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WYKEAD INAUGURACYJNY

The 3Rs in theory and practice
ARTI AHLUWALIA

Universita di Pisa, Italy
*adres do korespondencji: e-mail: arti.ahluwalia@unipi.it

Stowa kluczowe: 3R, limiting use of animals in research, ethics in research,
European 3R centers

The 3R concept is known by everyone working in biomedical science. But what
do the 3Rs mean and is it possible to have a common vision? I will explain the
origins and evolution of the 3Rs into what could be termed as a common de-
finition of the Principles. Focusing on the ethical and scientific issues invol-
ved in biomedical research, I will describe the ongoing debates between people
with differing viewpoints. I will also describe how the Italian Centro 3R was
established and discuss its operation, its successes and challenges. Finally, the
importance of coordination between European centers to widen the impact
of scientific and dissemination efforts will be underlined.
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Cesarskie cigcie jako optymalna forma rederywacji
i utrzymania hodowli SPF myszy laboratoryjnej

ALEKSANDRA BARTELIK"™, ALENA KUBATOVA!,
LUCIE SIMKOVA!, MILADA SiROVA!

nstitute of Microbiology of the CAS, vivi., Videtisk4 1083,
142 20 Prague 4 — Kr¢&, Czech Republic

*adres do korespondencji: e-mail: aleksandra.bartelik@biomed.cas.cz
Stowa kluczowe: rederywacja, hodowla SPF myszy, cesarskie ciecie.

Zwierzetarnia Instytutu Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk przezna-
czona do utrzymania myszy laboratoryjnych, przez lata funkcjonowata na po-
ziomie konwencjonalnym. Gléwne tematy badan z wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych to immunologia, onkologia oraz mikrobiom. Celem standaryza-
¢ji badan, poprawienia odtwarzalnosci eksperymentéw, ale przede wszystkim
dla poprawy dobrostanu zwierzat, w roku 2016 postanowiono zainwestowa¢
w nowa zwierzetarnie hodowlano-doswiadczalna.

Nowy obiekt otwarto w 2023 roku i rozpoczeto proces przeniesienia hodowli
zwierzat.

Myszy w konwencjonalnej kolonii byly regularnie monitorowane, a wyniki
badan byly pozytywne dla: EDIM, MNV, Muribacter muris, Pasteurella caecimuris,
Pseudomonas alcaligenes, Helicobacter spp, Syphacia obvelata, Tritrichomonas muris.

Przy planowaniu rederywacji bralismy pod uwage embriotransfer zarodkéw
mysich do matek biorczyn zakupionych z hodowli SPF oraz cesarskie ciecie
i przekazanie oseskéw matkom zastepczym. Ze wzgledéw technicznych, finan-
sowych oraz stopnia inwazyjnosci zabiegéw, zdecydowali§my sie na transfer
zwierzat z wykorzystaniem cesarskiego ciecia.

Zabieg cesarskiego ciecia wykonalismy wedtug protokotu z laboratorium
Genome-Microbiome Mismatch dr T. Hrntifa, stosowany tam standardowo
dla pozyskiwania zwierzat germ free.

Celem potwierdzenia powodzenia procesu rederywacji wykonali$my naj-
pierw dla poréwnania badanie kontrolne zdrowia myszy z grupy matek za-
stepczych: program GLOBAL, laboratorium AnLab, Praga. Wyniki wedlug
rocznej listy FELASA byly negatywne. Z testéw dodatkowych uzyskalismy in-
formacje o obecnosci Preumocystis murina.
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Kolejne badanie, juz od potomstwa uzyskanego cesarskim cieciem i wychowa-
nego przez matki zastepcze, réwniez dato negatywne wyniki. Ponadto systema-
tycznie przeprowadzane w naszej zwierzetarni badania kontrolne (ostatnie
czerwiec 2024), nadal s3 negatywne.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze procedura cesarskiego ciecia skutecznie eli-
minuje patogeny z pierwotnej kolonii, co czyni j3 optymalng metoda dla re-
derywacji kolonii myszy laboratoryjnych.



Caesarean section as an optimal form of rederivation

and maintenance of laboratory mouse colony
on SPF level

ALEKSANDRA BARTELIK™, ALENA KUBATOVA!,
LUCIE SIMKOVA!, MILADA SIROVA!

!Institute of Microbiology of the CAS, v.vi., Videfiska 1083,
142 20 Prague 4 — Kr&, Czech Republic

*correspondence address: aleksandra.bartelik@biomed.cz
Keywords: rederivation, SPF mouse colony, caesarean section

The Animal Facility of the Institute of Microbiology of the Czech Acade-
my of Sciences has housed laboratory mice at a conventional standard for
years, focusing on immunology, oncology, and microbiome research. To enhan-
ce research quality, improve reproducibility, and ensure better animal welfare,
a new breeding and experimental facility was commissioned in 2016 and ope-
ned in 2023.

The transfer of mouse colonies began following the opening of the new fa-
cility.

Mice in the conventional colony were regularly monitored and tested posi-
tive for various pathogens, including EDIM, MNV, Muribacter muris, Pasteurella
caecimuris, Psendomonas alcaligenes, Helicobacter spp., Syphacia obvelata, Tritrichomonas
MUris.

We considered embryo transfer to SPF recipient mothers or caesarean section
with pup transfer to SPF surrogate mothers for the rederivation process. Due
to technical, financial, and procedural constraints, we chose the caesarean sec-
tion method.

We followed the caesarean section protocol from Dr. T. Hrnti¥’s Genome-
-Microbiome Mismatch Laboratory, which they standardly used it for obtaining
germ-free animals.

To verify rederivation success, we first tested the health of mice from the
surrogate mothers' group using the GLOBAL program at AnLab, Prague. Re-
sults according to the FELASA annual list were negative for all tested patho-
gens. Additional tests showed us Preumocystis murina.
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Subsequent health tests on offspring obtained by caesarean section and
raised by surrogate mothers also returned negative results. Monitoring tests
conducted systematically in our animal facility (the last one June 2024) fur-
ther confirmed these findings.

These results indicate that the caesarean section procedure effectively era-
dicates pathogens from the original colony, making it the optimal method
for rederiving laboratory mouse colonies.



Zasady 3R — wykorzystanie bezkregowcow
w badaniach naukowych

KAMILA BOBREK

Katedra Epizootiologii z Klinika Ptakéw i Zwierzat Egzotycznych,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

*adres do korespondencji: e-mail: kamila.bobrek@upwr.edu.pl
Stowa kluczowe: 3R, zastgpienie, bezkregowce, muszka owocowa, barciak wiekszy

Zasada 3R w odniesieniu do do$wiadczen na zwierzetach wigze si¢ z pro-
wadzeniem odpowiedzialnych i humanitarnych badan i dotyczy: Replace-
ment — zastepowania zwierzat metodami # vitro lub organizmami o nizszym
stopniu rozwoju, Reduction — ograniczenia liczby zwierzat oraz Refinement
—udoskonalenia metod polegajacych na minimalizacji cierpienia i stresu oraz
poprawe dobrostanu. Zastapienie jest stosowane jako pierwszy etap elimina-
cji zwierzat z doswiadczenia —jest to zastapienie wyzszych zwierzat kregowych
przez hodowle tkankowe lub komérkowe, embriony kregowcéw lub zwierzeta
bezkregowe [1]. Wsr6d bezkregowcdw najpopularniejszymi modelami badawczy-
mi s3 muszka owocowa (Drosophila melanagaster), nicien glebowy (Caenorbabditis
elegans) czy barciak wiekszy (Galleria mellonella). Muszka owocowa jest wykorzy-
stywana do badan dotyczacych choréb cztowieka, zar6wno choréb genetycz-
nych, neurodegeneracyjnych, nowotworowych jak i do oceny skutecznosci
lekéw ze wzgledu na podobieristwo w szlakach biochemicznych regulujacych
kilka podstawowych proceséw komérkowych [2]. Niciet Caenorhabditis elegans,
jest przezroczystym nicieniem majacym 60-80% genéw wspdlnych z czlowie-
kiem, dzieki czemu wykorzystywany jest w badaniach dotyczacych mechani-
zméw metabolicznych, neuroendokrynnych, a takze w badaniach choréb
neurodegeneracyjnych i embrionalnych [3]. Larwy barciaka wickszego s3 na-
tomiast wykorzystywane najczesciej do badan nad patogeneza drobnoustro-
jow bedacych zrédlem zakazen u czlowieka i zwierzat oraz skutecznoscia
substangji terapeutycznych, zaréwno syntetyzowanych chemicznie jak i sub-
stancji naturalnych. Model ten stuzy powszechnie do badania toksycznosci
i skutecznosci antybiotykéw, srodkéw przeciwgrzybicznych i nowych farma-
ceutykow [4].
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Zaletami uzycia bezkregowcéw jako modeli doswiadczalnych s3: krotki
cykl zyciowy i duza rozrodczo$¢, mniejsza ilo§¢ genéw i nizsze koszty utrzy-
mania w poréwnaniu ze zwierzetami kregowymi. Modele te powinny by¢
w miare mozliwosci standardowo uzywane w poczatkowej analizie poprzedza-
jacej konwencjonalne testy iz vivo oraz w celu zmniejszenia liczby rutynowych
testow na ssakach [2,4].

Literatura:

[1] Schollenberger A. Zasada 3R w ochronie zwierzat wykorzystywanych do badar nauko-
wych. Zycie Weterynaryjne. 2017; 92(6):424-426

[2] Pratomo AR, Salim E, Hori A, Kuraishi T. Drosophila as an Animal Model for Tes-
ting Plant-Based Immunomodulators. International Journal of Molecular Sciences.
2022; 23(23):14801

[3] Dyczkowska AA, Chabowska-Kita A. Caenorhabditis elegans as a model organism in
obesity research. BioTechnologia. 2021;102(3):337-362.

[4] Mikulak E, Gliniewicz A, Przygodzka M, Solecka J. Galleria mellonella L - organizm
modelowy stosowany w badaniach biomedycznych i innych. PRZEGL EPIDEMIOL
2018;72(1): 57-73



The 3 Rs - the use of invertebrates
in scientific research

KAMILA BOBREK

Katedra Epizootiologii z Klinika Ptakéw i Zwierzat Egzotycznych,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

*correspondence address: kamila.bobrek@upwr.edu.pl
Keywords: 3R, replacement, invertebrates, fruit fly, greater wax moth

The 3R principle in animal experiments is related to conducting responsi-
ble and humane research and includes: Replacement - using # vitro methods
or organisms with a lower stage of development instead animals, Reduction -
limiting the number of animals and Refinement - improving methods of mi-
nimizing suffering and stress, take care about the animal welfare. Replacement
is used as the first step in eliminating animals from an experiment - it is the
replacement of vertebrate animals by tissue or cell cultures, vertebrate embryos
or invertebrate animals [1]. Among invertebrates, the most popular research
models are the fruit fly (Drosophila melanggaster), the soil nematode (Caenorhab-
ditis elegans) and the greater wax moth (Galleria mellonella). The fruit fly is used for
research on human diseases, including genetic, neurodegenerative and cancer
diseases, as well as for assessing the effectiveness of drugs due to the similari-
ty in biochemical pathways regulating several basic cellular processes [2]. The
nematode Caenorhabditis elegans is a transparent nematode that has 60-80% of
its genes in common with humans, which is why it is used in research on me-
tabolic and neuroendocrine mechanisms, as well as in the study of neurode-
generative and embryonic diseases [3]. The greater wax moth larvae are most
often used for research on the pathogenesis of microorganisms that are the so-
urce of infections in humans and animals and the effectiveness of therapeu-
tic substances, both chemically synthesized and natural substances. This
model is commonly used to study the toxicity and effectiveness of antibiotics,
antifungals and new pharmaceuticals [4].

The advantages of using invertebrates as experimental models are: short li-
fe cycle and high reproduction, fewer genes and lower maintenance costs com-
pared to vertebrate animals. These models should be widely used as standard
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(if it’s possible) for initial analysis prior to conventional 7 vivo testing and to
reduce the number of routine mammalian tests [2,4].

References:
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Tréjwymiarowe modele komérkowe do badan 3R

PROE TIZIANA A.L. BREVINI, PHARMD PHD

Laboratory of Biomedical Embryology and Tissue Engineering,
University of Milan, Italy

tiziana.brevini@unimi.it

Coraz wiecej dowodéw sugeruje, ze réznice miedzy mikro$rodowiskiem
tworzonym przez tradycyjne modele hodowli komérek i witro a tymi w tkan-
kach i vivo sq znaczace i mogg powodowaé odchylenia w odpowiedzi komo-
rek i ich zachowaniu. To z kolei ma duzy wplyw na translacje wynikéw z
laboratorium do praktyki klinicznej, co nieuchronnie prowadzi do koniecz-
nosci stosowania duzej liczby testéw na zwierzetach doswiadczalnych. Cho-
ciaz jest oczywiste, ze modele komorek iz witro s3 jednym z kamieni milowych
wspOlczesnych badan naukowych, ze wzgledu na ich elastycznosé, stosunkowo
niewielkie rozmiary i tatwo$¢ uzycia, konieczny jest ogromny wysitek w celu
ciggtego ich udoskonalania, aby zapewnic¢ ich przewidywalnos¢. W tej prezen-
tacji przedstawiam przeglad réznych strategii stosowanych w celu stworzenia
szeregu dobrze scharakteryzowanych, powtarzalnych tréjwymiarowych plat-
form in witro, ktére wypelniaja luke miedzy ztozonoscig i vivo a zbyt uprosz-
czonymi tradycyjnymi dwuwymiarowymi (2D) kulturami # vitro. Te nowo
stworzone kultury tréjwymiarowe doktadniej odzwierciedlajg to, co normalnie
dzieje sie w tkankach zywych organizméw, zachowujac oryginalne interakcje
miedzykomorkowe, zapewniajac proliferacje komérek, wzmacniajgc réznico-
wanie oraz utrzymujgc morfologie i zachowanie komérek, przy optymalnym
dostepie do sktadnikéw odzywezych.



3D cell models for 3R research
PROE TIZIANA A.L. BREVINI, PHARMD PHD

Laboratory of Biomedical Embryology and Tissue Engineering,
University of Milan, Italy

tiziana.brevini@unimi.it

Growing evidence suggests that the differences between the microenviron-
ment provided by traditional iz vitro cell culture models and those of i vivo
tissues are significant and can cause deviations in cell response and behaviour.
This is, in turn, heavily affecting the translation of results from bench to bed-
side, and inevitably, causes the use of large numbers of experimental animal
testing. While it is clear that i vitro cell models are one of the milestones of
present scientific investigation, due to their flexibility, relatively small size and
ease, a huge effort needs to be addressed to their continuous improvement, in
an attempt to ensure their predictive capability. I provide an overview of dif-
ferent strategies applied to generate a number of well-characterized, reprodu-
cible 3D #x witro platforms that bridge the gap between the i vivo complexity
and the over-simplified conventional two-dimension (2D) % vitro cultures. The-
se newly created tridimensional cultures more accurately reflect what normally
happens within the tissues of the living organisms, preserving the original
cell—cell and cell-ECM interactions, ensuring cell proliferation, boosting dif-
ferentiation and maintaining cell morphology and behaviour, beside an opti-
mal access to nutrients.
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Znieczulenie i metody u§mierzania b6lu u miniaturowej
swinki getynskiej (Gottingen Minipig).

ELZBIETA BUDZINSKA-WRZESIEN™, ROBERT WRZESIEN?
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*adres do korespondencji: e-mail: elzbieta.budzinska-wrzesien@wum.edu.pl
Stowa kluczowe: Géttingen Minipig, dobrostan, znieczulenie

Miniaturowa $winka getyniska (Géttingen Minipig) jako jedyna rasa swin
nalezy do zwierzat laboratoryjnych. Hodowana jest wyltacznie w celu prowa-
dzenia badan i eksperymentéw. Popularny ostatnio model doswiadczalny, to
wynik skrzyzowania trzech réznych ras $win: Minnesota Minipig, Vietnamese
Potbelly i German Landrace, wybranych ze wzgledu na ich wyjatkowe cechy
takie jak: maly rozmiar, fagodne usposobienie, genetyka, podobieristwo do ludzi.
Cechy te czynia jg szczeg6lnie atrakcyjng dla badan biomedycznych, ponie-
waz umozliwiaja uzyskanie jasnych i jednoznacznych wynikéw naukowych.
Rasa ta jest bardzo przyjazna, pozbawiona agresji czy strachu wobec opieku-
néw. Ma takze male wymagania dotyczgce utrzymania. Jednak trzeba pamie-
ta¢ o mocnym instynkcie stadnym i budowaniu hierarchii stada nawet 5-6
osobniczej. Dla utrzymania dobrostanu na wlasciwym poziomie niezbedne
jest dostosowanie wzbogacen, ktére musza zapewnic zajecie tym bardzo inte-
ligentnym zwierzetom.

Zapewnienie dobrostanu miniaturowych $winek getynskich poprzez
uwzglednienie ich potrzeb fizjologicznych, spotecznych, bytowych i behawio-
ralnych ma bardzo duzy wplyw zar6wno na przebieg calego eksperymentu jak
i na wyniki koricowe prowadzonych doswiadczen.

Nalezy pamieta¢ o tym, ze procedury, ktérych konsekwencja moze by¢ dotkli-
wy bél, powinny by¢ przeprowadzane w znieczuleniu ogélnym lub miejsco-
wym oraz by zastosowane byly $rodki przeciwb6lowe lub inna odpowiednia
metoda, ktéra gwarantuje zmniejszenie do minimum bolu, cierpienia i dys-
tresu. Dlatego jednym z waznych aspektéw prowadzonych badar jest odpo-
wiednie przygotowanie zwierzecego pacjenta do zabiegu, ktére ma istotny
wplyw na przebieg samej operacji, a takze na samopoczucie zwierzecia po za-
koniczonym zabiegu.

21
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Znieczulenie i jako§¢ opieki pooperacyjnej u $winki miniaturowej rzadzi
sie tymi samymi prawami, co u innych zwierzat.

W zaleznosci od prowadzonego eksperymentu istotny jest wybér odpowied-
niego rodzaju znieczulenia (np. domie$niowe, dozylne lub wziewne) i w zwiaz-
ku z tym przygotowanie odpowiedniego sprzetu, anestetykéw, a takze wybér
najlepszego schematu znieczulenia.

Kolejng wazna sprawa jest opieka pooperacyjna, ktéra ma zapewni¢ dobro-
stan zwierzeciu poddanemu procedurom eksperymentalnym.

Literatura:
[1] https://minipigs.dk/about-gottingen-minipigs/genetic-foundation

[2] DYREKTYWA PARLAMENTU EUROPEJSKIEGO I RADY 2010/63/UE z dnia 22
wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych



Anaesthesia and pain-relieving methods
in the Géttingen Minipig
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The Gottingen Minipig is the only breed of pig with laboratory animal sta-
tus. It is bred solely for research purposes. This recently popular experimental
model is the result of crossing three different breeds: Minnesota Minipig, Viet-
namese Potbelly and German Landrace, each selected due to its distinguished
characteristics such as small size, gentle disposition, genetics and similarity to
humans. These are what makes this breed particularly attractive for biomedi-
cal research, as they enable clear and unambiguous scientific results. Gottin-
gen Minipig is friendly, displays a lack of aggression or fear towards its
caregivers, and have low accommodation requirements. However, its strong
herd instinct and need for building a herd hierarchy even with 5-6 specimens
should be recognized. Adopting enrichments ensuring entertainment of this
very intelligent animal is crucial to maintaining its appropriate welfare.

Ensuring that its physiological, social, vital and behavioural needs are met
has significant impact on the course of the entire trial as well as final results.

One should bear in mind that procedures potentially causing severe pain
are to be carried out under general or local anaesthesia and that analgesics or
other appropriate methods guaranteeing minimal amount of pain, suffering
and distress should be applied. Therefore, the proper preparation of the ani-
mal patient for procedures, which significantly impacts the course of the sur-
gery and the animal’s well-being afterwards is an important aspect of a trial.

Anaesthesia, as well as the quality of postoperative care for a Géttingen Mi-
nipig follows the same standards as for other animals.

23
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Depending on the trial, choosing the appropriate type of anaesthesia (e.g.,
intramuscular, intravenous or inhalation) and preparing the proper equip-
ment, anaesthetics as well as selecting the best anaesthesia scheme is crucial.

Postoperative care, ensuring the welfare of the animal on which experimen-
tal procedures are carried out is also key.

References:
[1] https://minipigs.dk/about-gottingen-minipigs/genetic-foundation

[2] DIRECTIVE 2010/63/EU OF THE EUROPEANPARLIAMENT AND OF THE
COUNCIL of 22 September 2010

Translated by: Magdalena Wrzesiert



Profil lipidomiczny narzadéw u myszy szczepow
C57BL/6, BALB/c i CD1
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Lipidomika jest dziedzing metabolomiki, zajmujacy sie identyfikacja oraz
analizg ilo$ciowa zwiazkéw lipidowych [1]. Peten zestaw lipidéw (lipidom)
w danej komoree, tkance, narzadzie czy organizmie jest tzw. ,lipidowym od-
ciskiem palca” badanego materiatu biologicznego. Skuteczng metodg stuzaca
do niecelowanej analizy lipidomicznej tkanek jest mikroekstrakcja do fazy sta-
tej (SPME), wykorzystujgca pokryte biokompatybilnym sorbentem wiékna
o $rednicy 200 um i umozliwiajgca ekstrakcje analitéw bez istotnego uszko-
dzenia badanej struktury (,,biopsja chemiczna”) [2].

Celem badar bylo poréwnanie lipidomu watroby, nerek, mézgu i mig$nia
udowego u myszy trzech szczepéw powszechnie uzywanych w badaniach bio-
medycznych: C57BL/6, BALB/c i CD1. Myszy (samce, wiek 12 tygodni, n=5
w grupie) utrzymywano w kontrolowanych warunkach §rodowiskowych: temp.
22+2°C, 12-godzinny cykl $wietlny, wilgotnos¢ 55+10%, karma i woda do-
stepne ad libitum. Po przerwaniu rdzenia kregowego narzady zostaly usuniete.
W celu ekstrakeji metabolitéw wtékna SPME natychmiast umieszczano w kaz-
dym badanym narzadzie. Desorpcje zwigzkéw lipidowych przeprowadzano
w roztworze izopropanol-metanol (1:1), a nastepnie prébki analizowano z wy-
korzystaniem chromatografu cieczowego sprzezonego z wysokorozdzielczym
spektrometrem mas.

Analize chemometryczng przeprowadzono dla 84 lipidéw o potwierdzo-
nej strukturze (ceramidy, fosfatydylocholiny, sfingolipidy oraz lizofosfatydy-
locholiny). Analiza gléwnych sktadowych (PCA) wskazata wyrazne réznice
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w profilach lipidomicznych prébek mézgu, watroby, nerek i migs$ni (nieza-
leznie od szczepu). Poréwnanie lipidoméw metoda ASCA (analiza wariangji
z jednoczesna analiza sktadowych) wykazala, ze istotne statystycznie s3 zaréwno
efekty gléwne, czyli szczep myszyi organ, jak i ich interakcja. Zgodnie z prze-
widywaniem znaczgco wickszy wplyw zaobserwowano dla rodzaju organu (ok.
69%), niz dla rodzaju szczepu (ok. 4%). Modele PLS-DA (dyskryminacyjny
wariant regresji metoda czastkowych najmniejszych kwadratéw) dla prébek
nerki i watroby umozliwily rozréznienie profili lipidomicznych tych organéw
dla trzech szczep6w myszy. Natomiast profile lipidomiczne mézgu i miesni
dla wszystkich szczepéw myszy byly do siebie znaczgco podobne.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze ,lipidowy odcisk palca” powinien
by¢ brany pod uwage przy interpretacji danych uzyskanych z badan biome-
dycznych prowadzonych na popularnych szczepach mysich, czesto uzywa-
nych zamiennie.
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Lipidomics is a field of metabolomics that deals with the identification
and quantitative analysis of lipid compounds [1]. The complete set of lipids
(lipidome) in each cell, tissue, organ or organism is the "lipid fingerprint" of
the studied biological material. An effective method for untargeted lipidomic
analysis of tissues is solid-phase microextraction (SPME), which uses 200 um
diameter fibers coated with a biocompatible sorbent and allows for the extrac-
tion of analytes without significant damage to the structure being studied
("chemical biopsy") [2].

The study aimed to compare the lipidome of the liver, kidneys, brain and
thigh muscle in three strains of mice commonly used in biomedical research:
C57BL/6, BALB/c and CDI. Mice (male, 12 weeks old, n=5 in a group) were
maintained in controlled environmental conditions: temperature 22+2°C, 12-
h light cycle, humidity 55+10%, food and water available ad libitum. After ce-
rvical dislocation, the organs were removed. For metabolite extraction, SPME
fibers were immediately placed in each organ examined. Desorption of lipid
compounds was performed in the isopropanol-methanol (1:1) solution, and
then samples were analyzed using a liquid chromatograph coupled to a high-
-resolution mass spectrometer.

Chemometric analysis was performed for 84 lipids with confirmed struc-
tures (ceramides, phosphatidylcholines, sphingolipids, and lysophosphatidyl-
cholines). Principal component analysis (PCA) indicated apparent differences
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in lipidomic profiles of brain, liver, kidney, and muscle samples (irrespective
of strain). Comparison of lipidomes using the ASCA method (analysis of va-
riance with simultaneous component analysis) indicated that the main effects,
i.e., mouse strain and organ, and their interaction were statistically significant.
As expected, a significantly greater effect was observed for the type of organ
(approx. 69%) than for the strain (approx. 4%). PLS-DA models (partial least
square regression — discriminant analysis) for kidney and liver samples enab-
led the differentiation of lipidomic profiles of these organs for the three mo-
use strains. On the other hand, lipidomic profiles of the brain and muscles
for all mouse strains were significantly similar.

The studies indicated that the "lipid fingerprint" should be considered
when interpreting data obtained from biomedical studies conducted on com-
mon mouse strains, often used interchangeably.
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Sposrod wielu definicji dobrostanu zwierzat, w stosunku do zwierzat dziko
zyjacych, najlepiej odnosi sie ta, ktéra okresla tym terminem stan zdrowia fizycz-
nego i psychicznego organizmu znajdujacego si¢ w stanie pelnej réwnowagi ze
srodowiskiem w ktérym zyje. W poréwnaniu do zwierzat hodowlanych i to-
warzyszacych, zwierzeta wolno Zyjace sg bardziej uzaleznione od $rodowiska
przyrodniczego, gdyz stanowig z nim nierozerwalng catos¢ i kazda ingerencja
w $rodowisku wplywa na funkcjonowanie ich populacji.

Celem opracowania jest przedstawienie probleméw zwigzanych z oceng
poziomu dobrostanu zwierzat dziko zyjacych oraz oméwienie wybranych badan
prowadzonych przez Katedre Etologii Zwierzat i Lowiectwa Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, dotyczacych omawianego zagadnienia.

Pojecie dobrostanu w odniesieniu do zwierzat dzikich jest nierozerwalnie
zwigzane z szeregiem czynnikéw takich jak warunki fizjograficzne, klimat czy
antropopresja. Do oceny poziomu dobrostanu stuzg miedzy innymi metody
diagnostyki klinicznej i laboratoryjnej oraz badania etologiczne, uwzgledniajace
adekwatnos¢ reaktywnosci behawioralnej zwierzat w odniesieniu do etogramu
gatunkowego. Szacowanie poziomu dobrostanu zwierzat dzikich z wykorzysta-
niem wszystkich element6éw ,,pieciu wolnosci” jest do$¢ problematyczne. Na
przyktad identyfikacja behawioralnych wskaznikéw odczuwania bélu czy stresu
przez zwierzeta dziko zyjace moze by¢ do$¢ trudna ze wzgledu na gatunkowe
strategie ochronne. Obiektywnym wskaznikiem dobrostanu moze by¢ poziom
hormonéw stresu, stanowigcych odpowiedz organizmu na zmiane warunkéw
srodowiskowych. Najczestszym materiatem biologicznym do oznaczenia ste-
zenia hormonoéw stresu jest krew. Badania te jednak sa obarczone bledem, bo-
wiem pobieranie krwi generuje dodatkowy stres, a w pewnych warunkach jest
to po prostu niepraktyczne, zwlaszcza przy badaniach zwierzat dziko Zyja-
cych. Trudne w praktyce badawczej jest takze samo pobranie materiatu badaw-
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czego, jego transport i przechowywanie. Wydaje si¢, ze w odniesieniu do zwierzat
dziko zyjacych powinno wykorzystywa¢ sie materiat biologiczny, kt6ry stanowi sta-
bilne odzwierciedlenie ekspozycji organizmu na czynniki stresogenne. Wymo-
gi te spelniaja przede wszystkim wlosy i piora, ale takze mocz i kat.

W spos6b nieinwazyjny dobrostan zwierzat dzikich mozna szacowaé réwniez
na podstawie wskaznikéw populacyjnych takich jak: liczebnos¢ i zageszcze-
nie, struktury populacyjne oraz wskazniki rozrodu i §miertelnosci. Parametry
te pozwalajg na ocen¢ dopasowania populacji do §rodowiska, a takze decyduja
o jakosci osobniczej zwierzat (kondycji, zdrowotnosci) posrednio charaktery-
zujac poziom dobrostanu.

Do oceny dobrostanu zwierzat dziko zyjacych reprezentujacych gatunki
fowne z powodzeniem stosuje si¢ pomiar parametréw opisujgcych kondycje
osobnicza, takich jak: masa i rozmiary ciata (tuszy), masa poroza, pomiar za-
paséw thuszezowych, poziom kreatyniny oraz obecnos¢ pasozytéw. Problema-
tyczny jest jednak fakt, iz tego typu material do badan poziomu dobrostanu
zwierzat townych jest dostepny tylko w okresach polowan. Poza okresem po-
lowan nie ma mozliwo$ci pozyskania materiatu badawczego w postaci tusz
zwierzat bez specjalnych pozwolen, co uniemozliwia pelne, caloroczne moni-
torowanie stanu kondycji osobniczej zwierzat. Pomocna w tym wzgledzie mo-
ze by¢ analiza tusz zwierzat bedacych ofiarami wypadkéw komunikacyjnych,
ktore zdarzaja sie w profilu catorocznym, co stwarza mozliwos$¢ pozyskania
materiatu badawczego poza sezonem towieckim. Dodatkowo wypadki drogo-
we s3 zdarzeniami losowymi, przez co material pobrany od zwierzat padlych
wwyniku kolizji jest bardziej obiektywny niz materiat uzyskany w wyniku od-
strzatu towieckiego opartego na zasadach selekeji osobniczej.

Szacowanie dobrostanu w oparciu o obserwacje behawioralne mozna z powo-
dzeniem przeprowadzaé na zwierzetach utrzymywanych w hodowlach zamknie-
tych, takich jak hodowle fermowe jeleniowatych, parki dzikich zwierzat itp.
Wyniki tych badan i obserwacji mogg by¢ traktowane jako proba zerowa (petna
kontrola stada, optymalne warunki pokarmowe, mniejszy wplyw niekorzystnych
czynnikéw klimatycznych, brak stresu zwigzanego z drapieznictwem, opieka
weterynaryjna itp.) do poréwnan z populacjami zwierzat dziko zyjacych.

Monitorowanie poziomu dobrostanu zwierzat dzikich jest oczywistg po-
trzebg, niezbedne jest wiec opracowanie metod opartych o wykorzystanie mia-
rodajnych, a jednocze$nie tatwo dostepnych wskaznikéw. Umozliwitoby to
réwniez efektywne zarzadzanie populacjami zwierzat dzikich w celu ograni-
czenia szk6d ekologicznych oraz utrzymania optymalnego poziomu ich do-
brostanu.
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Of the many definitions of animal welfare about wild animals, the one that
applies best is the one that defines this term as the state of physical and men-
tal health of an organism in total equilibrium with the environment in which
it lives. Compared to farm and companion animals, free-living animals are
more dependent on the natural environment, as they are an inseparable whole
from it, and any interference with the environment affects the functioning of
their population.

This study aims to present the problems of assessing the level of welfare of
wild animals and to discuss selected research conducted by the Department
of Animal Ethology and Hunting at the University of Life Sciences in Lublin
on the issue in question.

The concept of welfare for wild animals is inextricably linked to several fac-
tors such as physiographic conditions, climate and anthropopressure. Among
other things, clinical and laboratory diagnostic methods and ethnological
studies, which consider the adequacy of animal behavioural reactivity about
the species ethogram, are used to assess the level of welfare. Estimating the level
of welfare of wild animals using all elements of the "Five Freedoms" is quite
problematic.For example, identifying behavioural indicators of pain or stress
in wildlife can be prettytricky due to species-specific conservation strategies.
An objective indicator of welfare may be the level of stress hormones, which
are the body's response to a change in environmental conditions. The most
common biological material for determining stress hormone levels is blood.
However, these tests are subject to error, as blood collection generates additio-
nal stress, and under certain conditions, it is impractical, especially when stu-
dying wildlife. Also tricky in research practice is collecting the test material
and its transportation and storage. Biological material that provides a stable
reflection of the organism's exposure to stressors should be used for wildlife.
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These requirements are met primarily by hair and feathers but also by urine
and faeces.

In a non-invasive way, the welfare of wild animals can also be estimated based
on population indicators such as abundance and density, population structures,
and reproductive and mortality rates. These parameters allow us to assess the
fit of the population to the environment and determine the individual quality
of the animals (condition, healthiness), indirectly characterizing the level of
welfare.

To assess the welfare of game animals, the measurement of parameters de-
scribing the condition of individuals, such as body (carcass) weight and size,
antler weight, measurement of fat reserves, creatinine levels and parasite infe-
station status, are successfully used. However, it is problematic that this type
of material for studying the level of welfare of game animals is only available
during hunting periods. Outside of the hunting season, obtaining research
material in the form of animal carcasses is impossible without special per-
mits, which prevents complete, year-round monitoring of the condition of in-
dividual animals. Analysis of carcasses of animals that are victims of traffic
accidents, which occur in a year-round profile, may be helpful in this regard,
which creates the possibility of obtaining research material outside the hun-
ting season. In addition, traffic accidents are random events, which makes the
material taken from collision-dead animals more objective than the material
obtained from hunting shoots based on the principles of individual selection.

Welfare estimations based on behavioural observations can be successfully
carried out on animals kept in confined farms, such as deer farms, wildlife
parks, etc. The results of these studies and observations can be treated as a null
sample (complete herd control, optimal feeding conditions, less influence of
adverse climatic factors, lack of predation stress, veterinary care, etc.) for com-
parisons with wildlife populations.

Monitoring the level of wildlife welfare is an obvious need, and it is neces-
sary to develop methods based on authoritative yet readily available indica-
tors. Knowing such indicators would enable effective management of wildlife
populations to reduce ecological damage and maintain optimal levels of wil-

dlife welfare.
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Wprowadzenie: Choroby onkologiczne to cywilizacyjny problem zaréwno
zwierzat towarzyszacych jak i ludzi. Identyfikacja nowych biomarker6w nowo-
tworowych i odkrycie nowych celéw terapeutycznych ma zasadnicze znaczenie
w ulepszaniu istniejacych oraz tworzeniu nowych terapii przeciwnowotworo-
wych zaréwno w medycynie czlowieka jak i medycynie weterynaryjnej. W od-
réznieniu od zwierzat laboratoryjnych takich jak myszy czy szczury, u pséw
nowotwory wystepuja spontanicznie oraz wykazujg znaczace podobiefistwa
anatomiczne, fizjologiczne oraz genetyczne do nowotworéw wystepujacych
u ludzi, co sprawia, ze badania nad biologia nowotworéw u pséw maja cha-
rakter poréwnawczy do nowotwordéw cztowieka.

