NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Aktywno$é gendw bialek zwigzanych z metabolizmem zelaza po étymulacji LPS/HSA
u karpia (C.carpio).

2.Czas trwania projektu: 1 rok i 7 miesiecy
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): karp, zelazo, transferyna, ferrytyna, metabolizm
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorig 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 produktéw leczniczych, $rodkéw spozywezych, pasz lub
innych substancji lub produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznodci 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 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.

Glownym celem badaf jest okredlenie drég metabolizmu zelaza i zaleznosci pomiedzy genami
kodujgcymi biatka, ktére s3 z nim zwigzane a aktywnoscig ukladu immunologicznego w czasie
pobudzenia aktywnoéci mechanizméw odpornosciowych dwoma réznymi immunostymulantami — LPS i
HSA. Aby osiagnaé zamierzony cel zostanie przeprowadzone do$wiadczenie, w ktérym ryby zostang
podzielone na dwie grupy. Pierwszg grupe beda stanowity ryby, ktérym zostanie podany LPS, czyli
lipopolisacharyd, bedacy sktadnikiem blony zewnetrznej $ciany komérkowej bakterii gramujemnych.




Rybom z drugiej grupy podana zostanie HSA, czyli ludzka albumina osocza, ktéra réwniez stymuluje
komérki zapalne do produkeji mediatoréw zapalnych. W przeciwiefistwie jednak do lipopolisacharydu
inicjuje proces angazujacy limfocyty T. Poza grupami do$wiadczalnymi bedziemy prowadzili réwniez
grupe kontrolna. Rybom z tej grupy zostanie zaaplikowana s6l fizjologiczna buforowana fosforanem
(PBS). Nastepnie w wybranych punktach czasowych bedziemy pobieraé material w postaci krwi i
tkanek do dalszych badan genetycznych. Spodziewane wyniki pozwolg zrozumieé zmjany zachodzace w
metabolizmie zelaza takie jak np. magazynowanie Zelaza w réznych tkankach (watroba, Sledziona),
ograniczenie wyplywu zelaza z komérek czy zahamowanie jego transportu w komérkach w warunkach
fizjologicznych i w czasie aktywacji ukladu immunologicznego organizmu ryby. Dlatego poza
mechanizmami zwiazanymi z bomeostazg tego pierwiastka zostang blizej poznane réwniez procesy, w
ktére zaangazowane jest zelazo podczas odpowiedzi immunologicznej. Zasadnym jest przeprowadzenie
badafi na karpiu ze wzglegdu na fakt, iz jest on zaliczany do najwazniejszych gatunkow ryb
hodowlanych, jak réwniez jest znakomitym organizmem modelowym badafi immunologicznych 1
genetycznych tych przedstawicieli kregowcdw. Sadzimy, ze podjgcie przestawione] tematyki badawcze]
przyczyni si¢ to do lepszego zrozumienia wplywu Zelaza na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego

wszystkich kregowcow, nie tylko ryb, poszerzajge dotychczasowa wiedzg w tej tematyce badawczej.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

| 260 osobnikéw karpia (Cyprinus carpio)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA!

Przygotowujgc projekt badawczy sprawdzitam istniejaca wiedzg w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: Reserchgate, PUBMED, Google Scholar, AGRICOLA, ScienceDirect i
Web of Science(JCR).

Wykorzystatam stowa kluczowe: carp immunology, iron metabolism, iron related genes, parasite

1 pyzy wypetnianiu wzorowac sig na instrukcji wypethiania wniosku W1 punkt. 8




infection, LPS/HSA stimulation and immunity.

