NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Wptyw mutacji w kanatach potasowych bramkowanych napigciem na motoryke i

funkcje ucha wewngetrznego u danio pregowanego.
2.Czas trwania projektu 18.11.2019-18.11.2021

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) danio prggowany, kanaly potasowe bramkowane napigciem,

epilepsja, ucho wewnetrzne
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 zapewniajgce poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow 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.

Kanaty potasowe bramkowane napigciem (Kv) odgrywaja wazng role w powstawaniu potencjatu
spoczynkowego'. Dysfunkcje w dziataniu Kv upo$ledzaja prawidlowe dziatanie roznych narzadow, w
tym ukladu nerwowego, prowadzac do epilepsji, czy ucha $rodkowego, powodujac ghichote’. W
naszych badaniach skupiamy si¢ na alfa podjednostkach tworzacych kanaty potasowe brakowane
napig¢ciem. Nasze dotychczasowe badania przeprowadzane na embrionach i larwach danio pregowanego
(do 120 godzin po zaptodnieniu) pokazuja, ze mutacje w Kv wptywaja na prawidlowy rozwoj ucha
srodkowego oraz prowadza do znacznych dysfunkcji stuchu oraz nieprawidlowos$ci w utrzymaniu

pozycji ciata w przestrzeni.




Celem doswiadczen jest scharakteryzowanie wplywu mutacji w kanatach potasowych bramkowanych
napigciem na rozwdj i funkcjonowanie ucha $rodkowego oraz podatnosci na indukowane chemicznie
drgawki u starszych zwierzat. Podstawowe, nieinwazyjne badania behawioralne, takie jak: reakcja na
nowe otoczenie, pomiar ogdlnej motoryki, reakcje na nieszkodliwe bodzce (Swiatto, dzwigk) pozwola
oceni¢ funkcjonowanie ucha $rodkowego (procedura 1). Podatno$¢ na indukcje drgawek przy uzyciu

pentylenotetrazolu (PTZ) umozliwi zweryfikowanie potencjalnej roli Kv w epilepsji (procedura 2).

Opisane procedury, nalezace do kategorii badan podstawowych. Pozwolg na scharakteryzowanie roli

kanaléw potasowych bramkowanych napigeciem w epilepsji i stuchu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostang wykorzystane cztery rézne linie gatunku danio pr¢gowanego: ryby dzikie
(dzikie rodzenstwo mutantéw pochodzace ze skrzyzowania dwoch heterozygot noszacych jeden allel

genu z wprowadzong mutacjg) oraz mutanty Kv.

Liczba zwierzat zostala zaplanowana na podstawie wynikoéw dostepnych w  literaturze® . W
eksperymentach zostanie wykorzystane 240 ryb starszych niz 5 dni po zaptodnieniu. Zaplanowana

liczba uzytych zwierzat umozliwi uzyskanie wynikow istotnych statystycznie.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem

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

Wykorzystywano stowa kluczowe: zebrafish, adult, hearing, balance, inner ear, lateral line, epilepsy,

voltage-gated potassium channels, mutations, pain zebrafish, zebrafish behavior, animal models, PTZ.
Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzono ze:

A. ryba danio pregowany jest odpowiednim modelem do przeprowadzenia badan nad wptywem mutacji

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




w Kv na rozwdj epilepsji 1 na funkcje ucha wewnetrznego i linii bocznej. Zgodnie z szeregiem
publikacji mozliwe jest przeprowadzenie skomplikowanych badan behawioralnych przy uzyciu tego
modelu i odniesienie uzyskanych wynikéw do wynikéw uzyskanych w innych modelach oraz u
pacjentdow noszacych mutacje w Kv. Przeprowadzenie podobnych badan u bezkregowcoOw nie jest
mozliwe. D. rerio to najnizszy ewolucyjnie model jaki mozna wiarygodnie wykorzysta¢c w

zaplanowanych badaniach (Replacement).

B. Zaplanowane podstawowe, nieinwazyjne obserwacje behawioralne (novel tank test, badania ogélnej
motoryki, reakcja na nieszkodliwe bodzce, takie jak $wiatto i dzwigk) nie powoduja cierpienia u danio
pregowanego. Ponadto ryby przetrzymywane sa w warunkach eksperymentalnych przez mozliwie
najkrotszy czas. Poza eksperymentem przebywaja w warunkach mozliwie zblizonych do naturalnych

(Refinement).

C. Zaplanowana liczba ryb uzytych w do$wiadczeniach pozwoli przeprowadzi¢ prawidtowa analize

statystyczng (Reduction).

D. Ryby, ktore zostang poddane prostym, nieinwazyjnym badaniom behawioralnym (novel tank test,
badania ogdlnej motoryki, reakcja na nieszkodliwe bodzce, takie jak §wiatto i dzwiek) zostang losowo

przyporzadkowane do grup wykorzystanych w nastepnej procedurze, z uzyciem PTZ (Reduction).

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na rozszerzenie wiedzy na temat wplywu mutacji
w kanatach potasowych bramkowanych napigciem na rozwoj epileps;ji 1 defektow dzialania ucha
wewngtrznego.

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