Prawo regulujace proces rejestracji lekéw zaktada, ze kazda substancja o cha-
rakterze potencjalnego $rodka leczniczego musi by¢ poddana badaniom sku-
tecznos$ci m.in. oznaczana jest jej aktywno$¢ antyproliferacyjna wobec
komorek nowotworowych, ktéra jest niezbedna do okreslenia prawidtowego
dziatania oraz bezpieczenistwa leku.

W badaniach tych kluczowa role odgrywaja metody alternatywne wykorzystu-
jace modele % vitro, zgodne z zasada 3R (replacement — zastapienie, reduction
— redukgja, refinement — udoskonalenie) [1]. Przyktadami ustalonych linii ko-
mérkowych psa wykorzystywanych w badaniach aktywnosci chemioterapeu-
tykdw #n vitro sa linie komoérkowe nowotworéw hematopoetycznych: CLB70
(przewleklej biataczki limfatycznej z komérek B), GL- (biataczki B-komérkowej),
CLBL-1 (chtoniaka z komérek B) oraz CNK-89 (chtoniaka z komérek NK) [2].
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Koncepcja pracy: Hodowle komoérek psa sa uzytecznym modelem do badan
invitro do okreslania cytotoksycznosci potencjalnych lekéw przeciwnowotwo-
rowych stosowanych w medycynie cztowieka. Wiekszo$¢ metod opartych o ho-
dowle ir vitrowykorzystuje dwuwymiarowe (2D) hodowle komérkowe. Dzieki
licznym, dobrze scharakteryzowanym, ustalonym liniom komérkowym chto-
niakéw i biataczek psa mozliwa jest precyzyjna ocena skutecznosci i toksycz-
nosci zwigzkéw o potencjale chemioterapeutycznym w medycynie cztowieka.
Whnioski: Modele iz vitro wykorzystujace hodowle komérek psa stanowia cenne
narzedzie w procesie odkrywania i rozwoju nowych lekéw przeciwnowotwo-
rowych stosowanych w medycynie cztowieka. Ponadto pozwalajg zmniejszy¢
koszty badan i ryzyko wejscia do fazy klinicznej toksycznych kandydatéw na
leki bez narazania ludzi oraz ograniczajg liczbe zwierzat wykorzystywanych
do celéw naukowych.
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Introduction: Oncological diseases are a civilizational problem for both com-
panion animals and humans. Identification of new cancer biomarkers and di-
scovery of new therapeutic targets is crucial to improving existing and creating
new anticancer therapies in both human and veterinary medicine. Unlike la-
boratory animals such as mice or rats, cancers in dogs occur spontaneously
and show significant anatomical, physiological and genetic similarities to can-
cers occurring in humans, which makes research on the biology of cancers in
dogs comparative to human cancers.

The drug registration law process assumes that each substance with the na-
ture of a potential therapeutic agent must be subjected to safety efficacy tests,
including determination of its antiproliferative activity against cancer cells
which is necessary to determine the mechanism of action and safety of the
drug. In these studies, alternative methods using iz vitro models, following the
3R principle (replacement, reduction, refinement) play a key role [1]. Exam-
ples of established canine cell lines used in # witro studies of chemotherapeu-
tic activity include hematopoietic tumor cell lines: CLB70 (B-cell chronic
lymphocytic leukemia), GL-1 (B-cell leukemia), CLBL-1 (B-cell lymphoma),
and CNK-89 (natural killer-cell lymphoma) [2].

Study concept: Canine cell cultures are a useful iz vitro model for determin-
ing the cytotoxicity of potential anticancer drugs used in human medicine.
Most in vitro methods use two-dimensional (2D) cell cultures. Thanks to the
numerous, well-characterized, established cell lines of canine lymphomas and
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leukemias, it is possible to precisely assess the efficacy and toxicity of compo-
unds with chemotherapeutic potential activity in human medicine.
Conclusions: [ witro models using canine cell cultures are a valuable tool in
the process of discovering and developing new anticancer drugs used in hu-
man medicine. In addition, they allow to reduce the costs of research and the
risk of entering the clinical phase of toxic drug candidates without exposing
humans and limit the number of animals used for research purposes.
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Badania na modelu szczura Wistar
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Zastosowanie nano-miedzi (CuNP) w produktach konsumenckich wzbu-
dzito powazne obawy dotyczace jej potencjalnego wptywu na zdrowie. CuNP
wykazuja szeroki zakres skutkéw dla organizmu konsumenta, zar6wno pozy-
tywnych, jak i negatywnych [1]. Nasze weze$niejsze badania wykazaly ochron-
na role blonnika pokarmowego przed dziataniem CulNP w jelicie cienkim [2].
Jednak kombinowany wplyw blonnika pokarmowego i CulNP na czynno$¢
watroby nie zostal jeszcze zbadany. Niniejsze badanie ma na celu ocene czte-
rech r6znych Zrédel blonnika pokarmowego (celulozy, inuliny, psyllium i pek-
tyny) z CuNP na metabolizm watrobowy.

Samce szczuréw Wistar karmiono standardowg poét-syntetyczng dieta dla
szczuréw uzupelniona dwoma réznymi dawkami Cu (6,51 13 mg/kg diety) i roz-
nymi rodzajami blonnika pokarmowego. Dieta kontrolna zawierata mieszanke
mineralng z CuCO3 1 8% -celulozy. W grupach eksperymentalnych CuCO3
zastapiono CulNP, a 6% -celulozy zastapiono preparatami btonnika (inuling,
psyllium lub pektyna). Badanie zostato zatwierdzone przez Lokalng Komisje ds.
Doswiadczen na Zwierzetach w Olsztynie (zgoda nr 19/2021; Olsztyn, Polska).
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Badanie wykazato, ze dawka CuNP miata znaczacy wplyw na poziom thusz-
czu watrobowego, cholesterolu i tréjgliceryd6w oraz mogta zakléca¢ metabo-
lizm glukozy. Suplementacja psyllium i inulina fagodzi negatywne skutki
CuNP poprzez regulacje metabolizmu lipidéw i zapalenia watroby. Korzystny
efekt moze by¢ zwigzany z obnizeniem poziomu markeréw molekularnych
watroby zwiazanych z metabolizmem lipidéw i stanem zapalnym (SREBPIc,
COX-2 i PPAR-gamma). Co wiecej, wigczenie psyllium do diety spowodowa-
to znaczne obnizenie poziomu glukagonu we krwi. Badanie to podkresla po-
tencjat wykorzystania CulNP i psyllium do regulacji metabolizmu watroby.

Praca zostala sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki, Grant nr
2021/41/B/NZ9/01104.
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Using nano-copper (CulNPs) in consumer products has raised significant
concerns regarding its potential health implications. CulNPs exhibit a wide
range of effects on the consumer body, both positive and negative [1]. Our pre-
vious research showed the protective role of dietary fiber against CulNPs ef-
fects in the small intestine [2]. However, the combined effect of dietary fibre
and CuNPs on liver function has not yet been investigated. This research aims
to evaluate four different dietary fibre sources (cellulose, inulin, psyllium and
pectin) with CulNPs on liver metabolism.

Male Wistar rats were fed a standard semi-purified rat diet supplemented
with two different doses of Cu (6.5 and 13 mg/kg diet) and various types of
dietary fibre. The control diet contained a mineral mixture with CuCO3 and
8% of -cellulose. In the experimental groups, CuCO3 was replaced with
CuNPs, and 6% of the -cellulose was substituted with fibre preparations (inu-
lin, psyllium or pectin). The study was approved by the Animal Experiments
in Olsztyn Local Animal Care and Use Committee (Approval No. 19/2021;
Olsztyn, Poland).
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The study found that the dosage of CulNPs had a significant impact on he-
patic fat, cholesterol, and triglyceride levels and could interfere with glucose
metabolism. The supplementation with psyllium and inulin mitigates the ne-
gative effects of CuNPs by regulating lipid metabolism and hepatic inflam-
mation. The favourable effect might be associated with the downregulation of
liver molecular markers related to lipid metabolism and inflammation (SREB-
Plc, COX-2, and PPAR-gamma). Moreover, the incorporation of psyllium in-
to the diet resulted in a significant reduction in blood glucagon levels. This
study emphasizes the potential of using CuNPs and psyllium to regulate li-
ver metabolism.

This work was financed by the National Science Centre, Grant No.

2021/41/B/NZ9/01104.
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Okres okotooperacyjny jest kluczowy dla zwierzat laboratoryjnych podda-
wanych zabiegom chirurgicznym. W nastepstwie operacji moze dochodzi¢
do zwiekszonego odczuwania bélu i zaburzen dobrostanu. Istnieje réwniez
zwiekszone ryzyko upadkéw wynikajace z podwyzszonego poziomu stresu,
anestezji oraz zakazen $réd- i pooperacyjnych. Odpowiednie przygotowanie
zwierzat do zabiegu oraz wlasciwa opieka pooperacyjna majga krytyczny wplyw
na przezywalnos¢ i dobrostan zwierzat.

Celem pracy jest zaprezentowanie protokotu postepowania okotooperacyj-
nego stworzonego na potrzeby procedury wszczepienia transmitera EEG HD-X021

Do opracowania schematu wykorzystano 15 samcéw szczepu C57BL/6].
Zwierzeta zostaly poddane zabiegowi wszczepienia transmiter6w HD-X02
(prod. DSI) polegajacym na umieszczeniu urzadzenia w jamie otrzewnej my-
szy, podskérnym przeprowadzeniu elektrod w okolice czaszki oraz umieszcze-
niu ich na powierzchni opony twardej mézgu i w miesniach karku.

Przed zabiegiem zadbano o odpowiednie zabezpieczenie przeciwbdlowe
zwierzat i ich nawodnienie oraz przygotowanie pola operacyjnego.

Okres pooperacyjny podzielono na trzy etapy:
1. Bezposrednio po zabiegu zwierzeta, w klatkach indywidualnych, umiesz-
czano pod lampg grzewcza na czas co najmniej 1 godziny
2. Nastepnie przez 5 dni utrzymywano je w szafach grzewczych (temp.
25°C, wilg. 47%). W tym czasie zwierzetom podawano podskérnie roz-
twér ketoprofenu w dawce Smg/kg i ogrzany do 37°C roztwér witami-
nowo elektrolitowy w dawce 1 ml/dzien.
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3. Przez kolejnych 9 dni zwierzeta utrzymywano w standardowym pomiesz-
czeniu kolonijnym —w zaleznosci od kondycji do 10 dnia rekonwalescen-
¢ji opcjonalnie podawano ogrzany roztwdr witaminowo elektrolitowy

Zapewniono nieograniczony dostep do namoczonej paszy oraz wody.

Przez caly okres pooperacyjny kontrolowano mase ciata, spozycie wody
oraz paszy, obserwowano behawior myszy, ich postawe oraz sprawdzano pro-
ces gojenia ran pooperacyjnych.

Najwickszy spadek masy ciata nastapil miedzy 2 a 4 dniem po zabiegu
(p<0.001), po tym czasie masa zwierzat miata tendencje wzrostowa. Miedzy 7
a 8 dniem rekonwalescencji zwierzeta odzyskiwaly mase ciata sprzed operacji.

Whnioski:

Przy zastosowaniu opisanego protokolu postepowania, przezywalnos¢ zwie-
rzat w okresie pooperacyjnym wyniosta 95-100%.

Wzrost masy ciata obserwowano w 4 dniu po zabiegu.

Powrét do masy ciata sprzed zabiegu nastepowal, srednio, miedzy 7 a 8 dniem
rekonwalescencji.

I Data Sciences International
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The perioperative period is crucial for laboratory animals undergoing sur-
gery. Invasive procedures often lead to increased pain, welfare disturbances,
and a heightened risk of deaths due to stress, anesthesia, and the potential for
intra- and postoperative infections. Adequate surgical preparation and proper
postoperative care are essential for animal survival and welfare.

This study presents a pre- and postoperative protocol developed for the
HD-X02! EEG transmitter implantation procedure. Twelve male C57BL/6]
mice were used to develop this regimen. The implantation involved placing
the device in the peritoneal cavity, subcutaneously guiding the electrodes to
the cranial region, and positioning them on the dura mater surface of the bra-
in and inside the nuchal muscles.

During the preoperative period, measures were taken to ensure the animals
were adequately pain-relieved, hydrated, and that the surgical field was asepti-
cally prepared. Postoperative care was divided into three stages:

1. Immediately after surgery, the animals were placed in individual cages
under a heating lamp for at least one hour.

2. For the five days following the procedure, the animals were kept in he-
ating cabinets (25°C, 47% humidity) and received subcutaneous injec-
tions of ketoprofen (5 mg/kg) and a heated vitamin-electrolyte solution
(1 ml/day).

3. For the subsequent nine days, the animals were maintained in a standard
colony room. Depending on their condition, the heated vitamin-electro-
lyte solution was optionally administered until the 10 day of recovery.
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Wetted food pellet and water were available at libitum.

Throughout the postoperative period, body weight, water and food intake,
behaviour, posture, and wound healing were monitored.

The most significant reduction in body weight was observed between po-
stoperative days 2 and 4 (p<0.001). Subsequently, the animals exhibited a ten-
dency for weight gain. By days 7™ and 8 of the recovery period, the animals
had returned to their preoperative body weight.

Conclusions:

Using the described management protocol, the survival rate during the posto-
perative period was 95-100%.

Weight gain was observed from the 4* day following surgery.

The animals returned to their preoperative body weight, on average, between
the 7 and 8t day of recovery period.

1 Data Sciences International
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Miliony ludzi na calym $wiecie s3 obecnie dotkniete wadami wzroku.
Gléwnymi przyczynami tych zaburzen sg nieodwracalne zmiany w struktu-
rze siatkéwki i mutacje genetyczne, ktére powoduja obumieranie fotorecepto-
réw w siatkdwee. Chociaz istnieja obiecujace badania, nie znaleziono jeszcze
skutecznej metody przywracania wzroku osobom dotknietym zaburzeniami
widzenia [1]. Wysitki koncentruj si¢ na zapobieganiu catkowitej utracie foto-
receptoréw i przywracaniu wzroku w przypadkach catkowitej degeneracji fo-
toreceptoréw. Jednym z podejs¢ do leczenia zaburzen wzrokowych jest
wirusowa terapia genowa, ktéra dostarcza wrazliwe na §wiatto biatka, zwane
opsynami, do ocalalych komorek siatkéwki [2].

Kanatorodopsyna-2 (ang. Channelrhodopsin-2, ChR2) jest $wiattoczutym
kanalem jonowym, ktéry absorbuje $wiatto niebieskie z pikiem aktywacyjnym
przy 470 nm. ChR2 zostata uznana za narze¢dzie do genetycznie ukierunko-
wanej zdalnej kontroli optycznej (optogenetyki) neuronéw i obwod6éw neuro-
nowych [3]. CsChrimson to opsyna ktérej zakres aktywacji przesuniety jest
ku czerwieni, o czuto$ci na $wiatto w zakresie od 510 do 640 nm i szczatkowej
czuloéci na $wiatlo niebieskie. Mozliwe zatem, ze dostarczenie ChR2 oraz
csChrimson za pomocg wirusa wécieklizny (RV) mogloby potencjalnie przy-
wrdci¢ wzrokowe i selektywne odpowiedzi w zwierzecym modelu zwyrodnie-
nia siatkowki.

Celem tego projektu byto zbadanie, czy zdegenerowana siatkéwka zakazo-
na wirusem wscieklizny z delecjg biatka G wprowadzajacym opsyny (AG-RV-
-csChrimson-ChR2-mCherry) moze przywrdéci¢ funkcje wzrokowe u myszy.
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Aby to zrobi¢, dostarczylismy wirusa do oka poprzez wstrzykniecie do ciata
szklistego i przeprowadzilismy stymulacje optogenetyczna oraz zapisy poje-
dynczych neuronéw w pierwotnej korze wzrokowej i wzgdrku gérnym mysiego
modelu zwyrodnienia fotoreceptoréw Rho’?H. Nasze wyniki pokazaty, ze do-
starczanie opsyny za pomoca RV przywrécito odpowiedz na stymulacje $wia-
tlem niebieskim oraz $wiattem z6ttym w zdegenerowanej siatkéwee. Wierzymy,
ze wektor RV bedzie skutecznym no$nikiem biatek terapeutycznych, takich
jak opsyny, dostarczanych do chorej siatkéwki.
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Millions of people around the world are currently affected by vision impa-
irments. The main causes of these impairments are irreversible alterations in
retinal structure and genetic mutations that result in photoreceptor cell death
in the retina. Although there is some promising research, an effective method
to restore vision in those affected has yet to be found [1]. Efforts are focused
on preventing total photoreceptor loss and restoring vision in cases of com-
plete photoreceptor degeneration. One of the most straightforward approach
to curing blindness appears to be viral gene therapy, which delivers light-sen-
sitive proteins known as opsins to the surviving retinal cells [2].

Channelrhodopsin-2 (ChR?2) is a light-activated ion channel that absorbs
blue light, with peak activation at 470 nm. ChR2 has been established as a to-
ol for genetically targeted optical remote control (optogenetics) of neurons and
neural circuits [3]. CsChrimson is a red-shifted opsin with light sensitivity in
the range of 510 to 640 nm and residual sensitivity to blue light. Thus, delive-
ring ChR2 and csChrimson using the rabies virus (RV) technique could po-
tentially restore visually evoked and selective responses in an animal model of
retinal degeneration.

This project aimed to investigate whether the degenerated retina infected
with G-deleted rabies virus that carries opsins (AG-RV-csChrimson-ChR2-
-mCherry) can restore the visual responses in mice. To do so, we delivered the
virus to the eye by intravitreal injection and performed optogenetic stimula-
tion and single neuron recordings in the primary visual cortex and the supe-
rior colliculus of RhoP?" mouse model of photoreceptor degeneration. Our
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results showed that opsin delivery via RV restored the response to the blue li-
ght and yellow light stimulation in a degenerated retina. We believe that the
RV vector will be an efficient carrier of therapeutic protein such as opsins de-
livered to a diseased retina.
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Inwazyjne gatunki obce s3 obecnie powaznym problemem dla bior6znorod-
nosci. Jednym z gatunkéw stwarzajacych zagrozenie dla polskiej ichtiofauny
jest czebaczek amurski Psendorashora parva, ktéry do tej pory byt spotykany je-
dynie w Srédlagdowych wodach otwartych, jeziorach oraz stawach akwakul-
tury. Niniejsze badanie stanowi pierwsze stwierdzenie wystepowania P parva
na terenie miejskim w Polsce.

Przeprowadzone odtowy odbywaly sie w oparciu o stanowiska P parva wcze-
$niej zgloszone przez osoby prywatne na terenie Warszawy. Ryby odtawiano
w trzech typach akwendéw: staw w parku Morskie Oko (zbiornik péinatural-
ny), staw w Ogrodzie Saskim (zbiornik sztuczny), Potok Stuzewiecki (potok).
Badania obejmowaly pomiary morfometryczne ciata ryb a takze ich liczeb-
nos¢. Podczas odtowéw wykonywano tez podstawowe parametry wody w akwe-
nach. Odlowy wykonywano w pazdzierniku i grudniu 2020 roku oraz marcu,
kwietniu i czerweu 2021 roku.

Stwierdzono P parvawe wszystkich akwenach w Warszawie. W badaniu ztowio-
no 59 osobnikéw w stawie w parku Morskie oko, 74 w stawie w Ogrodzie Sa-
skim i 7 w Potoku Stuzewieckim. Zaobserwowano osobniki mtode. Co wigcej
po sezonie zimowym, w zbiorniku w Ogrodzie Saskim odtowiono kilka sztuk
P parva. Przeprowadzone analizy oraz obserwacje pozwolily wskaza¢, ze miej-
skie akweny s3 sprzyjajacym siedliskiem dla P parva. Niskie temperatury wo-
dy zima mogg nie stanowi¢ przeszkody dla przetrwania populacji 2 parva. Jesli
nie zostang podjete zadne dzialania nalezy sie spodziewa¢ dalszego rozprze-
strzeniania gatunku. Nalezy oczekiwa¢ pojawienia si¢ P parva w innych wo-
dach miejskich. Zaleca sie wdrozenie regularnego monitoringu $rodowiska
i $srodkéw zwalczania na zajetych i okolicznych obszarach.
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Invasive alien species are currently a serious threat to biodiversity. One of
the species posing a threat to the ichthyofauna of Poland is the stone moroko,
Pseudorashora parva, which until now has been found only in inland open wa-
ters, lakes, and aquaculture ponds. This study provides the first record of the
occurrence of P parva in an urban area in Poland.

The fish sampling was conducted based on locations of P parva previously
reported by private individuals within Warsaw. The fish were caught in three
types of water bodies: the pond in Morskie Oko Park (a semi-natural reservo-
ir), the pond in the Saxon Garden (an artificial reservoir), and the Stuzewiec-
ki Stream (a stream). The study involved morphometric measurements of the
fish and their abundance. Basic water parameters in the water bodies were al-
so measured during the sampling. Sampling was conducted in October and
December 2020 and March, April, and June 2021.

In all the water bodies we found P parva. A total of 59 specimens were caught
in the pond in Morskie Oko Park, 74 in the pond in the Saxon Garden, and 7
in the Stuzewiecki Stream. Juvenile individuals were observed. Furthermore,
after the winter season, several £ parva were caught in the Saxon Garden pond.
The analyses and observations conducted indicated that urban water bodies
are favorable habitats for P parva. Low water temperatures in winter may not
pose a barrier to the survival of the P parva population. If no measures are taken,
further species spread can be expected. It is anticipated that P parva will ap-
pear in other urban waters. It is recommended to implement regular environ-
mental monitoring and control measures in occupied and surrounding areas.
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Praktyczne przygotowanie do zawodu jest nieodzownym elementem ksztal-
cenia specjalistéw takich jak zootechnicy, lekarze weterynarii, biolodzy i bio-
technolodzy. Konwencjonalna zwierzetarnia (myszarnia) SGGW w Warszawie
daje studentom mozliwo$¢ nabycia praktycznego doswiadczenia w pracy z my-
szami laboratoryjnymi. W trakcie studiéw studenci biora udziat w zajeciach
teoretycznych (wyktady i ¢wiczenia seminaryjne), pozwalajacych zdoby¢ pod-
stawowa wiedze z zakresu szeroko rozumianej wiedzy o zwierzetach laborato-
ryjnych. Druga czescig s3 ¢wiczenia praktyczne, podczas ktérych wykonuja
podstawowe dziatania z zakresu chowu i hodowli myszy laboratoryjnych, a takze
prace zwigzane z codziennym funkcjonowaniem zwierzetarni. W zajeciach
tych wykorzystywane s3 tylko myszy pochodzace ze specjalnie wyhodowanego
w tym celu stada ,,dydaktycznego”. Zwierzeta te charakteryzujg sie spokojniej-
szym behawiorem i mniejszym poziomem lekliwosci niz przecietne myszy la-
boratoryjne. Dodatkowym atutem stada jest zréznicowanie morfologiczne
pod wzgledem umaszczenia i budowy okrywy wlosowej. Zwierzeta ,,dydak-
tyczne” nie biorg udziatu w procedurach doswiadczalnych. Po zakoriczeniu
,»misji” ze studentami wigkszo§¢ tych myszy kierowanych zostaje do adopgji
(studenci i fundacja LabRescue). Zajecia w myszarni pozwalajg zaznajomié¢
studentéw z praktyka jednostki utrzymujacej zwierzeta. Cwiczenia dotycza
m.in. organizacji pracy, zasad BHP, bioasekuracji, postepowania ze zwierzetami,
przygotowania sprzetu hodowlanego i doswiadczalnego oraz prowadzenia ho-
dowli i tworzenia dokumentacji hodowlanej i doswiadczalnej. Utrzymywane
stado ,,dydaktyczne” jest réwniez wykorzystywane do praktycznej nauki pod-
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staw genetyki — studenci maja okazje pozna¢ zwierzeta o réznych umaszcze-
niach i typach siersci (wstep do dziedziczenia cech jakosciowych), dokonuja
réwniez pomiaréw zwierzat (wstep do dziedziczenia cech ilosciowych). Stu-
denci wybranych kierunkéw uczestnicza takze w autopsjach zwierzat. Doko-
nane obserwacje sa podstawa do dalszych zaje¢ seminaryjnych. Zajecia daja
doskonala mozliwo$¢ obserwacji postepowania studentéw ze zwierzetami
i moga by¢ pomocne w korygowaniu nieprawidtowych zachowan. Odpowiednio
przygotowane zajecia z gryzoniami laboratoryjnymi stanowia wartosciows al-
ternatywe dla ¢éwiczen seminaryjnych. Studenci bardzo chetnie podejmujg sie
zaréwno bezposrednich prac ze zwierzetami, jak i czynnosci zwigzanych
z przygotowaniem sprzetu hodowlanego. Zgodnie z opiniami uzyskanymi od
student6w, tak prowadzone zajecia daja lepsze pojecie o funkcjonowaniu jed-
nostki hodowlanej niz typowe ¢wiczenia seminaryjne.
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Practical preparation for the profession is an essential element of the edu-
cation of specialists such as animal technicians, veterinarians, biologists and
biotechnologists. The conventional animal house (mouse house) of the War-
saw University of Life Sciences gives students the opportunity to gain practi-
cal experience in working with laboratory mice. During their studies, students
attend theoretical classes (lectures and seminar exercises) that allow them to
acquire basic knowledge about laboratory animals. The second part consists
of practical exercises, during when they do basic work related to breeding la-
boratory mice, as well as work related to the daily functioning of the animal
facility. Only mice from a specially bred "for didactic" herd are used in these
classes. These animals are characterized by calmer behavior and a lower level
of anxiety than typical laboratory mice. An additional advantage of the herd
is the morphological diversity in terms of fur color and structure. "Didactic"
animals do not participate in experimental procedures. After their "mission"
with students, most of these mice are adopted (students and LabRescue foun-
dation). Classes in the facility allow students to become familiar with the prac-
tice of an animal-keeping job. The classes are about work organization, health
and safety rules, biosecurity, handling animals, preparation of breeding and
experimental equipment, creating breeding and experimental documentation.
The "didactic" mice is also used for practical learning of the basics genetics
—students have the occasion to get to know animals of different colors and ty-
pes of fur (start to the genetics of qualitative traits), they also take measure-
ments of animals (start to the genetics of quantitative traits). Students can also
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participate in animal autopsies. The observations can be the basic for further
seminar classes. These classes are excellent occasion to look at students’ beha-

viour towards animals and can be helpful in correcting inappropriate beha-
vior. Properly prepared lab classes provide a valuable alternative to seminar
exercises. Students are very involved in direct work with animals, as well as in

activities related to the preparation of breeding equipment. In students opi-
nions, classes conducted in this way provide a better understanding of the
functioning of a breeding lab than typical seminar exercises.
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Metoda czesto stosowang w hodowli zwierzat laboratoryjnych jest zmniej-
szanie miotéw, w konsekwencji ujednolicajgce wyniki, a takze dyktowane za-
sadami ekonomii utrzymania stad. Stusznos¢ tej idei wzbudzata jednak
kontrowersje. Badanie oparto na selekcyjnych liniach nie krewniaczych lekkiej
(L) i cigzkiej (C), hodowanych w SGGW przez ponad 150 pokolen. Kryterium
selekcyjne stanowi masa ciata przy odsadzeniu w 21 dniu zycia. Srednia masa
odsadzeniowa myszy linii L to 6,69 g a myszy z linii C to 12,24 g. W 5 miesigcu
zycia zwierzeta osiggaja odpowiednio 22,9 43,0 graméw. Badano osobniki
z pokolenia 151. Kojarzeniu poddano po 50 par, przy czym po sze$¢ najliczniej-
szych miotéw nie poddano normalizacji. W pozostalych pozostawiono 4 osob-
niki: 2 samice i 2 samce. W badaniu wykorzystano 148 samcéw i 178 samic L
1165 samcéw i 165 samic C. Myszy wazono w 21 dniu zycia oraz w 5 miesigcu
zycia. Dane poddano analizie statystycznej. Analiza statystyczna wykazala, ze
dla zwierzat obu linii réznice w masie ciata w 21 dniu pomiedzy zwierz¢tami
z miotéw naturalnych i normalizowanych sa wysokoistotne. U zwierzat do-
rostych réznice te bylty widoczne tylko u myszy z linii ciezkiej, szczegblnie
u samcdw — masa ciata osobnikéw meskich z miotéw normalizowanych prze-
kraczata 0 10g $rednig mase ciata wyznaczong dla miotéw niezmniejszanych.
Moze to sugerowat, ze proces normalizacji przyczynia si¢ do przekarmiania
mlodych — organizm matki rozpoczat laktacje do wykarmienia pelnego mio-
tu. Normalizacja miotéw wplywa na mase ciata myszy, jednak jej dzialanie
jest zalezne od linii. U myszy z linii L wplyw normalizacji zaniknat w 5 mie-
sigcu zycia zwierzat, w linii C stwierdzono dlugotrwaly wplyw normalizacji na
mase ciata. Wlinii L po odsadzeniu nastepuje kompensacja wzrostu. Zmniej-
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szanie miotéw wplywa na mase ciata myszy w obu liniach, nawet jesli wpltyw
normalizagji nie byt dtugotrwaty, to w obu liniach osobniki z mniej licznych
miotéw byly ciezsze. Drastycznym efektem wpltywu normalizacji na mase cia-
fa jest pojawienie sie nienaturalnie ciezkich osobnikéw w linii C.
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A method often used in the breeding of laboratory animals is the reduc-
tion of litters, which allows for standardization of results, as well as dictated
by the economics. The validity of this idea is controversial. The experiment
was based on selective outbred lines L (light) and C (heavy), bred at Warsaw Uni-
versity of Life Sciences, Institute of Animal Sciences for over 150 generations.
The selection criterion is the body weight at weaning on the 21st day of their
life. The average weaning weight of the light line mice is 6.69 g and the heavy
line mice is 12.24 g. When they are 5 months old, the animals reach 22.9 and
43.0 grams, respectively. Individuals from generation 151 were observed. 50 pairs
were mated, with the six largest litters not subjected to normalization. The re-
maining litters included: 2 females and 2 males. The experiment used 148 ma-
les and 178 females light line and 165 males and 165 females heavy line. Mice
were weighed on the 21st day of life and at 5 months of age. The data were sub-
jected to statistical analysis. Statistical analysis showed that for animals of both
lines, body weight on day 21 between animals from natural and normalized
litters is very different. In adult animals, these were visible only in mice from
the heavy line, especially in males - the weight of males from normalized lit-
ters exceeded the weight of mice from unreduced litters by 10 grams. Presuma-
bly that the normalization process contributes to overfeeding of the young
— the mothers organisms had started lactation for feed a bigger litter. Norma-
lization of litters affects mouse body weight, but its effect is line dependent.
In mice from the light line, the effect of normalization disappeared in the 5th
month of life of the animals. In the heavy line a long-term effect of normali-

57



58

zation on body weight was observed. In the light line, growth compensation
occurs after weaning. Reducing litters affects the body weight of mice in both
lines. Even though the effect of normalization was not always long-lasting, in-
dividuals from smaller litters were heavier in both lines. A drastic effect of the
impact of normalization on body weight is the appearance of unnaturally big
individuals in the heavy line.

References:

1. Swiderek W, Fiszdon K,. Géral-Radziszewska K., Sokotowski G. 2014: Wplyw przeciw-
stawne;j selekcji w 21. dniu w kierunku masy ciata na wybrane cechy u myszy laborato-
ryjnych. Przeglad hodowlany, 3, 24 -25.

2. TanakaT. 2004: The relationships between litter size, offspring weight, and behavioral
development in laboratory mice Mus musculus. Mammal Study, 29, 147-153.