Na podstawie przeanalizowanej literatury stwierdzono, ze projekt badan jest inmowacyjny i w petni
zasadny. Zelazo jest istotnym elementem procesow metabolicznych oraz immunologicznych.
Pierwiastek ten stuzy jako kofaktor wielu enzyméw uczestniczacych w podstawowych procesach
komoérkowych takich jak replikacja i naprawa DNA, redukcja rybonukleotydéw czy transport
elektrondw w mitochondriach. Zachowanie rownowagi pomigdzy pobieraniem Zelaza z pozywienia, a
jego transportem i magazynowaniem jest niezwykle wazne i wymaga wspéldziatania wielu genow. U
nizszych kregowcéw, na przyklad karpia (Cyprinus carpio L.) rola genéw zwigzanych z metabolizmem
zelaza oraz zaleznoici pomiedzy nimi nie zostala jeszcze szerzej poznana. Celem podjecia
przedstawionej tematyki badawczej jest okreslenie poziomu ekspresji genéw zaangazowanych w
metabolizm Zelaza z uwzglednieniem mechanizméw obronnych uktadu odpornosciowego u karpia.
Pozwoli to na okreslenic roli tego pierwiastka w funkcjonowaniu ukfadu immunologicznego.
Proponowane doswiadczenie zostalo zaprojektowane z my$la o efektywnej realizacji zasad zastapienia,

ograniczenia i udoskonalenia (tzw. zasada 3R — replacement, reduction and refinement).

Zasada zastapienia: Realizacja projektu badawczego zwiazana jest z analiza poziomu ekspresji genéw
w organach takich jak: watroba, §ledziona, nerka glowowa, nerka tulowiowa, jelita oraz krew. Waznym
jest aby analizowa¢ organizm jako calo$é, uwzgledniajac wszelkie cechy osobnicze wplywajace na
catoksztalt homeostazy i fizjologii organizmu. Niemozliwym jest pelne zastapienie organizmu ryby ze
wszystkimi zmiennymi wplywajacymi na jego status fizjologiczny. Dlatego tak wazne jest, aby organy

pochodzily od osobnikéw dorostych z w pemi rozwinietym wldadem immunologicznym.

Zasada ograniczenia: Badania zaprojektowano tak, aby do minimum ograniczy¢ liczbg ryb bioracych
udzial w tescie bez uszczerbku dla celéw projektu. Aby uzyskane wyniki byly istotne statystycznie oraz
publikowalne, przeprowadzono wstepna analize statystyczna, ktéra pozwolita na oszacowanie wielkosei
grupy doswiadezalngj (metoda d Cohena). Przy dobranych parametrach analiza wykazala minimalng
iloé¢ osobnikéw w grupie 36 (dla efektu f Cohena=0,3) i 21 (dla £-0,4) na kazdy punkt czasowy.
Stosujgc zasadg ograniczenia przyjeto 21, jako minimalna ilodci osobnikéw w grupie pozwalajaca na
statystycznie prawidlowe przeprowadzenie ecksperymentu bez koniecznodci jego powtarzania.
Zaktadajac réwniez, 7e w grupie kontrolnej nie poddanej immunostymulacji nie bedzie znacznych
zmian W homeostazie zelaza, liczba ryb moze zostaé zredukowana o potowe i wynosi¢ 10. Dalsze

ograniczenie liczby ryb moglo by prowadzié do niepowodzenia doswiadczenia i co za tym idzié,




narazito by ryby na niepotrzebne i bezzasadne uzycie.

Zasada udoskonalenia: Podczas prowadzenia do$wiadczenia 1yby beda przetrzymywane w basenach,
tak aby zapewnié im odpowiednie zaggszezenie, dostep do tlenu 1 $wiatha. Odlawianie ryb odbywac sie
bedzie przy pomocy kasarow, co pozwoli na wyeliminowanie uszkodzenia powlok ciata. Iniekowanie
ryb HSA/LPS bedzie przeprowadzone tak aby stres zwiazany z unieruchomieniem by? jak najmniejszy,
a samo unieruchomienie trwalo nie dtuzej niz 45 sekund. Srodek znieczulajacy (MS-222) oraz sposob
jego podania (kapiel w roztworze) ogranicza potencjalny bél i dystres. W przypadku, gdy stan ryb
bedzie wskazywal na znaczne cierpienie, zostana one uSmiercone Ppoprzez zastosowanie $rodka

mieczulajacego MS-222 w dawce letalnej (wezesne i humanitarne zakonczenie procedury).

Osoby wykonujace doswiadczenie posiadajg wieloletnig praktykg w pracy z rybami, a czynnosci

zaplanowane w procedurze wykonuja szybko i sprawnie, przez co dystres zwierzat jest minimalny.

8. Projekt jest objgty ocena retrospektywna?
TAK - na podstawic art. 53 ust. 1 ustawy

TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

(i

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.




