NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Analiza poréwnawcza mechanizmow miogenezy podczas prawidlowego rozwoju oraz

w stanach patologicznych migsni

2.Czas trwania projektu: 01.04.2020 do 01.03.2025.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): zebrafish, danio, McArdle, Charcot — Marie — Tooth, Pygm, HSP,
SHSPs, drug testing, fin-clip, genotyping, CRISPR, zebrafish husbandry, zebrafish development, muscle,
myopathies

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 sagdowe;j

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

Celem naukowym badan jest stworzenie nowych linii ryb danio pregowanego (tac. Danio rerio),
ktore stana si¢ zwierzecym modelem ludzkich chorob (choroby Mc’Ardlea i Charcot — Marie —
Tooth). Dzigki tym modelom poznamy mechanizmy lezace u podstaw ludzkich choréb migéniowych
bedziemy mogli znalez¢ nowe, skuteczne leki. Do tej pory nie udato si¢ niestety znalez¢ skutecznego
leku pomagajacego cierpigcym na nig pacjentom. Najnowsze badania, wykonane w naszym zespole,
wskazujg ze ryba danio moze sta¢ si¢ bardzo dobrym modelem tej ludzkiej choroby. Posiada cechy,
takie jak bardzo duze podobienstwo w budowie mig¢sniowego aparatu kurczliwego do ludzi, ktore

pozwolg na stworzenie innowacyjnego, zwierzgcego modelu choroby McArdle'a i Charcot — Marie —




Tooth w przysztosci znalezienia leku utatwiajgcego zycie chorujagcym na te choroby pacjentom. Dlatego
planowane jest na uzyskanych liniach zwierzat przetestowanie dziatania waloproinianu sodu jako

substancji zmniejszajacej objawy chordb.

Wyniki projektu, nowe linie ryb, bedg udostepniane innym grupom badawczym na calym Swiecie,
zgodnie z najlepszymi standardami badawczymi majacymi na celu swobodny rozwéj nauki. Materiat i
wyniki bedg shuzyly takze w dydaktyce prowadzonej przez Zaktad, zapewniajac studentom dostep
do najnowszej wiedzy i technologii. Materiat biologiczny bedzie takze udostepniany innym osrodkom

badawczym i akademickim.

Nalezy podkresli¢, ze uzyskane nowe linie ryb, beda udostgpniane innym grupom badawczym na
calym $§wiecie, zgodnie z najlepszymi standardami badawczymi co przyczyni si¢ do rozwoj nauki,

zwlaszcza w zakresie medycyny, nowych lekéw i leczenia chorych pacjentow.

Doswiadczenia zostaly zaplanowane w taki sposob, aby maksymalnie zniwelowaé stres zwierzat.
Komfort osobnikow dorostych zostanie zapewniony poprzez stosowanie odpowiednich Srodkow

znieczulajacych przed wszelkimi czynno$ciami powodujacymi stres.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W badaniach, zaplanowanych na 5 lat, zaktadane jest wykorzystanie 1000 embrionéw i larw (czyli osobnikoéw

na etapie do 5 dnia od zaptodnienia, nie odzywiajgcych si¢ jeszcze samodzielnie) oraz 252 dorostych osobnikow.

Przeprowadzenie badan, majacych na celu stworzenie dwoch rybich modeli ludzkich choréb (McArdlea oraz
Charcot — Marie — Tooth) wymaga wykorzystania okreslonej liczby zwierzat, ktora zostata ograniczona do
absolutnego minimum, ktoére jest wymagane przez rzetelno$¢ naukows. Liczba wykorzystanych w badaniach
zwierzat wynika z konieczno$ci potwierdzenia istotnosci wynikow obliczeniami statystycznymi (takimi jak testy
istotno$ci statycznej ANOVA czy test T studenta, za pomoca programoéw komputerowych Statistica czy Excel),
ktore wymagaja co najmniej 3 niezaleznych powtdrzen eksperymentu z zatozeniem, ze w grupie badanej jest co
najmniej 9 osobnikoéw. W badaniach, zaplanowanych na 5 lat, zakladane jest wykorzystanie 1000 embriondéw i
larw (czyli osobnikdéw na etapie do 5 dnia od zaptodnienia, nie odzywiajacych si¢ jeszcze samodzielnie) oraz 252

dorostych osobnikow.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejacg wiedze¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym, w bazach danych: PUBMED; Google Scholar; Scopus; Web of Science.