3. https://mfiles.pl/pl/index.php/Normalizacja dostep: 28.07.2024



Wystepowanie problematycznych gatunkéw zétwi
na rynku zoologicznym w Polsce

JAKUB BALTAZAR BADZIUKIEWICZ*, RAFAL MACIASZEK,
NORBERT GALKA

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Instytut Nauk o Zwierzetach,
Katedra Genetyki i Ochrony Zwierzat

*adres do korespondencji: e-mail: jakub_badziukiewicz@sggw.edu.pl
Stowa kluczowe: inwazyjny gatunek obcy, z6tw ozdobny, akwarystyka, bior6znorodnosé¢

W zwigzku ze wzrostem popularnosci rynku zwierzat egzotycznych na
$wiecie, obce gatunki z6twi trafity do handlu takze w Polsce. Skutkiem ich
zwiekszajacej sie popularnosci i ograniczonej wiedzy dotyczacej amatorskiego
utrzymywania zwierzat egzotycznych, zétwie te byly licznie porzucane, przez
co obserwowa¢ je mozna w §rodowisku przyrodniczym. Obecnie w Polsce
oproécz rodzimego zétwia blotnego Emys orbicularis obserwowaé mozna takze
wiele innych obcych gatunkéw z6twi. Celem badan bylo stwierdzenie jakie
gatunki z6twi i jak licznie wystepuja na rynku zoologicznym w Polsce oraz
wylonienie z nich gatunkéw problematycznych, mogacych stanowi¢ zagroze-
nie dla bioréznorodnosci i powigzanych ushug ekosystemowych. W ramach
badan analizowano ich obecno$¢ na gietdach zoologicznych, w sklepach zoo-
logicznych oraz w ogloszeniach zamieszczonych w internecie. Badania zreali-
zowano w pierwszej potowie 2024 roku i wybrano do tego celu trzy miasta,
natomiast informacje z ogloszen internetowych dotyczyly catego kraju. Skon-
trolowano wéwczas dwukrotnie trzy gieldy zoologiczne oraz 30 sklepéw. Na
gietdach stwierdzono obecno$¢ 543 osobnikéw zotwi nalezace do 11 gatun-
kéw. Znaczaco dominowaly zétwie z rodzaju Pseudemys, zwyczajowo nazywa-
ne z6twiami hieroglifowymi. W sklepach natomiast tacznie zaobserwowano
59 osobnikéw (7 gatunkéw) — najwiecej byto z6twi chiniskich Mauremys reeve-
sii. Skontrolowano takze 167 ogloszen internetowych, w ktérych stwierdzono
przedstawicieli 3 podgatunkéw z6twia ozdobnego Trachemys scripta, ktorego
przetrzymywanie oraz wprowadzanie do obrotu jest zakazane na podstawie
ustawy z dnia 11 sierpnia 2021 r. o gatunkach obcych. Najliczniej obserwowa-
ne na rynku zoologicznym gatunki zétwi wodnolagdowych obserwowane s3
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takze w $rodowisku przyrodniczym, co oznacza, ze tam ich liczba moze si¢
zwigksza¢ w czasie. W przysztosci nalezy kontynuowac badania dotyczace tren-
du w handlu obcymi gatunkami z6twi, dzieki czemu mozliwym bedzie usta-
lenie gatunkéw problematycznych, ktére podobnie jak zétw ozdobny moga
by¢ uwalniane do $rodowiska, gdzie w sprzyjajacych okolicznosciach moga
stanowi¢ zagrozenie dla bioréznorodnosci.
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Due to the increasing popularity of the exotic pet trade worldwide, alien
turtle species were also traded in Poland. As a result of their growing popula-
rity and limited knowledge regarding the amateur keeping of exotic animals,
these turtles were frequently abandoned, making them observable in the na-
tural environment. Currently in Poland, in addition to the native European
pond turtle (Emys orbicularis), many other alien turtle species can also be obse-
rved. The study aimed to determine which turtle species are present and in
what numbers in the pet trade in Poland and to identify problematic species
that may pose a threat to biodiversity and related ecosystem services. The rese-
arch analyzed their presence at pet trading exchanges, in pet stores, and in on-
line advertisements, based on which a database was created. The study was
conducted in the first half of 2024, selecting three cities for this purpose, whi-
le information from online advertisements was collected nationwide. Three
pet trading exchanges were inspected twice, and 60 store inspections were con-
ducted, each of the thirty stores was inspected twice. At the pet trading exchan-
ges, 543 individual turtles from 11 species were found, with the Pseudenys
species, commonly called hieroglyphic turtles, significantly dominating. In
stores, a total of 59 individuals from seven species were observed, with the
most being Chinese pond turtles (Mauremys reevesii). Also, 167 online adverti-
sements were checked, which found representatives of three subspecies of the
pond slider (Trachemys scripia), whose retention and trade are prohibited under
the Polish law on alien species from August 11, 2021. The most frequently ob-
served species in the pet trade are semi-aquatic turtles, which are also observed
in the natural environment, indicating that their numbers there might increase
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over time. Future research should continue to study the pet trade trends of
alien turtle species to identify problematic species that, like the pond slider,
might be abandoned into the environment where, under favorable circumstan-
ces, they may pose a threat to biodiversity.
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W ostatnich latach danio pregowany (ang. Dazio rerio, zebrafish) stal sie istot-
nym modelem zwierzecym uzywanym w badaniach biomedycznych. Jednym
z powod6w jest fakt, ze zarodki danio s3 relatywnie duze i przezroczyste oraz
pozwalaja na fatwe modyfikacje genetyczne. Nie mozna jednak zapominaé,
ze wyprowadzanie nowych, stabilnych linii ryb jest procedurg wymagajaca
zgody Lokalnej Komisji Etycznej oraz oceny fenotypu nowo wyprowadzonych
linii. W przypadku gdy ryby wykazujg szkodliwy fenotyp, zgoda jest wymaga-
na réwniez na utrzymanie linii. Ze wzgledu na fakt, ze zmodyfikowane linie
danio rzadko mogg by¢ utrzymywane w stanie homozygotycznym, niezbedng
czynno$cia hodowlang jest genotypowanie ryb. Sposéb poboru tkanek powi-
nien by¢ dostosowany do stadium rozwojowego zwierzecia. Zgodnie z naszym
doswiadczeniem, dla dorostych osobnikéw pobranie wymazu ze §luzu moze
by¢ alternatywy dla pobrania fragmentu pletwy (fin clipping).
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In recent years, zebrafish (Dario rerio) has become an important animal mo-
del used in biomedical research. One reason for this is that zebrafish embryos
are relatively large and transparent and allow for easy genetic modification.
However, it should not be forgotten that the generation of new, stable lines of
genetically modified fish is a procedure that requires the approval of the Lo-
cal Ethical Committee and the evaluation of the phenotype of the newly de-
rived lines. If the fish exhibit a harmful phenotype, approval is also required
for line maintenance. Genotyping is an essential element of fish breeding as
genetically modified danio lines rarely can be maintained in a homozygous
state. The tissue collection method should be adapted to the developmental
stage of the animal. According to our experience, for adult fish, mucus swab
sampling can be an alternative to fin clipping.



Ochrona bioréznorodnosci — odpowiedzialnos¢
naukowcéw czy spoleczeristwa?

GRZEGORZ GORECKI

Mazurskie Centrum Bior6znorodnosci i Edukacji “KUMAK?”,
im. prof. K. A. Dobrowolskiego Wydziat Biologii,
Uniwersytet Warszawski, Urwitalt 1, 11-730 Mikotajki
g.gorecki@uw.edu.pl

Stowa kluczowe: bior6znorodnos¢, kryzys klimatyczny, monitoring

W dobie kryzysu klimatycznego, ktéry powoduje m.in. gwaltowne zmiany
pogodowe, spodziewa¢ si¢ mozna wyraznej odpowiedzi srodowiska przyrod-
niczego na to zjawisko. Zmiany te dotyczg przesuwania sie catych zasiegéw
ro$lin i zwierzat czy wrecz calych siedlisk. Dotyczy to réwniez zaniku niekto-
rych gatunkéw, skracania cykli rozwojowych czy pojawiania sie nowych ga-
tunkéw, ktére mogg sta¢ sie gatunkami inwazyjnymi.

Spoleczenstwa powinny by¢ $wiadome tych zmian, poniewaz dotycza
wszystkich ekosysteméw, od pierwotnych po ekosystemy pochodzenia antro-
pogenicznego. Skala tych zmian prawdopodobnie osiggnie taki poziom, ze
moze wywolaé kryzys w rolnictwie, kryzys migracyjny co zmusi cale spoleczen-
stwa do zmian spoteczno-kulturowych. Gwattowne zmiany klimatu powoduja
réwniez dylematy w ochronie bior6znorodnosci polegajace na podejmowaniu
nowego typu decyzji - jak i co chroni¢. Czy chroni¢ bioréznorodnos¢ znang
nam dotychczas (przed zmianami klimatu) czy uznag, ze zmiany s3 nieunik-
nione i skupic¢ sie na ochronie bior6znorodnosci, ktéra bedzie w przysztosci.
Aby przygotowywac sie na te zmiany oraz planowa¢ dziatania, ktére mogg wy-
przedzi¢ skutki i nastepstwa zmian klimatu nalezy prowadzi¢ badania nauko-
we w tym kierunku, oparte na rzetelnych danych.

W przypadku zmian klimatu, kt6re obejmuja cala planete i prawdopodob-
nie beda mialy bardzo dtugofalowe skutki, dane naukowe powinny by¢ opar-
te na licznych, wrecz masowych danych zebranych z jak najwiekszego obszaru
oraz z jak najdhuzszego okresu czasu. Tylko takie podejscie pozwoli tworzy¢
najpewniejsze scenariusze zmian, ktére pozwolg na przeciwdziatanie lub do-
stosowywanie si¢ do zmian klimatycznych. Dane dotyczace klimatu i ich
zmian s3 zbierane przez systemy monitoringu pogody, ktéry dzi§ na $wiecie
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jest powszechny i nikt nie kwestionuje jego potrzeby istnienia. Dane dotycza-
ce srodowiska przyrodniczego sa zbierane w monitoringu $rodowiskowym.
W przeciwienstwie do danych pogodowych, ktére moga by¢ w duzej czesci
zbierane automatycznie to dane srodowiskowe czesto wymagaja zbierania tra-
dycyjnymi metodami z bezposrednim zaangazowaniem obserwatora. Aby
spetni¢ warunek zebrania bardzo licznych danych z jak najwiekszego obszaru
musimy zaangazowac duze zespoly oséb. Unia Europejska zauwazyta ten pro-
blem i zobowiazata pafistwa cztonkowskie do prowadzenia monitoringu przy-
rodniczego.

Pracownicy naukowi stanowig bardzo maly odsetek populacji w spoteczen-
stwie. Dodatkowo w czasach gdy pracownicy naukowi s rozliczani i oceniani
na podstawie publikacji, dziatalno§¢ zwiazana z monitoringiem przyrodniczym
nie jest kierunkiem docenianym i popularnym wsréd pracownikéw nauko-
wych. Wszystko to powoduje, ze monitoring srodowiska oparty na pracowni-
kach naukowych lub stuzbach stworzonych zawodowo przez Paristwo do
prowadzenia monitoringu srodowiska jest mato efektywny. W Polsce mozemy
to obserwowa¢ w monitoringu przyrodniczym prowadzonym przez Gléwny
Inspektorat Ochrony Srodowiska. Zaangazowanie w ten podstawowy monito-
ring przyrodniczy w skali calej Polski jest kilkaset oséb, ktére prowadzg ob-
serwacje z punktu widzenia obecnych zmian za rzadko (najczesciej co 5 lat!)
oraz stosunkowo na malj skale. Powoduje to, Ze obecnie monitoring przyrod-
niczy prowadzony jest dla pojedynczych i tzw. rzadkich i gingcych gatunkéw
zwierzat i ro$lin. Jednocze$nie wiadomo, ze najlepsze wyniki udato by sie uzy-
ska¢ prowadzac monitoring dla catych ekosysteméw monitorujac cate zespoty
zwierzat i ro$lin w tym tzw. gatunkach pospolite.

Dlatego tez jednym z wazniejszych wyzwan w monitoringu przyrodniczym
jest opracowanie metody zbierania danych czesciej i w wiekszej ilosci. Pewnym
rozwigzaniem moze by¢ nauka obywatelska. Ten innowacyjny kierunek nauki
zaczyt sie szczegblnie szybko rozwija¢ od czasu pandemii, ktéra pokazata
mozliwosci zdalnego zbierania i przekazywania informacji.

Naukowiec drugiej potowy XXI wieku prawdopodobnie nie tylko bedzie
prowadzit wlasne badania, ale powinien sta¢ sie koordynatorem badan, ktére
moze prowadzi¢ grupa spoleczna. Nauka obywatelska nie tylko pozwoli na
zbieranie ogromnych ilo$ci danych, ale tworzy spoleczenstwo obywatelskie.
Panistwo powinno stworzy¢ mechanizm promujacy angazowanie o§rodkéw
naukowych czy uczelni wyzszych w nauke obywatelsk. Jednocze$nie funda-
mentem nauki obywatelskiej jest edukacja i popularyzacja nauki. Elementy te
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powoduja, ze obywatel moze by¢ nie tylko jednostka zbierajaca suche dane,
ale moze by¢ swiadomym elementem zespotu badawczego. Instytucje nauko-
we powinny wykorzystywaé ruchy spoteczne zwiazane z ochrong przyrody do
prowadzenia monitoringu przyrodniczego.

W Polsce przyktadem tej $ciezki jest Monitoring Ptakéw Polski, ktory jest
whaczony do monitoringu w ramach GIOS. Jest to jedyna grupa zwierzat mo-
nitorowana stosunkowo czesto, a co najwazniejsze jest monitorowana w catosci,
a nie w zakresie wybranych gatunkéw. Ornitologia udowadnia, ze profesjonal-
ny monitoring moze by¢ prowadzony przy udziale calego spoteczenstwa i przy
wykorzystaniu organizacji pozarzadowych.

Podsumowujac, istnieje ogromna potrzeba prowadzenia monitoringu §ro-
dowiska w bardziej szczegétowym zakresie niz do tej pory. Wydaje sie ze naj-
lepszym rozwigzaniem byloby wlaczenie w to calego spoleczeristwa w ramach
nauki obywatelskiej. Pomoc pracownikéw naukowych jest niezbedna do sko-
ordynowania, ujednolicenia metodyki oraz nadzoru merytorycznego. Paristwo
powinno wypracowaé mechanizmy zachecajace do zaangazowania sie insty-
tucji naukowych w nauke obywatelska.
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In times of climate crisis, which causes, among others effects, sudden we-
ather changes, a clear response from the natural environment to this pheno-
menon can be expected. These changes concern the shifting of entire ranges
of plants and animals, or even entire habitats. This also includes the disappe-
arance of some species, shortening of life cycles or the emergence of new spe-
cies that may become invasive species.

Societies should be aware of these changes as they affect all ecosystem:s,
from primary to anthropogenic ecosystems. The scale of these changes will
probably reach such a level that it may cause an agricultural crisis or a migra-
tion crisis, which will force entire societies to undergo socio-cultural changes.
Rapid climate change also presents dilemmas in biodiversity protection, in-
volving making new decisions - how and what to protect. Should we protect
the biodiversity we know so far (before climate change) or acknowledge that
changes are inevitable and focus on protecting the biodiversity of the future?

To prepare for these changes and plan activities that can anticipate the ef-
fects and consequences of climate change, scientific research in this direction
should be conducted, based on reliable data.

In the case of climate change, which affects the entire planet and is likely
to have very long-term impacts, scientific data should be based on extensive,
even massive, datasets collected from as wide an area as possible and over as
long period of time as possible. Only such an approach will enable us to cre-
ate the most reliable change scenarios, allowing us to either counteract or adapt
to climate change. Data on climate and its changes are collected by weather
monitoring systems, which are common in the world today and no one qu-
estions the need for their existence. Data on the natural environment are col-



lected in environmental monitoring. Unlike weather data, which can be large-
ly collected automatically, environmental data often requires data collection
using traditional methods with the direct involvement of the observer. To me-
et the requirement of collecting large amounts of data from as large an area as
possible, we need to engage large teams of people. The European Union has
noticed this problem and has obliged member states to conduct nature moni-
toring.

Academics constitute a small part of the population . Additionally, at a ti-
me when researchers are held accountable and assessed on the basis of publi-
cations, activities related to nature monitoring are not appreciated and popular
among them. All this means that environmental monitoring based on resear-
chers or services professionally created by the state to conduct environmental
monitoring is ineffective. In Poland, we can observe this in nature monitoring
conducted by the Chief Inspectorate of Environmental Protection. Several
hundred people are involved in this basic nature monitoring throughout Po-
land, and they conduct observations, from the point of view of current chan-
ges, too rarely (usually every 5 years!) and on a relatively small scale. This means
that currently nature monitoring is carried out for rare and endangered spe-
cies of animals and plants. At the same time, it is known that the best results
would be achieved by monitoring entire ecosystems by monitoring entire gro-
ups of animals and plants, including the so-called common species.

Therefore, one of the most important challenges in nature monitoring is
to develop a method for collecting data more frequently and in larger quanti-
ties.

Citizen science may provide a solution. This innovative field of science has
begun to develop particularly rapidly since the pandemic, which showed the
possibilities of remotely collecting and transmitting information. A scientist
in the second half of the 21st century will probably not only conduct his own
research but should become a coordinator of research that can be conducted
by a social group. Citizen science will not only enable the collection of vast
amounts of data, but it also creates civil society. The state should create a me-
chanism to promote the involvement of research centres and universities in
citizen science. At the same time, the foundation of citizen science is educa-
tion and the popularization of science. These elements mean that a citizen
can not only be an individual collecting raw data, but can also be a conscious
element of a research team. Scientific institutions should use social move-
ments related to nature conservation to conduct nature monitoring.
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In Poland, an example of this path is the Polish Bird Monitoring, which is

included in monitoring under the Chief Inspectorate of Environmental Pro-
tection. This is the only group of animals monitored relatively often, and most
importantly, it is monitored as a whole, not just in selected species. Ornitholo-
gy proves that professional monitoring can be carried out with the participa-
tion of the entire society and with the help of non-governmental organizations.
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Badanie toksycznosci ostrej dla ryb (AFT, OECD 203, 2019) jest czgsto sto-
sowane i szeroko uwzgledniane w ocenie zagrozen i ryzyka dla srodowiska na
calym $wiecie [1]. Celem badania jest ustalenie zaleznosci pomiedzy steze-
niem a szkodliwym skutkiem i wyznaczenie stezenia powodujacego 50%
$miertelnosci badanej populacji ryb (LC50) po 96 h narazania, a takze okre-
$lenie innych objaw6w toksycznego dziatania materiatu badanego. Metoda ta
jest uwazana za jedng z najsurowszych procedur naukowych. Z biegiem lat dys-
kusje w Organizacji Wspétpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD) zaowoco-
waly zmianami w tescie, ktore zmniejszajg liczbe wykorzystywanych ryb.
Dostepne s alternatywne metody badawcze (OECD 236, 2013; OECD 249,
2021), ale nie s3 one powszechnie akceptowane przez organy regulacyjne.

Stale prowadzone s3 prace nad metodami alternatywnymi dla toksycznosci
ostrej ryb. Utworzono baze danych dotyczaca testéw na glonach (OECD 201,
2006), rozwielitkach (OECD 202, 2004), ostrej toksycznosci dla ryb oraz testow
na zarodkach ryb (FET) w celu oceny przydatnosci i mozliwosci zastosowa-
nia testu FET w kontekscie podejscia progowego [2]. Dodatkowo testy cytotok-
syczno$ci na liniach komérkowych ryb (OECD 249) sa dobrym podejéciem
wstepnym do badania przesiewowego AFT [3]. W podejsciu progowym naj-
pierw ocenia si¢ toksyczno$¢ dla linii komérkowych oraz glonéw i rozwieli-
tek, a nastepnie przeprowadza sie badanie graniczne przy nizszej z 2 wartosci
toksycznosci z wykorzystaniem ryb. Jesli wskazana jest potencjalna toksycz-
nos¢ dla ryb, przeprowadzany jest petny test mediany stezenia §miertelnego.
Tawielopoziomowa strategia testowania moze znacznie zmniejszy¢ liczbe ryb
wykorzystywanych w testach toksycznosci.
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Trwaja projekty majace na celu wspieranie stosowania alternatywnych po-
dejs¢ (SWIFT), jednak wyznaczanie LC50 zgodnie z metodyka OECD 203 s3
nadal wymagane [4].

W niniejszej pracy zostanie przedstawiony aktualny stan wiedzy na temat
strategii postepowania w ramach zintegrowanego podejscia do badan i oceny
ostrej toksycznosci dla ryb.
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The fish acute toxicity test (AFT, OECD 203; 2019) is frequently used wide-
ly considered in the assessment of environmental hazards and risks worldwi-
de. The aim of the study is to establish a concentration-response relationship,
and to determine the concentration causing 50% mortality in the test fish po-
pulation (LC50) after 96 hours of exposure, as well as to determine other signs
of toxic effects of the test material. This method is considered one of the most
rigorous scientific procedures. Over the years, discussions at the Organisation
for Economic Cooperation and Development (OECD) have resulted in chan-
ges to the test which reduce the number of fish used. Alternative approaches
are available (OECD 236; OECD 249) but they are not widely accepted by re-
gulatory authorities.

Work on alternative methods for AFT is ongoing. A database was compiled
for algal OECD 201, for Daphnia magna OECD 202, for AFT, and for the
fish embryo toxicity (FET) to assess the suitability and applicability of the
FET test in a threshold approach context [2]. In addition, cytotoxicity tests on
fish cell lines (OECD 249) are a good initial approach to screen for AFT [3].
In the threshold approach, fish cell lines, algal and Daphnia toxicity are as-
sessed first, after which a limit test is conducted at the lower of the 2 toxicity
values using fish. If potential toxicity in fish is indicated, a full median lethal
concentration assay is performed. This tiered testing strategy can significan-
tly reduce the number of fish used in toxicity testing.

There are ongoing projects that aim to support the use of alternative ap-
proaches (SWiFT) however in the meantime LC50 determinations using
OECD 203 are still required [4].

73



74

This paper will present the current state of knowledge on management strate-
gies for an integrated approach to testing and AFT assessment.
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Wstep

Wezesniejsze badania przeprowadzone na zywych organizmach wykazaty,
ze wlgczenie nanoczastek miedzi do diety hamowato aktywnos¢ enzymatycz-
na i metaboliczng mikrobioty jelita slepego / katu, prowadzac do zaklécenia
prawidlowego funkcjonowania dolnego odcinka przewodu pokarmowego [1].
Obecne badanie miato na celu zweryfikowanie hipotezy, ze dodanie do diety
blonnika o whasciwosciach funkcjonalnych przeciwdziatatoby negatywnemu
wplywowi nanoczgstek miedzi (Cu-NP) na aktywno$¢ metaboliczng drobno-
ustrojéw w kale.
Metody

W 6-tygodniowym badaniu zywieniowym szczurom laboratoryjnym Wistar
podawano diete uzupetniong dwiema dawkami nanoczastek miedzi (zalecana
dawka 6,5 mg/kg lub dawka podwojona), a takze cztery Zrédta btonnika o réz-
nych wiasciwosciach: kontrolng celuloze i eksperymentalne (pektyna, inulina
lub psyllium). Badanie obejmowato analize aktywnosci enzyméw bakteryj-
nych i produkgji krétkotaricuchowych kwaséw ttuszezowych (LKT) w wyda-
lanym kale zbieranym przez kolejne dni karmienia.
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Wyniki

Whaczenie Cu-NP do diety, szczegdlnie w wyzszej testowanej dawce, doprowa-
dzito do znacznego obnizenia aktywnosci enzymatycznej mikrobioty w kale
szczuréw juz po jednym dniu karmienia. Wprowadzenie blonnika funkcjonal-
nego do diet zawierajacych nanoczgsteczki miedzi znacznie zwiekszyto aktyw-
nos¢ enzymoéw bakteryjnych i produkcje LKT w poréwnaniu do diet z Cu-NP
i kontrolng celuloza. Efekt byt najbardziej widoczny w przypadku pektyny,
podczas gdy wptyw dodatku inuliny lub psyllium przewyzszal efekt pektyny
w niekt6rych przypadkach, takich jak aktywnos¢ a-glukozydazy oraz stezenie
propionianu i maslanu. Dodatek psyllium byt najbardziej skuteczny w zmniej-
szaniu tworzenia amoniaku w kale.
Podsumowanie

Blonnik pokarmowy, taki jak pektyna, inulina lub psyllium, odgrywa klu-
czowy role w regulacji hamujacego wplywu nanoczastek miedzi na procesy fer-
mentacyjne drobnoustrojéw jelitowych.

Praca zostala sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki, Grant nr
2021/41/B/NZ9/01104.
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Background

Prior research conducted in living organisms has indicated that including
copper nanoparticles in the diet suppressed the enzymatic and metabolic ac-
tivity of cecal/fecal microbiota, leading to disruption in the proper functio-
ning of the lower digestive tract [1]. The current study sought to investigate the
theory that adding fiber with functional properties to the diet would counte-
ract the negative effects of copper nanoparticles (Cu-NP) on fecal microbial
metabolic activity.
Methods

In a 6-week feeding study, Wistar laboratory rats were provided with diets
supplemented with two doses of copper nanoparticles (either the recommen-
ded dose of 6.5 mg/kg or a doubled dose), as well as four sources of fiber with
different properties: control (cellulose) and experimental (pectin, inulin, and
psyllium). The study involved analyzing the activity of bacterial enzymes and
the production of short-chain fatty acids (SCFA) in the excreted feces collected
over consecutive days of feeding.
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Results

The incorporation of Cu-NP into the diet, particularly at the higher dose
tested, led to a significant and swift decrease in the enzymatic activity of the
microbiota in the rats' feces after just one day of feeding. The introduction of
functional fiber into diets containing copper nanoparticles notably boosted
bacterial enzyme activity and SCFA production compared to diets with na-
noparticles and standard cellulose. This effect was most pronounced and ra-
pidly observable with pectin, while the impact of adding inulin or psyllium
surpassed that of pectin in certain instances, such as a-glucosidase activity
and propionate and butyrate concentration. Dietary psyllium was most effec-
tive in reducing fecal ammonia formation.
Conclusion

To summarize, dietary fiber, such as pectin, inulin, or psyllium, plays a cru-
cial role in regulating the inhibitory effect of copper nanoparticles on the in-
testinal microbial fermentative processes.

This work was financed by the National Science Centre, Grant No.
2021/41/B/NZ9/01104.
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Osoby odpowiadajace za ogrody zoologiczne za swéj gléwny cel uznajg za-
pewnienie eksponowanym zwierzetom najwyzszych standardéw dobrostanu.
Pomimo tego, ze zwierzetom zapewnia sie dobrej jakoéci pozywienie, elimi-
nuje sie zagrozenia ze strony drapieznikéw, praktycznie nie wystepuja skrajne,
niesprzyjajace czynniki atmosferyczne, to sam fakt utrzymywania w zamknie-
ciu moze powodowa¢ niepozadane sytuacje skutkujace bolesnymi urazami.
Jednakze najczestszym powodem bélu u zwierzat w zoo s3 zmiany chorobo-
we wywolane podeszlym wiekiem. Zwierzeta w ogrodach zoologicznych Zyja
zwykle znacznie dtuzej niz na wolnosci, co znacznie zwieksza prawdopodo-
biefistwo wystapienia zaawansowanych zmian zwyrodnieniowych (1). Nieste-
ty dlugotrwate, leczenie przewleklego bélu moze by¢ zwiazane z ryzykiem
wystapienia niepozadanych skutkéw zdrowotnych. Z wlasnej praktyki znany
jest przypadek wystapienia perforacji §ciany okreznicy u stonicy afrykanskiej
leczonej przez kilka lat podawanymi doustnie niesterydowymi lekami prze-
ciwboélowymi i przeciwzapalnymi.

Lekarz weterynarii leczacy zwierzeta w zoo powinien sam umie¢ wnikliwie
obserwowa¢ swoich podopiecznych, lecz bardzo czesto musi mie¢ dodatkowe
wsparcie w osobach bezposrednio opiekujgcych sie zwierzetami. Utrzymywa-
ne w zoo zwierzeta znaja lekarza weterynarii i zwykle reagujg strachem na je-
go widok. Nie zawsze jest zatem mozliwe aby lekarz osobiscie byl w stanie
zaobserwowa¢é mniej intensywne objawy bolowe, gdyz zwierzeta w sytuacjach
stresowych unikaja okazywania stabosci. Osobniki, ktére wezesniej byty le-
czone postrzegaja lekarza jako zrédto stresu, lub nawet bélu, gdyz niektére in-
terwencje lekarskie zwigzane s3 z wykonywaniem iniekcji albo poskramianiem
fizycznym lub farmakologicznym. Im zwierze jest inteligentniejsze, tym trud-
niej lekarzowi weterynarii zblizy¢ sie niepostrzezenie do zwierzat i zaobser-
wowa¢ zmiany. Nieprawidlowe zachowanie moze by¢ efektem zaburzenia
dobrostanu powodowanym przez czynniki srodowiskowe (2), moze tez by¢
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wywolane toczacym sie procesem chorobowym zwigzanym z wystapieniem
reakcji bolowej. Decyzja o interwencji lekarskiej w zoo powinna by¢ wigc po-
dejmowana wspélnie przez lekarza weterynarii i znajaca behawior danego ga-
tunku osobe odpowiedzialng za utrzymanie w warunkach dobrostanu.
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Those in charge of zoos consider it their primary objective to ensure the
highest welfare standards for the animals on display. Despite the fact that the
animals are provided with good-quality food, the dangers of predators are eli-
minated and there are virtually no extremes of adverse weather conditions, the
very fact of confinement can cause undesirable situations resulting in painful
injuries. However, the most common cause of pain in zoo animals is lesions
caused by old age. Animals in zoos tend to live much longer than in the wild,
which significantly increases the likelihood of advanced degenerative changes
(1). Unfortunately, long-term, chronic pain management can be associated with
the risk of adverse health effects. From my own practice, I am aware of a case of
colonic wall perforation in an African elephant treated for several years with
orally administered non-steroidal analgesics and anti-inflammatory drugs.

A veterinarian treating animals in a zoo should himself be able to closely
observe his charges, but very often he must have additional support in the people
directly caring for the animals. The animals kept in the zoo know the vet and
usually react with fear when they see him. It is therefore not always possible
for the vet to personally observe less intense pain symptoms, as animals in
stressful situations avoid showing weakness. Individuals that have previously
been treated perceive the doctor as a source of stress, or even pain, as some me-
dical interventions involve injections or physical or pharmacological taming,
The more intelligent the animal is, the more difficult it is for the veterinarian
to approach the animals unnoticed and observe changes. Abnormal behavio-
ur may be the result of a welfare disorder caused by environmental factors (2),
or it may be caused by an ongoing disease process associated with a pain respon-
se. The decision to medically intervene with a pet animal should therefore be
made jointly by the veterinarian and the person in charge of the animal's beha-
viour under welfare conditions, who is familiar with the species' behaviour.
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Wychodzgc naprzeciw kontrowersjom zwigzanym z przetrzymywaniem
gryzoni w klatkach metabolicznych, ktére s3 nieodzownym elementem badan
metabolizmu, farmakokinetyki, badan zywieniowych i badan nad otytoscig i cu-
krzyca proponujemy innowacyjne rozwigzanie techniczne w budowie standar-
dowej klatki metaboliczne;j.

Ze wzgledu na gléwne przeznaczenie jakie maja klatki metaboliczne, czyli
oddzielenie kalu od moczu w celu pozyskania niezanieczyszczonej prébki,
niemozliwa jest zmiana konstrukcji samej klatki. Nie mozliwe jest réwniez
wprowadzenie materiatu gniazdowego i wzbogacenia, ktére w szczegdlnosci
moglyby zaburza¢ zbi6érke moczy, analizy metabolitéw, a w przypadku lekow
radioizotopowych pomiar wydalonej aktywnos$ci badanych radiofarmaceuty-
kéw. Nie mniej, istniejg doniesienia literaturowe o stosowaniu udoskonalenia
w postaci dodatkowych pétek [1], szklanego lub metalowego wzbogacenia.

Uwzgledniajac dichromatyczne widzenie u gryzoni proponujemy zbudowanie
klatki metabolicznej, w ktérej czes¢ $cianki bocznej oraz przykrywki beda w ko-
lorze czerwonym, co spowoduje, iz zwierze poczuje si¢ ,,schowane” i bezpieczne.
Zaproponowane rozwigzanie jest zastosowaniem jednej z zasad 3R, a mianowicie
udoskonalenie, w tym przypadku, udoskonalenie warunkéw bytowych gryzoni.

Aby sprawdzi¢ czy nasza propozycja w rzeczywistosci poprawia dobrostan
zwierzat, poszukujemy partnera, ktéry dysponuje aparaturg do monitoringu
zachowania zwierzat np.: kamerg do obrazowania termicznego, ktérg mozna
by zastosowac jako jeden z parametréw pomiarowych dobrostanu zwierzat.
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To address the controversy over the confinement of rodents in metabolic
cages, which is indispensable for metabolic studies, pharmacokinetics, nutri-
tional studies, and obesity and diabetes research, we propose an innovative
technical solution for building a standard metabolic cage.

Because metabolic cages must separate feces from urine to obtain an un-
contaminated sample, it is impossible to change the design of the cage itself.
It is also not possible to introduce nesting material and enrichment, which,
in particular, could interfere with urine collection, metabolite analysis and,
in the case of radioisotopic drugs, measurement of the excreted activity of the
radiopharmaceuticals under study. However, there are reports in the literatu-
re on the use of enhancement in the form of additional shelves [1], glass, or
metal enrichment.

Considering the dichromatic vision of rodents, we propose to build a me-
tabolic cage in which part of the side wall and the lid will be red, which will
make the animal feel “hidden” and safe. The proposed solution applies one
of the principles of the 3Rs, namely, improvement, in this case, improvement
of rodents' living conditions.

To test whether our proposal actually improves animal welfare, we are looking
for a partner who has an apparatus for monitoring animal behaviour, for exam-
ple, a thermal imaging camera, which could be used as one of the parameters
for measuring animal welfare.
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Aspekty prawne relacji wnioskodawcéw z lokalnymi
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W trakcie wystgpienia zostang przyblizone prawne podstawy dziatania
lokalnych komisji etycznych ds. doswiadczen na zwierzetach. Szczegélnie
uwzglednione zostang te regulacje procedury administracyjnej, ktére w najis-
totniejszy sposéb ksztaltujg sytuacje prawng (a takze faktyczng) podmiotéw
ubiegajacych sie o udzielenie zgody na przeprowadzenie doswiadczenia na
zwierzetach. Celem wystgpienia jest zaprezentowanie trudnoéci oraz wyzwan
zwigzanych ze stosowaniem wymogéw Kodeksu postepowania administra-
cyjnego w dziataniu komisji etycznych, jak réwniez zwigzanych z tym konsek-
wengcji dla wnioskodawcéw.

Legal aspects of applicants' relations with local
committees for ethics in animal research. Applying
for permission to conduct an experiment on animals.
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Badania nad zwierzetami wolnozyjacymi w duzej mierze wykonywane sa
w ramach zarzadzania populacjg zwierzat, w celu ochrony gatunku czy moni-
torowania kondycji populacji, przynosza one cenne informacje w kwestii
ochrony przyrody. W Polsce wystepuje 109 gatunkéw ssakéw wolno zyjacych
(IOP PAN Krakéw) reprezentujacych 61 rodzajéw zwierzat, zaliczanych do 25 ro-
dzin. W ciagu ostatnich 10 lat (2014-2024) w $wiatowej literaturze naukowej
ukazato si¢ okolo 739614 opracowan ich dotyczgcych (stan na 28.06.2024).
Celem niniejszego opracowania jest analiza dostepnych danych w celu okre-
$lenia gtéwnych nurtéw badan nad zwierzetami dziko zyjacymi w Polsce.

Przeprowadzono analize publikacji dostepnych w popularnych bazach danych
(Google Scholar, Scopus i Web of Science). W pierwszym etapie przeszukiwa-
no tytuly publikagji, stowa kluczowe oraz streszczenia artykutéw opublikowa-
nych w latach 2014 — 2024 w poszczegdlnych bazach danych. Na tej podstawie
wytypowano 3 najliczniejsze pod wzgledem opublikowanych prac rzedy oraz
rodzaje zwierzat. Dla kazdego gatunku wystepujacego na terytorium Polski
zaliczanego do najliczniej opisywanych w literaturze rodzajéw zwierzat, prze-
prowadzono szczegétowy analize w celu okreslenia obszaru badan, kategorii
badan, typu publikacji, kraju pochodzenia autoréw oraz celu badan.

Najliczniej opisywanymi rzedami sg zwierzeta drapiezne, gryzonie i parzy-
stokopytne z zakresu ktérych publikacje stanowig odpowiednio 32%, 26%
125% wszystkich dostepnych opracowar dla ssakéw wolno zyjacych w Polsce.
Najliczniej opisywanymi rodzajami zwierzat zaliczanymi do wybranych rze-
déw sg wilk (Canis), lis (Vadpes), ry$ (Lynx), bobr (Castor), nornik (Microtus), my-
szarka (Apodemus) oraz jelenr (Cervus), daniel (Dama), swinia (Sus). W Polsce
wystepuje 19 gatunkéw zwierzat zaliczanych do wyzej wymienionych rodza-



jow, dla ktorych przeprowadzono szczegétowa meta-analize danych zawartych
w publikacjach. Najliczniej uwzglednianym w publikacjach ssakiem wolno
zyjacym w Polsce jest dzik (Sus scrofa) —w ciggu ostatnich 10 lat uwzgledniony
w 4610 opracowaniach naukowych (wg. Bazy Web of Science), ktére najlicz-
niej obejmowaly dziedziny nauk weterynaryjnych (22,8%), zoologii (14,72%)
oraz ekologii (14,21%). Krajem dominujacym w badaniach dotyczacych dzi-
kéw sg Stany Zjednoczone (22,5%), Whochy (10,8%) oraz Hiszpania (9,41%).
Najmniej publikacji uwzgledniato badania dotyczace nornika darniowego
(Microtus subterraneus) — 28 opracowar z zakresu zoologii (6 opracowari), biolo-
gii oraz parazytologii (po 5 opracowan).
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Research on wild animals is largely carried out in the framework of animal
population management, to protect the species or monitor the condition of
the population, they bring valuable information on the nature conservation.
In Poland, there are 109 species of wild mammals (IOP PAN Krakow), repre-
senting 61 genera of animals, in 25 families. Over the past 10 years (2014-2024),
about 739614 studies on them have been published in the world scientific lite-
rature (as of 28.06.2024). The purpose of this study is to analyze the available
data to identify the main research trends on wildlife animals in Poland.

