NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Zastosowanie techniki MALDI-TOF w identyfikacji biomarkerow narazenia i

efektu po podaniu szczurom ochratoksyny
2.Czas trwania projektu: 2019.06.03-2020.06.30

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): ochratoksyna, nerka, nefrotoksycznos$¢, kancerogenno$c,
MALDI-TOF

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

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 $§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 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.

Ochratoksyna (OTA) jest jedna z najczescie] wystepujacych mykotoksyn, obecng m.in. w zbozu 1
produktach zbozowych, roslinach straczkowych, kawie 1 suszonych owocach. Ma dzialanie
neurotoksyczne oraz nefrotoksyczne. Wedtug klasyfikacji IARC (Mig¢dzynarodowa Agencja Badan nad
Rakiem, ang. International Agency for Research in Cancer) OTA nalezy do grupy 2B — czynniki
przypuszczalnie rakotworcze dla ludzi. Szczegoélnie czgsto podnoszona jest rola ochratoksyny w
rozwoju raka nerki. Nie wiadomo jednak, czy OTA dziala bezposrednio genotoksycznie, czy tez
wystgpienie raka nerki jest wtorne do uszkodzenia narzadu i ma zwigzek z dzialaniem cytotoksycznym
ochratoksyny.

Badania zostang przeprowadzone na 10 szczurach Wistar. Po okresie aklimatyzacji zwierzetom z grupy
badanej podawana bedzie per os ochratoksyna codziennie przez 7 dni. Nast¢pnie zwierzeta zostang
usmiercone oraz pobrane zostang nerki, watroba, mézg i osocze. Narzady zostang przebadane




nowoczesng technikg obrazowania ze spektrometria mas (MALDI-TOF). Zostang w nich okreslone
biomarkery narazenia (ochratoksyna i jej metabolity) oraz biomarkery efektu (niskoczgsteczkowe i
biatkowe czynniki, m.in. zapalne i1 prozapalne, markery cytotoksycznosci). Dodatkowo, materiat
genetyczny wyizolowany z narzadow zostanie przebadany w kierunku adduktow kwasu
deoksyrybonukleinowego oraz stopnia metylacji DNA. Takze do tych badan bedzie zastosowana
technika MALDI-TOF.

Przeprowadzone badania pozwola powigza¢ miejsce kumulowania si¢ ochratoksyny z sitg dziatania
toksycznego. Dzigki temu mozliwe bedzie ustalenie roli OTA 1 jej metabolitow w wywotywaniu
okreslonych efektoéw. Wyniki zweryfikujg proponowane podejscie badawcze, wykorzystujace technike
MALDI-TOF, ze szczegbélnym uwzglednieniem obrazowania MS w badaniach toksyczno$ci
ochratoksyny oraz zostang wykorzystane przy opracowaniu projektu badawczego na ten temat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Liczba zwierzat: 10
Gatunek: szczur wedrowny (Rattus norvegicus) Wistar

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PUBMED; ScienceDirect, Google Scholar. Wykorzystatam stowa
kluczowe: ochratoxin (ochratoksyna), rat (szczur), MALDI-TOF, nefrotoxicity (nefrotoksyczno$¢),
carcinogenesis (nowotworzenie).

Ochratoksyna jest szeroko badanym zwiazkiem, zarowno w do$wiadczeniach na zwierzgtach, jak 1 przy
wykorzystaniu modeli in vitro. Wcigz jednak nie jest wiadomo, czy jej dziatanie pronowotworowe jest
wynikiem dzialania genotoksycznego. Brak jest takze prac wiazacych narazenie ze specyficznymi
efektami dziatania tego ksenobiotyku. Nowoczesne narz¢dzie badawcze, jakim jest spektrometria mas
MALDI-TOF dotychczas byto w niewielkim stopniu wykorzystywane w badaniach nad toksycznos$cia
OTA. Uzyskanie w jednym doswiadczeniu duzej liczby danych, ktére nastepnie zostang ze sobg
skorelowane pozwoli na postawienie hipotez na temat zwigzkow przyczynowo skutkowych w dziataniu
ochratoksyny na nerke.

Zastapienie

Celem projektu jest powigzanie biomarkerow narazenia (okreslenie miejsc 1 stopnia kumulacji
ochratoksyny i jej metabolitow) oraz biomarkerow efektu (okreslenie miejsc wystepowania czynnikOw
prozapalnych i pronowotworowych oraz markeroéw cytotoksycznos$ci). Poniewaz waznym wynikiem
doswiadczenia bedzie okreslenie biodystrybucji ochratoksyny oraz identyfikacja narzadow i tkanek, w

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




ktorych biomarkery efektu wystepuja w najwiekszym natezeniu, nie jest mozliwe przeprowadzenie
doswiadczenia w inny sposob niz poprzez podanie OTA zwierzetom. W zwigzku z tym nie jest mozliwe
zastgpienie modelu eksperymentalnego z uzyciem zwierzat innym.

Ograniczenie

Bioragc pod uwage uwarunkowania metodyczne oraz wymogi testow statystycznych, w zaplanowanym
doswiadczeniu liczba zwierzat zostala ograniczona do minimum uzasadnionego statystycznie. Pobrane
narzady zostana przebadane w wielu kierunkach tak, zeby optymalnie wykorzysta¢ materiat i nie
powtarza¢ doswiadczenia. Jednoczesnie zdecydowano o pobraniu szerokiej gamy tkanek i narzadow
(mdzgi 1 nerki jako narzady docelowe dziatania toksycznego, watroba jako gléwny organ detoksykujacy
oraz osocze jako tkanka okreslajaca systemowe narazenie i efekt). Dzigki temu nie wystapi konieczno$¢
powtdrzenia doSwiadczenia, nawet jesli w trakcie badan pojawig si¢ nowe hipotezy.

Udoskonalenie

Wykorzystywane zwierzgta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku. Beda
poddane okresowi aklimatyzacji do nowych warunkéw. Prowadzona bedzie stata kontrola stanu zdrowia
zwierzat 1 ich aktywnosci. Przed rozpoczg¢ciem doswiadczen podczas 14-dniowego okresu adaptacji do
warunkow laboratoryjnych stosowana bedzie czynno$¢ handlingu, w trakcie ktorej zwierzeta
przyzwyczajane beda do obecnosci eksperymentatora i jego dotyku, co pozwoli na zminimalizowanie
stresu zwierzat podczas dalszych etapow procedury do§wiadczalnej. W celu urozmaicenia warunkoéw
bytowania szczurow w trakcie eksperymentu wykorzysta si¢ nastgpujace elementy wzbogacenia
srodowiska: drewniane klocki oraz kolby, rurki kartonowe oraz niewielki kamien w celu $cierania
pazurow. Nie przewiduje si¢ wystgpienia jakichkolwiek niepozadanych reakcji w trakcie
do$wiadczenia, jednak lekarz weterynarii bedzie przygotowany na taka ewentualno$¢. Po zakonczeniu
doswiadczenia zwierzeta zostang poddane eutanazji w humanitarny sposob.

8. Projekt jest objety ocena re‘urospektywna(2
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

X/ NIE

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




