NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Analiza transkryptomu watroby oraz endometrium u kréw rasy holsztynsko-fryzyjskiej

w przebiegu Klinicznej ketozy w okresie poporodowym.

2.Czas trwania projektu 1.07.2020-28.02.2023

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) krowa, ketoza, transkryptom, watroba, endometrium
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 1 produkcji produktow leczniczych, §rodkow spozywczych, pasz lub
innych substancji lub produktow, lub badan ich jakos$ci, skuteczno$ci 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 doswiadczenia, 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 doswiadczenia jest poszerzenie wiedzy dotyczacej:

-fizjologicznego transkryptomu watroby oraz endometrium krow Holsztynsko-Fryzyjskich i jego zmian

w przebiegu klinicznej ketozy;

-wplywu ketozy na watrobowg oraz endometrialng ekspresje wybranych gendéw (geny kandydujace dla

ketozy i wybrane enzymy);




-wptywu ketozy na poziomie mRNA na rownowage oksydacyjng organizmu i stres oksydacyjny;
-wplywu ketozy na ptodno$¢ kréw na poziomie mRNA endometrium,;

Wyniki uzyskane w planowanym eksperymencie uzupeinig wiedze o etiopatogenezie ketozy na
poziomie mRNA hepatocytow 1 pozwolg na lepsze zrozumienie wptywu ketozy na ekspresje mMRNA
watroby i endometrium, poziom ekspresji wybranych genow w tych narzadach i zachwianie rownowagi
oksydacyjnej od wptywem choroby. Nalezy podkresli¢, ze tak kompleksowe badania nad wptywem
ketozy na funkcjonowanie i transkryptom watroby oraz endometrium, ptodnos¢ i podatno$¢ na stres

oksydacyjny na poziomie mRNA u krow nie zostaly do tej pory wykonane.

Badania zostang przeprowadzone na 24 krowach holsztynsko-fryzyjskich w czwartym oraz
siodmym tygodniu po porodzie. Na podstawie badania klinicznego, morfologicznego i biochemicznego
krwi oraz nieinwazyjnego badania ultrasonograficznego watroby krowy beda przydzielone do dwdch

réwnych grup: 1) krowy zdrowe, 2) krowy z ketoza i wykluczonym stluszczeniem watroby.

Wszystkie zwierzeta zostang poddane dwukrotnie w odstepnie trzech tygodni pobraniu krwi,
cienkoiglowej biopsji watroby przy kontroli USG 1 biopsji endometrium macicy w celu pobrania materiatu

do badan hematologicznych oraz analizy transkryptomu i ekspresji genéw (procedura 1 czynno$é 1-3).

Tkanki uzyskane w procedurze 1, czynnos$ci 2-3 zostang poddane izolacji catkowitych matryc
RNA, sekwencjonowaniu transkryptomu watroby oraz endometrium, analizie Ampli-Seq i Real Time -

PCR.

Planowane doswiadczenie ma charakter badan podstawowych obejmujacych wiele uktadow

(PB11).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

24 krowy (Bos taurus) rasy holsztynsko-fryzyjskiej w wieku 3-5 lat




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy istniejaca wiedza w zakresie objetym wnioskiem badawczym

zostala sprawdzona w bazach danych: EBSCO; PUBMED; ScienceDirect; Web of Science (JCR);
Wykorzystujac stowa kluczowe:

Krowy, ketoza, transkryptom, watroba, endometrium

Cow, ketosis, transcriptome, liver, endometrium

Na podstawie dostepnej literatury stwierdzam, ze wystepuje istotna luka w wiedzy na temat
globalnej ekspresji mRNA w watrobie oraz endometrium u krow chorych na kliniczng ketozg w okresie
poporodowym. Przeglad literatury wyraznie wskazuje na potrzebe poznania molekularnych
mechanizmow zachodzacych podczas ketozy i1 jej wpltywu na tkanke watroby oraz endometrium.
Skutkiem przeprowadzenia proponowanych badan bedzie udostgpnienie innym badaczom danych na
temat transkryptomu watroby oraz endometrium podczas klinicznej ketozy, co moze wplynaé¢ na
ograniczenie wykorzystania zwierzat podczas kolejnych badan. Projekt umozliwi takze pozyskanie
dodatkowej wiedzy w celu znalezienia metody leczenia ketozy uwzgledniajacej zmiany ekspresji genow,

ograniczenie dyskomfortu, dystresu oraz poprawe¢ ptodnosci zwierzat.