An analysis of publications available in popular databases (Google Scho-
lar, Scopus, and Web of Science) was conducted. In the first stage, the titles of
publications, keywords, and abstracts were searched in articles published be-
tween 2014 and 2024 in each database. On this basis, the 3 most numerous or-
ders and types of animals in terms of published papers were selected. For each
species occurring within Poland, counted among the most numerous types of
animals described in the literature, a detailed analysis was carried out to de-
termine the area of research, research category, type of publication, and coun-
try of origin of the authors and the purpose of the research.

The most abundantly described orders are carnivores, rodents, and artio-
dactyla of which publications account for 32%, 26%, and 25%, respectively,
of the total available studies for wild mammals in Poland. The most described
types of animals included in the selected orders are wolf (Caris), fox (Vapes),
lynx (Lynx), beaver (Castor), vole (Microtus), apodemus (Apodemus), and deer (Cervus),
fallow deer (Dama), pig (Sus). In Poland, there are 19 species of animals inclu-
ded in the above-mentioned genera, for which a detailed meta-analysis of the



data contained in the publications was carried out. The wild boar (Sus scrofa) is
the most widely included wild mammal in publications, having been included
in 4610 scientific papers over the past 10 years (according to the Web of Scien-
ce database), with the largest numbers in the fields of veterinary science
(22.8%), zoology (14.72%) and ecology (14.21%). The dominant country in
wild boar research is the United States (22.5%), Italy (10.8%) and Spain
(9.41%). The least number of publications included studies on the turf vole
(Microtus subterraneus) - 28 studies on the fields of zoology (6 studies), biology
and parasitology (5 studies each).
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Obrazowanie optyczne iz vivo to monitorowanie sygnatéw optycznych,
takich jak bioluminescencja lub fluorescencja u zywych zwierzat. Jest to
wszechstronna technologia monitorowania odpowiedzi komérkowych i mo-
lekularnych mechanizméw choréb iz vivo. Jest ono szczeg6lnie przydatne do
$ledzenia komorek, bakterii i wiruséw iz vivo oraz pomaga okresli¢ moleku-
larne mechanizmy choréb za pomoca innowacyjnych sond fluorescencyjnych
i transgenicznych zwierzat wytwarzajacych $wiatto.

Systemy IVIS® to oryginalne instrumenty opracowane do obrazowania op-
tycznego in vivo bedgce wiodacg markg na $wiecie z innowacyjnymi funkcjami,
takimi jak rekonstrukcja 3D sygnaléw bioluminescencyjnych i fluorescencyj-
nych.

Podczas warsztatéw zademonstrujemy, jak wykorzystac te systemy w bada-
niach na zwierzetach, w tym w postepowaniu ze zwierzetami, gromadzeniu
i analizie danych. Wyjasnione zostang zaawansowane funkgje, takie jak obra-
zowanie tomograficzne i multipleksowanie sygnatu poprzez opatentowany al-
gorytm Spectral Unmixing,

Przyktadowe filmy wideo przedstawiajace dziatanie systemu zostang pota-
czone z analiza danych na zywo w celu zademonstrowania funkcjonalnosci
systemo6w IVIS.

Podczas warsztatéw goraco zachecamy do zadawania pytan i dyskus;ji!
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In vivo optical imaging refers to monitoring optical signals, like biolumi-
nescence or fluorescence in living animals. It is a versatile technology to mo-
nitor cellular responses and molecular mechanisms of disease 7 vivo. It is
especially useful for tracking cells, bacteria and viruses iz vivo, and it helps to
determine molecular disease mechanisms with innovative fluorescent probes
and transgenic, light-producing animals.

The IVIS® systems are the original instruments developed for iz vivo opti-
cal imaging and are the leading brand worldwide with innovative functions
like 3D reconstruction of bioluminescent and fluorescent signals.

This workshop will demonstrate how to use these systems in animal research,
including animal handling, data acquisition and analysis. Advanced func-
tions like tomographic imaging and signal multiplexing through Spectral Un-
mixing will be explained.

[lustrative videos of system operation will be combined with live data ana-
lysis to demonstrate the functionality of the IVIS systems.

Questions and discussions are highly encouraged throughout the work-
shop!
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Oméwionych zostanie kilka waznych technologii obrazowania przedkli-
nicznego matych zwierzat, takich jak obrazowanie optyczne, ultrasonograficz-
ne i uCT, a takze oméwione zostang przyktady ich zastosowan.

Obrazowanie optyczne to wyjatkowo wszechstronna technologia umozli-
wiajaca $ledzenie komorek, bakterii i wiruséw # vivo oraz okreslanie moleku-
larnych mechanizméw chordéb, takich jak m.in. zapalenia i apoptoza.

Ultrasonografia bazujaca na ultradzwiekach to uznana technologia obra-
zowania malych zwierzat. Zaprezentujemy nowatorski system, ktéry nie wy-
maga recznej sondy ultradzwickowej. Zostal on specjalnie zaprojektowany do
szybkiego obrazowania wielu zwierzat z wysoka powtarzalnoscig, niezalezng
od uzytkownika. System ten jest zoptymalizowany np. do pomiaru wielko$ci
guza i posiada specjalny modul pozwalajacy okresli¢ stopieni zwtéknienia
tkanki.

Zastosowania obrazowania uCT obejmuja obrazowanie kosci, uktadu ser-
cowo-naczyniowego oraz obrazowanie o najwyzszej rozdzielczoéci po precy-
zyjng lokalizacje poruszajacych sie obiektéw. Zaprezentujemy niezwykle
wszechstronny instrument, ktéry mierzy ko$ci matych myszy i zwierzat az do
rozmiaréw krélikéw, generuje obrazy o wysokiej rozdzielczosci struktur be-
leczkowych w kosciach myszy, a takze obrazy ukladu krazenia zywych myszy
lub chomikéw, z niespotykana dotad ostroscia.
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to monitor cellular responses and molecular
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Several important technologies for preclinical imaging of small animals,
like optical imaging, ultrasound and wCT will be introduced, and application
examples will be discussed.

Optical imaging is a very versatile technology to track cells, bacteria and
viruses 2 vivo, and determine molecular disease mechanisms, like inflamma-
tion and apoptosis for instance.

Ultrasound is an established technology for small animal imaging, and we
will present a novel system that doesn’t require a handheld ultrasound probe.
It is especially build for fast imaging of multiple animals with high reprodu-
cibility, independent of the user. This system is optimized for measuring tu-
mor size for instance and has a special module to determine the amount of
tissue fibrosis.

The applications for uCT imaging are ranging from bone imaging to car-
diovascular, and from highest resolution to precisely gated imaging of moving
objects. We will present an extremely versatile instrument that can measure
small mouse bones and animals up to rabbits, produce high resolution images
of trabecular structures in mouse bones, as well as cardiovascular images of li-
ving mice or hamsters with unprecedented sharpness.
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Zaprojektowany z myslg o badaczach, nasz bezobstugowy system ultradzwie-
kowy Vega® to nastepna generacja przedklinicznego obrazowania ultradzwie-
kowego. Zawiera innowacyjne podejécie do ultradzwickéw, ktére pozwala uzyskaé
obrazy 2D 13D wielu myszy o wysokiej rozdzielczo$ci w ciggu zaledwie kilku minut.

System ,,hands-free” zapewnia bardziej spSjne wyniki, poniewaz eliminuje potrzebe
stosowania recznego przetwornika. W przeciwienistwie do tradycyjnych systeméw
ultradzwiekowych, system Vega wykorzystuje podejscie od dolnej strony badanego
zwierzecia, w ktérym przetworniki znajdujg sie pod stolikiem obrazowym.

Drzieki angiografii akustycznej mozna wizualizowa¢ i ocenia iloéciowo architek-
ture i gesto$¢ sieci naczyn nowotworowych oraz ujawnia¢ reakcje na terapie
przed zmianami w tkankach. Dzieki zastosowaniu wstrzykiwalnych $rodkéw
kontrastowych VesselVue®, angiografia akustyczna z systemem Vega umozliwia
obrazowanie mikronaczyn o wysokiej czuto$ci, gromadzac obrazy drzew mikro-
naczyniowych 3D w ciggu kilku minut i obrazéw 2D w mniej niz sekunde.

System Vega umozliwia nieinwazyjng ocene sztywnosci tkanek zwigzang ze
zwléknieniem watroby, chorobami nerek i wieloma innymi problemami w ciggu
kilku sekund, dzieki mozliwosciom systemu w postaci elastografii fali poprzecznej.

Podczas warsztatéw zademonstrujemy jak wykorzystac te systemy w badaniach
na zwierzetach, w tym w postepowaniu ze zwierzetami, gromadzeniu i analizie
danych. Wyjasnione zostang zaawansowane funkcje, takie jak angiografia
akustyczna i elastografia fali poprzecznej.

Szczegbtowa prezentacja konstrukeji i mozliwosci systemu Vega zostanie pota-
czona z pogladowymi filmami przedstawiajacymi dziatanie systemu i analizg
danych w celu zademonstrowania funkcjonalnosci systemu.

Podczas warsztatéw goraco zachecamy do zadawania pytan i dyskus;ji!



The Novel Vega® Ultrasound Imaging System
— The world’s first hands-free, preclinical automated
high-throughput ultrasound system.

RONALD KOOP™

' Revvity (Germany) GmbH
Schnackenburgallee 114, 22525 Hamburg, Germany

*correspondence address: e-mail: Ronald. Koop@revvity.com
Keywords: preclinical imaging, in vivo imaging, ultrasound

Designed with researchers in mind, our Vega® hands-free ultrasound system
is the next generation of preclinical ultrasound imaging. It incorporates an in-
novative approach to ultrasound that produces high-resolution 2D and 3D
images of multiple mice in just minutes.

A hands-free system delivers more consistent results because it removes the
need for a handheld transducer. Unlike traditional ultrasound systems, the
Vega system uses a bottom-up approach with the transducers located under
the imaging stage.

With acoustic angiography, you can visualize and quantify tumor vessel-
network architecture and density or reveal response to therapy before tissue
changes. Through use of injectable VesselVue® contrast agents, acoustic angiog-
raphy with the Vega system enables high-sensitivity imaging of microvascula-
ture, collecting images of 3D microvessel trees in minutes and 2D images in less
than a second.

The Vega system allows to assess tissue stiffness associated with liver fibro-
sis, renal disease, and much more noninvasively, in a matter of seconds, with
the system’s shear wave elastography capability.

This workshop will demonstrate how to use these systems in animal research,
including animal handling, data acquisition and analysis. Advanced func-
tions like acoustic angiography and shear wave elastography will be explained.
A detailed presentation of the design and capabilities of the Vega system will
be combined with illustrative videos of system operation and data analysis to
demonstrate the functionality of the system.

Questions and discussions are highly encouraged throughout the workshop!
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Czynniki abiotyczne i biotyczne determinujace
przebieg funkcji rozrodczych u wolno zyjacych
roslinozercow

ANNA KORZEKWA
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Warunki srodowiska, w ktorych rozwija sie kazdy gatunek podlegaja fluk-
tuacjom, wskutek czego cze$¢ osobnikéw przystosowuje sie do nich, a czesé¢
ginie. Czynniki abiotyczne wynikaja z oddziatywania nieozywionych elementéw
srodowiska (dostepno$¢ bazy zerowej, tlenu, wody, $wiatla, soli mineralnych,
temperatura). Zrédlem czynnikéw biotycznych sg zaleznosci miedzy zywymi
organizmami na danym obszarze (dostepnos¢ pokarmu, obecnos¢ drapiezni-
koéw, dziatalnos¢ cztowieka). Dodatkowo srodowisko moze by¢ przeksztatco-
ne przez cztowieka, np. przez zanieczyszczenia, fragmentacje czy prowadzenie
gospodarki rolnej. Niepokojacym skutkiem dziatalnosci czlowieka zmienia-
jacym $rodowisko jest synantropizacja gatunkéw, w tym duzych ro¢linozer-
cow. Rozrodczos¢ populagji synantropijnych jest wigksza niz wystepujacych
w naturalnym $rodowisku poniewaz najczgéciej gina i zanikaja te gatunki oraz
te typy ekosystemo6w, ktdre majg waskie amplitudy ekologiczne i lokalne za-
siegi; za to rozprzestrzeniaja sie gatunki obce, o szerokiej skali tolerancji.

W 2023 1. populacja gléwnych gatunkéw wolno zyjacych roslinozercow
w Polsce rozkltadata si¢ nastepujaco: 904 tys. zajecy szarakéw, 893 tys. sarny eu-
ropejskiej, 240 tys. jeleni szlachetnych, 37 493 tosi euroazjatyckich, 35 010 da-
nieli i 2 656 muflonéw (wg danych GUS). Miara stabilnej populagji jest
utrzymywanie statej liczebnosci gatunkowej w ujeciu dtugoterminowym, a na
dynamike liczebnosci populacji wplywa §miertelno$é¢ i rozrodczosé, co jest is-
totne w przypadku zwierzyny plowe;j.

Do potowy lat 70. XX wieku odnotowano w Polsce ponad 3 miliony zajecy.
Wedtug danych GUS od korica lat 90. do 2011 roku liczebno$¢ zajgca szaraka
wahata sie w granicach 500 tysiecy i od 2012 roku obserwuje si¢ tendencje wzro-
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stowa. Duzg role w regulacji liczebno$ci gatunku odegrato zwigkszenie liczeb-
nosci liséw w wyniku zastosowania szczepionki na wécieklizne (2002 r.), za-
przestania polowan na lisy dla pozyskania futer oraz wzrostu liczebnosci
ptakéw drapieznych. Cigza u zajgca trwa okoto 42 dni, a w miocie rodzi sie
od 2 do 4 osobnikéw. W ciggu roku moze odbywac¢ sie do 4 miotéw. Weréd
kopytnych ro$linozercéw na terenie Polski, w ciggu roku wystepuje jeden miot.
Chociaz u sarny mozliwe s3 dwie ruje rocznie, to termin urodzen (czesto dwa
osobniki w miocie) jest zblizony poniewaz dochodzi do diapauzy cigzowe;j.
Sarna wykazuje $ciste ,,przywigzanie” do siedliska (terytorium ograniczone
do 2 km?), w odréznieniu do tosia euroazjatyckiego, potrafiacego przemierzy¢
kilkadziesiat kilometréw w ciagu doby. Ten terytorializm sarny sprawit, ze
obecnie obserwuje si¢ dwa ekotypy: polny i lesny, o r6znym fenotypie i beha-
wiorze. Liczebnos¢ gatunku w Polsce maleje od 5 lat, szczeg6lnie w ekotypie
polnym. Do rodzimych gatunkéw wolno zyjacych roslinozercéw nie zalicza
sie muflon6éw i danieli poniewaz te gatunki zostaly introdukowane. Populacja
jelenia szlachetnego jest w Polsce stabilna w ujeciu ostatnich pietnastu lat, na-
tomiast zwicksza sie populacja fosia (moratorium od 2001 r.), ktéry konkuruje
o baze zerows z jeleniem. Natomiast ze wzgledu na swoja wieksza sylwetke
oraz migrujgcy charakter zyskuje nad nim przewage.

Populacje kopytnych roglinozernych sa elementem ekosysteméw ladowych,
wplywajac na ksztalt, funkcje i uzytkowanie obszaréw podlegajacych ochronie
oraz gospodarowaniu. Zwiekszony przyrost liczebnosci i wyzsza przezywal-
no$¢ moze prowadzi¢ do tego, ze wicksze populacje przy duzym zageszczeniu
nie beda w stanie utrzymac sie wykorzystujac wszystkie zasoby pokarmu do-
stepne w siedlisku, np. w trakcie zimy. Ponadto w zageszczeniach wzrasta praw-
dopodobienistwo rozprzestrzeniania si¢ choréb oraz pasozytéw. Istnieja
obszary, gdzie populacje kopytnych s3 nadmiernie liczne i oddziatuja nega-
tywnie na bioréznorodnos¢. Punktowy wplyw na wegetacje moze réwniez pro-
wadzi¢ do zmian w sktadzie i strukturze ro§linnoéci powodowanych przez
duze kopytne. Zatem chociaz nadmierna eksploatacja, choroby, drapiezniki,
zmiana sposobu uzytkowania terenéw rolniczych oraz zmiany klimatyczne
dziesiagtkujg populacje niektérych gatunkéw, powodujac konieczno$é wpro-
wadzenia aktywnej ochrony, to z drugiej strony, zmiany w rolnictwie, brak lub
mata liczebnos¢ drapieznikéw, a ostatecznie akomodacja pozwala na niemal
nieograniczony wzrost populacji innych gatunkéw kopytnych.

Badania naukowe prowadzone na wolno zyjacych przezuwaczach sg istot-
ne w ujeciu odzialywan srodowiskowych, zarzadzania ich liczebnoscig, ale
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réwniez poznania fizjologii per se, w tym rozrodu. Opracowane metody bio-
technik rozrodu, wlaczajac kriokonserwacje gamet moga by¢ uzyteczne dla ga-
tunkéw jeleniowatych zagrozonych wyginieciem. Analizy laboratoryjne
prowadzone na materiale biologicznym pochodzacym od zwierzat wolno zy-
jacych wymagaja walidacji poniewaz specyficzne przeciwciata uzywane w me-
todach immunoenzymatycznych nie sg specyficzne gatunkowo oraz sekwencja
kodu genetycznego nie sa w petni poznane. Podstawg tych badan jest materiat
biologiczny pobierany bezinwazyjnie i/lub post mortem.
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The environmental conditions in which each species develops are subject to
fluctuations, as a result of which some individuals adapt to them and some
perish. Abiotic factors, result from the interaction of non-living elements of
the environment (availability of food base, oxygen, water, light, mineral salts,
temperature). The sources of the biotic factors are the interrelationships be-
tween living organisms in the habitat (availability of food, presence of predators,
human activities). In addition, the environment can be transformed by humans,
e.g. through pollution, fragmentation or the management of farming. A wor-
rying effect of human activity altering the environment is the synanthropisa-
tion of species, including large herbivores. Reproduction of synanthropic
populations is greater than that found in the natural environment because the-
se species are most likely to die and disappear, and those types of ecosystems
that have narrow ecological amplitudes and local ranges; instead alien species
with a wide range of tolerances are spreading.

In 2023, the population of the main free-ranging herbivore species in Poland
was distributed as follows: 904,000 grey hares, 893,000 European roe deer, 240,000
red deer, 37,493 Eurasian elk, 35,010 fallow deer and 2,656 mouflons (according
to Central Statistical Office - CSO data). A measure of a stable population is the
maintenance of a constant species abundance in the long term, and population
dynamics are influenced by mortality and reproduction, which is important
in the case of deer.

More than 3 million hares were recorded in Poland until the mid-1970s. Accor-
ding to the CSO, from the late 1990s to 2011, the hare population fluctuated
around 500,000 and since 2012 there has been an upward trend. A large role
in the regulation of the species' numbers was played by the increase in the number
of foxes as a result of the rabies vaccine (2002), the cessation of fox hunting for
fur and the increase in the number of predatory birds. Pregnancy in the hare
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lasts approximately 42 days and between 24 individuals are born in a litter.
There can be up to four litters per year. Among ungulate herbivores in Poland,
there is one litter per year. Although it is possible for roe deer to have two oestrus
per year, the timing of births (often two individuals) is similar as gestational
diapause occurs. The roe deer shows a strict 'attachment' to its habitat (territory
limited to 2 km square), unlike the Eurasian moose, which can migrate several
tens of kilometers in a day. This territorialism of the roe deer has meant that two
ecotypes are now observed: field and forest, with different phenotype and beha-
viour. The number of the species in Poland has been declining for the past five
years, especially in the field ecotype. The native species of free-ranging herbivores
do not include mouflons and fallow deer as these species have been introduced.

The red deer population in Poland has been stable over the last fifteen years,
while the population of elk (under species protection since 2001), which com-
petes with red deer for a feeding base, is increasing. However, due to its larger
silhouette and migratory nature, it is gaining an advantage over it.

Populations of herbivorous ungulates are part of terrestrial ecosystems, in-
fluencing the shape, function and use of areas to be protected and managed.
Increased abundance growth and higher survival rates can lead to larger po-
pulations at high densities not being able to sustain themselves by using all
the food resources available in the habitat, e.g. during winter. In addition, at
densities, the likelihood of spreading diseases and parasites increases. There
are areas where ungulate populations are excessive and have a negative impact
on biodiversity. Spot impacts on vegetation can also cause changes in vegeta-
tion composition and structure caused by large ungulates. Thus, while overe-
xploitation, diseases, predators, changes in agricultural land use, and climate
change are decimating the populations of some species, necessitating active
conservation, on the other hand, changes in agriculture, the absence or low
abundance of predators, and ultimately adaptation allow for almost unlimi-
ted population growth of other ungulate species.

Studies on free-ranging ruminants are important in terms of environmen-
tal interactions, management of their numbers, but also to understand their
physiology per se, including reproduction. The methods developed for repro-
ductive biotechnology, including cryopreservation of gametes, may be useful
for cervid species threatened with extinction. Laboratory analyses conducted
on biological material from free-living animals need to be validated because
the specific antibodies used in immunoassay methods are not species-speci-
fic and the sequence of the genetic code is not fully understood. The basis of
these studies is biological material collected non-invasively and/or post mortem.
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Dobrostan ryb w badaniach naukowych jest zagadnieniem zyskujacym na
znaczeniu w kontekscie zwiekszonego wykorzystania ryb jako modeli badaw-
czych. Ryby odgrywaja kluczowa role w globalnej produkgji zywnosci, a tak-
ze stanowia istotny model w badaniach biologicznych, ze wzgledu na tatwo$¢
hodowli, krétki cykl rozwojowy i podobiefistwa do innych organizméw, w tym
cztowieka. Z drugiej strony, procesy zwigzane z u§miercaniem i transportem
ryb w akwakulturze oraz badaniach naukowych staja si¢ przedmiotem kontro-
wersji, wymagajac rozwoju bardziej humanitarnych i efektywnych metod (Mo-
cho et al., 2022). W ostatnich latach opracowano nowe technologie, ktére moga
znaczgco wplynaé na poprawe dobrostanu ryb. Szok elektryczny, stosowany
gléwnie w celu humanitarnego u§miercania, wykazuje szereg zalet, w tym mi-
nimalizowanie cierpienia oraz znikomy wplyw na biochemie tkanek, jednak
wymaga dalszych badan i adaptagji, aby wyeliminowa¢ ryzyko niepozadanych
efektéw (Mocho e al,, 2022). Lidokaina, bedaca $rodkiem znieczulajgcym, znaj-
duje zastosowanie w anestezji ryb, oferujgc bezpieczne i mniej stresujace me-
tody anestezji oraz u§miercania (von Krogh et al,, 2021). Niemniej, konieczne
sg dalsze badania nad jej wplywem na dobrostan ryb (Davis e al., 2022).

W kontekscie badan naukowych, ryby stanowia fascynujacy i wszechstronny
model badawczy, szczegdlnie w zakresie genetyki, rozwoju, ekologii i zacho-
wania. W szczegblnosci, ryba danio pregowane (Darnio rerio) zdobyta ogromng
popularnos¢ w laboratoriach na catym $wiecie, ze wzgledu na swoje niewiel-
kie rozmiary, fatwo$¢ hodowli, szybki rozwdj i przezroczystos¢ larw, co umoz-
liwia obserwacje proceséw rozwojowych na poziomie komérkowym. Pomimo
wielu zalet, nalezy pamieta¢ o ograniczeniach w przekladaniu wynikéw ba-
dan na inne organizmy, zwlaszcza w kontekscie badan nad uktadem immuno-
logicznym i bechawiorem (Valentim e 4., 2016).

Wzbogacenie srodowiska ryb laboratoryjnych, takie jak dostarczanie kry-
jowek, roslin, zabawek oraz stymulacji sensorycznej, odgrywa kluczows role
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w poprawie ich dobrostanu. Badania wykazuja, ze wzbogacenie srodowiska
moze zmniejszaé poziom stresu i poprawia¢ wyniki badan, co jest szczegdl-
nie istotne w kontekscie zasad 3R (Reduce, Replace, Refine). Jednak ze wzgle-
du na ogromng réznorodno$¢ gatunkowy ryb, konieczne jest dostosowanie
strategii wzbogacania do specyficznych potrzeb danego gatunku. W miare po-
stepu badan i technologii, rosnie §wiadomos¢ znaczenia dobrostanu ryb w ba-
daniach naukowych, jak i w hodowli akwakulturowej. Konieczne jest jednak
stale §ledzenie najnowszych badan nad tymi zagadnieniami, gdyz nasza wie-
dza w tym obszarze nadal sie rozwija.
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Fish welfare in scientific research is an increasingly important topic in the
context of rising aquaculture production and the expanded use of fish as re-
search models. Fish play a crucial role in global food production and serve as
vital models in biological research due to their ease of breeding, short deve-
lopmental cycles, genetic accessibility, and similarities to other organisms, in-
cluding humans. However, the processes related to the slaughter and handling
of fish in both aquaculture and scientific research are becoming controversial,
necessitating the development of more humane and effective methods (Mo-
cho et al,, 2022). In recent years, new technologies, such as electric shock and
lidocaine, have been developed that could significantly improve fish welfare.
Electric shock, used for both euthanasia and sedation, has several advantages,
including minimizing suffering and improving meat quality, though it requ-
ires further research and adaptation to eliminate the risk of adverse effects
(Mocho et al, 2022). Lidocaine, an anesthetic, is used for fish anesthesia, offe-
ring safer and less stressful methods for handling and euthanasia (von Krogh
et al., 2021). However, further studies are needed to assess its impact on fish he-
alth and consumer safety (Davis et al., 2022).

In the context of scientific research, fish represent a fascinating and versa-
tile model, particularly in genetics, development, ecology, and behavior. The
zebrafish (Danio rerio), in particular, has gained immense popularity in labo-
ratories worldwide due to its small size, ease of breeding, rapid development,
and transparent larvae, which allow for the observation of developmental pro-
cesses at the cellular level. Despite many advantages, it is essential to consider
the limitations in extrapolating research findings to other organisms, parti-
cularly in studies of the immune system and behavior (Valentim e aZ., 2016).

Environmental enrichment for laboratory fish, such as providing shelters,
plants, toys, and sensory stimulation, plays a key role in improving their we-
Ifare. Studies show that environmental enrichment can reduce stress levels and
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enhance research outcomes, which is particularly important in the context of
the 3R principles (Reduce, Replace, Refine). However, due to the vast species
diversity among fish, enrichment strategies must be tailored to the specific ne-
eds of each species. As research and technology advance, there is growing awa-
reness of the importance of fish welfare in both scientific research and
aquaculture, necessitating further efforts towards developing standards and
regulations to ensure proper care for these animals.
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Aby skutecznie zapobiega¢, rozpoznawac i leczy¢ bol u zwierzat, kluczo-
we jest zrozumienie, jakie zmiany fizjologiczne wywotuje bél oraz poznanie

mechanizméw odczuwania bolu i proceséw neurologicznych z nim zwigza-

nych. Podczas wyktadu zamierzam przedstawi¢ Stuchaczom najnowsze bada-

nia dotyczace rozpoznawania bélu, nie tylko u zwierzat, ale takze u ludzi,

poniewaz niekt6re narzedzia i metody stosowane w medycynie cztowieka mo-

g3 znalez¢ zastosowanie réwniez u réznych gatunkéw zwierzat.
W procesie rozpoznawania bélu u zwierzat oceniamy:
1. Objawy behawioralne: Zmiany w zachowaniu, ktére moga wskazywa¢

na bél, takie jak zmniejszona aktywno$¢, unikanie kontaktu, zmiany
w nawykach zywieniowych i picia, czy tez agresja lub apatia.

2. Objawy fizjologiczne: Zmiany w rytmie serca, czestotliwo$ci oddechu,
a takze w wygladzie zewnetrznym zwierzecia, jak zmieniona postawa,
wyraz twarzy, czy napiecie mie$ni.

3. Ocena bélu: Wykorzystanie narzedzi i skal oceny bélu, dostosowanych

do specyfiki réznych gatunkéw, np. skale punktowe dla gryzoni, ktére
pomagajg precyzyjnie okresli¢ stopien bolu.

W leczeniu bolu u zwierzat istnieje szeroki wybor srodkéw farmakologicz-
nych, ktére obejmuja:

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NSAIDs)
Sterydowe leki przeciwzapalne

Opioidowe i nieopioidowe leki przeciwboélowe
Agonisci receptoréw alfa-2 i alfa-2A adrenergicznych
Antagonisci receptoréw NMDA
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* Leki znieczulajace miejscowo
* Kannabinoidy
* Rozne suplementy i dodatki zywieniowe.

Dobér odpowiednich lekéw zalezy od wielu czynnikéw, takich jak gatu-
nek zwierzecia, rodzaj i nasilenie bélu, etap procedury badawczej lub chirur-
gicznej, stan kliniczny pacjenta, regulacje prawne, a takze dostepnos¢ danej
substancji.

Rozpoznawanie i leczenie bélu u zwierzat laboratoryjnych jest kluczowe
dla ich dobrostanu i zgodne z regulacjami etycznymi. B6l u zwierzat manife-
stuje sie zar6wno poprzez zmiany behawioralne, jak i fizjologiczne, dlatego
istotne jest stosowanie odpowiednich narzedzi oceny, dostosowanych do spe-
cyficznych potrzeb danego gatunku. Leczenie bélu powinno obejmowac wha-
$ciwie dobrang farmakoterapig, a takze alternatywne metody tagodzenia bélu.
Regularne monitorowanie stanu zwierzecia oraz dokladna dokumentacja sa
niezbedne dla skutecznego zarzadzania bélem u zwierzat laboratoryjnych.

Wyktad zakoriczy sie oméwieniem praktycznych przypadkéw klinicznych,
ktore zilustruja rézne podejécia do rozpoznawania i leczenia bélu u zwierzat,
z uwzglednieniem omawianych metod i narzedzi.
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Celem wystapienia jest przyblizenie problematyki resocjalizacji matp po-
chodzacych z laboratoriéw medycznych na przyktadzie grupy makakéw kro-
lewskich (Macaca mulatta) w Gdanskim Ogrodzie Zoologicznym. Malpy jako
zwierzeta stadne, majg bardzo ztozone zachowania oraz potrzeby socjalne.
Sposéb ich utrzymywania w laboratoriach czesto nie pozwala im w pelni roz-
wina¢ wszystkich umiejetnosci zycia w grupie, co stanowi ogromne wyzwanie
w ich pézniejszej socjalizacji. Nawet niewielkie zmiany sposobu utrzymania
zwierzat naczelnych w warunkach laboratoryjnych, takie jak kontakt z innymi
osobnikami wlasnego gatunku, trening medyczny czy szeroko pojete wzboga-
canie §rodowiska (enrichment), pozytywnie wplywaja na pézniejszy proces re-
socjalizacji. Utrzymanie dobrostanu zwierzat wplywa takze pozytywnie na
jako$¢ wynikow przeprowadzanych badan. Makaki krélewskie, przez podo-
bieristwo genetyczne i fizjologiczne do czlowieka, tatwos¢ obstugi oraz niski
stopnien zagrozenia (gatunek mniejszej troski LC wg IUCN), s najczesciej
uzywanymi zwierzetami naczelnymi w badaniach medycznych.

W 2005 roku Gdanski Ogréd Zoologiczny przyjat sze$¢ osobnikéw maka-
ka krolewskiego pochodzacych z likwidowanego osrodka w Austrii, z pozy-
skanych informacji wynikalo, ze zwierzeta do tej pory byly utrzymywane
pojedynczo w niewielkich klatkach bez bezposredniego kontaktu. Nie wyka-
zywaly umiejetnosci prawidtowego komunikowania sie, rozwigzywania kon-
fliktéw czy odchowu mtodych, a opiekunéw traktowaly wrogo. Proces
resocjalizacji prowadzony w gdanskim zoo byt bardzo dtugotrwaly i nie za-
koniczyl sie pelnym sukcesem.
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Ztozone potrzeby fizjologiczne oraz mentalne ssakéw naczelnych wyma-
gaja wickszej uwaznosci i powinny zmierza¢ do uzytkowania matp wylacznie
w uzasadnionych dobrem czlowieka sytuacjach, gdy inne metody badan zo-
staly wyczerpane. Zasada 3R (Replacement, Reduction and Refinement) wy-
daje sie dobrym kierunkiem etycznego, odpowiedzialnego i humanitarnego
wykorzystywania zwierzat, w tym naczelnych, w badaniach naukowych.
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The aim of the speech is to present the problems of resocialization of mon-
keys from medical laboratories into the exclusive group of Rhesus Monkey
(Macaca mulatta) in the Gdansk Zoo. As highly social animals, have very com-
plex behaviour and needs. Their persistence in laboratories often does not al-
low them to fully express their social behaviour, which poses a huge challenge
to their further socialization. Even small changes in laboratory conditions,
such as contact with conspecifics, medical training or a broadly understood
enrichment, has positive impact on resocialization process. The animal wel-
fare has also affects the results obtained by research. Rhesus Macaque are used
as model for human because of their genetic, physiological similarities and
low conservation threat level (LC least concern according to [UCN), which is
why they are the most frequently used main animals in research.

In 2005, the Gdarisk Zoo obtained 6 individuals of Rhesus Monkeys from
a liquidated facility in Austria, based on information obtained that the ani-
mals had previously been kept individually in small cages without direct con-
tact with each other. They have no skills in social behaviour, resolving conflicts
or rearing of the young, and treat the keepers as enemies. The resocialization
process was very difficult and not fully effective.

Complex physiological and mental needs of primates require additional
attention and should be used only in justified cases and when other methods
of research are exhausted. The 3R framework (Replacement, Reduction and
Refinement) seems to be a good ethical direction, appropriate and humane
use of animals, including primates, in scientific research.
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Wplyw wieku i plci na farmakokinetyke
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Meloksykam (MLX) nalezy do grupy niesteroidowych lekéw przeciwza-
palnych o dzialaniu przeciwzapalnym, przeciwbdlowym i przeciwgoraczko-
wym, a jego mechanizm dzialania polega na preferencyjnym hamowaniu
cyklooksygenazy-2 [1]. Jest jednym z najczeéciej stosowanych lekéw z tej gru-
py u psow, gryzoni i innych gatunkéw. Zalecane dawkowanie u pséw to doust-
ne podanie w pierwszym dniu leczenia dawki 0,2 mg/kg, po czym stosowanie
dawki podtrzymujacej 0,1 mg/kg co 24 godziny. U szczuréw zazwyczaj podaje
si¢ 0,2 - 2 mg/kg tego leku raz dziennie droga doustng lub podskérna [2].