Wyszukiwane stowa kluczowe: zebrafish, danio, McArdle, Charcot — Marie — Tooth, Pygm, HSP,
SHSPs, drug testing, fin-clip, genotyping, CRISPR, zebrafish husbandry, zebrafish development,

muscle, myopathies

Na podstawie istniejacej literatury stwierdzono, ze zaplanowane czynno$ci sg standardowymi
metodami  wykorzystywanymi w badaniach ryb. Czynnoéci podj¢te podczas prowadzenia
eksperymentdéw zostaly zaplanowane tak, aby nie powodowa¢ dodatkowego dyskomfortu ani dystresu i
w jak najwickszym stopniu ograniczy¢ cierpienia ryb. Wszystkie procedury wykonywane beda z

nalezyta doktadnoscia i poszanowaniem dla zycia i dobrostanu badanych zwierzat.

Celem doswiadczenia jest stworzenie nowych linii ryb danio prggowanego. Warto podkresli¢, ze
badania doprowadza do stworzenia dwodch linii ryb, bedacymi modelami dwoéch jednostek chordb
ludzkich (McArdlea oraz Charcot — Marie — Tooth). Nie mozna zastapi¢ ryb danio w planowanej
analizie poréwnawcze] mechanizmoéw miogenezy podczas prawidlowego rozwoju oraz w stanach
patologicznych ani badaniami z zastosowaniem hodowli komérkowych, ani bezkrggowcow (ze wzgledu

na brak lub niedostateczne podobienstwo aparatu migsniowego do ludzkiego).

Przeprowadzenie badan wymaga wykorzystania okreslonej liczby zwierzat, ktora zostata ograniczona
do absolutnego minimum, ktore jest wymagane przez rzetelnos¢ naukowa. Liczba wykorzystanych w
badaniach zwierzat wynika z koniecznosci  potwierdzenia istotnosci wynikow obliczeniami
statystycznymi (ANOVA, test T studenta). Przy zaktadanym prawdopodobienstwie bledu pierwszego
rodzaju 0=0.05 i bledu drugiego rodzaju p=0.08 oraz przy zalozonym poziomie istotnosci p<0.05
(wymaganym w naukach biologicznych) oraz co najmniej 3 niezaleznych powtdrzeniach eksperymentu,
wymagana minimalna liczebno$¢ grupy wynosi 9 osobnikéw, dla osiagnigcia zaktadanych celow. W
badaniach, zaplanowanych na 5 lat, zakladane jest wykorzystanie 1000 embrionow i larw (czyli
osobnikéw na etapie do 5 dnia od zaptodnienia, nie odzywiajacych si¢ jeszcze samodzielnie) oraz 252

dorostych osobnikow.

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




Liczba zwierzat zostata zaplanowana z zastosowaniem ,zasady 3R” (zastgpienie, ograniczenie,

udoskonalenie).

Zastgpienie: Nie mozna zastgpi¢ ryb danio w planowanej analizie poréwnawczej mechanizmow
miogenezy podczas prawidtlowego rozwoju oraz w stanach patologicznych ani badaniami z
zastosowaniem hodowli komoérkowych, ani bezkrggowcow (ze wzgledu na brak lub niedostateczne
podobienstwo aparatu migsniowego do ludzkiego). Wybrano gatunek, ktéry charakteryzuje sie¢
najnizszym stopniem rozwoju ewolucyjnego, a jednoczesnie sprosta wymaganiom osiggnig¢cia celu

proponowanych badan.

