NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
1.Tytul projektu Ekspresja systemu Galp, alarin i ich receptorow w ukladzie podwzgorzowo —

przysadkowo - nadnerczowym oraz jego rola w regulacji wzrostu, réznicowania i czynno$ci
komorek kory nadnercza szczura (Rattus Norvegicus).

2.Czas trwania projektu ... 01.01.2019 - 31.12.2021......ccuereerreeeesrrerieeeesreeseeseesseennas

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ... nadnercza, o§ podwzgorzowo-przysadkowo-
nadnerczowe, bioaktywne peptydy, endokrynologia doswiadczalna..........

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig 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 warunkéw chowu lub hodowli zwierzat
gospodarskich

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

G. Badania w celu ochrony srodowiska 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 do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i
dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Kortyzol oraz kortykosteron sg to podstawowe hormony nadnerczy, bedace waznymi regulatorami
wielu procesow fizjologicznych. Szczegodlnie istotna jest ich rola w modulacji stresu, proceséw
zapalnych, jak réwniez w utrzymaniu prawidlowych stezen glukozy. Sekrecja wspominanych
hormondéw jest regulowana poprzez aktywacje osi podwzgorzowo - przysadkowo - nadnerczowej (0$
HPA), a aktywacja tej osi moze zachodzi¢ poprzez czynniki zewngtrzne np. stres lub bioaktywne biatka
produkowane przez inne narzady, m. in. galaning. Nasza hipoteza badawcza zaklada, ze rowniez dwa
inne peptydy, Galp 1 alarin, nalezace do rodziny bialek galaniny moga wptywaé na funkcje osi HPA.
Hipotezg ta wzmacniaja wczesniejsze publikacje, gdzie wykazano iz podany dokomorowa alarin hamuje
wydzielanie hormonu kortykotropowego (CRH) przez podwzgorze. Wigkszos¢ danych $wiadczy o
oreksygennym dziataniu Galp 1 peptydu alarin. Efekt ten zachodzi prawdopodobnie poprzez aktywacje
neuronow NPY - pozytywnych w jadrze tukowatym podwzgorza. Istnieja dane swiadczace o wplywie




Galp i peptydu alarin na wydzielanie hormonow, przede wszystkim GnRH oraz LH. W zwiazku z czym
celem proponowanych badan bedzie odpowiedz na pytanie czy i w jaki sposob peptydy Galp i
alarin wplywaja na aktywnos$¢ osi podwzgorzowo — przysadkowo - nadnerczowej (HPA) szczura
oraz funkcje nadnerczy. Doswiadczenia planuje si¢ wykona¢ na dojrzatych ptciowo samcach szczurow
(Rattus norvegicus) szczepu niekrewniaczego Wistar. Analiza interakcji Galp/alarin/o§ HPA zostanie
zbadana poprzez jednorazowe dootrzewnowe podanie roztworu z biatkiem Galp/alarin oraz
dodatkowych biatek, tj. galaniny, inhibitora receptora Galr2, inhibitora receptora Ntrk2. Wyniki zostang
odniesione do odpowiedniej grupy kontrolnej negatywnej, a takze grupy kontrolnej pozytywnej. Po 1
godzinie oraz 2 godzinach od podania badanych substancji, zwierz¢ta zostang usmiercone poprzez
dekapitacje. Krew zostanie pobrana do oznaczen hormonalnych. Planuje si¢ rowniez pobranie
nadnerczy, przysadki oraz podwzgorza celem wykonania analizy ilo§ciowej ekspresji gendow istotnych
dla aktywacji osi HPA oraz ekspresji genu Galp, alarin, galanina oraz receptory: Galr2 i Ntrk2. Ze
wzgledu na forme¢ doswiadczenia (zastrzyki dootrzewnowe), zwierzeta bedg narazone na bol i stres z
tym zwiazany. Zastrzyki podawane beda przez okres dwoch tygodni jako forma przyzwyczajenia
zwierzat do wiasciwej iniekcji. Jednak, ze wzgledu na fakt, iz beda to zastrzyki dootrzewnowe, bdl
bedzie krotkotrwaty.

