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Starzenie jest zloZzonym procesem fizjologicznym, charakteryzujacym si¢ stopniowa utrata
funkcjonalnos$ci komoérek, tkanek i narzadow. W konsekwencji przyczynia si¢ do licznych
chorob, m.in. ukladu sercowo-naczyniowego, cukrzycy i neurodegeneracji. Zmiany w funk-
cjonowaniu ukladu nerwowego moga z kolei prowadzi¢ do zaburzen behawioralnych i psy-
chologicznych. Ostatnie wyniki badan dowodza, Ze o-ketoglutaran (AKG), ktory jest kluczo-
wym intermediatem cyklu Krebsa, wydluza zycie dorostych organizmow zwierzecych. Celem
przeprowadzonego doswiadczenia byla ocena wplywu AKG na behawior myszy laboratoryj-
nych w tescie otwartego pola. Wyniki wskazuja, ze forma sodowa AKG zwi¢eksza u badanych
zwierzat eksploracje percepcyjno-ruchowa (wyrazong liczba stéjek wykonanych przez my-
szy), thumiac jednocze$nie zachowania lekowe.

SEOWA KLUCZOWE: starzenie / a-ketoglutaran / AKG / zachowanie si¢ / test otwar-
tego pola

Starzenie jest ztozonym procesem fizjologicznym, charakteryzujacym si¢ stopniowym
pogorszeniem funkcji narzadow. Proces ten postepuje wraz z uptywem czasu, utrudniajac
utrzymanie homeostazy organizmu. W przypadku cztowieka starzeniu najcze¢sciej towa-
rzysza zmiany patologicznie, oprocz zmian narzagdowych wynikajacych z uptywu lat poja-
wiaja si¢ takze choroby wspotistniejace. Jednymi z najdotkliwszych schorzen z tym zwig-
zanych sa choroby neurodegeneracyjne, ktore niejednokrotnie uniemozliwiaja samodziel-
nie funkcjonowanie 0s6b w podeszlym wieku. Do zmian, ktére pojawiaja si¢ w uktadzie
nerwowym 0sob starszych (takze tych, u ktorych proces ten nie przebiega patologicznie)
zalicza si¢ migdzy innymi: spowolnienie przewodzenia impulsow nerwowych w uktadzie
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nerwowym, zmniejszenie odpowiedzi na stymulacj¢ Pf-adrenergiczng oraz zwigkszenie
sztywnosci naczyn krwionosnych, takze w mozgu [2, 11]. U starzejacych si¢ zwierzat
wykazano dysfunkcje systemu obrony antyoksydacyjnej przy jednoczesnym zwigkszeniu
generacji reaktywnych form tlenu w obrebie mitochondriow oraz produktéw peroksyda-
cji lipidow, jako skutku zachwiania homeostazy oksydoredukcyjnej [11]. Liczne badania
wskazujg rowniez, ze reaktywne formy tlenu przyczyniaja si¢ do rozwoju wielu chordb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzhaimera, stwardnienie zanikowe boczne,
choroba Parkinsona, stwardnienie rozsiane, choroba Huntingtona i inne [3].

Od lat prowadzone sg badania koncentrujace si¢ na poszukiwaniu zwigzkow biologicz-
nie czynnych mogacych zapobiec procesom starzenia komorkowego, najlepiej poprzez
tagodzenie przyczyn jego powstawania, a zwlaszcza produkcji nadmiernej ilosci utlenia-
czy 1 przeciwdziatania skutkom ich aktywnosci. Alfaketoglutaran (AKG) jest czasteczka
wyznaczajaca tempo przemian w cyklu kwasow trikarboksylowych w organizmie. Po-
wszechnie znany zmiatacz grup aminowych stymuluje synteze biatek, a zarazem hamuje
degradacje biatek w mie$niach. AKG jako zrodlo glutaminianu i glutaminy jest najwaz-
niejszym ,,paliwem” dla komorek nabtonka uktadu pokarmowego [12]. AKG odgrywa tak-
ze wazng role jako antyoksydant, biorac udziat w nieenzymatycznej dezaktywacji nadtlen-
ku wodoru. Badania ostatnich lat wykazaty, ze AKG moze takze zwicksza¢ dtugos¢ zycia
u starzejacych si¢ zwierzat laboratoryjnych, hamujac procesy degeneracyjne miedzy innymi
w uktadzie nerwowym [1, 6, 7].

Przeprowadzono badania, ktorych celem byta ocena wplywu AKG dodanego do mie-
szanki paszowej na behawior starzejacych si¢ myszy na podstawie przeprowadzonego te-
stu otwartego pola.

