NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu ,,Wplyw wylaczenia ekspresji genow kodujacych Stim2 i Mcu na zachowanie ryb

Danio rerio”

2. Czas trwania projektu 01.02.2020 - 31.12.2024

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) gospodarka wapniowa, behawior, SOCE, mitochondria
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznos$ci lub bezpieczeristwa stosowania

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 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 stéw, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem projektu jest sprawdzenie w jaki sposéb zaburzenia w komodrkowej gospodarce wapniowej
moga wpltywac na zachowanie. Zbadamy w jaki sposéb brak funkcjonalnych biatek Stim2a i/lub
Stim2b, uczestniczacych w procesie pojemnosciowego naptywu wapnia do komorki oraz brak
mitochondrialnego kanalu wapniowego Mcu wptywa na zmiane zachowania zwierzat. Gospodarka
wapniowa jest szczegOlnie wazna dla prawidlowego funkcjonowaniu neuron6w. Najnowsze badania
wskazujq na zaburzania w sygnalizacji za posrednictwem jonéw wapnia jako mechanizm prowadzacy

do licznych chor6b neurodegeneracyjnych.

Testy behawioralne pozwolg w sposob nieinwazyjny wstepnie okresli¢, ktore aspekty przekaznictwa

neuronalnego mogq by¢ uposledzone pod wplywem zaburzen w homeostazie wapniowej.




Przeprowadzimy serie testOw behawioralnych pozwalajacych na szczegbétowa charakterystyke zmian
wywotanych brakiem badanych bialek. Zbadamy czy brak Mcu, Stim2a i/lub Stim2b wplywa na
poziom stresu, zdolnoSci poznawcze oraz zachowania spoteczne. .. Badania te pozwolg na rozwoj
wiedzy dotyczacej roli badanych bialek, bioracych udzial w regulacji komorkowej gospodarki
wapniowej, w ksztaltowaniu sie poszczegélnych zachowan. Badane beda trzy grupy wiekowe, co
dodatkowo pozwoli na ocene jak proces starzenia w warunkach zaburzonej gospodarki wapniowej

wplywa na te zachowania. Wiedza ta moze by¢ przydatna w badaniu mechanizméw stanowigcych

podioze choréb neurodegeneracyjnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostanie wykorzystanych w sumie 432 ryb z gatunku Danio rerio. Beda to ryby
nalezace do 3 réznych grup wiekowych: 7-dniowe larwy (108 ryb), 5 miesieczne mtode doroste (162
ryby) oraz 16 miesieczne starsze doroste (162 ryby). W doswiadczeniach zostang wykorzystane linie
zmodyfikowane genetycznie z wytaczong ekspresja genéw kodujacych biatka: Mcu, Stim2a, Stim2b,
obie izoformy biatka Stim2 oraz ich rodzenstwo typu dzikiego wykazujace prawidlowq ekspresje

powyZzej wymienionych biatek.

Szacujac liczbe zwierzat i planujac odpowiednie dla kazdego testu grupy kontrolne oparto sie na
doniesieniach z aktualnej literatury (Kalueff, 2017, Best et al., 2008, Kundap et al., 2017, Yu et al.,
2006, Pavlidis et al., 2015, Bailey et al., 2016, Haghani et al., 2019, Pancotto et al., 2018). W celu
minimalizacji liczby zwierzat uzytych w doswiadczeniu dokonano analizy statystycznej wykorzystujac

wyniki wczesniejszych badan, w ktorych wykonywano podobne do planowanych testy behawioralne z

udziatem danio pregowanego (Best et al., 2008, Kundap et al., 2017).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem

badawczym w bazach danych: PUBMED, ScienceDirect, ZFIN

! Przy wypetnianiu wzorowa¢ sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8



Wykorzystano stowa kluczowe: Stim2, SOCE, calcium homeostasis, Stim2 nervous system,
mitochondria, calcium, MCU, zebrafish behavior, zebrafish habituation, acoustic startle response,
novel tank, T-maze, zebrafish anxiety, zebrafish cognitive function, passive avoidance zebrafish,
zebrafish memory, zebrafish social behavior, social preference test zebrafish, shoal test, euthanasia in

zebrafish.

Skuteczne zastosowanie Danio rerio pozwoli na ograniczenie wykorzystania zwierzat statocieplych

(np. myszy) to tego eksperymentu (zastgpienie).

Zastosowanie bardzo nowoczesnej aparatury do rejestracji zachowan ryb — ZebraBox i ZebraCube
(ViewPoint) oraz programu EthoVision XT (Noldus) pozwalajacego na automatyczng i rzetelng
analize danych pozwolilo na zminimalizowanie liczby powtérzen czynnosci w eksperymencie
(udoskonalenie). Urozmaicenie S$rodowiska w hodowli oraz zastosowanie przezroczystych
pojemnikéw z woda, aby ryby mogly sie wzajemnie widzie¢, stanowia udoskonalenie majace na celu

zblizenie warunkéw bytowania do naturalnych.

Dokladna analiza literatury i analiza statystyczna pozwolily na optymalne zaplanowanie eksperymentu
majace na celu wykorzystanie jak najmniejszej liczby zwierzat (ograniczenie). Wykorzystanie tych
samych ryb w kilku testach behawioralnych pozwala na ograniczenie liczby zwierzat do niezbednego

minimum.

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

e NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczeh na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢
wtasciwe pole.



