NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Ryba w stresie — dermalny system odpowiedzi na stres — jak to dziata?
2.Czas trwania projektu: 36 miesigcy

Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): ryby, skora, stres oksydacyjny, melatonina, kortyzol
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 sadowej

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 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 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Skora kregowcow stanowi barier¢ biologiczng chronigcg organizm przed negatywnym wplywem
czynnikow zewnetrznych oraz posredniczy w wymianie informacji migdzy srodowiskiem wewngtrznym
1 zewnetrznym. Projekt jest kontynuacja naszych badan, w ktérych po raz pierwszy, wykazaliSmy
istnienie dermalnego systemu odpowiedzi na stres (CSRS) w skorze. Celem projektu jest znalezienie
odpowiedzi na pytanie: jak dziata dermalny system odpowiedzi na stres ryb kostnoszkieletowych (na
przyktadzie dwoéch gatunkow battyckich: ciernika 1 storni), gdy poddamy je dziataniu stresu
oksydacyjnego w warunkach laboratoryjnych? Czynnikiem wywotujacym stres oksydacyjny bedzie
dwuchromian potasu. Nie chodzi jednak o kolejne badania dobrze poznanego stresu oksydacyjnego
wywolanego dzialaniem dwuchromianu potasu, lecz o zbadanie reakcji ze strony CSRS na stres
oksydacyjny. Najpierw przeprowadzimy badania (in vitro) izolowanych fragmentow skory storni, ktore

poddamy dziataniu réznych stezen dwuchromianu potasu i na tej podstawie wybierzemy dawki i czas




ekspozycji ryb w akwariach do wiasciwego eksperymentu (in vivo). Nie przewidujemy szkodliwego

wpltywu dwuchromianu potasu na badane ryby ze wzgledu na niski zakres stezen jak i krotki czas

ekspozycji. Przypuszczamy, ze melatonina, jej metabolity, kortyzol wraz z innymi wskaznikami stresu
oksydacyjnego obecnymi w skorze i §luzie ryb tworza spojny system odpowiedzi na stres. Dowiemy sig:
— czy stres oksydacyjny wptywa na biosynteze melatoniny i powstawanie jej metabolitow w skorze
ciernika i storni, a takze na uwalnianie melatoniny i jej metabolitow do $luzu u storni?

— czy istnieje zwigzek miedzy poziomem melatoniny i jej metabolitéw w skorze ciernika oraz skorze i
$luzie storni a poziomem kortyzolu oraz wartoSciami wskaznikow stresu oksydacyjnego? Chcemy
przedstawi¢ nowy mechanizm odpowiedzi na stres oksydacyjny u ryb i otworzy¢ nowy kierunek badan

nad dermalnym systemem odpowiedzi na stres u innych krggowcow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

ciernik (Gasterosteus aculeatus) —105 sztuk

stornia (Platichthys flesus) — 114 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym, w bazach danych:
PUBMED:; ScienceDirect; Web of Science (JCR); FishBase; Research Gate; Google Scholar
Wykorzystatam stowa kluczowe:

Ryby/ skoéra/ stres oksydacyjny/ dwuchromian potasu/ melatonina/ AFMK/ kortyzol/ inkubacja/
ekspresja genow/ ASMT/ AANAT

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, ze:

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




A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: dwuchromian potasu jest dobrze
poznanym czynnikiem oksydacyjnym przebadanym u ryb i wybranie go w naszym projekcie w celu

wywotania stresu oksydacyjnego w skorze jest zasadne.

B. Brak jest danych dotyczacych: dermalnego systemu odpowiedzi na stres u ryb, poniewaz zgodnie z
dostepng literaturg jak dotad nikt takich badan u ryb nie prowadzit oprocz naszego zespotu. Obecny
projekt jest zaawansowang kontynuacja badan z lat 2012-2017 (projekt NCN pt. ,,Hormony stresu w
skorze ryb”). Wtedy wykazaliSmy po raz pierwszy, ze istnieja wszelkie przestanki $wiadczace o tym, ze

w skorze ryb jest obecny lokalny system odpowiedzi na stres.