OGRANICZENIE Czynnos$ciami doswiadczalnymi maja zosta¢ objete 24 krowy podzielone na
2 rowne grupy (12 sztuk). Do wyznaczenia liczebno$ci grup zostaly uzyte parametry biochemiczne
roznicujace krowy zdrowe od chorych na ketozg oraz przewidywane roznice w ekspresji mRNA migdzy
grupami. Na podstawie przeprowadzonej analizy literatury oraz danych pochodzacych z gospodarstwa
(uzyskanych podczas rutynowych badan zwigzanych z opieka weterynaryjna), w ktorym bedzie
przeprowadzane do$wiadczenie Srednie warto$ci parametrow biochemicznych dla krow zdrowych maja
odchylenie standardowe wynoszace 18%. Przy przyjeciu btedu pierwszego rodzaju na poziomie o= 0.05,
sily testu na poziomie 1-B= 80% oraz przewidywanym wzro$cie oznaczanych parametréw na poziomie
20 % w grupie doswiadczalnej kréw z ketoza, liczebnos¢ grupy powinna wynosi¢ 12 osobnikow (24
tacznie). W zwigzku z powyzszym oraz zgodnie z art. 4 ust. 2 dyrektywy 2010/63/UE planowana liczba

zwierzat jest minimalng liczba pozwalajacg na prawidtowe oraz rzetelne statystyczne opracowanie

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




wynikéw badania. Uzyskane wyniki majg postuzy¢ rowniez pozniejszym badaniom wilasnym. Dzigki
zastosowaniu nowoczesnych metod badawczych doswiadczenie poszerzy wiedze na temat transkryptomu
badanych tkanek podczas klinicznej ketozy. Wyniki badan zostang udostepnione spotecznosci naukowe;j

w ogolnodostepnych bazach danych

ZASTAPIENIE Nie mozna zastosowac innej metody badawczej zapewniajacej osiggniccie
zatozonych celéw naukowych bez wykorzystania zwierzat. Zostaly rozwazone wszystkie dostgpne
metody zastgpienia czynno$ci zaplanowanych w doswiadczeniu. Obliczenia matematyczne oraz
modelowanie komputerowe nie moga by¢ wykorzystane z uwagi na brak modeli komputerowych
symulujacych w odpowiedni sposob badane tkanki. Linie komdérkowe nie moga w obiektywny sposob
oddaé skomplikowanej budowy badanych tkanek. Zadna z powyzszych metod nie moze byé wiec

zastosowana w celu zastgpienia zwierzat do§wiadczalnych oraz ograniczenia ich ilosci.

DOSKONALENIE Zwierz¢ta wykorzystane w doswiadczeniu begda przebywaé w
pomieszczeniach stalego pobytu —znajomych, zupetnie dla nich naturalnych i nie wywolujacych dystresu.
Pomieszczenia oraz obstuga spelnia wymogi dla dobrostanu zwierzat gospodarskich zgodnie z Dyrektywa
Parlamentu Europejskiego 1 Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. Nadzorujacy doswiadczenie
oraz personel odpowiedzialny za zwierzgta bedzie przerywat kazdy zbedny bol, cierpienie, dystres oraz
bedzie zapewniat zgodno$¢ przestrzegania procedur doswiadczenia. Zgodnie z art. 14 dyrektywy
2010/63/UE, nie zostang zastosowane procedury mogace spowodowac dotkliwy bol. Metody badawcze
zostaly wybrane w taki sposdb, by nie powodowac zbednego bolu, cierpienia, dystresu. Badanie zostanie
przeprowadzone z minimalng liczbg czynno$ci mogacych mie¢ negatywny wptyw na zwierze. Zadna z
procedur zastosowanych w doswiadczeniu nie powoduje trwalego uszkodzenia organizmu badanych
zwierzat. Osoby wykonujace sg przeszkolonymi lekarzami weterynarii posiadajagcymi diugoletnie
doswiadczenie w wykonywaniu czynnosci zaplanowanych w trakcie doswiadczenia. Co nalezy podkresli¢
czynnosci zaplanowane w doswiadczeniu sg rutynowo wykonywane przez lekarzy weterynarii oraz nie

stwierdzono ich negatywnego wptywu na zdrowie i ptodnos$¢ zwierzat.




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

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



