NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Poréwnanie wplywu bisfenolu A (BPA) i bisfenolu S (BPS) na jelitowy uklad
nerwowy ze szczegélnym uwzglednieniem przekaZnictwa cholinergicznego na terenie zwoju

mieSniowego okreznicy
2.Czas trwania projektu 1.09.2019-31.08.2022 (trzy lata)
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): bisfenol A, bisfenol S, jelitowy uklad nerwowy

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

Celem planowanego eksperymentu jest okreslenie wptywu bisfenolu A (BPA) i bisfenolu S (BPS) na
komorki nerwowe polozone w $cianie przewodu pokarmowego. Obydwie substancje sa powszechnie
wykorzystywane w produkcji tworzyw sztucznych. Do niedawna uwazano, iz BPS jest neutralny dla
organizmoéw zywych. Jednakze najnowsze badania wykazaty, ze BPS moze dziata¢ podobnie do BPA na
receptory estrogenowe i powodowac niekorzystne zmiany w narzgdach wewnetrznych. Nalezy podkreslic,
iz wiedza na temat oddziatywania BPA na jelitowy uktad nerwowy jest wysoce ograniczona, a wptyw
BPS na ten uktad nie byl dotychczas badany. Uzyskane wyniki pozwola odpowiedzie¢ na pytanie czy
BPS jest rzeczywiscie neutralnym dla organizmu zamiennikiem BPA. Ma to duze znaczenie poniewaz

wiele przedmiotow oznaczonych jako ,,wolne od BPA” i przeznaczonych dla dzieci i niemowlat (butelki,




smoczki) zawiera BPS. W doswiadczeniu uzyte zostang niskie dawki bisfenoli - 5 mg/kg masy ciata (wg
wczesniejszych badan jest to poziom niewywolujacy obserwowalnych skutkow — NOAEL dla BPA u
myszy) lub 50 mg/kg masy ciala (wg wczesniejszych badan jest to najnizsza dawka BPA, przy ktorej
obserwuje si¢ pierwsze objawy niepozadanego dziatania - poziom LOAEL dla BPA u myszy). W zwigzku
z tym, w przypadku stosowania pierwszej z wymienionych dawek nie przewiduje si¢ wystgpienia zadnych
klinicznych objawow zatrucia poniewaz zmiany W produkcji substancji aktywnych w neuronach
jelitowych moga by¢ pierwsza oznaka dziatania bisfenoli. Natomiast druga dawka wg dotychczasowych
badan moze powodowaé zaburzenia cyklu piciowego, dojrzewania jajnikéw i zmiany w uktadzie

odporno$ciowym, ktdre to zmiany nie wigza si¢ z bolem u zwierzat eksperymentalnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy laboratoryjne, szczep C57BL6/J/CMDB, 140 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

W trakcie planowania eksperymentu sprawdzono aktualny stan wiedzy dotyczacy wptywu BPA 1 BPS na
organizmy zywe, a w szczegolnosci na jelitowy uktad nerwowy 1 aktywno$¢ neurondw jelitowych. W tym
celu przejrzano zawarto$¢ baz danych: PUBMED, Google Scholar, Web of Science (JCR), przy uzyciu
stow kluczowych: bisfenol A, bisfenol S, mysz, jelitowy uktad nerwowy, neurochemiczna charakterystyka
neuronow. Wykazano, iz badan dotyczacych oddziatywania niskich dawek BPA na ekspresj¢ substancji
aktywnych w neuronach jelitowego uktadu nerwowego u myszy dotychczas nie przeprowadzono. Z kolei
zarowno wplyw BPS na neurony w $cianie przewodu pokarmowego oraz pordwnanie oddziatywania BPS
i BPA nie byty dotychczas przedmiotem badan u zadnego gatunku ssakow. Swiadczy to 0 nowatorskim
charakterze planowanych badan. Nalezy ponadto podkresli¢, iz planowane badania majg charakter ,,in
vivo”, czyli badane substancje beda podawane do organizmu myszy ta samg droga (droga pokarmowa),
ktéra moga dostawac si¢ w przypadku ,,naturalnej” ekspozycji ludzi i zwierzat na toksyny znajdujace si¢

w $rodowisku i zywnosci. Doswiadczenie takie odzwierciedla skutki spozywania bisfenoli

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




wyptukiwanych z tworzyw sztucznych do wody i pozywienia. Ze wzgledu na te zalozenia przyjety model
zwierzecy nie moze by¢ zastgpiony hodowlami komorkowymi. Uwzgledniona w badaniu ilo$¢ zwierzat
jest niezbedna do przeprowadzenia planowanego eksperymentu i uzyskania statystycznie wiarygodnych
wynikéw. Czynnosci eksperymentalne zaplanowano w ten sposob, aby zminimalizowac cierpienie

zwierzat, ktore w trakcie badan beda pod statg kontrolg weterynaryjng.
Zasada zastapienia