Celem przeprowadzonych badari byta ocena wptywu wieku i plci szczuréw
na profil farmakokinetyczny MLX po podaniu doustnym wraz z pozywie-
niem.

Badania przeprowadzono w grupie 24 szczuréw (12 samcéw i 12 samic) Wi-
star w wieku 3 miesiecy i 2 lat (po 6 zwierzat kazdej plci). MLX w postaci za-
wiesiny (Meloxidyl 1,5 mg/ml, Ceva) podawano z pozywieniem (Nestle sinlac)
w dawce 1 mg/kg. Probki krwi do oznaczen pobierano z zyly ogonowej w r6z-
nych punktach czasowych do 120-168 h. Stezenia MLX w surowicy oznaczono
przy pomocy techniki LC-MS/MS. Analize¢ farmakokinetyczng przeprowa-
dzono w programie PKanalix (MonolixSuite, Lixoft), a analize statystyczna
w programie Statistica v. 13.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze stezenia badanego leku
utrzymywaly sie do ostatniego mierzonego punktu czasowego u wszystkich
zwierzat, a proces eliminacji przebiegal znacznie wolniej u samic niz u sam-
c6w. Zaobserwowano istotne réznice pomiedzy warto$ciami §redniego czasu
przebywania w ustroju (MRTO0-), pozornego klirensu (CL/F), statej szybko-
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$ci eliminacji (z) oraz okresu p6ttrwania (t0.5 z) tego leku u zwierzat réznych
plci. Nie stwierdzono istotnych r6znic w warto$ciach parametréw farmako-
kinetycznych pomiedzy szczurami starszymi i mtodymi, co sugeruje iz wiek
nie wplywa istotnie na farmakokinetyke, eliminowanego gtéwnie w wyniku
metabolizmu w watrobie, MLX u szczuréw.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze istnieje potrzeba modyfikacji zale-
canego schematu dawkowania MLX u tego gatunku z uwzglednieniem plci
zwierzat, z uwagi na ryzyko akumulagji tego leku w organizmie samic po po-
daniu wielokrotnym.
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Meloxicam (MLX) belongs to the group of non-steroidal anti-inflamma-
tory drugs with anti-inflammatory, analgesic and antipyretic properties. Its
mechanism of action is based on preferential inhibition of cyclooxygenase-2
[1]. It is one of the most frequently used drugs from this group in dogs, ro-
dents and other species. The recommended oral dosage for dogs is 0.2 mg/kg
on the first day of treatment, followed by a maintenance dose of 0.1 mg/kg
every 24 hours. In rats, 0.2 - 2 mg/kg of this drug is usually administered on-
ce daily by oral or subcutaneous route [2].

The aim of the study was to assess the effect of age and sex of rats on the
pharmacokinetic profile of MLX after its oral administration with food.

The research was carried out in a group of 24 Wistar rats (12 males and 12
females), aged 3 months and 2 years (6 animals of each sex). MLX in the form
of a suspension (Meloxidyl 1.5 mg/ml, Ceva) was administered with food (Ne-
stle sinlac) at a dose of 1 mg/kg. Blood samples were collected from the tail
vein at various time points up to 120-168 h. MLX concentrations in serum we-
re determined using the LC-MS/MS technique. The pharmacokinetic analy-
sis was performed in the PKanalix program (MonolixSuite, Lixoft, France),
and the statistical analysis was performed using Statistica v.13.

The results of the study showed that the concentrations of the tested drug
were maintained until the last measured time point in all animals and the eli-
mination process was much slower in female than in male rats. Significant dif-
ferences were observed between the values of mean residence time (MRT0-c0),
apparent clearance (CL/F), elimination rate constant (z) and half-life (0.5 z)
of this drug in animals of different sexes. There were no significant differences
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in the values of pharmacokinetic parameters between old and young rats,
which suggests that age does not significantly affect the pharmacokinetics of
eliminated mainly by the liver MLX in rats.

The study results indicate that there is a need to modify the recommended
dosage regimen of MLX in this species taking into account sex of the animals
due to the risk of accumulation of this drug in the body of female rats after
repeated administration.
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Ketoza, jedna z choréb metabolicznych bydta mlecznego, powoduje po-
wazne straty ekonomiczne wéréd hodowcéw, obniza wydajnos¢ mleczng, wply-
wa na wystepowanie innych choréb oraz sprzyja wezesnemu brakowaniu kréw
ze stada. Gléwng przyczyna wystepowania zaburzen metabolicznych u zwie-
rzat s3 czynniki srodowiskowe, ale coraz czeéciej obserwuje sie indywidualne
predyspozycje genetyczne sprzyjajace tym chorobom!. Charakterystycznym
objawem ketozy jest podwyzszony poziom ciat ketonowych (kwasu hydroksy-
mastowego (BHB), kwasu acetylooctowego i acetonu) w ptynach ustrojowych?*.
Celem pracy byta analiza polimorfizmu ¢.495C > T genu osteopontyny oraz
jego zwiazku z opornoécig na ketoze u bydta rasy polskiej holsztynisko-fryzyjskiej
(HF). Osteopontyna (OPN) to glikoproteina o wszechstronnych wtasciwo-
$ciach, ktéra m.in. bierze udzial w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowe-
go i jest uwazana za przypuszczalny biomarker zmian metabolicznych
zachodzacych u kréw*. W badaniu wykorzystano prébki krwi pobrane od
977 kréw w ré6znym wieku (prébki krwi pobierano w ramach standardowych
procedur weterynaryjnych). Krew wykorzystano do oznaczenia poziomu BHB
oraz do izolacji DNA. Przy pomocy metody PCR-RFLP, w analizowanym
locus zidentyfikowano trzy genotypy (CC, CT, TT). Najczestszym w badanej
populacji byt genotyp CT (0,50), natomiast najrzadszym TT (0,08). Ketoze
najczesciej obserwowano u kréw o genotypach CC oraz CT. Do potwierdze-
nia zaleznosci miedzy genotypem a wystepowaniem choroby, wykorzystano
analize wagi dowodu (Weight of Evidance). Na podstawie krzywej ROC (Receiver
Operating Characteristic) ustalono, ze > 75% kréw posiadajacych genotyp TT
w locus ¢.495C>T genu OPN byto odpornych na ketoze. Wyniki badan suge-
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ruja, ze oznaczanie polimorfizmu w obrebie genu OPN moze sta¢ si¢ skutecz-
na metodg typowania kréw odpornych na ketoze.

Numer patentu — Pat.245009
Sientific Reports-Nature: https://doi.org/10.1038/s41598-023-48771-5
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Ketosis, one of the metabolic diseases that occur in dairy cattle, severely af-
fects the economics of production, due to its impact on the milk yield, the in-
cidence of other diseases and loss of cows from the herd. Metabolic disorders
are caused by environmental factors, but individual genetic predispositions
are also observed!. It is characterized by increased levels of ketone bodies (hy-
droxybutyric acid (BHB), acetylacetic acid, and acetone) in animal’s body flu-
ids?3. The aim of the study was to analyse the ¢.495C >T polymorphism of
the osteopontin gene and its relationship with resistance to ketosis in Polish
Holstein—Friesian (HF) cattle. Osteopontin (OPN), a glycoprotein with ver-
satile properties that among other things, is involved in the functioning of the
immune system, is considered a potential biomarker of metabolic changes oc-
curring in cows*’. The study used blood samples collected from the 977 cows,
for the level determination of BHB and for DNA isolation (blood samples
were collected as part of standard veterinary procedures). The ¢.495C > T po-
lymorphism of the OPN gene was determined by PCR-RFLP method. As
a result, three genotypes (CC, CT, and TT) are identified at the analysed locus.
The CT genotype (0.50) was considered the most common, while TT genoty-
pe (0.08) was the rarest. Cows with ketosis most often had the CC and CT ge-
notypes, while cows with the TT genotype had the lowest incidence of ketosis.
The association between the genotype and ketosis in cows was confirmed by
a Weight of Evidence (WoE). The distribution of the ROC curve showed that the
probability of resistance to ketosis is greater than 75% if the cow has the TT
genotype of the OPN gene. Results suggest that the OPN gene might be effec-
tive marker to detect the cows with resistance to ketosis.
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Choroba Niemanna-Picka typu C (NPC) to rzadka lizosomalna choroba
spichrzeniowa spowodowana mutacjami w genach NPCI lub NPC2. Bez wzgledu
na rodzaj konkretnej mutacji, NPC cechuje sie nieprawidtowym transportem
lipidéw, co prowadzi do wewnatrzkomérkowego nagromadzenia cholestero-
lu i glikosfingolipidéw. Zaburzenie to prowadzi do postepujgcego pogorsze-
nia sie stanu uktadu nerwowego, powodujac powazne problemy neurologiczne
i ostatecznie prowadzac do $mierci.

Danio pregowany oferuje znaczne korzyéci w badaniach nad chorobami
ludzkimi z uwagi na swoje genetyczne podobienistwo do czlowieka, przejrzy-
sto$¢ na wezesnych etapach rozwoju, szybki rozwoj, oraz fatwo§¢ w manipu-
lacji genetycznej. W niniejszym projekcie badawczym prezentujemy wyniki
analizy mikroskopii elektronowej (EM), kt6re poréwnuja ultrastrukturalne cechy
homozygotycznych i ztozonych heterozygotycznych mutantéw #pc2 zebrafish,
dostarczajac nowych informacji na temat patogenezy choroby Niemanna-Pic-
ka typu C.

Korzystajac z rybiego modelu NPC opracowanego przez nasza grupe ba-
dawcza (Wiweger et al., 2021), zbadalismy ultrastrukture komorek w réznych
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organach i tkankach. Podobnie jak w komérkach pacjentéw i w mysich mo-
delach NPC, komérki mutantéw zebrafish rpe2. [#e30%wa302 wykazuja znaczace
zmiany w morfologii organelli zaréwno u dorostych osobnikéw, jak i u pie-
ciodniowych larw zebrafish. Zmiany te obejmujg nieprawidtowe struktury li-
zosomalne z nagromadzeniem lameli lipidowych oraz zwickszenie liczby
autofagosoméw i autofagolizosoméw w mézgu. Charakterystyczne zmiany
ultrastrukturalne NPC zaobserwowano réwniez w innych tkankach, takich jak
przednercze, rdzen kregowy, gonady, nerwy boczne, jelito i nabtonek wechowy:

Co ciekawe, negatywne konsekwencje nagromadzenia cholesterolu gtéwnie
wplywaja na komérki nieneuronalne, a ta obserwacja dostarcza nowych da-
nych na temat patogenezy choroby NPC. Ponadto zidentyfikowali$my rézne
nasilenie fenotypu zwigzane z konkretnymi mutacjami w genie 7pc2. Podczas
gdy wariant rpc2.[v@30%/ w302 wykazywal silne zmiany, inny homozygotyczny
wariant (npc2.I”/7°) nie ujawnial zadnych zauwazalnych objawéw chorobo-
wych. Co istotne, ztozony heterozygotyczny uklad (rpc2.1230%%) wykazal naj-
ciezszy fenotyp sposréd wszystkich analizowanych genotypéw.

Badania te podkreslaja potencjat danio pregowanego jako wartosciowego
modelu organizmu do badania patofizjologii NPC. Uzyskanie glebszego zro-
zumienia mechanizméw choroby moze utorowa¢ droge do opracowania bar-
dziej skutecznych terapii.
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Niemann-Pick Type C (NPC) disease is a rare genetic disorder caused by
mutations in the NPC1 or NPC2 genes. It leads to abnormal lipid transport,
resulting in cholesterol and glycosphingolipid accumulation in cells. This di-
srupts the nervous system, causing severe neurological problems and eventu-
ally death.

Zebrafish, a model organism similar to humans, offer significant advanta-
ges for studying NPC. Their transparency and genetic manipulation capabili-
ties allow for detailed investigation of the disease. This study employs electron
microscopy (EM) to compare the ultrastructural features of homozygous and
compound heterozygous #pc2 zebrafish mutants, offering insights into Nie-
mann-Pick Type C disease.

Consistent with observations in NPC patients and mouse models, cells of
zebrafish npc2. [v#w30%/wx302 mutant show significant changes in organelle mor-
phology in both adult zebrafish and five-day-old larvae. These changes include
abnormal lysosomal structures with an accumulation of lipid lamellae and
an increased number of autophagosomes and autophagolysosomes in the bra-
in. The hallmark ultrastructural changes of NPC were also observed in other
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tissues such as the pronephros, spinal cord, gonads, lateral nerves, intestine,
and olfactory epithelium.

Interestingly, the detrimental effects of cholesterol accumulation primar-
ily affect non-neuronal cells, and with this observation we provide new insights
into the pathogenesis of NPC disease. Additionally, we identified different
phenotypic manifestations based on specific mutation type in the 7pc2 gene.
While the npc2.1##30%/»a302 yariant showed pronounced phenotypic effects,
another homozygous variant (7pc2.I"7°) did not exhibit any noticeable phe-
notype. Notably, compound heterozygote (rpc2.17%3°%™) demonstrated the
most severe phenotype among all genotypes analyzed.

This research underscores the potential of zebrafish as a valuable model or-
ganism for studying the pathophysiology of NPC. By gaining a deeper under-
standing of the disease's mechanisms, we can pave the way for the development
of more effective therapies.
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obiegu wody

Akwakultura to chéw oraz hodowla organizméw zyjacych w wodzie, utrzy-
mywanych najczesciej w celach konsumpcyjnych. Jest ona alternatywng for-
ma gospodarki dla ryboléwstwa, bedgcego jedna z najstarszych i najbardziej
rozpowszechnionych aktywnosci cztowieka warunkujacej jego przetrwanie.
W skali globalnej akwakultura dostarcza wieksza ilo§¢ produktéw niz pozy-
skiwane jest ze srodowiska naturalnego. Dzieje si¢ tak dzieki dywersyfikacji
produkgji — obecnie w warunkach kontrolowanych, w akwakulturze towarowej
oraz zachowawczej utrzymuje si¢ juz ponad 600 taksonéw [1, 2]. Mimo wielu
zalet, systemy ze zwrotnym obiegiem wody (ang. Recirculated Aquaculture
Systems) wciaz nie nalezg do powszechnie uzytkowanych w akwakulturze.
Zwigzane jest to przede wszystkim z wysokimi kosztami inwestycji, jak i wyz-
szymi kosztami stalymi w poréwnaniu do systeméw przeptywowych. W od-
powiednio zaprojektowanych i uzytkowanych systemach RAS warunki
srodowiskowe staja si¢ stabilniejsze w poréwnaniu do systeméw przepltywo-
wych, mozliwe staje sie réwniez doktadne kontrolowanie stezenia substancji
chemicznych rozpuszczonych w wodzie, ktére moga mie¢ negatywny wplyw
nawyniki produkeyjne. Nalezy podkresli¢ réwniez fakt, iz stale parametry wo-
dy s3 zwigzane z dobrostanem utrzymywanych zwierzat [3] oraz z mozliwos-
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cig utrzymywania organizmoéw bardziej wymagajacych w miejscach, ktére nie
maja bezposredniego dostepu do wysokiej jakosci wody [4].

Realizacja prac badawczych i rozwojowych w obszarze akwakultury wyma-
ga zastosowania eksperymentalnych systeméw recyrkulacyjnych (eRAS) de-
dykowanych dla poszczegélnych grup/gatunkéw organizméw wodnych.
Systemy takie musza tworzy¢ optymalne warunki dla utrzymywanych zwie-
rzat przy jednoczesnym spetnieniu poprawnos$ci metodycznej prowadzonych
eksperyment6w.

Badania zrealizowano w ramach operacji pt.: ,Jnnowacyjny system rozrodu
iwychowu karpiowatych ryb reofilnych w biologicznie efektywnej i niskoemi-
syjnej akwakulturze zachowawczej”, umowa o dofinansowanie nr 00002-
6521.1-OR1500001/22 zawarta w dniu 9 listopada 2022 roku w ramach dziatania
2.1 ,Innowacje” o ktérych mowa w art. 47 rozporzadzenia nr 508/2014 w za-
kresie Priorytetu 2 — Wspieranie akwakultury zréwnowazonej $rodowiskowo,
zasobooszczednej, innowacyjnej, konkurencyjnej i opartej na wiedzy, zawarte-
go w Programie Operacyjnym ,,Rybactwo i Morze”.
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Aquaculture is the breeding and farming of organisms living in water, usu-
ally kept for consumption purposes. It is an alternative form of economy to
fishing, which is one of the oldest and most widespread human activities that
determine their survival. On a global scale, aquaculture provides more pro-
ducts than are obtained from the natural environment. This is due to the di-
versification of production — currently, over 600 taxa are kept in controlled
conditions, in commercial and conservative aquaculture [1, 2]. Despite many
advantages, systems with reverse water circulation (Recirculated Aquaculture
Systems) are still not widely used in aquaculture. This is primarily due to high
investment costs and higher fixed costs compared to flow systems. In proper-
ly designed and used RAS systems, environmental conditions become more
stable compared to flow systems, and it is also possible to precisely control the
concentration of chemical substances dissolved in water, which may have a ne-
gative impact on production results. It should also be emphasized that con-
stant water parameters are related to animal welfare [3] and to the possibility
of rearing more demanding organisms in places that do not have direct access
to high-quality water [4]. The implementation of research and development
work in the area of aquaculture requires the use of experimental recirculation
systems (eRAS) dedicated to particular groups/species of aquatic organisms.
Such systems must create optimal conditions for the animals kept while meeting
the methodological correctness of the conducted experiments.
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This study was carried out as part of the project entitled: “Innovative system
of theophilic cyprinid fishes reproduction and rearing in biologically effec-
tive and low emission conservative aquaculture”, no. 00001-6521.1-
OR1500001/22, Task 2.1 “Innovations” according to EU Regulation No.
508/2014, Priority 2 — “Supporting environmentally sustainable, resource-ef-
ficient, innovative, competitive and knowledge-based aquaculture” realized in
the Operational Program “Fisheries and Sea”.
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High Content Screening to technologia z zakresu mikroskopii fluorescen-
cyjnej, konfokalnej oraz mikroskopii $wiatta przechodzacego pozwalajaca na
uzyskiwanie duzej ilosci wynikéw w krétkim czasie, w wystandaryzowanych
warunkach na poziomie pojedynczej komérki.

Pozwala na analizy 2D oraz 3D komoérek zywych, komorek utrwalonych,
sferoid6w, organoidéw, uktad6w Organ-on-Chip, skrawkéw tkankowych oraz
organizméw modelowych (m. in. D. rerio, C. elegans). Dzigki swej wszechstronno-
$ci stanowi alternatywe dla badan i vivo na wstepnych etapach opracowywania
lekéw. Modele doswiadczalne opracowane i przetestowane na komérkach,
uktadach 3D czy Organ-on-Chip pozwalaja na wyb6r zwigzkéw najlepiej ro-
kujacych jako kandydaci na leki. Wybrane ta droga substancje musza by¢ nadal
testowane na zwierzetach laboratoryjnych w koficowych etapach opracowywa-
nia leku, ale wykorzystywanie technologii HCS pozwala na znacznie ograni-
czenie ilosci tych zwierzat.

Pelna automatyzacja procesu obrazowania i analizy danych w technologii
HCS gwarantuje wysoka standaryzacje wynikéw. HCS stanowi alternatywe do
badan # viwo na poczatkowych etapach badan przedklinicznych, umozliwia-
jac uzyskiwanie wynikéw z badan przesiewowych dla bibliotek zwigzkéw
— kandydat6éw na leki. Jednocze$nie skraca czas takich badan oraz umozliwia
jednoczesne prowadzenie badan wieloparametrowych pozwalajacych na okre-
$lenie wplywu tych zwigzkéw na rézne aspekty metabolizmu komoérkowego.
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High Content Screening is a technology in the field of fluorescence, con-
focal and transmitted light microscopy that allows obtaining a large number
of results in a short time, under standardized conditions at the single-cell level.

It allows 2D and 3D analyzes of living cells, fixed cells, spheroids, organo-
ids, Organ-on-Chip systems, tissue sections and model organisms (including
D, rerio, C. elegans). Thanks to versatility, are a great alternative to iz vivo tests at
the initial stages of drug development. Experimental models developed and
tested on cells, 3D systems or Organ-on-Chip allow the selection of compo-
unds with the best promise as drug candidates. Substances selected this way
must still undergo animal testing in the final stages, however the use of HCS
technology allows for a significant reduction in the number of these animals.

Full automation of the imaging and data analysis process using HCS tech-
nology guarantees high standardization of results. HCS provides an alternati-
ve to in vivo testing in the early stages of preclinical testing, enabling results to
be obtained from screening for libraries of compounds - drug candidates. At
the same time shorten the time of tests and enable simultaneous multi-para-
meter research to determine the impact of these compounds on various as-
pects of cellular metabolism.
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Choroba Alzheimera (AD) jest najczestsza chorobg neurodegeneracyjna
na $wiecie oraz sz6sta gléwna przyczyng $mierci ludzi i jak dotad nie opraco-
wano skutecznego przeciw niej lekarstwa [1, 2]. Choroba wigze sie z postepu-
jaca utratg funkcji poznawczych i moze wystepowaé w postaci rodzinnej lub
sporadycznej. Rodzinna forma AD stanowi 1-5% wszystkich przypadkéw,
podczas gdy forma sporadyczna, wystepujaca najczesciej u pacjentéw powy-
zej 65 roku zycia (late-onset AD, LOAD), odpowiada za 95% przypadkéw [3].
W ostatnim czasie zidentyfikowano szereg genéw zwiazanych ze zmianami
patologicznymi, charakterystycznymi dla LOAD, obejmujgcymi nieprawidto-
we przetwarzanie amyloidu beta (A ) i biatka Tau, dysfunkcje synaptyczne
i mitochondrialne, uszkodzenia nerwowo-naczyniowe, stres oksydacyjny oraz
procesy zapalne [4]. Poniewaz choroba dotyka wylacznie ludzi, opracowano
wiele zwierzecych modeli AD, w szczegélnosci mysich, w celu lepszego po-
znania i zrozumienia mechanizméw choroby oraz dla oceny potencjalnych
terapii. Do badan powszechnie wykorzystywane s3 transgeniczne modele my-
szy, niosace mutacje genetyczne zwigzane z rodzinng postacia AD (Familial
Alzheimer’s Disease, FAD). Istnieja réwniez nowsze generacje modeli myszy,
powstale dzieki technologiom knock-in (KI)/knock-out (KO), edycji genéw
za pomocg metody CRISPR, a takze poprzez wstrzykiwanie lizatéw mozgo-
wych od pacjentéw z AD, myszy modelowych AD, lub rekombinowanego bial-
ka Tau do mézgéw zdrowych myszy [5]. Najnowsze modele myszy moga
odzwierciedla¢ rodzinna badz sporadyczng posta¢ AD, umozliwiajac bada-
nia nad choroba bez nadmiernej ekspresji ludzkich genéw. W przysztosci pla-
nuje sie¢ wprowadzenie modeli AD bedacych chimerycznymi systemami
taczacymi myszy i komoérki ludzi, powstatych dzigki transplantacji ludzkich
indukowalnych pluripotencjalnych komérek macierzystych (induced Pluri-
potent Stem Cells, iPSC) do myszy [4].
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Na calym $wiecie patogeny przenoszone drogg pokarmowa stanowig po-
wazne zagrozenie zdrowia publicznego. Jedng z najczestszych przyczyn zatru¢
pokarmowych (toksykoinfekcji pokarmowych) pochodzenia bakteryjnego sa
Gram-ujemne pateczki Salmonella spp. Powaznym problemem epidemiologicz-
nym zwigzanym z wprowadzeniem tych patogennych bakterii do srodowiska
itanicucha pokarmowego jest stan bezobjawowego nosicielstwa. Doktadne wy-
jasnienie bezobjawowego nosicielstwa nie zostato jak dotagd poznane. Fakt, ze
niektdre patogeny moga pozostaé upione przez pewien okres czasu moze
mie¢ zwigzek ze zjawiskiem tolerancji immunologicznej i/lub kwestia pozio-
mu drobnoustrojéw i ich toksyn w organizmie. W organizmie toksyny bakte-
ryjne wywolujg szeroka game oddziatywan biologicznych. Ponadto coraz
czesciej w chorobach przewlektych, takich jak choroby onkologiczne, neuro-
degeneracyjne, metaboliczne, czy zaburzenia psychiczne, podkresla sie role
czynnikéw infekeyjnych, w tym bakterii Gram-ujemnych i ich lipopolisacha-
rydéw. Mikroorganizmy i ich toksyny moga przyczynia¢ sie do rozwoju i pro-
gresji nowotwordw, wplywac na dziatanie lekéw przeciwnowotworowych i na
przerzuty zwiazane z procesem nowotworowym [Jain i in., 2019; Wheeler and
Liss, 2019]. I tak nosicielstwo pateczek Salmonella niedurowych jak i durowych
stanowi czynnik ryzyka powstania raka jelita grubego, raka pecherzyka zétcio-
wego, a takze choréb autoimmunologicznych [Iyer i in., 2016; Sima i in., 2024].

Wysoka dawka LPS, podawana zwykle bezpos$rednio do istoty czarnej, od
lat stosowana jest w do§wiadczalnych modelach zwierzecych, nasladujacych
objawy choroby Parkinsona u ludzi [Huang i in., 2017]. Modele te wykorzy-
stuja zdolno$¢ LPS do aktywacji komérek mikrogleju i wydzielania mediato-
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réw stanu zapalnego. Prozapalne dziatanie LPS odgrywa réwniez wazng role
w chorobie Alzheimera, stwardnieniu zanikowym bocznym, czy w zaburze-
niach psychicznych z uposledzeniem funkcji poznawczych. Mechanizm w jaki
LPS moze by¢ zwigzany z chorobami neurodegeneracyjnymi, onkologiczny-
mi i metabolicznymi nie jest dobrze poznany, ale wiadomym jest, ze LPS mo-
ze w tym celu wykorzystywa¢ swoje zdolnosci do aktywacji receptora TLR4,
makrofagéw oraz przenikania przez bariere krew-mézg [Zhao i in., 2017].

Systemowe podawanie niskich dawek LPS indukuje produkgje cytokin proza-
palnych, ktére aktywuja uktad odpornosciowy, co skutkuje objawami choro-
bowym. Nawet zastosowanie pojedynczej subklinicznej niskiej dawki LPS S.
Enteritidis (dawki, ktora nie powoduje zadnych objawéw choroby) wywotuje
dysregulacje neuropeptydéw w poszczegélnych odcinkach jelit i w pecherzyku
z6lciowym [Mikotajczyk i in., 2017; Mikotajczyk i Makowska, 2017] oraz zm-
niejszenie odsetka limfocytéw T CD4 i CD8 we krwi bez statystycznie istotnych
zmian w poziomach IL-6 i TNF-a w surowicy $wini [Mikotajczyk i Ztotkowska,
2018]. Ponadto, stosujgc ten sam model eksperymentalny u §wini domowej
(Sus scrofa domestica L.) z podaniem LPS z S. Enteritidis w dawce subklinicznej, za-
obserwowano dysregulacje kluczowych regulatoréw osi hormonalnych w wy-
branych strukturach podwzgérza i gruczotach osi endokrynnych: HPA, HPT
i HPO [Mikotajczyk i Ztotkowska, 2019]. LPS S. Enteritidis w subklinicznej dawce
wplywa tez na ekspresje genéw w komoérkach kory nadnerczy oraz endome-
trium $wini domowej. Taka endotoksyna w niskiej koncentracji nie powodujgca
objawéw chorobowych moze wywotywaé zmiany ekspresji w transkryptomie
oraz modulowa¢ molekularne mechanizmy warunkujace utrzymanie home-
ostazy w trakcie stanu przypominajacego bezobjawowe nosicielstwo [Paukszto
iin., 2019; 2020].

Nalezy zauwazy¢, ze fakt deregulacji komorek i substancji biologicznie ak-
tywnych pod wplywem nawet tak niskich dawek LPS S. Enteritidis, ktére nie wy-
woluja objawéw chorobowych wskazuje, ze nie jest etyczne wykonywanie
badan dotyczacych endotosyn z udziatem ludzi, jesli nie sa znane dtugotrwate
konsekwencje ich dziatania. W celu zrozumienia proceséw zachodzacych w cie-
le ludzkim sprawdza si¢ model $wini domowej, poniewaz $winie sg filogene-
tycznie blizsze ludziom niz gryzonie, a badania z ich udzialem cechujy sie
dobra powtarzalnoscig wynikéw. Gatunek ten charakteryzuje sie wysokg zgod-
noécig z organizmem czlowieka pod wzgledem anatomicznym, fizjologicz-
nym i immunologicznym.



Objawy dziatania LPS mogg by¢ rézne nie tylko wzgledem zastosowanej w ba-
daniach dawki LPS, ale réwniez w zaleznosci od gatunku bakterii, z ktérego
pochodzi LPS [Pieterse i in., 2016; Fux i in., 2023]. Zastosowanie w badaniach
in vitro niskiej dawki LPS pochodzacych z trzech réznych serotypéw pateczek
Salmonella nie zmienito liczby neuronéw DRG (bioracych udzial w unerwieniu
zastawki kretniczo-katniczej), ale wplyneto na ich chemizm czego przyktadem
byto oddziatywanie LPS pochodzacego z S. Enteritidis prowadzace do wzrostu
odsetka komérek nerwowych SP-pozytywnych, podczas gdy LPS S. Minnesota
1 LPS S. Bphimurium wywarly przeciwstawny efekt. [Mikotajezyk i in., 2018].

Nalezy zwréci¢ uwage, ze oddzialywanie niskich dawek LPS na komérki
moze by¢ odmienne i zalezne nie tylko od gatunku, ale i od serotypéw bakte-
rii. Stad kluczowe jest, by zawsze w opracowaniach wynikéw prac naukowych
podawa¢ pochodzenie uzytego w badaniach lipopolisacharydu z doktadno-
$cig do serotypu (niestety wielu artykutom brakuje kluczowych informacji na
temat konkretnego typu LPS). Badania dotyczace lipopolisacharydéw powinny
uwzglednia¢ ich duza zmienno$¢ i réznorodnos¢. Ponadto obecno$é w orga-
nizmie LPS S. Enteritidis w ilo$ci nie wywotujacej objawéw chorobowych mo-
ze powodowac nieznane dtugofalowe konsekwencje, zwiazane z dziataniem na
komérki i substancje biologicznie czynne organizmu. Z tego wzgledu w stra-
tegiach badawczych i przemysle farmaceutycznym nalezy uwzglednic rozwa-
zania dotyczace roznej aktywnosci biologicznej LPS w zaleznosci od r6znych
zrodel bakterii i dtugofalowych skutkéw LPS w réznych dawkach.
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Throughout the world, foodborne pathogens are a serious public health
threat. One of the most common causes of foodborne toxic infections of bac-
terial origin is Gram-negative Salmonella spp. Epidemiologically, a major issue
associated with the introduction of these pathogenic bacteria into the envi-
ronment and food chain is the state of asymptomatic carriers. An exact expla-
nation for asymptomatic carriage is so far unknown. The fact that some
pathogens can remain dormant for a certain period of time may be related to
the phenomenon of immune tolerance and/or the issue of the level of micro-
organisms and their toxins in the body. On the systemic level, bacterial toxins
induce a range of biological activities. Moreover, for chronic diseases such as
mental, oncological, neurodegenerative and metabolic diseases, the role of in-
fectious agents, including Gram-negative bacteria and their lipopolysacchari-
des, is increasingly emphasized. Microorganisms and their toxins may
contribute to the development and progression of cancer, affecting the action
of anti-cancer drugs and the metastases associated with the neoplastic process
[Jain e al, 2019; Wheeler and Liss, 2019]. For example, an asymptomatic car-
rier state for both non-typhoidal and typhoidal Salmonella represents a risk fac-
tor for colorectal and gallbladder cancer, as well as autoimmune disorders [Iyer
etal., 2016; Sima e al., 2024].

A high dose of LPS, usually administered directly into the substantia ni-
gra, has been used for years in experimental animal models mimicking the
symptoms of Parkinson’s disease in people [Huang ¢z al.,, 2017]. These models
make use of the LPS ability to activate microglial cells to release the inflam-
matory mediators. LPS pro-inflammatory activity also plays an important ro-
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le in Alzheimer’s disease (AD), amyotrophic lateral sclerosis or mental disor-
ders with cognitive function impairment. The mechanism through which LPS
may be associated with neurodegenerative, oncological and metabolic diseases
is not well understood, but it is known that LPS may use its ability to activate
TLR4, macrophages, and cross the blood-brain barrier [Zhao et 4l., 2017].

Systemic administration of LPS at low doses induces the production of
pro-inflammatory cytokines that activate the immune systems, resulting in di-
sease symptoms. Even using a single subclinical low dose of LPS S. Enteritidis
(a dose that did not cause any symptoms of illness) induced dysregulation of
neuropeptides in the particular intestinal segments and gallbladder [Mikotaj-
czyk et al., 2017, Mikotajczyk and Makowska, 2017] and a decrease in the per-
centage of CD4 and CD8 T lymphocytes in the blood without statistically
significant changes in IL-6 and TNF-« levels in the pig serum [Mikotajczyk
and Ztotkowska, 2018]. Moreover, it was observed that using the same experi-
mental model of the domestic pig (Sus scrofa domestica L.), the administration
of LPS from S. Enteritidis at a subclinical dose induced dysregulation of the le-
vels of the key regulators of the hormonal axes in the selected structures of the
hypothalamus and the glands of the endocrine axes (HPA, HPT and HPO)
[Mikotajczyk and Ztotkowska, 2019]. LPS from S. Enteritidis in a subclinical
dose also affects gene expression in the adrenal cortex and endometrium cells
of domestic pigs. It has been confirmed that such endotoxin in low concen-
trations, which does not cause disease symptoms, can induce changes in the
transcriptome expression and modulate molecular mechanisms that condi-
tion the maintenance of homeostasis during a state resembling an asympto-
matic carrier state [Paukszto e al, 2019; 2020].

However, it should be noted that the dysregulation of the cells and biolo-
gically active substances induced by such low doses of LPS S. Enteritidis, which
do not cause symptoms of illness, shows that it is not ethical to conduct rese-
arch involving the use of endotoxins on people if the long-term consequences
of their use are not known. To understand the processes occurring in the hu-
man body, the domestic pig model is used because pigs are phylogenetically
closer to people than rodents, and the studies on them produce repeatable re-
sults. This species is very similar to the human body anatomically, physiolo-
gically, and immunologically.

The symptoms of LPS activity may differ not only depending on the LPS
dose used in the studies but also on the bacterial species from which LPS was
derived [Pieterse et al., 2016; Fux et al., 2023]. The use of a low dose of LPS in i



vitro studies involving LPS derived from three different Salmonella serotypes
did not change the number of DRG neurons (neurons participating in the in-
nervation of the ileocecal valve) but affected their neurochemistry, an exam-
ple being the activity of S. Ewnteritidis LPS resulting in an increase in the
percentage of SP-positive neurons, while S. Minnesota LPS and S. Typhimurium
LPS exerted the contrary effect [Mikolajczyk e al., 2018].