Ograniczenie: Przeprowadzenie badan, majacych na celu stworzenie dwoch rybich modeli ludzkich
chorob (McArdlea oraz Charcot — Marie — Tooth) wymaga wykorzystania okreslonej liczby zwierzat,
ktéra zostata ograniczona do absolutnego minimum, ktore jest wymagane przez rzetelnos¢ naukowa. W
procedurze 1, majacej na celu stworzenie linii rybich modeli zostanie wykorzystane 180 ryb. Kolejnym
etapem badan bedzie testowanie substancji o potencjale leczniczym (procedura 2). Liczba
wykorzystanych w badaniach zwierzat wynika z koniecznos$ci potwierdzenia istotnosci wynikow
obliczeniami statystycznymi (takimi jak testy istotnosci statycznej ANOVA czy test T studenta, za
pomoca programoéw komputerowych Statistica czy Excel), ktore wymagaja co najmniej 3 niezaleznych
powtorzen eksperymentu z zatozeniem, ze w grupie badanej jest co najmniej 9 osobnikow. W przypadku
procedury 2 wymagana liczebno$¢ proby (N) wynosi 72. Dowodem matematycznym, uzasadniajgcym
liczbg¢ osobnikow jest ,analiza mocy testu” wykonana w programie Statistica, ktorej wyniki

przestawiono ponize;j:

Licznos¢ praby (Arkusz1)
Jedna srednia, test t
HO: Mi = Mi
Wartosé
Srednia hipotezy zerowe] (Mi0}) 0.0000
Srednia w populacji (Mi) 1,0000
Odch. std. w populacji (Sigma) 10,0000
Efekt standaryzowany (Es) 0,1000
Prawdop. bt. | rodzaju (Alfa) 0.0500
Moc docelowa 0.,9000
Moc dla wymagane] licznosci proby M 0.9001
Wymagana licznosc proby (N) TE.E][][][J!

Podsumowujgc: w badaniach, zaplanowanych na 5 lat, zakladane jest wykorzystanie 252 dorostych

osobnikéw ryb danio.




Udoskonalenie: Podj¢te zostang dzialania majgce na celu udoskonalenie $rodowiska zycia ryb i
warunkow utrzymania. Dla urozmaicenia i uzupetnienia diety, ryby karmione sg dodatkowo zywym
pokarmem (mate solowce - artemie). Takie postepowanie ma na celu m. in. wzbogacenie srodowiska w
dodatkowe bodzce (aktywny ruch ryb w celu ztapania pokarmu) [14,15]. Urozmaicenie $rodowiska
zycia, akwarium, zostanie takze zapewnione dzigki zastosowaniu elementow ekspozycji (kolorowe dno,
imitacja kamieni, niewielkie przegrody). Udoskonalenie procedur zapewnia takze zespdt badawczy
sktadajacy si¢ z doswiadczonych i doskonale wyszkolonych pracownikow, ktérzy regularnie biorg
udziat w migdzynarodowych i krajowych konferencjach i spotkaniach dotyczacych m. in. dobrostanu
danio pregowanego. Wszystkie wnioskodawczynie aktywnie dziatajg w Polskim Towarzystwie
,Zebrafish”, ktorego statutowym zadaniem jest dbanie o dobro zwierzat i wysoka jako$¢ badan.
Wysokie standardy hodowli i badan zapewniajg, ze projekt zostanie zrealizowany zgodnie z zasadami
3R. Wszystkie procedury, takie jak u$miercanie, zostaly udoskonalone w taki sposob, aby nie
powodowac dystresu zwierzat. Oprocz planowanych dos§wiadczen, materiat biologiczny (tkanki, organy)
zostang wykorzystane do innych badan oraz do zaje¢ dydaktycznych. Materiat biologiczny bedzie

udostgpniany innym o$rodkom badawczym i akademickim.

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

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