Woéwecezas analizowaliSmy jedynie izolowane fragmenty skory storni, ktore poddawaliSmy dziataniu
kortyzolu, w dawkach imitujacych warunki stresu, natomiast nie prowadzilismy badah na rybach
poddawanych stresowi. Dowiedli$my, ze kortyzol wptywa na uwalnianie melatoniny i jej metabolitow z
fragmentow skory storni w sposob zalezny od dawki. Ponadto stwierdziliSmy, ze mozna przyjac z
duzym prawdopodobienstwem, ze melatonina i jej metabolity powstaja w skoérze ciernika. Cho¢ badania
dostarczyly wyraznych przestanek, ze u ryb jest obecny dermalny system odpowiedzi na stres, pozostato
znalezienie odpowiedzi na kluczowe pytanie: jak dziata ten system w sytuacji, gdy ryba jest poddana

dziataniu stresu?
Wyniki naszych badan zostaly opublikowane;

Kulczykowska E., Kleszczynska A., Gozdowska M., Sokotowska E., 2017. The time enzyme in
melatonin biosynthesis in fish: Day/night expressions of three aralkylamine N-acetyltransferase genes in
three-spined stickleback. Comparative Biochemistry and Physiology, Part A 208, 46-53

Kulczykowska E., Kalamarz-Kubiak H., Gozdowska M., Sokotowska E., 2018. Cortisol and melatonin
in the cutaneous stress response system of fish. Comparative Biochemistry and Physiology, Part A 218,
1-7

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku przedstawienia nowego

mechanizmu odpowiedzi na stres oksydacyjny u ryb

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na otwarciu nowego kierunku badan (nad dermalnym
systemem odpowiedzi na stres) u innych kregowcéw. Ponadto publikacje, ktore powstang stang si¢

podwaling do dalszych badan nie tylko naszego zespotu, ale 1 wielu grup naukowcow zajmujacych sie




stresem.
Zasada zastapienia

Zwazywszy na budowe skory ryb kostnoszkieletowych, ktora pokryta jest tuskami lub tarczkami
kostnymi i dodatkowo wydziela §luz nie mozna znalez¢ ekwiwalentu wsrdd innych zwierzat dla modelu
z uzyciem ryb. Jednakze zastosowanie metody hodowli tkankowej in vitro na etapie wyboru dawek
dwuchromianu potasu i czasu ekspozycji na ten czynnik, pozwala znacznie ograniczy¢ ilosci ryb

uzytych do badan in vivo.
Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniajag wykorzystanie najmniejszej mozliwej liczby ryb w poszczegolnych
grupach. Przewidziana liczba ryb jest niezb¢dna do prawidtowego przeprowadzenia analiz zaré6wno
biochemicznych [oznaczanie poziomu melatoniny 1 jej metabolitow, kortyzolu, warto$ci wskaznikow
TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), TAC (Total Antioxidant Capacity)], genetycznych
[poziom ekspresji genow kodujacych enzymy uczestniczgce w biosyntezie melatoniny: AANAT (N-
acetylotransferaza serotoninowa) i ASMT (5-hydroksyindolo-O-metylotransferaza)], histologicznych

oraz do przeprowadzenia prawidtowych analiz statystycznych otrzymanych wynikow.
Zasada udoskonalenia

Wszystkie procedury opisane we wniosku sa zaplanowane tak, aby ograniczy¢ stres podczas

przeprowadzania do§wiadczen.

Na szczegolng uwage zasluguje fakt wymiany wody z uzyciem pompy akwarystycznej a nie tradycyjne
przenoszenie ryb za pomocg podrywki z jednego akwarium do drugiego, co wigze si¢ dodatkowym
stresem. Nalezy nadmieni¢, ze ryby podczas aklimatyzacji sa przyzwyczajane do zmiany wody w

akwariach podczas rutynowych czynnos$ci zwigzanych z ich utrzymaniem.

Poza tym zastosowanie do badan metod inzynierii tkankowej 3D in vitro pozwala lepiej imitowac
fizjologiczne warunki in vivo, niz w powszechnie stosowanych metodach 2D hodowli statycznej in
vitro. Warunki hodowli 3D pozwalajg na lepszy dostep tlenu i sktadnikéw odzywczych do komorek a co

za tym idzie lepsza komunikacje pomiedzy poszczegdlnymi warstwami komorek.




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

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