Material i metody

Doswiadczenie przeprowadzono na myszach laboratoryjnych pochodzacych z Katedry
Genetyki i Ogolnej Hodowli Zwierzat Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w War-
szawie. Do doswiadczenia wybrano samce w wieku 12 miesiecy. Myszy utrzymywane
bytly w warunkach standardowych. Stosunek dnia do nocy wynosit 12/12 godzin, tempe-
ratura 22°C 1 wilgotnos$¢ 60%. Zwierzgta w grupie kontrolnej (K) zywione byty ad libitum
standardowg karmg (Labofeed H Kcynia, Polska). Wyr6zniono dwie grupy doswiadczalne —
P11 P2, w ktorych karmy zawieraly odpowiednio 2% soli wapniowej AKG (Ca-AKQG) i
2% soli sodowej AKG (Na-AKG). Udziat dodatku zostat ustalony na podstawie wynikow
badan na trzodzie chlewnej i szczurach [5, 8]. Pod koniec do§wiadczenia grupe kontrolna
(K) 1 grupg P2 stanowito 8 myszy, a grup¢ P1 — 10 myszy. W trakcie doswiadczenia niekto-
re zwierzeta padly z przyczyn naturalnych (staro$¢), co zostalo stwierdzone na podstawie
sekcji wykonanej przez lekarza weterynarii.

W celu dokonania oceny behawioralnej zwierzat zastosowano test otwartego pola. Ba-
danie to jest testem zoopsychologicznym jako$ciowo-ilosSciowym wykorzystywanym do
pomiaru aktywnos$ci ruchowej oraz zachowania i nawykow zwierzat. Test otwartego pola
jest przydatny do okreslania zmian behawioralnych i lokomotorycznych, np. pod wpty-
wem okreslonych substancji chemicznych. Badanie to bazuje na naturalnym zachowaniu
gryzoni, wynikajacym z potrzeby eksploracji [10].
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Zastosowane pole badawcze miato wymiary 120 cm x 120 cm i byto podzielone na
36 kwadratow (fot.). W trakcie wykonywania obserwacji zrodto oswietlenia charakteryzo-
walo si¢ warto$cig strumienia $wietlnego rzedu 700 Im/m?. Zwierzeta przenoszono do po-
mieszczenia, w ktorym byto przeprowadzane badanie, 30 minut przed jego rozpoczeciem,
w celu zminimalizowania stresu.

Fot. Mysz podczas testu otwartego pola
Phot. Mouse during ‘open field’ test

Obserwacja kazdego zwierzgcia w trakcie wykonywanego testu trwata 5 minut. Zasto-
sowano 6 powtorzen. Okreslano nastgpujace parametry:

— liczba przejs¢ w kazdej minucie doswiadczenia,

— liczba stojek (zwigzana z aktywno$cig zwierzecia, potrzeba eksploracji, towarzyszy
jej wzmozone weszenie) w kazdej minucie doswiadczenia,

— liczba groomingéw (zachowanie pielggnacji ciata, jako wskaznik stresu i napigcia
emocjonalnego, proba roztadowania emocji) wykonanych w kazdej minucie do$§wiad-
czenia.
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Aktywnos$¢ lokomotoryczng zmierzono na podstawie liczby przekroczonych kwadra-
tow, a eksploracyjno-percepcyjna na podstawie liczby wykonanych stojek. Poziom stresu
zostal wyznaczony przez liczbe wejs¢ na kwadraty centralne i czas przebywania w tej
czesci skrzyni.

Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie, wyliczajac podstawowe statystyki
opisowe przy pomocy programu Statistica 1. Istotno$¢ réznic migdzy analizowanymi gru-
pami oceniono metoda ANOVA rang Kruskala-Wallisa.

Wyniki i dyskusja

Charakterystyke aktywnosci lokomotorycznej badanych myszy przedstawiono na ry-
sunku 1.1 w tabeli 1. Nie wykazano istotnych réznic w ilosci pol przebytych przez myszy
zréznych grup. Myszy z grupy P2, otrzymujace w karmie 2% soli sodowej AKG (Me = 140),
wykazywaly jednak tendencj¢ do wyzszej aktywnosci lokomotorycznej w tescie otwartego
pola w porownaniu do myszy z grup P1 (Me = 120) i K (Me = 122).
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Rys. 1. Zmienno$¢ aktywnosci lokomotorycznej myszy w badanych grupach (K, P1, P2) wyrazona
liczba przebytych pol w tescie otwartego pola

Fig. 1. Variation in locomotor activity of mice in the test groups (K, P1, P2) expressed as number of
fields crossed in the ‘open field’ test
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Tabela 1 — Table 1

Podstawowe statystyki opisowe zmiennej wyrazonej liczba przebytych pol przez myszy w tescie otwartego
pola