It should be noted that the activity of low doses of LPS on the cells may va-
ry and may depend not only on the species but also on the serotypes of the
bacteria. Therefore, it is crucial in publications to always report the origin of
the lipopolysaccharide used in the research, down to the serotype (unfortu-
nately, many articles lack key information about a specific type of LPS). Stu-
dies on lipopolysaccharides should take into account their high variability
and diversity. Moreover, the presence of LPS S. Enteritidis in the body in an amo-
unt which does not induce any symptoms of illness may bring about unk-
nown long-term consequences associated with its action on the cells and
biologically active substances of the body. Taking the above into considera-
tion, research strategies and the pharmaceutical industry should take into ac-
count the diverse biological activity of LPS, dependent on the sources of the
bacteria and the long-term consequences of LPS used in various doses.
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Bol jest ztozonym doswiadczeniem kazdego kregowca, na ktére sktadaja
si¢ aspekty zmystowe i emocjonalne, a stopieni jego nasilenia i nastepowego
odczuwania przez organizm jest zawsze zmienny i zalezy od czynnikéw su-
biektywnych oraz od rodzaju doznanego urazu. Dla kazdego organizmu bél
stanowi naturalny sygnat chorobowy i petni funkcje ostrzegawczo-ochronng.
Ostrzega organizm przed uszkodzeniem tkanek, chorobg lub urazem oraz wy-
zwala odruchowa odpowiedz organizmu, majgcg na celu zminimalizowanie
skutkéw zagrozenia, ograniczyc¢ jego zasieg i zapewnic organizmowi optymal-
ne warunki procesu gojenia. Zatem bél ma za zadanie motywowanie organi-
zmu do zmiany zachowania w celu redukcji jego odczuwania, to znaczy, ze
b6l zawsze wywoluje reakcje unikania co stanowi pozytywna jego role. Recep-
torami bélowymi sa nocyceptory. W nastepstwie ich draznienia dochodzi do
odczuwania bélu przez organizm czlowieka czy zwierzecia. Informacje o bo-
lu docieraja do osrodkowego uktadu nerwowego wieloma drogami, poprzez
rogi tylne rdzenia kregowego do tworu siatkowatego, wzgdrza i kory mézgo-
wej. W tych strukturach o$§rodkowego uktadu nerwowego dochodzi do percep-
¢ji bélu czyli jego rozpoznawania i lokalizacji przez organizm. Jest to tzw. bl
receptorowy (nocyceptywny), ktéry jest najczesciej wystepujacym rodzajem
bélu i ktéry jezeli ma charakter ostry jest bélem samoograniczajacym sie i jest
najtatwiejszy do wyeliminowania. Bl receptorowy jest zawsze b6lem trauma-
tycznym, ktéry pojawia si¢ w efekcie podraznienia mechanicznego, termicz-
nego czy chemicznego zakoriczen nerwowych wlékien (nocyceptoréw) przez
rézne substancje, w tym réwniez endogenne mediatory odczynu zapalnego.
W przeciwienistwie do bolu ostrego bol przewlekly trwa znacznie dtuzej, nie
ma wyznaczonej funkeji biologicznej i nie posiada okre$lonego punktu wy-
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znaczajjcego jego zakoriczenie. Bardzo specyficznym bélem przewlektym wy-
stepujgcym réwniez u zwierzat jest bl neuropatyczny, ktéry jest zazwyczaj
bélem pozareceptorowym. Bol neuropatyczny definiuje sie jako b6l wywota-
ny przez chorobe badZ uszkodzenie powodujace zaburzenia strukturalne ukta-
du somatosensorycznego. B6l neuropatyczny nie petni zatem fizjologicznej
funkgji ostrzegawczej, lecz stanowi samodzielna chorobe uktadu nerwowego
(obwodowego i/lub osrodkowego), ktéra bedzie si¢ utrzymywaé pomimo usta-
nia oddziatywania pierwotnego bodzca uszkadzajacego przechodzac tym sa-
mym w przetrwaly bdl neuropatyczny, ktérego nieodzownym objawem
klinicznym jest nadwrazliwo§¢ wywotana dziataniem bodzca, ktéra z biegiem
czasu poglebia sie, przechodzac w zjawiska nadmiernej reakcji bélowej nawet
na minimalny bodziec. Obecnie przyjmuje si¢, ze kontrola bélu u zwierzat
niezaleznie od jego typu i czasu trwania stanowi standardowy sktadnik poste-
powania terapeutycznego, dlatego tez algezjologia jest dynamicznie rozwijajg-
cg sie specjalnoscig nauk weterynaryjnych. Z klinicznego punktu widzenia
usmierzenie bolu receptorowego, zwlaszcza ostrego jest z reguly skuteczne
przez stosowanie monoterapii przeciwb6lowej przez podanie substangji czynnej
z grupy opioidéw, agonistéw receptora 2-adrenergicznych czy tez niesteroido-
wych lekéw przeciwzapalnych, natomiast wyeliminowanie bélu przewlekte-
g0, W tym neuropatycznego z reguly wymaga terapii skojarzone;.

W medycynie weterynaryjnej grupg lekéw standardowo wykorzystywana
w anestezjologii weterynaryjnej do zapewnienia analgezji $r6d- i pooperacyjnej
u zwierzat towarzyszacych (psy, koty i konie) s3 opioidy czyli narkotyczne leki
przeciwbdlowe. Opioidy ze wzgledu na silne dziatanie przeciwbélowe wyko-
rzystywane s3 do eliminowania réznych typéw bélu nie tylko do zapewnienia
analgezji okotooperacyjnej, ale réwniez s3 stosowane do zwalczania bélu ostrego
np., pourazowego, kolkowego czy tez nowotworowego. Mechanizm dziatania
analgetycznego opioidéw zwigzany jest pobudzeniem receptoréw opioido-
wych i k. Opioidy stanowia grupe lekéw, ktdre r6znia sie powinowactwem
do trzech typéw receptoréw opioidowych (i, 8, k), rodzajem interakgji z recep-
torami opioidowymi (czys$ci agonisci, czeSciowi agonisci, leki o dziataniu ago-
nistyczno-antagonistycznym) co skutkuje na oddziatywanie na endogenne
uktady kontroli bolu, leki opioidowe r6znig sie réwniez whasciwos$ciami fizy-
kochemicznymi czgsteczki (wielkoscig, lipofilnoscia), okresem péttrwania co
wyrazone jest czasem dzialania oraz charakterystyka farmakokinetyczna,
a wiec przebiegiem proceséw wchlaniania, dystrybucji, metabolizmu i wyda-
lania w zaleznosci od docelowego gatunku zwierzecia. Mechanizm dziatania



analgetycznego opioidéw zwigzany jest z pobudzeniem receptoréw opioido-
wych e i k. W terapii stosujemy czystych agonistéw receptoréw opioidowych
(morfina, metadon, fentanyl), ktére pobudzajac oba typy receptoréw opio-
idowych wywotujg analgezje rdzeniowa (hamowanie drogi wstepujacej impul-
su bolowego) i ponadrdzeniows (pobudzenie drogi zstepujacej impulsu
bélowego) podobnie jak czesciowi agonisci receptoréw opioidowych (bupre-
norfina) oraz leki o dziataniu agonistyczno-antagonistycznym (butorfanol),
kt6ry jako agonista receptora, a antagonista receptora u wywotuje jedynie anal-
gezje rdzeniowy. Opiody s3 z reguly dobrze tolerowane przez docelowe gatun-
ki zwierzat, moga jednak zwlaszcza czyéci agonisci receptoréw opioidowych
wywota¢ depresje uktadu oddechowego co zwigzane jest z pobudzeniem recep-
tora u. Przy wielokrotnym podaniu niektérych lekéw z grupy opioidéw, po-
mimo poczatkowego uzyskiwania dobrej kontroli bélu, moze wraz z uptywem
czasu doj$¢ do nasilenia dolegliwosci bélowych. Powodem zaburzonej terapii
przeciwbblowej opioidami moze by¢ rozwdj tolerancji na opioidy (gpioid io-
lerance) lub hiperalgezji opioidowej (opioid induced hyperalgesia)[1]. Tolerancja na
opioidy wigze sie z potrzeba permanentnego zwickszania dawki leku w celu
uzyskania takiego samego, pozadanego dziatania analgetycznego, natomiast
hiperalgezja opioidowa jest zjawiskiem polegajacym na wystapieniu lub nasi-
leniu reakcji bélowej po ekspozycji organizmu na opioidy co wskazuje, ze leki
7 tej grupy moga wywolywac dzialanie pro-nocyceptywne czyli powodujace stan
nocyceptywnej sensytyzacji. R6znice kliniczne pomiedzy tolerancja a hiperalge-
zja opioidowg s3 trudne do rozpoznania, jednak w przypadku rozwoju toleran-
¢ji zmniejszenie dawki podanego opioidu nasili reakcje b6lowa pacjenta, natomiast
w przypadku rozwoju hiperalgezji opioidowej zmniejszenie dawki narkotycz-
nego leku przeciwbo6lowego zmniejszy odczuwanie przez pacjenta bélu.
Doktadny mechanizm powstania hiperalgezji opioidowej stanowiacej
istotny element kliniczny powiklania efektu terapeutycznego tej grupy lekéw
nie jest jednoznacznie wyjasniony[2, 3]. W przypadku koniecznosci prowa-
dzenia terapii analgetykami opioidowymi nalezy pamietaé, ze im bardziej
»CZysty” agonista receptoréw opioidowych u, tym wiekszy posiada potencjat
wywolywania hiperalgezji opioidowej. Jednym z mechanizméw rozwoju hi-
peralgezji opioidowej jest proces zmiany konformacji i desensytyzacji recep-
toréw opioidowych. Receptory opioidowe jako receptory metabotropowe
funkcjonalnie zwigzane s3 z biatkami regulacyjnymi G przede wszystkim Gi
i Go. Pobudzenie receptora opioidowego zwlaszcza u zwigzanego z powyzszy-
mi biatkami hamuje przewodnictwo bélowe. Podanie leku bedacego agonistg
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receptoréw opioidowych aktywuje w tkance nerwowej synteze gangliozydu
GM1, ktéry doprowadza do oddzielenia si¢ biatka receptorowego od biatek
Gi/Go, natomiast skojarzenie receptora opioidowego z biatkiem Gs co skutkuje
nasileniem przewodnictwa bélowego. Kolejne mechanizmy dziatania wyja-
$niajgce rozwoj hiperalgezji opioidowej zwigzane sg z procesami prowadzacy-
mi do sensytyzacji osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) co skutkuje
obnizeniem progu bolowego. W procesie nasilonej sensytyzacji OUN istotng
role odgrywaja mechanizmy glutaminergiczne. Pobudzenie receptoréw
N-metylo-D-asparaginowych (NMDA) moze wystapi¢ po podaniu lekéw
opioidowych, ktére taczac sie z receptorami o aktywuja kinaze proteinowg
C (PKC) powodujgc fosforylacje receptora NMDA. Receptor ten w stanie spo-
czynku jest zablokowany jonami magnezu, lecz jego fosforylacja powoduje
zneutralizowanie blokady magnezowej i wzrost wplywu jonéw wapnia co po-
woduje zwigkszenie przewodnictwa bélowego. Przyjmuje si¢ réwniez, ze za
rozwdj hiperalgezji opioidowej odpowiedzialna jest tez endogenny opioid jakim
jest dynorfina A, ktéra w stanach przewleklego bélu i podczas terapii egzo-
gennych lekéw opioidowych syntetyzowana jest nie tylko w rdzeniu kregowym
ale réwniez w watrobie. Dynorfina A stymuluje wydzielanie prostaglandyny
PGE2 oraz peptydéw o whasciwosciach pronocyceptywnych takich jak chole-
cystokinina, neuropeptyd FF oraz nocyceptyna-orfanina co nasila reakcje bo-
lowa. Dynorfina A poprzez swéj prekursor prodynorfine powoduje takze
modulacje dziatania receptoréw NMDA. Zstepujaca kontrola impulséw bo-
lowych moze by¢ tez zwigzana z aktywacja neuronéw Oz-Off w brzuszno-do-
glogowej czesci rdzenia kregowego (RVM, rostral ventromedial medulla), ktore sa
wrazliwe na dzialanie lekéw opioidowych. Uaktywnienie tych komérek ner-
wowych moze doprowadzi¢ do ulatwienia (facilitation) przewodzenia impul-
séw bolowych drogami wstepujgcymi. Proces ten jest utatwiony i nasilony
w przypadku stymulacji w rdzeniu kregowym neuropeptydéw draznigcych ta-
kich jak cholecystokinina i nocyceptyna. Morfina bedaca podstawowym czy-
stym agonista receptoréw opioidowych, ktérych pobudzenie wywotuje
analgezje rdzeniowg i ponadrdzeniows z duzg intensywnosciag moze wywota¢
hiperalgezj¢ opioidows, poniewaz w wyniku biotransformacji zwiazku macie-
rzystego powstaly jeden z jej metabolitéw morfino-6- glukuronian taczy sie z
receptorem opioidowym u, natomiast drugi metabolit morfino-3-glukuro-
nian pobudza receptor Toll-likey (TL4) zwiazany z mikroglejem. Aktywacja
tego receptora stymuluje synteze prozapalnych czynnikéw takich jak TNF-al-
fa, interleukin (IL-1B, IL-6) a takze prostaglandyny PGE2.



Wystepowanie zjawiska hiperalgezji opioidowej moze stanowi¢ istotna ba-
riere w skutecznosci dziatania lekéw opioidowych, grupy analgetykéw wyka-
zujacej najsilniejsze i najefektywniejsze dzialanie analgetyczne u pacjentéw
zwlaszcza onkologicznych. Dlatego tez niezwykle istotne jest wdrazanie sku-
tecznych strategii leczenia hiperalgezji opioidowej co mozna osiggna¢ przez:
a) wprowadzenie rotacji stosowanych lekéw opioidowych przez zastapienie
podawania morfiny, hydromorfonu czy fentanylu na stosowanie metadonu
(wywiera réwniez dzialanie antagonistyczne w stosunku do receptoréw
NMDA) czy buprenorfiny (wywiera dziatanie anty-hiperanalgetyczne); b) po-
dawanie opioidéw w niskich dawkach w potaczeniu z antagonistami recepto-
réw NMDA np.ketaming, niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi,
alfa2-agonistami (klonidyna); ¢) réwnoczesne podawanie ultraniskich dawek
antagonisty receptoréw opioidowych np. naloksonu co powoduje uposledze-
nie aktywnosci receptoréw opioidowych zwigzanych z biatkiem Gs zmniej-
szajac przewodnictwo bolowe.[4]
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Pain is a complex experience of every vertebrate, consisting of sensory and
emotional aspects, and the degree of its intensity and subsequent perception
by the body is always variable and depends on subjective factors and the type
of injury suffered. For every organism, pain is a natural disease signal and se-
rves a warning and protective function. It warns the body of tissue damage,
disease or injury and triggers a reflex response of the body, aimed at minimi-
zing the effects of the threat, limiting its range and providing the body with
optimal conditions for the healing process. Therefore, pain is intended to mo-
tivate the body to change its behavior in order to reduce its perception, which
means that pain always triggers avoidance reactions, which is its positive role.
Pain receptors are nociceptors. As a result of stimulation of nociceptors, the
human or animal body experiences pain. Information about pain reaches the
central nervous system in many ways, through the posterior horns of the spi-
nal cord to the reticular formation, thalamus and cerebral cortex. In these
structures of the central nervous system, pain is perceived, i.e. recognized and
localized by the body: This is the so-called nociceptive pain, which is the most
common type of pain and which, if acute, is self-limiting and is the easiest to
eliminate. Nociceptive pain is always traumatic pain, which occurs as a result
of mechanical, thermal or chemical irritation of the nerve endings of fibers
(nociceptors) by various substances, including endogenous mediators of the
inflammatory reaction. In contrast to acute pain, chronic pain lasts much lon-
ger, has no designated biological function and does not have a specific point
marking its end. A very specific chronic pain that also occurs in animals is
neuropathic pain, which is usually non-receptor pain. Neuropathic pain is de-



fined as pain caused by a disease or injury causing structural disorders of the
somatosensory system. Neuropathic pain does not therefore have a physiolo-
gical warning function, but is an independent disease of the nervous system
(peripheral and/or central), which will persist despite the cessation of the pri-
mary damaging stimulus, thus transforming into persistent neuropathic pa-
in, the essential clinical symptom of which is hypersensitivity caused by the
stimulus, which deepens over time, transforming into excessive pain reactions
even to minimal stimuli. It is currently assumed that pain control in animals,
regardless of its type and duration, is a standard component of therapeutic tre-
atment, which is why algesiology is a dynamically developing specialty of ve-
terinary sciences. From a clinical point of view, the relief of receptor pain,
especially acute pain, is usually effective through the use of analgesic mono-
therapy by administering an active substance from the group of opioids, 2-
adrenergic receptor agonists or non-steroidal anti-inflammatory drugs, while
the elimination of chronic pain, including neuropathic pain, usually requires
combination therapy.

In veterinary medicine, the group of drugs commonly used in veterinary
anesthesiology to provide intra- and postoperative analgesia in companion
animals (dogs, cats and horses) are opioids. Due to their strong analgesic ef-
fect, opioids are used to eliminate various types of pain, not only to provide
perioperative analgesia, but are also used to eliminate acute pain, e.g. post-trau-
matic, colic or cancer pain. The mechanism of opioid analgesic action is rela-
ted to the stimulation of « and opioid receptors. Opioids are a group of drugs
that differ in affinity to three types of opioid receptors (i, 8, k), type of inte-
raction with opioid receptors (pure agonists, partial agonists, drugs with ago-
nist-antagonist action) which results in the impact on endogenous pain
control systems, opioid drugs also differ in physicochemical properties of the
molecule (size, lipophilicity), half-life which is expressed in the duration of
action and pharmacokinetic characteristics, i.e. the course of absorption, di-
stribution, metabolism and excretion processes depending on the target ani-
mal species. The mechanism of analgesic action of opioids is associated with
the stimulation of 4 and k opioid receptors. In therapy, we use pure opioid re-
ceptor agonists (morphine, methadone, fentanyl), which by stimulating both
types of opioid receptors cause spinal analgesia (inhibition of the ascending
pathway of the pain impulse) and supraspinal analgesia (stimulation of the
descending pathway of the pain impulse), similarly to partial opioid receptor
agonists (buprenorphine) and drugs with agonist-antagonist action (butorpha-
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nol), which, as an agonist of the receptor and an antagonist of the u receptor,
causes only spinal analgesia. Opioids are usually well tolerated by the target
animal species, but pure opioid receptor agonists in particular can cause re-
spiratory depression, which is associated with the stimulation of the x recep-
tor. With repeated administration of some drugs from the opioid group,
despite initially achieving good pain control, pain symptoms may intensify
over time.

The reason for impaired opioid analgesic therapy may be the development
of opioid tolerance or opioid-induced hyperalgesia [1]. Tolerance to opioids
is associated with the need to permanently increase the drug dose in order to
obtain the same, desired analgesic effect, while opioid hyperalgesia is a phe-
nomenon consisting in the occurrence or intensification of a pain reaction
after exposure to opioids, which indicates that drugs from this group may in-
duce a pro-nociceptive effect, i.e. causing a state of nociceptive sensitization.
Clinical differences between tolerance and opioid hyperalgesia are difficult
to recognize, however, in the case of tolerance development, reducing the do-
se of the administered opioid will intensify the patient’s pain reaction, while
in the case of opioid hyperalgesia development, reducing the dose of the nar-
cotic analgesic will reduce the patient's pain sensation. The mechanism of
opioid hyperalgesia, which is an important clinical element of the complica-
tion of the therapeutic effect of this group of drugs, has not been clearly expla-
ined [2, 3]. In the case of the necessity of conducting therapy with opioid
analgesics, it should be remembered that the more "pure" the . opioid recep-
tor agonist, the greater its potential to induce opioid hyperalgesia. One of the
mechanisms of the development of opioid hyperalgesia is the process of chan-
ging the conformation and desensitization of opioid receptors. Opioid recep-
tors, as metabotropic receptors, are functionally related to regulatory G
proteins, primarily Gi and Go. Stimulation of the opioid receptor, especially
w associated with the above proteins, inhibits pain conduction. Administra-
tion of a drug that is an opioid receptor agonist activates the synthesis of GM1
ganglioside in the nervous tissue, which leads to the separation of the recep-
tor protein from Gi/Go proteins, while the association of the opioid recep-
tor with the Gs protein, which results in increased pain conduction. Further
mechanisms of action explaining the development of opioid hyperalgesia are
related to processes leading to sensitization of the central nervous system
(CNS), which results in a lower pain threshold. The excitatory neurotransmit-
ter NMDA plays a central role in the development of opioid hyperalgesia. Sti-
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mulation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors may occur after the ad-
ministration of opioid drugs, which, by binding to u receptors, activate pro-
tein kinase C (PKC), causing phosphorylation of the NMDA receptor. In the
resting state, this receptor is blocked by magnesium ions, but its phosphoryla-
tion neutralizes the magnesium blockade and increases the influence of cal-
cium ions, which causes increased pain conduction. It is also assumed that
the development of opioid hyperalgesia is also caused by the endogenous
opioid dynorphin A, which in states of chronic pain and during therapy with
exogenous opioid drugs is synthesized not only in the spinal cord but also in
the liver. Dynorphin A stimulates the secretion of prostaglandin PGE2 and
peptides with pronociceptive properties such as cholecystokinin, neuropepti-
de FF and nociceptin-orphanin, which intensifies the pain response. Dynor-
phin A, through its precursor prodynorphin, also modulates the activity of
NMDA receptors. Descending control of pain impulses may also be associa-
ted with the activation of on-gff neurons in the ventrocephalic part of the spinal
cord (RVM, rostral ventromedial medulla), which are sensitive to the action of
opioid drugs. Activation of these nerve cells may lead to facilitation of the con-
duction of pain impulses through ascending pathways. This process is facili-
tated and intensified in the case of stimulation of irritating neuropeptides in
the spinal cord such as cholecystokinin and nociceptin. Morphine, which is
a basic pure agonist of opioid receptors, the stimulation of which induces spi-
nal and supraspinal analgesia with high intensity, can induce opioid hyperal-
gesia, because as a result of biotransformation of the parent compound, one
of its metabolites, morphine-6-glucuronide, binds to the x opioid receptor,
while the second metabolite, morphine-3-glucuronide, stimulates the Toll-li-
ke4 receptor (TL4) associated with microglia. Activation of this receptor sti-
mulates the synthesis of proinflammatory factors such as TNF-alpha,
interleukins (IL-1B, IL-6) and prostaglandins PGE2.

The occurrence of opioid hyperalgesia may constitute a significant barrier
to the effectiveness of opioid drugs, a group of analgesics that demonstrates
the strongest and most effective analgesic effect in patients, especially oncolo-
gical patients. Therefore, it is extremely important to implement effective stra-
tegies for the treatment of opioid hyperalgesia, which can be achieved by:
a) introducing a rotation of opioid drugs by replacing the administration of
morphine, hydromorphone or fentanyl with the use of methadone (also has
an antagonist effect on NMDA receptors) or buprenorphine (has an anti-hy-
peralgesic effect); b) administration of opioids in low doses in combination
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with NMDA receptor antagonists, e.g. ketamine or non-steroidal anti-inflam-
matory drugs or alpha2-agonists (clonidine); ¢) simultaneous administration
of ultra-low doses of an opioid receptor antagonist, e.g. naloxone, which cau-
ses impairment of the activity of opioid receptors associated with the Gs pro-
tein, reducing pain conduction.[4]
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Immunoreaktywno$¢ biatek pochodzenia bakteryjnego (BPB) jest to mato
znane zagadnienie. Pomimo znacznego spozycia BPB w naszej diecie (w pro-
biotykach oraz produktach fermentowanych), mechanizmy immunologiczne,
ktére moga one wywolywa¢, wymagaja doktadnych badan. Poznanie mecha-
nizméw reakeji na BPB wazne jest w aspekcie wykorzystania tego biatka jako
innowacyjnej zywnosci. Nalezy pamietac, ze jest to biatko obcogatunkowe, na
ktore uktad odpornosciowy moze wykazaé nadwrazliwos$¢ np. w postaci alergii.
Alergia pokarmowa jest powszechnie uznawana za powazny problem zdro-
wotny, ktory przeksztalcit sie w globalna epidemie, powodujac w konsekwencji
rozwdj licznych dodatkowych powiktan. Dlatego koniecznoscig jest ocena im-
munoreaktywnosci BPB.

Gtéwnym celem badania byta ocena wpltywu BPB na parametry uktadu
odpornosciowego bariery jelitowej stosujac rézne, komplementarne modele.

W tym celu dokonano syntezy wybranych BPB reprezentatywnych dla r6z-
nych gatunkéw bakterii z rodzaju Lactobacillus [1]. Przetestowano ich wplyw na
uktad immunologiczny zwigzany z barierg jelitows testowano w modelu i vi-
tro (w kokulturze ludzkich komérek epitelialnych (Caco-2) i immunologicz-
nych (PBMC)); w modelu mysim # vivo oraz ex vivo (u immunizowanych tymi
biatkami myszy BALB/c oraz na pierwotnych kulturach izolowanych spleno-
Cytow); in silico stosujac oprogramowanie AlgPred2 oraz opracowany sekwen-
cyjny model analizy immunoreaktywnosci [2].

W badaniach # silicowytypowano immunoreaktywne fragmenty badanych
BPB odpowiedzialne za indukcje odpowiedzi zwigzanej z przeciwciatami klas
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G i E oraz potencjalnie indukujace odpowiedZ prozapalng (wydzielanie pro-
zapalnych IL-2, IEN- oraz proalergicznych IL-4). Prozapalny potencjat BPB
potwierdzono w badaniach # vitro na komérkach bariery jelitowej Caco-2/PBMC
(indukeja ekspresji I1-6, I1-25, CCL20, IL-8, IL-18). Potwierdzono wzmozong
sekrecje 1L2, IEN- lecz nie IL-4. W badaniach i vivg/ex vivo zgodnie potwier-
dzono dziatanie prozapalne i jednak zanotowano dziatanie proalergiczne prze-
jawiajacy si¢ podwyzszeniem poziomu IgE, IgGl oraz IL-4 w surowicy a nie
lokalnie w tkankach (jelicie cienkim i $ledzionie).

BPB s3 wysoce immunoaktywne, dlatego konieczna jest skrupulatna wery-
fikacja ich immunoreaktywnosci. Stosowanie wzajemnie uzupelniajacych sie
modeli (uwzgledniajacych badania na zwierzetach) jest niezbedne w bada-
niach nowych zrédet biatka w diecie.

Badania te zostaly sfinansowane ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki (nr
projektu 2021/43/D/NZ9/02814).
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The immunoreactivity of bacterial proteins remains an unexplored topic.
Despite the substantial consumption of microbial proteins (MP) in our diets
(in probiotics and fermented products), the immunologic mechanisms they
induce require thorough exploration. Understanding the mechanisms of re-
action to MP is important in terms of using this protein as a source of novel
food. Their potential allergenicity should be verified.

The primary objective of this study was to evaluate the effects of MP on
the intestinal barrier immune system parameters using various, complemen-
tary models.

For this purpose, selected MP representatives of different species of bacte-
ria from the Lactobacillus genus were synthesized [1]. Their influence on the im-
mune system associated with the intestinal barrier was tested in an iz vitro
model (in coculture of human epithelial cells (Caco-2) and immune cells
(PBMC)); i vivo and ex vivo in mouse model (BALB/c immunized with the-
se proteins and on primary cultures of isolated splenocytes); i silico using the
AlgPred?2 software and developed sequential model of immunoreactivity ana-
lysis [2].

The presence of Immunoreactive fragments of studied MPs was confirmed
in silico model. The prognosed induction of response is associated with anti-
bodies of classes G and E and potentially induces a proinflammatory response
(secretion of proinflammatory IL-2, IFN- and proallergic IL-4). The pro-in-
flammatory potential of MPs was confirmed in i vitro trial on coculture of cells
Caco-2/PBMC (induction of expression of IL-6, IL-25, CCL20, IL-8, IL-18).
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Increased secretion of IL2, IFN- but not IL-4 was confirmed. [z vivg/ex vivo
studies consistently confirmed the proinflammatory effect, but also proaller-
gic effect was noted, manifested by increased levels of IgE, IgGl and 114 in
serum and not locally in tissues (small intestine and spleen).

The use of complementary models (including animal studies) is essential
in the study of new sources of protein in the diet. Proteins of LAB are highly
immunoactive. It is necessary to verify their immunoreactivity.

This study was financially supported by the National Science Centre, Poland
(Project No. 2021/43/D/NZ9/02814).
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Obecnie na Czerwonej Liscie [UCN znajduje si¢ ponad 4000 gatunkéw
ssakow i ptakéw, sklasyfikowanych jako narazone, zagrozone lub krytycznie
zagrozone, a liczba ta nieustannie ro$nie. Te dane podkreslaja pilng potrzebe
kontynuowania, a nawet intensyfikacji wysitkéw na rzecz ochrony tych gatun-
kéw przed wyginieciem. Ten alarmujacy wskaznik utraty bior6znorodnosci
wymusit wprowadzenie innowacyjnych podej$¢ w programach ochrony. Jedng
z najbardziej obiecujgcych strategii s3 Techniki Wspomaganego Rozrodu
(ART, z angielskiego: Assisted Reproduction Techniques), ktére daja nam
mozliwosci zwiekszenia sukcesu reprodukcyjnego zagrozonych gatunkéw.
Techniki te mogg tagodzi¢ skutki takich czynnikéw jak utrata siedlisk, ktu-
sownictwo i waskie gardta genetyczne.

W niniejszym opracowaniu przedstawimy wlasne badania, ktére kon-
centrujg sie gléwnie na trzech grupach zwierzat wéréd wymienionych klas:
dzikich kotach, zubrach europejskich oraz ptakach, w tym pingwinach (Sphe-
niscidae).

Badania nad praktycznym zastosowaniem ART w ratowaniu populagji dzi-
kich kotéw prowadzone sa od ponad 40 lat. Procedury ART zostaly opracowa-
ne z wykorzystaniem kota domowego jako modelu, dzigki tatwemu dostepowi
do materiatu biologicznego pozyskiwanego podczas rutynowo przeprowadza-
nych gonadektomii. W dziedzinie rozrodu matych zwierzat, ART mozna po-
dzieli¢ na nastepujace grupy:

* Metody proste: Optymalizacja ptodnosci i leczenie, takie jak konwen-
¢jonalne leczenie nieptodnosci, pobieranie nasienia, ocena i przecho-
wywanie nasienia oraz inseminacja.
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* Metody zaawansowane: dojrzewanie i vitro oocytéw (IVM), zaptod-
nienie iz vitro (IVF) oraz hodowla zarodkéw i witro (IVC).

* Metody specjalistyczne: Techniki takie jak mikrochirurgiczne aspira-
¢je plemnikéw z najadrzy (MESA), przezskérna aspiracja plemnikéw
z najadrzy (PESA), aspiracja iglowa plemnikéw z jadra (TEFNA), eks-
trakcja plemnik6w z jadra (TESE) oraz mikrochirurgiczne pobieranie
plemnikéw z jadra (MicroTESE).

Niektére proste i zaawansowane procedury ART zostaly opracowane dla
kot6w, takie jak pobieranie i przechowywanie komérek jajowych. Zarodki zo-
staly pomyslnie trensferowane po klasycznym IVF, wstrzyknieciu pojedyncze-
go plemnika do komérki jajowej (ICSI) lub klonowaniu przy uzyciu transferu
jadrowego komorek somatycznych (SCNT). Dotychczas uzyskano mioty u 10ciu
gatunkéw dzikich kotowatych przy uzyciu ART. Gléwna przeszkoda w stoso-
waniu biotechnik rozrodu u kotéw jest ich niska efektywnos¢. Tylko 20-50%
zaptodnionych zarodkéw osiaga stadium moruli/blastocysty, a $rednio tylko
1/5 samic, do ktérych przeniesiono zarodki, utrzymuje ciaze i rodzi potomstwo.
Nasz Wroctawski Bank Komoérek Somatycznych, Gamet Kotéw Domowych
i Dzikozyjacych przechowuje: 527 milionéw fibroblastéw 12 gatunkéw dzikich
kotowatych, w tym dwéch podgatunkéw rysia (Lynx lynx), oraz 8 ras kotéw do-
mowych; 225 oocytéw 4 gatunkéw dzikich kotowatych oraz kota domowego;
2 913,6 x106 (dwa miliardy dziewiecset trzynaécie milionéw szeééset tysiecy
plemnikéw) 7 gatunkéw dzikich kotowatych, przechowywanych w 113 stomkach.

Obecne programy ochrony zubra europejskiego maja na celu zachowanie
cennego materiatu genetycznego oraz ograniczenie utraty bioréznorodnosci.
Realizowane sa poprzez tworzenie banku genéw i rozwijanie ART w celu za-
pobiegania przysztym kojarzeniom krewniaczym. W tych programach istotne
jest kriokonserwowanie komorek rozrodczych i ich przygotowanie do tego pro-
cesu, co jest kluczowe dla uzyskania dobrej jakosci rezerwy genetycznej. W tych
technikach wazne s3 réwniez inne procedury, takie jak dojrzewanie oocytéw
in vitro, zaptodnienie oocytéw dojrzatych in witro oraz hodowla zarodkéw i
vitro, prowadzaca do uzyskania jednego zarodka zubra na biorczynie. Wszystkie
te procedury umozliwily utworzenie Banku Materialu Genetycznego Zubra,
ktéry moze by¢ stosowany w celu zachowania i ochrony tego gatunku. Nasz
Bank Plemnikéw Zubra zawiera prébki pobrane od 29 samcéw, liczace ponad
30,5 miliarda plemnikéw.