Wedlug aktualnego stanu wiedzy, mysz (gatunek standardowo wykorzystywany w
cksperymentach toksykologicznych) jest optymalnym gatunkiem ssakéw do przeprowadzenia
planowanego doswiadczenia. W przypadku zaplanowanych badan nie ma mozliwo$ci zastapienia myszy
innym gatunkiem ssakow wykazujacym nizszy poziom rozwoju filogenetycznego. Kierujac si¢ zasada
zastgpienia zrezygnowano z wykorzystania do planowanych badan innych gatunkéw ssakéw uzywanych
do badan toksykologicznych, takich jak szczury, kréliki, kawie domowe czy $winie domowe. W
przypadku badan kompleksowych podejmujacych okre§lenie wptywu substancji toksycznych na zywy
organizm i majacych za zadanie odzwierciedlenie sytuacji zachodzacych przy ,,naturalnej” ekspozycji na
BPA i BPS (a taki wlasnie charakter ma planowany eksperyment) nie ma mozliwosci uzycia metod

alternatywnych, ktore umozliwialyby uzyskanie wiarygodnych wynikow.
Zasada ograniczenia

Liczba zwierzat planowanych do uzycia w eksperymencie jest minimalng liczba niezbgdna do
otrzymania wiarygodnych wynikow i ich wtasciwego opracowania statystycznego. Zmniejszenie liczby
zwierzat uniemozliwiloby wykonanie wszystkich przewidzianych w projekcie badan, a wyniki uzyskane
przy zmniejszonej liczbie zwierzat bylyby niewiarygodne, moglyby prowadzi¢ do wyciagniecia
niepetnych lub co gorsza btgdnych wnioskéw i1 nie przyczynityby si¢ do rozwoju wiedzy na temat
toksycznego oddziatywania bisfenoli. Zostata ona ustalona w oparciu o literatur¢ naukowa dotyczaca
doboru liczby probek w doswiadczeniach biomedycznych oraz w oparciu o jeden z programow
statystycznych do obliczania liczebnosci probek w doswiadczeniach biologicznych. Podczas ustalania
liczby zwierzat w grupie wzigto pod uwage nastepujace parametry statystyczne: réznice pomig¢dzy
grupami przyjete za istotnie statystycznie 2, przypuszczalne odchylenie standardowe w poszczegolnych
grupach 1.2, moc testu 0.8 oraz na poziomie istotnosci 0=0.05. Jako, ze do tej pory wplyw niskich dawek

bisfenoli na ekspresje substancji aktywnych w jelitowym uktadzie nie przeprowadzano powyzsze wartosci




ustalono na podstawie wczes$niejszych badan dotyczacych zmian w neurochemicznej charakterystyce

neuronow jelitowych pod wptywem innych czynnikow patologicznych.
Zasada udoskonalenia

Podczas wykonywania planowanych badan szczego6lny nacisk zostanie potozony na ograniczenie
do minimum stresu i cierpienia zwierzat. Stosujac si¢ do zasady doskonalenia i kierujac si¢ dobrem
zwierzat eksperymentalnych w planowanym doswiadczeniu zdecydowano si¢ na podawanie bisfenoli z
woda pitng zamiast podawania ich przy pomocy sondy dozoladkowej (co niewatpliwie narazitoby
zwierzeta na stres 1 dyskomfort). Ponadto w planowanych badaniach tkanki do oznaczen
immunofluorescencyjnych utrwalane beda po $mierci zwierzgcia i pobraniu. Tym samym zrezygnowano
z konieczno$ci wykonywania zabiegu perfuzji przezsercowej. Zwierzeta zostang poddane eutanazji w
sposOb ogoblnie przyjety dla myszy poprzez dekapitacje przy uzyciu przeznaczonej do tego celu gilotyny.
Wyniki uzyskane podczas planowanego doswiadczenia moga przyczyni¢ si¢ do rozwoju wiedzy
dotyczacej szkodliwego oddziatywania bisfenolu A i bisfenolu S na organizmy zywe, a w szczego6lnosci
na struktury nerwowe zlokalizowane w $cianie przewodu pokarmowego. Obserwacje przeprowadzone
podczas planowanego eksperymentu beda podlozem do rozwoju badan z zakresu gastroenterologii,
neurologii i toksykologii i moga mie¢ znaczenie nie tylko poznawcze, ale takze przyczyni¢ si¢ do

zmniejszenia ryzyka ekspozycji ludzi i zwierzat na bisfenole zawarte w tworzywach sztucznych.

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 wtasciwe pole.