Basic descriptive statistics of the variable expressed as the number of fields crossed by mice in the ‘open
field’ test

: . Wspotczynnik
Grupa Med@na Kwartyl dolpy Kwartyl 8OMY  Minimum ~ Maksimum  zmiennosci (VQ, %)
G Median Lower quartile ~ Upper quartile .. . )
Toup (Me) Q) Q) Minimum Maximum Coefficient
! 3 of variation (VQ, %)
K 122,0 80,0 152,5 41,0 235,0 29,7
Pl 120,0 102,5 150,5 57,0 204,0 20,0
P2 140,0 108,0 173,0 41,0 2330 232

Liczba wykonanych stojek przez myszy z grupy P2, otrzymujacych w karmie 2% soli so-
dowej AKG (Me = 52), byta znacznie wyzsza niz w grupach P1 (Me = 33,5) i K (Me = 20).
Nalezy rowniez podkresli¢, ze myszy z grupy kontrolnej (K), o nizszej aktywnosci eksplo-
racyjnej (liczba wykonanych stojek), wykazywatly jednocze$nie wigksze zrdéznicowanie
ruchowe wyrazone wspotczynnikiem zmiennosci (VQ = 83,7%) niz myszy z grup do-
$wiadczalnych P1 (VQ =40,3%) 1 P2 (VQ = 19,2%) — tabela 2. Z przedstawionych danych
wynika, ze so6l sodowa AKG (grupa P2) silniej niz s6l wapniowa AKG (grupa P1) oddzia-
tywata na behawior myszy (wyrazony liczba wykonanych stdjek). Wzmocnienie eksplo-
racji percepcyjno-ruchowej w grupie P2 wskazuje, ze dodatek Na-AKG oslabia naturalny
strach przed nowym, niosagcym potencjalne zagrozenie otoczeniem. W innych badaniach
na myszach z tej linii wykazano [7], ze AKG zmniejszat skutki stresu oksydacyjnego,
hamujac peroksydacje¢ lipidow. Na-AKG silniej niz Ca-AKG zmniejszal koncentracje
wskaznika utleniania lipidéw w watrobie myszy (TBARS). Z kolei Ca-AKG wptywal na
zmniejszenie poziomu TBARS w osoczu krwi 1 zwigkszenie catkowitego statusu antyoksy-
dacyjnego (TAS) [7]. Istnieje prawdopodobienstwo, ze dodatek AKG do diety ogranicza
utlenianie makromolekul w komoérkach nerwowych, spowalniajac procesy neurodegene-
racyjne zwigzane ze starzeniem si¢ zwierzat i poprzez ten mechanizm wptywa na wigksza
aktywno$¢ eksploracyjna.

Dziatanie AKG nie ogranicza sig¢ tylko do aktywnos$ci przeciwutleniajacej. Jak dowodza
najnowsze badania, o-ketoglutaran reguluje tempo metabolizmu komorkowego, hamujac
aktywnos¢ syntazy ATP i kinazy TOR, co wyraznie op6znia procesy starzenia u nicieni
Caenorhabditis elegans [1, 12]. Wedtug Satpute i wsp. [9], doustne podawanie myszom
AKG wyraznie poprawiato koordynacje ruchowa, co potwierdza oddziatywanie AKG na
uktad nerwowy i behawior zwierzat. Nie jest zatem wykluczone, ze AKG moze ograniczac
postepujace procesy starzenia uktadu nerwowego poprzez wptyw na hamowanie szlaku
TOR w komorkach nerwowych, ochrong lipidowej domeny moézgu przed utleniajacym
dzialaniem reaktywnych form tlenu (RFT), stymulacj¢ syntezy poszczegoélnych neuro-
mediatoréw lub poprawe unaczynienia struktur mézgu odpowiedzialnych za koordynacjg
ruchowg zwierzat.

35



T. Niemiec i wsp.

80

70 t

60 |

50

40t

30

Liczba stéjek — Number of rearings

10

|

P1

Grupa - Group

P2

Mediana
Median
[J25%-75%
Min-Maks
Min-Max

Rys. 2. Zmienno$¢ aktywnosci eksploracyjnej myszy w badanych grupach (K, P1, P2) wyrazona
liczba wykonanych stojek w tescie otwartego pola (dla a i b roéznice istotne przy p<0,05)

Fig. 2. Variation in exploratory activity of mice in the test groups (K, P1, P2) expressed as the num-
ber of rearings in the ‘open field’ test (for a and b differences significant at p<0.05)

