore wyposazono zwierze¢ta oraz antenom zloka-
lizowanym w réznych miejscach instalacji, w ktorej
si¢ znajdowaly, mierzono parametry eksploracyj-
ne. Po zakonczeniu eksperymentu behawioralnego
zmierzono poziom neurogenezy w hipokampie, jako
markera rozwoju mozgu, poprzez pomiar dzielacych
si¢ neuronow — czyli okreslano liczbe tych, w kto-
rych mozna bylo zidentyfikowa¢ inkorporacj¢ bro-
mo-deoxy-urydyny do DNA. Zwierz¢ta pozostajace
przez 3 miesiace w tym wzbogaconym s$rodowisku
rzeczywiscie wykazywaty silniejsza neurogenez¢ niz
zwierzeta kontrolne (dla $cistosci — byt to mniejszy
spadek liczby nowych neuronéw zwigzany z wie-
kiem); ponadto zauwazono wzrost liczby innych
waznych komorek mozgu, tj. astrocytow. Naturalnie
zauwazono tez w tym eksperymencie indywidualne
roznice wsrod osobnikow w ich aktywnosci eksplo-
racyjnej. Nie udato si¢ jednak uzyska¢ znamiennej
statystycznie korelacji tego parametru ze stopniem
neurogenezy. Bylo to rozczarowujgce i1 przeczyto
wstepnej hipotezie zakladajacej, ze indywidualne
réznice w zachowaniu poszczegolnych osobnikow
mialyby wynika¢ z rdznicy w procesach zawiadujg-
cych neurogeneza. Hipoteza taka byta uzasadniona,
gdyz uwaza si¢, ze hipokampalna neurogeneza jest
procesem odpowiedzialnym za plastyczne adapta-
cje, szczegélnie w obliczu nowych doswiadczen
1 wyzwan naktadanych przez zlozonos¢ srodowisko-
wa. Poniewaz indywidualne roéznice w zachowaniu
zwierzat eksperymentalnych byly jasno widoczne,
dlatego autorzy badan postanowili spojrze¢ na wyniki
poprzez oszacowanie prawdopodobienstwa, ze dana
mysz znajdzie si¢ w danym miejscu w okreslonym
czasie, co pozwolitlo oszacowaé zakres terytorium
eksplorowany przez zwierz¢. Nazwano ten parametr
»hieuporzadkowaniem wedrowek™ (roaming entropy,
RE). Jest to parametr zmieniajacy si¢ w sposob cig-
gly. Niskie RE wykazuja myszy eksplorujace maty
zakres terytorium albo nawet, gdy eksploruja wigkszy
zakres, to skupiaja zainteresowanie na zaledwie kil-
ku punktach oddalonych od siebie. RE jest wysokie,
gdy mysz eksploruje réwnomiernie caly dostepny im
obszar. Dalej pomiary RE podzielono na 4 interwaty
czasowe po 24 dni kazdy i wyniki poddawano rdz-
nym analizom, wyznaczajac m.in. kumulatywna en-
tropi¢ wedrowek. Dopiero takie zaawansowane po-
dejscie do problemu pozwolito wykaza¢, ze u myszy,
ktore szeroko eksplorowaly otoczenie, mozna byto

faktycznie zaobserwowac wiecej nowych neurondéw
w hipokampie.

Szczepy krewniacze (inbred) vs niekrewniacze
(outbred)