Jak dotychczas w literaturze niewiele jest danych dotyczacych roli Galp/alarin w regulacji czynnosci
osi HPA, w zwiazku z czym nie wiadomo czy biatko Galp/alarin wywiera bezposredni wptyw na

aktywno$¢ kory nadnercza, czy tez jego rola polegataby na aktywacji podwzgorza lub przysadki, co w
konsekwencji doprowadzitoby do stymulacji wydzielania hormon6éw nadnerczy.

Podsumowujac, celem niniejszego projektu jest poznanie oddziatywania na funkcje nadnerczy dwoch
peptyddow z rodziny galaniny, szczeg6lnie w dobie rozwoju chordb zwigzanych z otytoscia, w ktorej
nadnercza odgrywaja istotng rolg.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczur (Rattus norvegicus) dojrzaty plciowo, samiec, stado niekrewniacze Wistar.
Laczna liczba zwierzat = 192 osobniki

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasada zastgpienia:

Nie istnieje alternatywna metoda badawcza zapewniajgca osiggnig¢cie celow badawczych bez
wykorzystania zwierzat, gdyz na obecnym stadium wiedzy nie s3 znane modele, ktore
odzwierciedlatyby interakcje zachodzace w obrgbie osi HPA w warunkach in vitro. Odtworzenie
specyfiki interakcji uktadu nerwowego oraz gruczotu nadnerczowego w ramach osi HPA jest obecnie
niemozliwe do zastgpienia alternatywnymi metodami.

Potencjalne wykorzystanie samych dos§wiadczen in vitro nie przyniesie oczekiwanego rezultatu nie

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




pozwoli na pelne wyciggni¢cie wnioskow na podstawie celow zawartych w projekcie. Doswiadczenia in
vitro beda stanowily jednak silne podparcie dla uzyskanych wynikow z doswiadczen proponowanych w
powyzszym wnioSKuU.

Wigkszos¢ dotychczas prowadzonych badan dotyczacych osi wptywu osi HPA opartych jest na
wykorzystaniu szczurow. Jest to podyktowane znaczacym podobienstwem reakcji organizméw tych
zwierzat 1 ludzi oraz z uwagi na dostepnos¢ licznych nowoczesnych narzedzi badawczych (np. PCR,
ELISA, mikromacierze ekspresyjne)

Zasada ograniczenia:

Zrezygnowano z prowadzenia grupy zwierzat z jednoczesnym podaniem Galp/alarin + ACTH. Cate
doswiadczenie ograniczono do wykorzystania tylko jednego stg¢zenia podawanych peptydow oraz
ACTH.

Zasada udoskonalenia:

Zastrzyki wykonywane sa przez operatorow posiadajagcych ponad 10 letnie doswiadczenie w
wykonywaniu proponowanych procedur.

W  trakcie przeprowadzania doswiadczen bedziemy dazyli do ograniczenia do minimum
niekorzystnych skutkéw i odczu¢ zwierzat, jest to istotne nie tylko ze wzgledu na dobrostan zwierzat,
ale takze ze wzgledu specyfike¢ aktywacji osi HPA poprzez czynniki stresogenne. Zaplanowane
procedury eksperymentalne beda wykonywane sprawnie i precyzyjnie przez grup¢ doswiadczonych
pracownikow, co z powinno ograniczy¢ stres badanych zwierzat.

Celem poprawy warunkow przeprowadzanych doswiadczen podjeto decyzje o przeprowadzaniu
doswiadczen w ramach zwierzetarni CZT, ktorej zaplecze aparaturowe wptynie na poprawg warunkow
bytowych badanych zwierzat. Zwierzeta beda przebywaty w normatywnych, przezroczystych klatkach
na regatach klatkowych w standardzie IVC - indywidualnie wentylowane klatki z 54 krotna wymiana
powietrza w klatce na godzing, wyposazonym w filtr zewnetrzny (wcze$niej przeprowadzano
doswiadczenia w kategorii konwencjonalnej CV-1 z wymiang powietrza na poziomie 15
wymian/godzina).

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

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.