W przypadku ptakéw, w przeciwienstwie do wielu ssakéw, ART nie s3 wy-
korzystywane w tym samym stopniu. Ptaki stanowig dla nas specyficzne wy-
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zwanie z powodu kilku czynnikéw biologicznych. Po pierwsze, plemniki pta-
kéw sg niezwykle wrazliwe na kriokonserwacje, a fakt, ze samice s heteroga-
metyczne, dodaje komplikacji. Ponadto, kriokonserwacja oocytéw i zarodkéw
u gatunkéw makrolecytalnych jest niepraktyczna/niemozliwa jak dotad, z po-
wodu duzych rozmiaréw i znaczacej zawartosci lipidéw w jaju. Ostatnie po-
stepy w kriokonserwacji i technikach rekonstrukgji ras ptakéw — z uzyciem
nasienia, komérek macierzystych, komoérek somatycznych i gonad - oferuja
potencjal dla biobankingu. Jednak kazda metoda ma swoje ograniczenia zwig-
zane z praktycznoscig, wykonalnoscia, efektywnoscig i kosztami. W zwiazku
z tym, kriokonserwacja nasienia i sztuczna inseminacja pozostajg najczesciej
stosowanymi i rozwinietymi technikami ART dla ptakéw. Techniki te s3 sze-
roko stosowane zaréwno w hodowli komercyjnej, jak i w programach ochro-
ny ptakéw dzikich. Nasza Katedra, we wspotpracy z Ogrodem Zoologicznym
we Wroclawiu, prowadzi obecnie projekt opracowania metody kriokonserwa-
¢ji nasienia pingwinéw afrykanskich (Spheniscus demersus) w celu stworzenia bio-
banku zasob6éw genetycznych krytycznie zagrozonych gatunkéw.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze dla gatunkéw zagrozonych kazda zebra-
na probka jest cenna i kluczowa dla utrzymania bioréznorodnosci populagji.
Dlatego nawet najprostsze procedury ART, takie jak pobieranie i przechowy-
wanie gamet, odgrywajg istotna role w programach ochrony gatunkowej. War-
to takze zaznaczy¢ potrzebe konsolidacji wysitkéw podejmowanych przez
rézne zespoly specjalizujgce sie w réznych etapach programu. Organizacja
platform logistycznych, edukacyjnych i multicentrycznych wydaje sie koniecz-
na, aby osiggna¢ szybszy postep w tej dziedzinie. Umozliwi to synergiczne
dzialania wéréd embriologéw, lekarzy weterynarii, genetykéw oraz zespotéw
ogrodéw zoologicznych i parkéw narodowych, co pozwoli na unikniecie strat
cennego materiatu w przypadku $mierci lub planowanych procedur znieczu-
lenia zwierzat oraz utatwi wymiane danych i probek.
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Currently; over 4,000 species of mammals and birds are listed on the IUCN
Red List, classified as vulnerable, endangered, or critically endangered, and
these numbers are continually increasing. These data underscore the critical
need to continue and even intensify efforts to protect these species from extinc-
tion. This alarming indicator of biodiversity loss has necessitated innovative
approaches to conservation programs. One of the most promising strategies
is Assisted Reproductive Techniques (ART), which offer the potential to en-
hance the reproductive success of endangered species. These techniques can
mitigate the impact of factors such as habitat loss, poaching, and genetic bot-
tlenecks.

In this study, we will present our own research, which focuses primarily on
three groups of animals within the mentioned classes: wild cats, European bi-
son, and birds, including penguins (Spheniscidae).

Studies on the practical application of ART to rescue wild felid popula-
tions have been conducted for more than 40 years. ART procedures have been
developed using the domestic cat as a model due to the easy access to biologi-
cal material obtained by routinely performed gonadectomies. In the field of
small animal reproduction, ART can be classified into the following groups:

* Simple Methods: Fertility optimization and treatment, such as co-
nventional infertility treatments, semen collection, assessment and
preservation, and insemination.

* Advanced Methods: Oocyte iz vitro maturation (IVM), iz vitro fertili-
zation (IVF), and embryo iz vitro culture (IVC).

* Specialized Methods: Techniques such as Microsurgical Epididymal
Sperm Aspiration (MESA), Percutaneous Epididymal Sperm Aspi-



ration (PESA), Testicular Fine Needle Aspiration (TEFNA), Testicu-
lar Extraction (TESE), and Microsurgical Testicular Sperm Extrac-
tion (MicroTESE).

Some simple and advanced ART procedures have been developed for fe-
lids, such as germ cell collection and banking. Embryos have been successfully
transferred following classic IVF, intracytoplasmic sperm injection (ICSI), or
somatic cell nuclear transfer (SCNT) cloning. Up to now, litters have been ob-
tained in 10 wild cat species using ART. The main obstacle to using reproduc-
tive biotechniques in cats is their low efficiency. Only 20-50% of fertilized
embryos reach the morula/blastocyst stage, and on average, only 1/5 of females
to which embryos were transferred maintain pregnancy and deliver. Our Wroc-
law Bank of Somatic Cells, Gametes of Domestic Cats, and Wild Felidae con-
tains: 527 million fibroblasts from 12 species of wild felids, including two
subspecies of lynx (Lynx lynx), as well as from 8 breeds of domestic cats. 225
oocytes from 4 species of wild felids and a domestic cat. 2,913.6 million sperm
from 7 species of wild felids, frozen in a total of 113 straws.

Current European bison conservation programs aim to preserve valuable
genetic material and mitigate biodiversity loss by establishing a germplasm
bank and developing ART to prevent potential future inbreeding. Important
in those programs is the cryopreservation of reproductive cells and their pre-
paration for this process, which is crucial for obtaining a good quality genetic
reserve. In these techniques, other procedures are equally important, such as
in vitro maturation of immature oocytes, iz vitro fertilization of matured oocy-
tes, and  witro culture of embryos, resulting in one wisent embryo per donor.
All these procedures have facilitated the establishment of a Wisent Germplasm
Bank, which can be commonly implemented to preserve and protect this spe-
cies. Our Wisent Sperm Bank contains samples collected from 29 males, num-
bering over 30.5 billion spermatozoa.

In birds, in contrast, ARTs are not utilized to the same extent as they are in
many mammals. Birds present a distinctive challenge due to several biologi-
cal factors. First, avian semen is extremely sensitive to cryopreservation, and
the fact that females are the heterogametic sex adds complexity. Additionally,
cryopreservation of oocytes and embryos in macrolecithal species is imprac-
tical because of the large size and significant lipid content of the eggs. Recent
advancements in cryopreservation and breed reconstruction techniques for
birds - using semen, stem cells, somatic cells, and gonads - offer potential for
biobanking. However, each method has its own set of limitations related to
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practicality, feasibility, efficiency, and cost. Therefore, semen cryopreservation
and artificial insemination remain the most widely used and developed ART
techniques for birds. These techniques are employed extensively in both com-
mercial breeding and conservation programs for non-domestic birds. Our De-
partment, together with the Wroctaw Zoo, is currently conducting a project
on the development of a method for cryopreservation of African penguin se-
men (Spheniscus demersus) in order to create a biobank of genetic resources of this
critically endangered species.

In conclusion, it is important to emphasize that for endangered species,
every collected sample is precious and crucial for maintaining the popula-
tion's biodiversity. Therefore, even the most basic ART procedures, such as ga-
mete collection and preservation, play a significant role in conservation
programs. It is also worth highlighting the need for consolidating efforts con-
ducted by different teams specializing in various stages of the program. The
organization of logistic, educational, and multicentric platforms seems neces-
sary to achieve more rapid progress in the field. This will enable synergistic ac-
tivities among embryologists, veterinarians, geneticists, and zoo and national
park teams, allowing them to avoid the loss of valuable material when animals
die or are anesthetized and facilitating easier exchange of data and samples.
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Medycyna translacyjna obejmuje ztozony proces, prowadzacy do czerpa-
nia korzysci klinicznych z podstawowych odkry¢ naukowych. Idea badan
translacyjnych bazuje na mozliwosci zastosowania zwierzat jako modeli eks-
perymentalnych, a najcze$ciej wykorzystywanymi gatunkami sg gryzonie, psy
oraz naczelnel. Chociaz badania translacyjne sa obecnie gléwng sitg napedo-
wa w badaniach biomedycznych, coraz czeéciej méwi sie o koniecznosci za-
stapienia zywych zwierzat innymi modelami badawczymi. Kwestie etyczne
nie s3 jedynym wyzwaniem w prowadzeniu badan translacyjnych - kwestionu-
je sie takze mozliwos¢ przeniesienia wynikéw uzyskanych na modelach zwie-
rzecych na ludzi, na przyktad w badaniach skutecznosci i toksycznosci
nowych substangji leczniczych. Watpliwosci wobec stosowania modeli zwie-
rzecych wraz z rosngcym zapotrzebowaniem na personalizowane podejscie do
pacjenta sktania do dynamicznego rozwoju zaawansowanych technik hodow-
li #n witro— takich jak hodowle organoid6w.

Organoidy to tréjwymiarowe (3D) wielokomérkowe hodowle tkankowe,
ktore dzieki zachowanej strukturze przestrzennej i heterogennosci, moga na-
$§ladowa¢ mikro-anatomie i fizjologie odpowiadajgcego im organu® Organo-
idy uzyska¢ mozna z macierzystych komérek pluripotentnych lub tzw.
dorostych komérek macierzystych. Komérki macierzyste pluripotentne moz-
na uzyskac z komérek macierzystych zarodka (ang. embryonic stem cells, ESC) lub
wyprowadzi¢ z przeprogramowanych dorostych komérek somatycznych, zwa-
nych indukowanymi komérkami macierzystymi pluripotentnymi (ang. indu-
ced pluripotent stem cells, iPSC). Kolejnym Zrédtem komorek, z ktérych mozliwe
jest uzyskanie organoidéw sa tzw. doroste komorki macierzyste (ang. adult stem
cells, ASC) czyli niezréznicowane komérki, ktére posiadajg zdolno$¢ odnowy
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i mogg dawa¢ poczatek nowym komérkom i tkankom np. w przypadku uszko-
dzenia lub martwicy. Tym samym komorki te, w warunkach hodowli iz vitro
pozwalaja na odtworzenie struktury i nierzadko funkcji dojrzatego narzadu.
W przeciwienstwie do organoidéw pochodzacych z komoérek ASC, struktury
pochodzace z ESC 1iPSC czesto przypominaja komérki embrionalne lub no-
worodkowe, nie s3 wiec w petni dojrzate i nie wykonuja tych samych zadan, co
komérki doroste in vivo. To whasnie dzigki tej réznorodnosci, hodowle organo-
idéw moga by¢ stosowane w wielu dziedzinach badan: od biologii rozwojowej,
patofizjologii, farmakologii i toksykologii po badania choréb zakaznych
i medycyne regeneracyjna.

W badaniach translacyjnych od lat powszechnie stosuje si¢ ludzkie i my-
sie organoidy, ale w ciggu ostatniej dekady opracowano takze metody uzyski-
wania organoidéw od réznych gatunkéw zwierzat. Daje to szerokie
mozliwosci zastosowan badawczych: od badan fizjologii wielu narzad6w (je-
lit, watroby, nerek, trzustki), przez badania inwazyjnoéci patogenéw (np. ba-
dania nad SARS-COVID-2), ptodnoéci, onkologie po produkeje antytoksyn
i ochrone gingcych gatunkéw zwierzat®.

Dostep do nowych modeli w badaniach biomedycznych, pozwalajgcych
na uzyskiwanie powtarzalnych wynikéw i wykonywanie testéw przesiewowych
in vitro jest kluczowe dla rozwoju wspétczesnej medycyny. Takim modelem wy-
daja sie by¢ hodowle organoidéw. Podczas gdy wiele organoidéw pochodze-
nia zwierzecego jest stosowanych w unikalnych badaniach biomedycznych,
organoidy z komérek psa mozna wykorzysta¢ w odwrotnej translacji promu-
jac rozwdj w medycynie weterynaryjnej i medycynie czlowieka jednocze$nie.
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Translational medicine involves a complex process leading to clinical be-
nefits from basic scientific discoveries. Translational research is based on the
possibility of using animals as experimental models, and the most commonly
used species are rodents, dogs, and primates’. Although translational research
is currently the main driving force in biomedical research, there is an incre-
asing need to replace living animals with other research models. Ethical issues
are not the only challenge in conducting translational research; the possibili-
ty of transferring results obtained in animal models to humans is also questio-
ned, for example, in studies of the efficacy and toxicity of new drugs. Doubts
about using animal models and the growing demand for a personalized ap-
proach encourage the dynamic development of advanced i witro cell culture
techniques, such as organoid cultures.

Organoids are three-dimensional (3D) multicellular tissue cultures that,
thanks to their preserved spatial structure and heterogeneity, can mimic the
micro-anatomy and physiology of the corresponding organ® Organoids can
be obtained from pluripotent stem cells, also known as adult stem cells. Plu-
ripotent stem cells can be obtained from embryonic stem cells (ESC) or deri-
ved from reprogrammed adult somatic cells, called induced pluripotent stem
cells (iPSC). Another source of cells from which organoids can be obtained
are from adult stem cells (ASC), which are undifferentiated cells with the abi-
lity to renew themselves and give rise to new cells and tissues, e.g., in the case
of damage or necrosis. Thus, these cells, in # vitro culture conditions, allow
for the reconstruction of the structure and often the function of a mature or-
gan. Unlike ASC-derived organoids, ESC- and iPSC-derived structures resem-
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ble embryonic or neonatal cells, so they are not fully mature and do not per-
form the same tasks as adult cells 7 vivo. Thanks to this diversity, organoid
cultures can be used in many fields of research such as developmental biolo-
gy, pathophysiology, pharmacology, toxicology, infectious disease, and rege-
nerative medicine.

Human and mouse organoids have been widely used in translational rese-
arch for years, but methods for obtaining organoids from various animal species
also have been developed. This provides a wide range of research applications:
from research on the physiology of many organs (intestines, liver, kidneys, pan-
creas), through pathogen invasiveness studies (e.g. research on SARS-COVID-
-2), oncology, to the antivenom production and the protection of endangered
animal species’.

Access to new models, such as organoids, in biomedical research, allow for
obtaining repeatable results and performing high-throughput iz vitro screens,
is crucial for the development of modern medicine. While many organoids
of animal origin are used in unique biomedical research, organoids from ca-
nine cells can be used in reverse translational medicine, promoting the deve-
lopment of both veterinary and human medicine.
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Stowa kluczowe: hipercholesterolemia, uktad odpornosciowy,

krotkotanicuchowe kwasy thuszczowe

Podwyzszony poziom cholesterolu we krwi — zwlaszcza poziom choleste-
rolu lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) — jest dobrze znanym czynnikiem
ryzyka choréb sercowo-naczyniowych. Podczas gdy dostepne sg leki obniza-
jace poziom cholesterolu, ich skutki uboczne stanowia problem u wielu pa-
cjentéw i sprawiaja, ze zaczynajg je stosowaé dlugoterminowo. Ostatnie
badanie wykazalo, ze metabolit bakteryjny kwas propionowy, rodzaj krétko-
tancuchowego kwasu ttuszczowego (SCFA), moze zmienia¢ wychwyt LDL
wjelitach. W tym badaniu przetestowalismy opracowana formute zywieniowa,
produkujaca krétkotancuchowe kwasy thuszczowe w celu ztagodzenia hiper-
cholesterolemii i zbadania jej wptywu w modelu zwierzecym, ze szczegdlnym
uwzglednieniem mechanizméw molekularnych.

Leczenie ztagodzito wzrost stezenia LDL w surowicy u myszy ApoE —/—
karmionych dietg wysokottuszczowa poprzez modulacje ekspresji LDL-R watro-
bowego i NPCILI jelitowego. Wyniki osiggniete w mysim modelu sugeruja, ze po-
dobne podejécie moze by¢ skuteczne w leczeniu ludzkiej hipercholesterolemii.
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Elevated blood cholesterol levels—especially low-density lipoprotein

(LDL) cholesterol levels—are well-known risk factors for cardiovascular dise-
ase. While cholesterol-lowering medications are available, their side effects are

165



166

problematic for many patients and lead them to use them long-term. A recent
study showed that the bacterial metabolite propionic acid, a type of short-chain
fatty acid (SCFA), can alter LDL uptake in the intestine. In this study, we te-
sted a nutritional formula that produces SCFAs to ameliorate hypercholeste-
rolemia and investigated its effects in an animal model, with a focus on
molecular mechanisms. Treatment attenuated the elevation of serum LDL in
ApoE —/— mice fed a high-fat diet by modulating the expression of hepatic
LDL-R and intestinal NPCI1L1. The results obtained in the mouse model sug-
gest that a similar approach may be effective in treating human hyperchole-
sterolemia.
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Wprowadzenie.

Rosngca swiadomo$¢ i potrzeba ochrony zdrowia publicznego, w tym bez-
pieczenistwa zywnosci pochodzenia zwierzecego, wymagaja doktadnego zbada-
nia mechanizmu dziatania lekéw weterynaryjnych u konsumentéw. Tiamulina
jest czesto stosowana w leczeniu chordb bakteryjnych u drobiu i §wiri. Lek jest
metabolizowany w watrobie i wydalany gléwnie z moczem. W wyniku bledéw
hodowlanych stezenia dozwolonych pozostatosci leku w tkankach zwierze-
cych (watroba, nerki, migénie, jaja) s3 przekraczane, prowadzac do narazenia
konsumentéw i wystgpienia dziatan niepozadanych.

Cele.
Okreslenie mechanizmu toksycznosci tiamuliny w komérkach nerki czto-
wieka/konsumenta.

Materialy i metody.

Aktywno$¢ cytotoksyczna tiamuliny zostata zbadana po 72-godzinnej ek-
spozycji na komo6rki HEK-293. Stezenia cytotoksyczne (IC50) badanego leku
oceniono przy uzyciu czterech biochemicznych punktéw koficowych: akty-
wnoéci mitochondrialnej (test MTT), aktywnosci lizosomalnej (test NRU),
proliferagji (test TPC) i integralnosci blony komdrkowej (test LDH). Oceniono
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réwniez wplyw na synteze DNA (test BrdU), stres oksydacyjny i $mier¢
komérek. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania
GraphPad.

Wyniki.

Dtlugotrwata ekspozycja komorek na tiamuline wykazata dziatanie cyto-
toksyczne leku. Obserwowano zmniejszong zywotno$¢ komérek od najniz-
szego testowanego stezenia 6,25 ug/ml. Mechanizm dziatania tiamulin polegat
na hamowaniu aktywnosci lizosomalnej i uszkodzeniu btony komérkowe;.
Warto$ci IC50 wahaly sie od 34,5 do 175 1g/ml. Wykazano zalezna od stezenia
obnizong syntezy DNA, ktérej towarzyszyl wzrost poziomu stresu oksyda-
cyjnego i $mierci komérek w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Whioski.

Zwiekszone ryzyko dla zdrowia ludzi zwiazane z przekroczeniem dopusz-
czalnych stezen tiamulin w produktach spozywczych pochodzenia zwie-
rzecego podkresla potrzebe takich badan. Ponadto istotne jest poszukiwanie
rozwigzan majacych na celu redukcje pozostatosci lekéw weterynaryjnych
w zywnosci i ograniczenie ich toksycznego wplywu na konsumentéw.

Projekt finansowany ze srodkéw budzetu panstwa, przyznanych przez Ministra
Edukacji i Nauki w ramach Programu ,,Studenckie Kota Naukowe Tworzg In-
nowacje” SKN/SP/569523/2023
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Introduction.

Growing awareness and the need to protect public health, including the sa-
fety of food of animal origin, demand a thorough investigation of the mecha-
nism of action of veterinary drugs in consumers. Thiamulin is frequently used
to treat bacterial diseases in poultry and pigs. The drug is metabolized in the
liver and excreted mainly in the urine. As a result of breeding errors, concen-
trations of drug residues in animal tissues (liver, kidney, muscle, eggs) are exce-
eded and adverse reactions occur in consumers.

Objectives.
This study aimed to determine the mechanism of thiamulin toxicity in hu-
man kidney cells.

Materials and methods.

The cytotoxic activity of thiamulin was investigated after a 72-h exposure
to HEK-293 cells. The cytotoxic concentrations (IC50) of the test drug were
assessed using four biochemical endpoints: mitochondrial activity (MTT as-
say), lysosomal activity (NRU assay), proliferation (TPC assay), and cell mem-
brane integrity (LDH assay). Effects on DNA synthesis (BrdU assay), oxidative
stress, and cell death were also assessed. Statistical analysis was performed
using GraphPad software.
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Results.

Long-term exposure to thiamulin had a cytotoxic effect on human kidney
HEK-293 cells. Reduced cell viability was observed from the lowest tested con-
centration of 6.25 ug/ml. The mechanism of action of thiamulin was through
inhibition of lysosomal activity and damage to the cell membrane. IC50 va-
lues ranged from 34.5 to 175 ug/ml. A concentration-dependent reduction in
cellular DNA synthesis was demonstrated, accompanied by an increase in the
level of oxidative stress and necrotic cells compared to the control.

Conclusions.

The increased risk to human health associated with exceeding acceptable
concentrations of thiamulin in food products of animal origin highlights the
need for such research. In addition, it is important to seek solutions to reduce
the levels of residues of veterinary medicines in food and reduce their toxic
effects on consumers.

Projekt finansowany ze srodkéw budzetu panistwa, przyznanych przez Ministra
Edukacji i Nauki w ramach Programu ,,Studenckie Kota Naukowe Tworzg In-

nowacje” SKN/SP/569523/2023
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inwazyjne gatunki obce

W pracy badawczej ze zwierzetami najczeéciej o Ustawie z dnia 15 stycznia
2015 o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub eduka-
cyjnych. Jednak szeregu aspektéw zwigzanych z wykorzystaniem gatunkéw
nie zaliczanych do laboratoryjnych, ktére mogg by¢ uzyte w badaniach i dy-
daktyce dotycza réwniez ograniczenia, ktérych ustawa nie reguluje. Ograni-
czenia prawne w obrocie i komercyjnym wykorzystaniu zwierzat zaliczanych
do gatunkéw zagrozonych wyginieciem, niebezpiecznych dla zdrowia i zycia
ludzi oraz inwazyjnych maja swoje konsekwencje nie tylko dla szeroko rozu-
mianej branzy zoologicznej ale réwniez dla uzycia zwierzat nieudomowio-
nych w pracach badawczych i edukagji.

Najbardziej znanym ograniczeniem w miedzynarodowym obrocie zwie-
rzetami jest Konwencja o migdzynarodowym handlu dzikimi zwierzetami
i ro¢linami gatunkéw zagrozonych wyginieciem (CITES), ktéra Polska ratyfi-
kowata 12 grudnia 1989 roku. W Unii Europejskiej jej zasady implementuje
Rozporzadzenie Rady (WE) nr 338/97 z dnia 9 grudnia 1996 r. w sprawie
ochrony gatunkéw dzikiej fauny i flory w drodze regulacji handlu nimi oraz
jego przepisy wykonawcze w Rozporzadzeniu Komisji WE nr 865/2006
z dnia 4 maja 2006.

W przypadku zwierzat zaliczanych do gatunkéw niebezpiecznych dla zdro-
wia i zycia ludzi rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 3 sierpnia 2011
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naktada dodatkowe ograniczenia w postaci okreslonych w nim warunkéw
przetrzymywania i znakowania zwierzat. Kolejng grupa zwierzat do jakiej od-
nosz3 sie ograniczenia s inwazyjne gatunku obce, wzgledem kt6rych ograni-
czenia ujeto w Rozporzadzeniu Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr
1143/2014 z dnia 22 pazdziernika 2014 r. w sprawie dziatan zapobiegawczych
i zaradczych w odniesieniu do wprowadzania i rozprzestrzeniania inwazyj-
nych gatunkéw obceych (IGO), a przepisy wykonawcze w Polsce ustanowiono
na podstawie ustawy z dnia 11 sierpnia 2021 o gatunkach obcych, w ktérej kon-
sekwencji powstat prawdopodobnie najbardziej skomplikowany w Unii Euro-
pejskiej system zezwoleri na odstepstwa od zakazéw wzgledem IGO.

Podsumowujac, w badaniach nad gatunkami nie zaliczanymi do zwierzat
laboratoryjnych i udomowionych konieczne jest poruszanie si¢ w szeregu prze-
piséw, ktérych zakres stosowania nie zawsze jest jasny dla naukowcow.
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In research work with animals mostly considered law regulation is act of
15% January of 2015 on protection of animals used for scientific and educatio-
nal purposes. However, a number of aspects of non — laboratory animals use
for research and didactics is not regulated by mentioned act. Laws and restric-
tions for commercial use of endangered, dangerous and invasive alien species
apply not only do pet trade but also for the use of non domesticated species
in research and education.

The most widely known is Convention on International Trade in Endan-
gered Species of Wild Fauna and Flora (CITES) which was ratified in Poland
on 12 December 0f 1989. Due to our access into European Union its regula-
tions are implemented by Council Regulation (EC) No 338/97 of 9 Decem-
ber 1996 on the protection of species of wild fauna and flora by regulating
trade therein and its implementing act: Commission Regulation (EC) No
865/2006 of 4 May 2006 laying down detailed rules concerning the implemen-
tation of Council Regulation (EC) No 338/97 on the protection of species of
wild fauna and flora by regulating trade therein.

In the case of animals considered as dangerous for human health and live
additional restrictions in terms of animal maintenance and marking are imple-
mented by Regulation of the Minister of the Environment of 3 August of 2011.

Another group which use finds limitations are Invasive Alien Species (IAS)
which maintenance and use is partially restricted at the level of European
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Union by Regulation (EU) No 1143/2014 of the European Parliament and of
the Council of 22 October 2014 on the prevention and management of the in-
troduction and spread of invasive alien species. Its implementation to Polish
law by act of 11 August 2021 on alien species creates probably the most com-
plicated in European Union system of official permits for exempts for IAS
application in European Union.

In conclusion it must be underlined that in studies on non laboratory, non
domestic species we need to deal with a number of regulations which areas of
application may be not clear for scientists.
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Co roku, w Polsce i innych krajach UE, wykorzystuje sie tysiace zwierzat
laboratoryjnych do réznych celéw naukowych i edukacyjnych. Badania na
zwierzetach budza jednak coraz czedciej watpliwosci etyczne. W ostatnich la-
tach przepisy dotyczace wykorzystywania zwierzat laboratoryjnych staly sie
bardziej rygorystyczne. Zgodnie z dyrektywa 2010/63/UE zwierzeta mozna
wykorzystywa¢ do celéw naukowych lub edukacyjnych wylacznie wtedy, gdy
nie jest dostepna zadna metoda alternatywa — metoda spelniajgca przynaj-
mniej jedno z zatozen zasady 3R.

Zasada 3R (ang. Replacement-Reduction-Refinement), promuje zastgpie-
nie zwierzat, ograniczenie ich liczby i doskonalenie metod wykorzystujacych
zwierzeta w badaniach podstawowych, stosowanych, translacyjnych lub pro-
wadzonych w celach regulacyjnych. Wszystkie projekty naukowe planujace wy-
korzystanie zwierzat musza zosta¢ poddane ocenie z uwzglednieniem zasady
3R, zanim otrzymajg zgode na ich wykonanie.

Zastapienie badan na zwierzetach modelami niewykorzystujgcymi zwie-
rzat jest ogromny wyzwaniem naukowym, wymagajacym opracowania no-
wych wiarygodnych metod alternatywnych, a takze zmiany sposobu myslenia.
Coraz czesciej pojawiajgce si¢ metodologie nowego podejscia (ang. New Ap-
proach Methodologies, NAMs) obejmuja szeroki zakres innowacyjnych tech-
nologii, w tym metod iz witro z wykorzystaniem hodowli komérkowych 3D,
technologii organéw na chipie, modeli obliczeniowych.

Ogromnym wsparciem w promowaniu rozwoju i wykorzystania nowych
podejs¢ badawczych jest EURL ECVAM - Laboratorium referencyjne Unii Eu-
ropejskiej w zakresie alternatyw dla testéw na zwierzetach (ang. the European
Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing), ktére odpo-
wiada za walidacje nowych metod alternatywnych na terenie UE; jest tez gtow-
nym punktem informacyjnym na temat istniejacych metod alternatywnych
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do doswiadczen na zwierzetach, w tym réwniez tych dopiero przedstawionych
do walidagji (np. baza TSAR, repozytorium DB-ALM).

Znajomos¢ dostepnych, zwalidowanych metod alternatywnych i Zrédet ak-
tualnej wiedzy na ich temat zacheca do stopniowego wdrazania nowych me-
tod niewymagajacych wykorzystania zwierzat w laboratoriach badawczych.
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Every year, in Poland and other EU countries, thousands of laboratory ani-
mals are used for various scientific and educational purposes. However, the
use of laboratory animals increasingly raises ethical concerns. The legislation
on the use of laboratory animals has become more stringent over the past
years. According to Directive 2010/63/EU, animals may be used for scientific
or educational purposes only if no alternative method is available - a method
that meets at least one of the assumptions of the Three Rs principle.

The 3R principle (Replacement-Reduction-Refinement) promotes the repla-
cement of animals, reduction their number and refinement of methods using
animals in basic, applied, translational or regulatory research. All research pro-
jects planning to use animals must be assessed in terms of fulfilment the Three Rs
principle before they are allowed to proceed.

Replacing animal testing with non-animal models is a huge scientific chal-
lenge, requiring the development of new and reliable alternative methods, as
well as a change in thinking and attitude to non-animal methods. New approach
methodologies (NAMs) emerging more and more often cover a wide range of
innovative technologies, including iz vitro methods using 3D cell cultures, or-
gan-on-a-chip technology, and computational models.

A great support in promoting the development and use of new research ap-
proaches is EURL ECVAM - the European Union Reference Laboratory for
alternatives to animal testing, which is responsible for the validation of new
alternative methods in the EU; it is also the main information point about
existing alternative methods to animal experiments, including those just sub-
mitted for validation (e.g. TSAR database, DB-ALM repository).

Knowledge of available, validated alternative methods and sources of cur-
rent knowledge about them encourages researchers to gradually implement
new methods that do not require the use of animals in research laboratories.
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Cele wykorzystania zwierzat modelowych obejmujg ogélne badania fizjo-
logiczne oraz badania choréb, ktére mozna ekstrapolowa¢ na szersza game ga-
tunkéw. Gady s3 wyjatkowo rzadko stosowane jako organizmy modelowe
w badaniach naukowych, co prowadzi do przenoszenia danych lub ogélnych
obserwacji z dzikich populacji na osobniki hodowane w niewoli. Ze wzgledu
na niewielkg adekwatnos¢ tego postepowania, istnieje potrzeba tworzenia popu-
lacji okazéw o znanym pochodzeniu, wyklutych i wychowanych w warunkach
laboratoryjnych. Z tego wzgledu, opierajac sie na wieloletnim do$wiadczeniu
w badaniach nad zétwiami wodno-lagdowymi, postanowiono zweryfikowa¢
mozliwo$¢ utrzymania i rozmnazania emydury czerwonobrzuchej (Emydura
subglobosa) w warunkach laboratoryjnych. Badanie uwzgledniato zalozenie li-
nii hodowlanej E. subglobosa jako potencjalnego gatunku modelowego opraco-
wanie metod chowu i hodowli oraz praktycznych diet dla mtodych zétwi.

Emydura subglobosa charakteryzuje sie szybkim rozwojem mtodych osobni-
kéw oraz wysoka ptodnoscia. Co wigcej, dzigki czgstemu rozmnazaniu w nie-
woli i braku ograniczert w handlu, zwierzeta moga by¢ legalnie pozyskiwane
do hodowli, bez koniecznosci wykorzystywania osobnikéw odtowionych z na-
tury. Préby zatozenia laboratoryjnej linii z6twi stodkowodnych podjeto po
otrzymaniu dorostej pary E. subglobosa w 2016 roku przez Pracownie Rybactwa
Srédlgdowego i Akwakultury (Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu). Pierw-
sze pokolenie potomstwa uzyskano w 2017 roku, a drugie w 2023 roku. W kaz-
dym pokoleniu do grupy zwierzat dodawano niespokrewnione osobniki, aby
unikna¢ chowu wsobnego. Ustalono rezimy hodowlane i opracowano diete
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bazowa do doswiadczen zywieniowych, dajaca mozliwo$¢ wytwarzania w wa-
runkach péttechnicznych - wariant eksturdowany i laboratoryjnych - wariant
zestalony Zzelatynga.

Prawdopodobnie jest to pierwsza préba wytworzenia linii hodowlanej zot-
wi stodkowodnych do celéw naukowych. Cele zostaly osiagniete poprzez po-
mys$lne utrzymanie i rozmnozenie dwoch pokolen E. subglobosa, opracowanie
metod chowu i hodowli oraz diet dedykowanych dla tego gatunku.
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The aims of the use of model animals include general physiological rese-
arch and studies of diseases which can be extrapolated to a wider range of spe-
cies. Reptiles are rarely used as model organisms in scientific research, leading
to the transfer of data or general observations from wild populations to capti-
ve-bred individuals. Hence, there is a need for a source of specimens of known
origin which are laboratory-hatched and raised. For these reasons, drawing
from the many years of experience with turtle studies it was aimed to verify
the possibility of maintaining and breeding the Jardine River turtle (Emydura
subglobosa) in laboratory conditions. The study included establishing a breeding
colony of E.subglobosa as a potential model species and breeding stock for
Freshwater Turtle Laboratory Line (FTLL) and to develop maintenance and
breeding methods and practical diets for juvenile turtles.

E. subglobosa is characterized by fast juvenile development and high fecun-
dity. Moreover, due to frequent captive breeding and a lack of trade restric-
tions, animals can legally be obtained for breeding stock, without the need to
use animals caught in the wild. Attempts to establish freshwater turtle labora-
tory line when an adult pair of E. subglobosa was received in 2016 by the Labo-
ratory of Inland Fisheries and Aquaculture (Poznari University of Life
Sciences). The first generation of offspring was obtained in 2017, and the se-
cond in 2023. In each generation, unrelated specimens were added to the ani-
mal cohort to avoid inbreeding. Husbandry regimes were established and
a basal diet for nutritional experiments was developed, manufactured by two
methods: extruded feed and a gelatine-solidified variant.
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Therefore, this is the first attempt to develop a freshwater turtle breeding
line for scientific purposes. The objectives were met by the successful mainte-
nance and breeding of two generations of E. subglobosa and the effective esta-
blishment of the FTLL. Breeding and husbandry methodologies, as well as
a dedicated diet for this species were also developed.

References:

[1] Rawski, M., Kieroriczyk, B., Hetmanczyk, K., Jézefiak, D., Skrzypczak, P, & Mazur-
kiewicz, J. (2024). The first report of the growth performance and environmental su-
stainability effects of dietary insect meal application on the Jardine River turtle
(Emydura subglobosa). Annals of Animal Science.

[2] Rawski, M., Kieroticzyk, B., Skrzypczak, P, & Mazurkiewicz, J. Establishing a Fresh-

water Turtle (Emydura subglobosa) Laboratory Line (FTLL) as a novel model species
for research and education. Animal Science and Genetics.

181



Perspektywy dla wdrozenia badan alternatywnych dla
toksycznosci ostrej dla ryb do celéw rejestracyjnych

ROBERT SORNAT!, DOMINIKA GADAROWSKA!,
JUSTYNA FARON™

! Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — Instytut Przemystu Organicznego
Oddziat w Pszczynie

*adres do korespondencji: justyna.faron@ipo.lukasiewicz.gov.pl
Stowa kluczowe: Ekotoksykologia, Metody alternatywne, Ryby, Toksycznos¢ ostra

Najczesciej stosowanym testem przeprowadzanym na kregowcach w ra-
mach badan ekotoksykologicznych jest test toksycznosci ostrej na rybach
(OECD TG 203), ktéry wykonuje sie w celu identyfikacji zagrozeri i oceny ry-
zyka dla chemikaliéw przemystowych i srodkéw ochrony roglin. Ma on na ce-
lu wyznaczenie dawki §miertelnej dla 50% narazanych ryb (LC50) i wigze sie
z wysokim prawdopodobieristwem cierpienia zwierzat.