Badania tego typu pokazuja, ze wcale nie jeste-
$my blisko odpowiedzi na pytanie, dlaczego osobni-
ki ze szczepow krzyzowanych krewniaczo sg jednak
zmienne — mimo, ze stosujac takie szczepy chcemy
mie¢ pewnos$¢, ze zmniegjszamy w ten sposob roz-
rzut wynikow doswiadczalnych. Na dodatek nale-
zy wspomnie¢ o ostatnio opublikowanej w Nature
Methods meta-analizie, w ktorej autorzy pordwnali
wyniki réznych badan z zakresu biomedycyny wy-
konanych z zastosowaniem szczepdw krzyzowanych
krewniaczo i niekrewniaczo [15]. Poréwnano 107
opublikowanych artykutlow naukowych, w ktorych
mozna bylo dokona¢ oszacowania wynikéw dotycza-
cych 741 parametrow, pogrupowanych w nastepujace
kategorie: zmienno$¢ anatomiczna, zachowania za-
socjowane z funkcjonowaniem uktadu nerwowego,
inne zachowania, funkcje uktadu immunologicznego,
parametry biochemiczne, funkcjonowanie organow.
Niespodziewane wnioski z tych analiz prowadza do
konkluzji, ze szczepy krzyzowane krewniaczo wcale
nie sg bardziej stabilne niz szczepy niekrewniacze —
w oryginale brzmi to tak: ,,...in most instances the
inbred population is not less noisy than outbreds”.
Co wigcej, autorzy konkluduja, ze szczepy niekrew-
niacze sg nawet lepiej przystosowane do badan na-
ukowych, gdyz pozwalajg na uzyskanie wynikow
bardziej odzwierciedlajacych sytuacje naturalng.
Zmienno$¢ fenotypowa, jakg widzimy w populacji
krzyzowanej krewniaczo, odzwierciedla nienaturalny
stan alleli i ich wariantow. W odpowiedzi na pertur-
bacje srodowiskowe osobnik ma ograniczone mozli-
wosci reagowania, podczas gdy stado niekrewniacze
ma wiele wariantow allelicznych, ktore moga sprzy-
jac precyzyjnej odpowiedzi na wyzwania. Zmienno$¢
i réznorodno$¢ tta genetycznego moze mie¢ wia-
snie efekt buforujacy i stabilizujacy koncowy feno-
typ. Autorzy mocno opowiadaja si¢ za stosowaniem
w badaniach laboratoryjnych szczepow krzyzowa-
nych niekrewniaczo, poza oczywiscie sytuacjami,
kiedy doktadna charakterystyka genotypowa jest
przedmiotem badan, jak czgsto si¢ zdarza m.in. w ba-
daniach immunologicznych.

Podsumowanie

W niedawnym powaznym i obszernym opraco-
waniu analizujgcym problem niskiej powtarzalnosci
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wynikow badan z zakresu biomedycyny wykony-
wanych z uzyciem zwierzat laboratoryjnych auto-
rzy sugeruja zréoznicowanie grup badanych zwierzat
poprzez mieszanie nie tylko szczepdéw laboratoryj-
nych i plci, ale tez wprowadzenie do badan zwie-
rzat hodowanych w warunkach naturalnych [16].
Trudno powiedzie¢, czy to si¢ w ogole da wprowa-
dzi¢ do praktyki. Nalezy bowiem podkresli¢, ze na
problem niskiej powtarzalno$ci wynikow badan
zwracano uwage¢ od co najmniej 20 lat i niewiele si¢
w tej sprawie zmienia. Niemniej jednak wydaje sig,

ze zmienno$¢ biologiczna zwierzat laboratoryjnych
jest istotnym czynnikiem, ktory z jednej strony nie-
jednokrotnie ,,zaburza” idealny uktad do§wiadczalny,
ale z drugiej — jest arcycieckawym zjawiskiem. Nale-
zy jednak podkresli¢, ze ogromna wigkszo$¢ sposrod
dostepnych lekow zostata dopuszczona do stosowa-
nia w klinice wtasnie dzigki szerokim badaniom na
zwierzetach. Podobnie jak wiele substancji majacych
potencjat terapeutyczny zostato wykluczonych z kli-
nicznych zastosowan dzigki tym badaniom.

Ryc. 1. Nierozwigzany problem — jak stworzy¢ najlepszy uktad doswiadczalny z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych? Opracowa-

nie autorow z wykorzystaniem zasobow mindthegraph.com
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