NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Rola cytokin pro- i przeciwzapalnych w regulacji uszkodzenia i regeneracji watroby

danio prggowanego (Danio rerio)
2.Czas trwania projektu od 01.09.2018 do 31.12.2020
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) autokleza, cytokiny, mikrocystyna, oatp, watroba

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A. Badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw 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, skutecznosci 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 okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Niedawno odkryliSmy, ze krotka ekspozycja siei na mikrocystyne-LR (toksyn¢ sinicowg) powoduje
uszkodzenie watroby, ale w dtuzszym okresie kolejne dawki tej substancji nie wywotujg negatywnych
skutkdw, co pozwala na regeneracje uszkodzonego narzadu. Wstepne wyniki wskazuja, iz cytokiny
moga odgrywaé znaczenie w zaobserwowanym procesie obronnym komorek watroby przed zatruciem
kolejnymi dawkami mikrocystyny. Celem projektu jest okreslenie roli wybranych cytokin pro- i
przeciwzapalnych w procesie regulacji przebiegu uszkodzenia i regeneracji watroby u danio
pregowanego (Danio rerio) pod wptywem mikrocystyny-LR. Wykorzystujac szeroki zestaw metod
badawczych, w pierwszej kolejnosci zamierzamy szczegdtowo udokumentowaé przebieg uszkodzenia i
regeneracji watroby ryb pod wplywem mikrocystyny-LR. Nastepnie, stosujac jednoczesng ekspozycje
na mikrocystyng-LR i zwigzki stymulujgce lub hamujace odpowiedz immunologiczng ryb, chcemy




sprawdzi¢, ktére elementy ukladu odpornosciowego wchodza w interakcje z komoérkami watroby
podczas uszkodzenia 1 regeneracji tego narzagdu. W koncu, wykorzystujac wyciszajagce RNA chcemy
potwierdzi¢ zaangazowanie wytypowanych wczesniej elementéw uktadu odpornosciowego w
odpowiedz ryb na zatrucie mikrocystyng-LR. Do tej pory, nie przeprowadzono badan, ktore w pelni
wypelniatyby luke w naszej wiedzy na temat funkcji cytokin w przebiegu histopatologicznych zmian
spowodowanych hepatoksycznym dziataniem mikrocystyny-LR. Szeroki zakres proponowanych badan
molekularnych, uzupetnionych o pomiar wskaznikéw biochemicznych i opis zmian histologicznych
watroby ryb eksponowanych na mikrocystyne-LR (w polaczeniu ze zwigzkami hamujacymi Iub
stymulujagcymi odporno$¢ ryb) pozwoli na zrozumienie konsekwencji wynikajacych z ingerencji w
glowne sieci regulatorowe komorek ukladu immunologicznego, a takze umozliwi okreslenie ich
zdolnos$ci do nasilania lub ostabiania skutkow toksycznego uszkodzenia watroby. Wyniki projektu moga
by¢ w przysztosci wykorzystane jako atrakcyjne podejsScie terapeutyczne do spowolnienia lub nawet

zapobiezenia toksycznego uszkodzenia watroby.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

GATUNEK: Danio prggowany (Danio rerio)

CALKOWITA LICZBA ZWIERZAT: 300 ryb

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Mikrocystyna-LR jest powszechnie wykorzystywana jako modelowy zwigzek prowadzacy do
toksycznego uszkodzenia watroby z kluczowym dla przebiegu tego procesu udziatem szlaku biatek
aktywnego transportu (ang. organic-anion-transporting polypeptides; OATP). Chociaz dostepna
literatura zawiera obszerne dane na temat zmian w watrobie ryb pod wplywem ekspozycji na
mikrocystyne-LR, to zwigzek pomiedzy ukladem odpornosciowym a uszkodzeniem 1 regeneracja

watroby jest opisany w znacznie mniejszym stopniu.

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejagcg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem

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




badawczym, w bazach danych: Web of Science (JCR); Scopus; PUBMED. Wykorzystano nastepujace
stowa kluczowe: microcystin/cytokine/oatp. Liczba wyszukanych publikacji: 0. Na podstawie
przeszukiwania istniejacej literatury, stwierdzono brak danych dotyczacych zdolno$ci cytokin do
regulacji ekspresji biatek aktywnego transportu OATP pod wplywem =zatrucia mikrocystyng-LR.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na zweryfikowanie hipotezy o istnieniu
funkcjonalnego powigzania pomiedzy wybranymi elementami ukladu odpornosciowego a biatkami

aktywnego transportu w watrobie ryb podczas zatrucia mikrocystyna-LR.
W proponowanym wniosku uwzgledniono zasade 3R.

Replacement: W projekcie zaplanowano zaréwno badania in vitro jak i in vivo. W celu sprawdzenia
hipotezy na temat interakcji komorek watroby i uktadu odpornosciowego, koniecznym jest
przeprowadzenie badan in vivo, gdyz nie istniejg obecnie modele komodrkowe umozliwiajace
przesledzenie odpowiedzi catego organizmu zachodzaca w tym procesie. Jednakze, wyniki uzyskane w
ramach in vivo bedg uzupelniane w dalszym uktadzie in vitro, tzn. rola wytypowanych cytokin i ich
oddziatywanie na konkretne typy komorek bedzie potwierdzana w hodowlach in vitro. Do badan
wybrano gatunek kregowca o mozliwie najnizszym poziomie rozwoju oraz zdolnosci odczuwania bolu i
cierpienia. Wyniki uzyskane w tym eksperymencie mogg takze postuzy¢ do wyjasnienia procesow

degeneracji oraz regeneracji watroby u innych kregowcow, w tym cztowieka.

Reduction: Ilo$¢ osobnikow w grupach zostala obliczona w oparciu o wzér Snedecor’a i Cochran’a
(1989). Zmniejszenie tej liczby ryb moze si¢ wigzaé z uzyskaniem wynikow nieistotnych statystycznie,
a tym samym narazitoby zwierz¢ta na niepotrzebne 1 bezzasadne uzycie. Ponadto, ze wzgledu na
niewielki rozmiar dorostych osobnikéw ryb, zmniejszenie liczebnosci osobnikow w grupach nie bedzie

gwarantowa¢ minimalnego uzysku materiatu badawczego.

Refinement: W czasie przeprowadzania eksperymentu ryby beda przetrzymywane w kontrolowanych
warunkach, ktore znacznie przewyzszaja minimalne normy hodowli dla tego gatunku. Opisane w
doswiadczeniu czynno$ci sg standardowymi czynno$ciami wykonywanymi w wielu os$rodkach
naukowych na calym §wiecie. Wykonujacy majg duze doswiadczenie w badaniach z wykorzystaniem
ryb w tym w czynnoS$ciach opisanych we wniosku. Dzigki wieloletniej praktyce potrafig przeprowadzac
opisane procedury w sposob sprawny oraz przy minimalnym boélu oraz stresie zwierzat. W ramach

czynnosci dos§wiadczalnych zaplanowana anestezja jest standardowg procedurg w przypadku ryb i liczne




badania naukowe potwierdzaja jej skuteczno$¢ oraz brak negatywnego wplywu na zwierzg.
Doswiadczenie zostanie przeprowadzone w warunkach i w sposob ograniczajacy do minimum stres oraz
cierpienie zwierzat. Po zakonczeniu do$§wiadczenia zwierzgta zostang poddane eutanazji w sposob

humanitarny i1 eliminujacy stres, poprzez przedawkowanie srodka anestetycznego.

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

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