Tabela 2 — Table 2

Podstawowe statystyki opisowe zmiennej wyrazonej liczba wykonanych stojek przez myszy w tescie otwar-

tego pola
Basic descriptive statistics of the variable expressed as the number of rearings in the ‘open field’ test
Wspotezynnik
. , zmienno$ci
Grupa Med@na Kwartyl dolpy Rwartyl gomy Minimum  Maksimum (VQ, %)
Median Lower quartile Upper quartile - . .
Group (Me) Q) Q) Minimum Maximum Coefficient of
! 3 variation
(VQ, %)
K 20,0° 13,5 47,0 9,0 59,0 83,7
Pl 33,5 24,0 51,0 5,0 72,0 40,3
P2 52,0° 36,0 56,0 9,0 67,0 19,2

a, b — roznice istotne przy p<0,05

a, b — significant differences at p<0.05

Nie wykazano istotnych réznic w liczbie groomingdéw wykonywanych przez myszy
(rys. 3, tab. 3). Zwierzeta z grupy P1 wykazywaly jednak tendencje do czgstszych aktow
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pielegnacyjnych. Pielegnacyjne zachowania gryzoni to ztozony wzorzec zachowan zwig-
zanych ze stresem. Ich wyzsza frekwencje obserwuje si¢ u zwierzat wykazujacych zabu-
rzenia ze spektrum autyzmu (ASD) oraz obsesyjno-kompulsywne (OCD) [4]. Tendencja
do wzmozonych zachowan pielggnacyjnych u zwierzat otrzymujacych Ca-AKG (grupa P1)

Liczba groomingéw — Number of grooming acts

1 " N " Medi

O Median
« P i []25%-75%
Grupa - Group T m::m::s

Rys. 3. Zmienno$¢ zachowan pielegnacyjnych w badanych grupach (K, P1, P2) wyrazona liczba
aktow groomingu w tescie otwartego pola

Fig. 3. Variation in grooming behaviours in the test groups (K, P1, P2) expressed as the number of
grooming acts in the ‘open field’ test

Tabela 3 — Table 3

Podstawowe statystyki opisowe zmiennej wyrazonej liczbg aktow groomingu wykonanych przez myszy
w tescie otwartego pola

Basic descriptive statistics of the variable expressed as the number of grooming acts in the ‘open field” test

Wspotczynnik

. . zmienno$ci
Grupa Mediana Kwartyl dolny Kwartyl gorny Minimum ~ Maksimum VQ, %)
Median Lower quartile Upper quartile .. . >,

Group (Me) Q) Q) Minimum  Maximum Coefficient of

1 3 variation

VQ, %)

K 1,0 0,0 2,0 0,0 3,0 100,0
P1 2,0 1,5 3,0 0,0 6,0 37,5
P2 1,0 0,5 2,0 0,0 2,0 75,0
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w stosunku do grupy kontrolnej (K) moze wskazywac, ze ta forma AKG wzmaga u myszy
zmiany zwigzane z zaburzeniami behawioralnymi. Brak istotnosci réznic w uzyskanych
wynikach nie pozwala na formutowanie jednoznacznych stwierdzen. Ponadto wykonane
obserwacje wymagaja dodatkowych, bardziej szczegétowych badan i analiz.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze AKG podany per os w ilo$ci 2% mie-
szanki, zar6bwno w postaci soli wapniowej (Ca-AKQG), a zwlaszcza soli sodowe;j
(Na-AKG), wptynat na behawior starzejacych si¢ myszy laboratoryjnych. Forma sodowa
AKG wydaje si¢ mie¢ najsilniejszy wpltyw na zwierzeta, wzmacniajac u nich eksploracje
percepcyjno-ruchowa, a zarazem ttumigc zachowania o podtozu lgkowym. Przeprowadzo-
ne badania potencjalu AKG moga mie¢ znaczenie nie tylko dla zwierzat, ale takze dla
ludzi, dajac szansg¢ na podniesienie standardow zycia w wieku podesztym, poprzez dzia-
fanie protekcyjne wzgledem uktadu nerwowego oraz usprawnienie funkcji motorycznych
calego organizmu.
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The effect of alpha-ketoglutarate (AKG) on the behaviour of ageing
laboratory mice

Summary

Ageing is a complex physiological process characterized by a gradual decline in cell, tissue
and organ function. Consequently, ageing is a major risk factor for cardiovascular disease,
diabetes and neurodegenerative disorders. Altered nervous system function can lead to behavioural
or psychological disorders. Recent research has shown that alpha ketoglutarate (AKG) is a key
intermediate in the Krebs cycle that extends the lifespan of adult animal organisms. The objective of
this study was to assess the effect of AKG on the behaviour of laboratory mice in an open field test.
The Na-AKG form was found to enhance perceptual-motor exploration in the mice (expressed as the
number of rearings), and at the same time to suppress anxiety-related behaviour.
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