Istnieja dwie metody alternatywne dla badania toksycznosci ostrej na ry-
bach, ktére, w mysl zasad 3R, maja potencjal do zastgpienia lub ograniczenia
testowania toksyczno$ci substancji na zwierzetach kregowych. Sg to badania
toksycznosci ostrej na embrionach rybich (OECD TG 236) oraz na rybiej li-
nii komérkowej RTgill-W1 (OECD TG 249). Dane literaturowe oraz wyniki
badan wlasnych wskazujg na silna korelacje wartosci LC50 w ostrych testach
toksycznosci na rybach z wartosciami LC50 uzyskanymi w badaniu toksycz-
nosci ostrej na embrionach danio pregowanego oraz warto$ciami EC50 (ste-
zenie powodujace 50% utrate zywotnosci komérek) w badaniu i vitro
toksyczno$ci ostrej na rybiej linii komorkowej [1, 2]. Podobna korelacja wyste-
puje w przypadku poréwnania wynikéw badan toksycznosci ostrej na réz-
nych gatunkach ryb [1]. Zastosowane metody z wykorzystaniem analizy
regresji wskazuja na spéjnos¢ miedzy wynikami badan i vivo i in vitro, co
w praktyce moze by¢ wykorzystane do predykeji toksycznosci ostrej dla ryb.

Obecnie brak jest regulacji prawnych pozwalajgcych na wykorzystanie wy-
nikéw wyzej wymienionych badan alternatywnych do celéw rejestracyjnych.
Zostaly one uwzglednione razem z innymi metodami w projekcie OECD - IA-
TA (integrated approaches to testing and assessment) opartym na wadze dowodéw (we-
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ight of evidence), jednakze zmiany w sposobie oceny bezpieczeristwa muszg zo-
sta¢ zatwierdzone poprzez zmiany legislacyjne i regulacyjne zanim beda mo-
gly by¢ stosowane w praktyce [3, 4].
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The most commonly used test performed in vertebrates as part of ecotoxi-
cological studies is the fish acute toxicity test (OECD TG 203), which is per-
formed to identify hazards and assess risks for industrial chemicals and plant
protection products. The aim of the test is to determine the lethal dose for
50% of exposed fish (LC50) and it involves a high probability of animal suf-
fering.

There are two alternative methods to fish acute toxicity testing which, ac-
cording to the 3Rs principles, have the potential to replace or reduce toxicity
testing of substances in vertebrate animals. These are fish embryos acute toxi-
city (OECD TG 236) and fish cell line (RTgill-W1) acute toxicity (OECD TG
249). Literature data and our own results show a strong correlation of LC50
values in fish acute toxicity tests with LC50 values obtained in the zebrafish
embryos acute toxicity test and EC50 values (concentration causing 50% loss
of cell viability) in the 7 vitro fish cell line acute toxicity test [1, 2]. Correla-
tion was similar when comparing the results of acute toxicity tests in differ-
ent fish species [1]. Applied methods using regression analysis indicate
consistency between iz vivo and in vitro test results, which in practice can be
used to predict acute toxicity in fish.

Currently there are no regulations allowing the results of the above-men-
tioned alternative tests to be used for registration purposes. They have been in-
cluded along with other methods in the OECD project as a part of integrated
approaches to testing and assessment (IATA) in weight-of-evidence approach.
However, changes in the safety assessment must be adopted through legislati-
ve and regulatory changes before they can be applied in practice 3, 4].
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Czynniki stresogenne to czynniki przyczyniajace sie do wystapienia reak-
cji stresowej. Do bodzcéw stresowych zaliczany jest miedzy innymi bol. Przy
wydtuzonej ekspozycji, braku diagnostyki i wdrozenia odpowiedniego poste-
powania powoduje on wiele negatywnych konsekwencji dla zdrowia i dobro-
stanu zwierzat.

Bl ostry zwigzany jest z potencjalnym lub faktycznym uszkodzeniem
tkanki. Towarzyszy on miedzy innymi urazowi czy zabiegom operacyjnym.
Bol pooperacyjny jest rodzajem bélu ostrego, ktéry powstaje w wyniku §réd-
operacyjnego przerwania ciaglosci tkanek i narzgdéw. Dane statystyczne z me-
dycyny ludzkiej pokazuja, ze ponad 80% os6b poddanych procedurom
chirurgicznym do$wiadcza ostrego bélu pooperacyjnego, przy czym okoto
75% okresla jego nasilenie jako duze lub ekstremalne, a whasciwe leczenie bolu
pooperacyjnego raportuje mniej niz potowa chorych [1]. Niewtasciwe postepo-
wanie analgetyczne oraz anestezjologiczne moze doprowadzi¢ to tzw. przetrwatego
bélu pooperacyjnego. U okoto 10-50% ludzi poddanych rutynowym zabiegom
chirurgicznym ostry b6l pooperacyjny przeradza sie w b6l przewlekly [2].

Prawidtowe postepowanie przeciwbodlowe w okresie okotooperacyjnym jest
jednym z podstawowych dziatan klinicznych. Czas rozpoczecia leczenia prze-
ciwb6lowego ma kluczowe znaczenie. Wedtug wielu badan tzw. analgezja z wy-
przedzeniem, ktéra obejmuje wielokierunkowe leczenie przeciwbélowe przed-
i pooperacyjne jest najskuteczniejszym sposobem zmniejszenia bélu poope-
racyjnego oraz cechuje sie mniejszym pooperacyjnym zuzyciem $rodkéw prze-
ciwbolowych ze wzgledu na przeciwdziatanie hiperalgezji [3. 4].



Druga istotna kwestig jest umiejetno$¢ oceny natezenia bolu ostrego
w okresie pooperacyjnym. Pomocnymi metodami sg skale oceny b6lu. Obec-
nie dostepnych jest wiele skal, w tym monoparametryczne lub wieloparame-
tryczne. Waznym jest, ze skal tych nie powinno stosowa¢ sie do oceny innego
rodzaju bélu. Nalezy réwniez pamietad, ze skale te zostaly stworzone dla zwie-
rzat towarzyszacych lub ludzi, w zwiazku z czym powinny one stuzy¢ jako
wzor dla stworzenia wlasnej skali oceny bélu dla innych gatunkéw.

Niewtasciwie leczony bl powoduje obnizenie jakosci zycia i dobrostanu
oraz zwiekszone ryzyko powiklan pooperacyjnych i powstania przetrwatego
bélu. Postepowanie przeciwbdlowe stanowi podstawowe dziatanie terapeutycz-
ne w okresie pooperacyjnym, a umiejetno$¢ oceny natezenia bélu jest istot-
nym elementem codziennej opieki nad zwierzetami.
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Stressors are factors that contribute to a stress response. Stressful triggers
include pain. With prolonged exposure, lack of diagnosis and implementa-
tion of appropriate management, it causes many negative consequences for
the health and welfare of animals.

Acute pain is associated with potential or actual tissue damage. It accom-
panies trauma or surgical procedures, among others. Postoperative pain is
a type of acute pain that results from intraoperative disruption of tissues and
organs. Statistics from human medicine show that more than 80% of people
undergoing surgical procedures experience acute postoperative pain, with abo-
ut 75% describing its severity as severe or extreme, and appropriate postope-
rative pain management reported by less than half of patients [1]. Inadequate
analgesic and anesthetic management can lead to so-called persistent posto-
perative pain. In about 10-50% of people undergoing routine surgery, acute
postoperative pain progresses into chronic pain [2].

Proper pain management in the perioperative period is one of the basic cli-
nical practices. The timing of initiation of analgesic treatment is crucial. Ac-
cording to many studies, so-called preventive analgesia, which includes
multidirectional preoperative and postoperative analgesic treatment, is the
most effective way to reduce postoperative pain and is characterized by lower
postoperative analgesic consumption due to counteracting hyperalgesia [3. 4].

The second important issue is the ability to assess the intensity of acute pa-
in in the postoperative period. Pain assessment scales are helpful methods.
Many scales are now available, including monoparametric or multiparamet-
ric scales. The important point is that these scales should not be used to assess
other types of pain. It is also important to remember that these scales were created
for companion animals or humans, and therefore should be used as a model
for creating your own pain assessment scale for other species.



Improperly treated pain results in reduced quality of life, welfare, increased
risk of postoperative complications and the development of persistent pain.
Pain management is the primary therapeutic intervention in the postoperati-
ve period, and the ability to assess pain intensity is an essential part of daily
animal care.
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Badania poréwnawcze na zwierzetach, majace na celu lepsze zrozumienie
fizjologii i ontogenezy cztowieka, maja swoje korzenie w starozytnej Gregji. Juz
2400 lat temu Alcmaeon z Krotonu badat psy, odkrywajac zwigzek miedzy
moézgiem a inteligencja i sensoryka. W IV wieku p.n.e. Arystoteles prowadzit
obserwacje embriogenezy i ontogenezy na kurczetach, a w III wieku p.n.e. Erasi-
stratus dowiddl, ze serce pelni funkcje pompy ttoczacej krew. Galen z Pergamonu
w Il wieku n.e. opisal uktad sercowo-naczyniowy oraz nerwowy na podstawie
badani na zywych zwierzetach. Prace tych pionieréw stanowily fundament dla
pozniejszych odkry¢ medycznych. W XVII wieku wiwisekcje budzity kontrower-
sje, ale réwniez mialy swoich obronicéw. Filozoficzne i etyczne debaty na temat
eksperymentéw na zwierzetach doprowadzity do powstania teorii, ktére uza-
sadnialy te badania. W XVIII i XIX wieku, wraz z profesjonalizacjg weterynarii,
zrozumienie, ze zdrowie zwierzat jest powiazane ze zdrowiem ludzi, stato si¢
kluczowe w kontekscie choréb zakaznych, takich jak gruzlica czy wscieklizna.

XX wiek przyniést znaczace postepy w biomedycynie dzieki wykorzystaniu
modeli zwierzecych. W 1902 roku William Castle rozpoczat hodowle myszy
do badan genetycznych, a w 1909 roku Clarence Little wyeliminowat zmien-
no$¢ myszy laboratoryjnych przez chéw wsobny. Kolejne dekady przyniosty
przelomowe odkrycia, takie jak skuteczne leczenie cukrzycy insuling, badania
nad depresjg i zaburzeniami psychicznymi oraz rozw6j technik klonowania,
czego przykladem byta owca Dolly w 1997 roku. Wprowadzenie myszy trans-
genicznych oraz sekwencjonowanie genoméw myszy i szczura pod koniec XX
wieku znaczaco wplynely na badania genetyczne i biotechnologiczne.



Od lat 70. XX wieku do 2010 roku obserwowano znaczny wzrost wykorzy-
stania myszy w badaniach naukowych, podczas gdy wykorzystanie innych
zwierzat, takich jak kréliki i koty, malato. Wzrastato réwniez uzycie zebrafish
jako modelu badawczego. Wspotczesne badania coraz czesciej uwzgledniaja
standardy etyczne wobec zwierzat, a "etyka troski" staje si¢ waznym uzupel-
nieniem tradycyjnych teorii moralnych, takich jak utylitaryzm i deontologia.
Nowoczesne technologie, takie jak organoidy, mikroprzeptywowe chipy orga-
nowe oraz symulacje komputerowe i modele matematyczne, rozwijaja si¢ dy-
namicznie, jednak badania na zwierzetach nadal s3 niezbedne do weryfikacji
wynikow # vitro. Animal studies analizujg szerokie zagadnienia zwigzane ze
zwierzetami, a nowe nurty filozoficzne i etyczne wptywaja na polityke i prawo
dotyczace zwierzat. Postep nauk biomedycznych budzi zaréwno obawy, jak
i nadzieje spoteczne, ktadgc nacisk na prawa natury i moralnos¢ cztowieka.
Standardowe teorie moralne s3 uzupelniane o "etyke troski", zwlaszcza w kon-
tekécie zwierzat laboratoryjnych. Pomimo postepu w metodach i silico i big
data, badania na zwierzetach pozostaja niezastgpione w wielu dziedzinach me-
dycyny, co potwierdzajg osiggniecia w leczeniu nowotworéw, choréb neuro-
degeneracyjnych oraz rozwéj nowych terapii i lekow.
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Comparative studies on animals aimed at better understanding human
physiology and ontogeny have their roots in ancient Greece. As early as 2400
years ago, Alcmaeon of Croton studied dogs, discovering the connection be-
tween the brain, intelligence, and sensory functions. In the 4th century BCE,
Aristotle conducted observations on embryogenesis and ontogeny in chicks,
and in the 3rd century BCE, Erasistratus proved that the heart functions as a
pump circulating blood. In the 2nd century CE, Galen of Pergamon described
the cardiovascular and nervous systems based on studies of living animals.
The work of these pioneers laid the foundation for later medical discoveries.
In the 17th century, vivisections were controversial but also had their defend-
ers. Philosophical and ethical debates about animal experiments led to the de-
velopment of theories justifying these studies. In the 18th and 19th centuries,
with the professionalization of veterinary medicine, the understanding that
animal health is linked to human health became crucial in the context of in-
fectious diseases such as tuberculosis and rabies.

The 20th century brought significant advances in biomedicine through the
use of animal models. In 1902, William Castle began breeding mice for ge-
netic research, and in 1909, Clarence Little eliminated variability in laborato-
ry mice through inbreeding. The following decades brought groundbreaking
discoveries, such as the effective treatment of diabetes with insulin, research
on depression and mental disorders, and the development of cloning techni-
ques, exemplified by the sheep Dolly in 1997. The introduction of transgenic
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mice and the sequencing of mouse and rat genomes at the end of the 20 cen-
tury significantly impacted genetic and biotechnological research.

From the 1970s to 2010, a significant increase in the use of mice in scien-
tific research was observed, while the use of other animals, such as rabbits and
cats, declined. The use of zebrafish as a research model also increased. Modern
studies increasingly consider ethical standards regarding animals, and the
"ethics of care" is becoming an important complement to traditional moral
theories such as utilitarianism and deontology. Modern technologies such as
organoids, microfluidic organ chips, computer simulations, and mathemati-
cal models are developing dynamically, but animal studies are still essential
for verifying in vitro results. Animal studies analyze broad issues related to ani-
mals, and new philosophical and ethical trends influence animal policy and
law. The progress of biomedical sciences raises both social concerns and ho-
pes, emphasizing the rights of nature and human morality. Standard moral
theories are complemented by the "ethics of care," especially in the context of
laboratory animals. Despite advances in 7 silico methods and big data, animal
studies remain indispensable in many fields of medicine, as evidenced by
achievements in the treatment of cancer, neurodegenerative diseases, and the
development of new therapies and drugs.
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Owariektomia, czyli chirurgiczne usuniecie jajnikéw, jest szeroko stosowa-
nym modelem do badania wplywu deficytu estrogenéw na rézne parametry
fizjologiczne [1]. Celem niniejszego badania byta ocena wpltywu owariektomii
na parametry ogélnozywieniowe i biochemiczne u szczuréw owariektomizo-
wanych.

W badaniu uczestniczyly 24 szczury szczepu Wistar w wieku 12 tygodni,
ktére podzielono na trzy grupy (po 8 osobnikéw): kontrolna (K), pozornie
operowana (S) oraz owariektomizowana (O). Po 9 tygodniach szczury podda-
no terminacji (poprzez dekapitacje), zmierzono mase ciala, pobrano narzady
wewnetrzne i krew. W badaniu analizowano mase ciala, wzgledng mase narza-
do6w, stezenie parathormonu (PTH), catkowity status antyoksydacyjny (TAS),
oraz wybrane wskazniki krwi (erytrocyty, hemoglobina, hematokryt, leukocy-
ty, limfocyty) i enzymy watrobowe (ALT, AST) w surowicy.

Owariektomia wywotata znaczace zmiany w parametrach ogdlnozywienio-
wych i biochemicznych szczuréw. Wzgledna masa serca i nerek wykazywata
istotne réznice pomiedzy grupami, z wyzszymi warto$ciami w grupie S. Po-
ziom TAS byt istotnie wyzszy w grupie O (12,16 = 4,42 U/ml) w poréwnaniu
doK (7,51 £1,62U/ml)iS (7,38 = 1,74 U/ml). Liczba leukocytéw oraz lim-
focytéw byta najwyzsza w grupie O. Poziomy ALT i AST byly réwniez najwyz-
sze w grupie O (50,59 = 7,65 U/11 217,09 = 63,97 U/I). Ponadto, wykazano
najwyzsza warto$¢ hemoglobiny w grupie O.

Wyzsze poziomy enzyméw watrobowych w grupie O sugeruja, ze deficyt
estrogenéw moze prowadzi¢ do zwigkszonego ryzyka zaburzen watrobowych
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[2]. Wzrost TAS w grupie O moze wskazywa¢ na adaptacyjng odpowiedz an-
tyoksydacyjna na stres oksydacyjny wywotany deficytem estrogenéw [3].
Owariektomia wplywa na szereg parametréw fizjologicznych i biochemicz-
nych u szczuréw, co moze mie¢ implikacje dla zrozumienia skutkéw deficy-
tu estrogenéw u ludzi. Konieczne s3 dalsze badania, aby lepiej zrozumieé¢
mechanizmy tych zmian i opracowa¢ skuteczne strategie interwencyjne.

Projekt finansowany przez NCN (2021/41/N/NZ9/00834).
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Ovariectomy;, i.e. surgical removal of the ovaries, is a widely used model to
study the impact of estrogen deficit on various physiological parameters [1].
The aim of this study was to assess the impact of ovariectomy on general nu-
tritional and biochemical parameters in ovariectomized rats.

The study involved 24 Wistar rats aged 12 weeks, which were divided into
three groups (8 individuals each): control (K), sham-operated (S) and ovariec-
tomized (O). After 9 weeks, the rats were terminated (by decapitation), body
mass was measured, tissues and blood were collected. In the study body weight,
relative organ weight, parathyroid hormone (PTH) concentration, total antio-
xidant status (TAS), and selected blood parameters (erythrocytes, hemoglo-
bin, hematocrit, leukocytes, lymphocytes) and liver enzymes (ALT, AST) in
serum were analyzed.

Ovariectomy caused significant changes in the general nutritional and bio-
chemical parameters of rats. The relative weight of the heart and kidneys sho-
wed significant differences between groups, with higher values in the S group.
The TAS level was significantly higher in the O group (12.16 = 4.42 U/ml)
compared to K (7.51 = 1.62 U/ml) and S (7.38 = 1.74 U/ml) . The number of
leukocytes and lymphocytes was the highest in the O group. ALT and AST le-
vels were also the highest in the O group (50.59 = 7.65 U/l and 217.09 + 63.97
U/1). Moreover, the highest hemoglobin value was found in the O group.

Higher levels of liver enzymes in the O group suggest that estrogen defi-
ciency may lead to an increased risk of liver disorders [2]. The increase in TAS
in the O group indicates an adaptive antioxidant response to oxidative stress
caused by estrogen deficit [3].
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Ovariectomy affects a number of physiological and biochemical parame-
ters in rats, which may have implications for understanding the effects of es-
trogen deficit in humans. Further research is needed to better understand the
mechanisms of these changes and to develop effective intervention strategies.

This study was funded by NCN (2021/41/N/NZ9/00834).
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Wprowadzenie:

Rak jelita grubego (R]G) jest trzecim najcze$ciej wystepujacym nowotwo-
rem na $wiecie. W 2018 roku zdiagnozowano 1,8 miliona nowych przypad-
kéw i zgloszono 881 000 zgonéw. Te niekorzystne statystyki wynikaja gtéwnie
z péZnego rozpoznania i rozpoczecia leczenia w zaawansowanej fazie choroby.

Chemioterapeutyczne leczenie R]G opiera sie na lekach cytotoksycznych,
w tym kombinacji 5-fluorouracylu z leukoworyna i irynotekanem. Irynotekan
jest jednym z wazniejszych lekéw przeciwnowotworowych stosowanych w le-
czeniu przerzutowego RJG i innych guzéw litych. Jest to lek prekursorowy,
dziatajgcy jako inhibitor topoizomerazy I. Jego aktywny metabolit, 7-etylo-10-
hydroksykamptotecyna (SN-38) cechuje si¢ stabg rozpuszczalnoscig w wodzie,
wysoka toksycznoscig ogélnoustrojow, podatnoscia na rozwijanie oporno-
$ci przez komérki nowotworowe oraz ograniczonym dziataniem przeciwko
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przerzutom. Poszukiwane s3 modyfikacje, ktére moglyby ograniczy¢ skutki
uboczne. Rozpuszczalne w wodzie nowo opracowane pochodne, 7-etylo-9-(N-
-morfolinylo)metylo-10-hydroksykamptotecyna (BN-MOA) i 7-etylo-9-(N-
-metyloamino)metylo-10-hydroksykamptotecyna (BN-NMe), metabolizowane
sa do SN-38 jedynie w ograniczonym stopniu, wykazujac jednoczesnie wielo-
krotnie wyzszg aktywno$¢ w testach i vitro niz irynotekan.

Cel.

Poréwnano odpowiedzi terapeutyczne na irynotekan i dwie pochodne SN-38,
BN-MOA i BN-NMe, z wykorzystaniem heteroprzeszczepéw RJG pochodzy-
cych od pacjentéw (ang. patient-derived xenografts - PDX).

Material i metody.

Kazdy z 7 PDX hodowano podskérnie u 32 myszy szczepu NSG/J. Zwigz-
ki podawano dootrzewnowo w dawce 40 mg/kg, a zmiane wielkosci guzéw
mierzono dwa razy w tygodniu.

Wyniki.

Potencjat BN-NMe i BN-MOA jako $rodkéw terapeutycznych poréwna-
no z potencjatem irynotekanu z wykorzystaniem mysich modeli heteroprzesz-
czep6w RJG. Nie zaobserwowano znaczacych réznic w masie ciala myszy
w grupach kontrolnych i grupach, w ktérych podawano leki. Leczenie iryno-
tekanem i BN-NMe znaczaco opéznito lub zatrzymato wzrost 5 z 7 PDX. Po-
chodna BN-MOA wykazata wigkszy potencjal, hamujac wzrost 6 z 7 PDX.

Whiosek.

Badania wykazaly istotne réznice we wrazliwosci na lek w zaleznosci od za-
stosowanego leczenia oraz modelu PDX. Najwyzsza odpowied? terapeutycz-
n3 na wszystkie 3 substancje uzyskano w 2 PDX o najszybszym tempie
wzrostu. Wyniki sugeruja koniecznos¢ uwzglednienia tempa wzrostu oraz cha-
rakterystyki PDX podczas doboru modelu.
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Colon cancer (CRC) is the most common cancer in the world. In 2018, 1.8
million new cases were diagnosed and 881,000 deaths were reported. These un-
favorable statistics result mainly from late diagnosis and initiation of treat-
ment in the advanced phase of the disease.

Chemotherapeutic treatment of CRC is based on cytotoxic drugs, such as
combination of 5-fluorouracil, leucovorin and irinotecan. Irinotecan, a pro-
drug topoisomerase I inhibitor, is one of the most important anticancer drugs
used against metastatic CRC and other solid tumors. Its active metabolite, 7-
ethyl-10-hydroxycamptothecin (SN-38) is poorly soluble in aqueous solutions,
high systemic toxicity and limited action against drug resistance and meta-
stasis of tumor cells. Structural modifications of SN-38 that would mitigate side
effects are searched for. Water-soluble newly formed derivatives, 7-ethyl-9(N-
-morpholinyl)methyl-10-hydroxycamptothecin (BN-MOA) and 7-ethyl-9-(N-
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-methylamino)methyl-10-hydroxycamptothecin (BN-NMe), are metabolized
to SN-38 only to a limited extentwhile showing higher activity i vitro than
irinotecan.

Responses to irinotecan and two SN-38 derivatives, BN-MOA and BN-
-NMe were compared using patient-derived xenografts (PDX).

Each of 7 PDXs was maintained subcutaneously in 32 NSG/J mice. Com-
pounds were administered intraperitoneally at dose 40 mg/kg, and tumor size
was measured twice a week.

The potential of BN-NMe and BN-MOA as therapeutic agents was com-
pared to that of irinotecan using mouse xenograft models of CRC. No signi-
ficant differences were observed in the body weight of mice in the control and
drug-treated groups.

Both irinotecan and BN-NMe resulted in growth inhibition of 5 of 7
PDXGs. At the same time BN-MOA inhibitied growth of 6 of 7 PDX.

The study showed significant differences in drug sensitivity depending on
the used compound and the particular PDX model. The highest therapeutic
response to all 3 substances was obtained in the 2 PDX with the fastest growth
rate. The results emphasize the importance of PDX choice due to its growth
rate and characteristics when selecting the model.
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W obecnym czasie metody wspomaganego rozrodu, stosowane w hodowli
bydta, to gtéwnie narzedzia stuzace do genetycznej selekcji zwierzat. Poprzez
techniki wspomaganego rozrodu, stosowane na szerokg skale w krajach rozwi-
nietych, takie jak: sztuczna inseminacja (szczegdlnie przy uzyciu nasienia sek-
sowanego), MOET (multiple ovulation and embryo transfer), hodowla
zarodkéw in vitro, czy klonowanie i inne manipulacje genetyczne, mozliwe stato
sie ciagle doskonalenie warto$ci genetycznej zwierzat. Z drugiej strony, z go-
spodarczego punktu widzenia, w Stanach Zjednoczonych oraz w krajach eu-
ropejskich najbardziej rozwinietych w dziedzinie hodowli ras mlecznych
i produkeji mleka, w tym takze powoli i w Polsce, wprowadzenie selekeji geno-
mowej buhajéw i kréw naturalnie zbiega sie w czasie ze znacznym postepem
w stosowaniu efektywnych technik wspomaganego rozrodu u bydta. Poza zna-
czeniem ekonomicznym, dzieki wykorzystaniu nowoczesnych biotechnik roz-
rodu mozliwe stalo si¢ réwniez pozyskanie materialu do prowadzenia
doswiadczen, ograniczajgc do minimum liczbe zywych organizméw uczest-
niczacych w do$wiadczeniach. Metoda produkeji zarodkéw bydlecych i witro,
prowadzaca do pozyskania materiatu do badan w warunkach laboratoryjnych,
stosowana w badaniach naukowych, daje bezposrednie mozliwosci prowadzenia
badan laboratoryjnych nad jakoscig gamet i zarodkéw, przedimplantacyjnym
rozwojem zarodkéw, czy charakterystyka i wykorzystaniem embrionalnych
komérek macierzystych.
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Nowadays, the main techniques for genetic selection of animals are bio-
techniques of assisted reproduction, used in cattle breeding. Commonly used
in industrial countries, assisted reproduction techniques, such as: artificial in-
semination (especially with sexed semen), MOET (multiple ovulation and em-
bryo transfer), iz vitro embryo culture, cloning or transgenesis, are continously
facilitating genetic merit of animals. On the other hand, from the economic
point of view, in the Unisted States of America as well as in the european coun-
tries with the strongest dairy production including also Poland, the introduc-
tion of the genetic selection of the dairy sires and cows, correlates in time with
rapid development of the effectiveness of assisted reproduction techniques in
cattle. Besides the economic significance, utilization od assisted reproduction
techniques facilitates gaining biological material for experiments via minimi-
sing the number of alive animals used for experiments. The method of # vi-
trobovine embryo production leads directly to gaining biological samples for
laboratory experiments in the area of quality of gametes and embryos, preim-
plantation embryo development as well as characterization and utilization of
embryonic stem cells.
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Szczegdtowe statystyki dotyczace wykorzystania zwierzat w badaniach nauko-
wych w Polsce publikowane sa kazdego roku przez Ministerstwo Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego [1]. Niniejsza analiza dotyczy danych z lat 2018-2022 i obejmuje:
catkowita liczbe zwierzat, najczeéciej wykorzystywane gatunki oraz szczegéto-
we cele badan, do ktérych utylizuje sie zwierzeta w polskich osrodkach ba-
dawczych (i edukacyjnych).

W badanym okresie, w Polsce byto wykorzystywanych do celéw naukowych
srednio 127 tysiecy zwierzat rocznie. Mozna jednak zaobserwowac¢ trend spad-
kowy, szczegblnie mocno zaznaczony w roku 2020 i 2021, w ktérych wykorzy-
stano $rednio ,,jedynie” 110 tysiecy zwierzat. Zdecydowanie najwiecej, bo az
36% wszystkich zwierzat, brato udziat w badaniach nad uktadem nerwowym,
9% w badaniach dotyczgcych nowotwordw, a 7% zachowania zwierzat (suma-
rycznie dla badan podstawowych i translacyjnych). Biorgc pod uwage gatunki
zwierzat, najwickszg popularnosécia wsréd naukowcédw cieszyla si¢ w analizo-
wanym okresie mysz domowa (54% wszystkich zwierzat), na drugim miejscu
uplasowat sie szczur wedrowny (15%), a pierwsza tréjke zamknat danio pre-
gowany (8%).

Co ciekawe, liczba osobnikéw szczura i danio zréwnala sie po raz pierw-
szy w historii w 2022 roku (okoto 15 tysiecy osobnikéw), co moze by¢ wyni-
kiem malejacego zainteresowania pierwszym gatunkiem oraz silnie rosngcego
trendu w wykorzystaniu tego drugiego. Szczegélnie dotyczy to badan neuro-
biologicznych, bo to gléwnie w tym celu wykorzystywany jest w Polsce danio
pregowany. Oprécz wymienionych gatunkéw, réwniez kura domowa byta po-
wszechnie wykorzystywana w badaniach (3%), szczegélnie tych zwigzanych
z chorobami zwierzat, ich dobrostanem i zywieniem.

Gléwnymi wnioskami ptynacymi z przeprowadzonej analizy s3: stopniowy
spadek liczby zwierzat wykorzystywanych w nauce, neurobiologia jako dzie-
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dzina z najwiekszym zapotrzebowaniem na modele zwierzece oraz rosnaca
popularnos¢ danio pregowanego w badaniach naukowych.
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In-depth statistics on the use of animals in scientific research in Poland are
published each year by the Ministry of Science and Higher Education [1]. The
analysis presented herein concerns the data from the years 2018-2022 and com-
prises the total number of animals, the most frequently used species, and the
specific research purposes for which the animals are utilized in Polish research
(and educational) centers.

During the analyzed period, an average of 127,000 animals per year were used
for scientific purposes in Poland. However, a decrease may be observed, especially
in the years 2020 and 2021, in which 'only' 110,000 animals were used on average.
By far the largest number, 36% of all animals, were involved in nervous system
research, 9% in cancer research, and 7% in animal behavior (combined for basic
and translational research). Considering animal species, the most popular kind
among the researchers during the analyzed period was the mouse (54% of all
animals), followed by the rat (15%), while the top three were closed by the zebra-
fish (8%). Interestingly, the number of rat and zebrafish specimens was equal for
the first time in history in 2022 (around 15,000 specimens), which may be the
result of declining interest in the former species as well as the strongly increasing
trend in the use of the latter. This is particularly true for neurobiological research,
as the zebrafish is mainly used for this purpose in Poland. Apart from the abo-
vementioned species, also the domestic fowl was widely utilized in research
(3%), especially in studies related to animal diseases, welfare and nutrition.

The main conclusions derived from the conducted analysis are: the gradu-
al decrease in the number of animals used in research, neurobiology as a field
with the highest demand for animal models, and the growing popularity of
zebrafish in scientific research.
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Zgodnie z rozporzadzeniem UE zywno$¢ to ,,jakiekolwiek substancje, produk-
ty (przetworzone lub nie) przeznaczone do spozycia przez ludzi”. Zywnos¢ to
zrédlo wielu substancji, ktére codziennie indukujg uktad immunologiczny
bton §luzowych przewodu pokarmowego. Niektére indukujg stan zapalny po-
ciggajgc za sobg rozwdj choréb (np. LPS, alergeny pokarmowe, gluten), lub
przeciwdziataja rozwojowi stanéw chorobowych wspomagajac tym samym
dziatanie uktadu immunologicznego (np. bioaktywne peptydy, prebiotyki,
probiotyki, polifenole).

Biologiczne modele matych gryzoni sg jak dotad jedynym narzedziem do
bezposredniego rozpoznawania mechanizméw oddziatywania sktadnikow
diety na uktad immunologiczny. Wykorzystujemy je do charakterystyki me-
chanizméw indukcji odpowiedzi na biatka pokarmowe, alergii czy tolerancji;
do monitorowania i przewidywania potencjatu alergennego nowych biatek
wprowadzanych do zywnosci (np. biatka owad6w) czy bialek modyfikowanych
(np. przez hydrolize, nieenzymatyczng glikozylacje czy fermentacje). Mysie
modele szczepéw WT i wsobnych (np. Balb/c; C57BL/6), genetycznie zmo-
dyfikowanych (np. DB/DB, OB/OB, humanizowane) s3 szeroko wykorzysty-
wane do badan wielu modeli chorobowych jak np. alergie pokarmowe, otytos¢,
cukrzyca, celiakia, choroby autoimmunologiczne jak EAE, czy choroby no-
wotworowe. W badaniach zywnosci model mysi (lub szczurzy), umozliwia
charakterystyke odpowiedzi immunologicznej na podawane sktadniki (poje-
dynczo lub w matrycy) w czasie rzeczywistym. To jedyna forma charakterysty-
ki odpowiedzi humoralnej organizmu (profil IgG, IgA, IgE) na biatka
pokarmowe (szczeg6lnie przy probie identyfikacji alergenéw). Model biolo-
giczny umozliwia monitorowanie profilu limfocytéw T (m.in. Thl, Th2,
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Thl17, limfocyty regulatorowe, NK, DC czy makrofagi) odpowiadajacych za
utrzymanie balansu odpowiedzi immunologicznej nie tylko w odpowiedzi na
alergeny pokarmowe. To réwniez jedyny rzeczywisty model eksperymentalny
odzwierciedlajacy biologiczng aktywno$¢ sktadnikéw zywnosci bezposrednio
poprzez profil limfocytéw i panel wydzielanych przez nie cytokin. Stwarza
to mozliwo$¢ ukierunkowanego wykorzystania biologicznie aktywnych sktad-
nikéw zywnosci do wspomagania terapii leczniczych czy spersonalizowane-
go planu odzywiania grup o okreslonych wymaganiach zywieniowych (np.
diabetycy, alergicy, sportowcy, osoby starsze).
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According to EU regulations, food is "any substance, product (processed
or not) intended for human consumption". Food is a source of many daily
substances that induce the mucosal immune system. Some compounds indu-
ce inflammation, entailing the development of disease (e.g., LPS, food aller-
gens, gluten), or counteract the development of disease states, thereby
supporting the immune system (e.g., bioactive peptides, prebiotics, probiotics,
polyphenols).

To date, biological models of small rodents are the only tool for directly
identifying the mechanisms by which dietary components affect the immune
system. We use them to characterize the mechanisms of induction of responses
to dietary proteins (allergy or tolerance), to monitor and predict the allergenic
potential of new proteins introduced into food (e.g., insect proteins) or mo-
dified proteins (e.g., by hydrolysis, non-enzymatic glycosylation or fermenta-
tion). Mouse models of WT and inbred strains (e.g., Balb/c; C57BL/6),
genetically modified strains ( e.g., DB/DB, OB/OB, humanized) are widely
used to study many disease models such as food allergies, obesity, diabetes, ce-
liac disease, autoimmune diseases like EAE, and cancer. In food studies, the
mouse (or rat) model allows the characterization of the immune response to
administered ingredients (individually or in a matrix) in real time. This mo-
del is the only form of characterizing the humoral response (IgG profile, IgA,
IgE) to food proteins (especially when identifying allergens). The biological
model makes it possible to monitor the profile of T lymphocytes (including
Thl, Th2, Th17, regulatory lymphocytes, NK, DC, or macrophages) responsi-
ble for maintaining the balance of the immune response, not only in response
to food allergens. It is also the only experimental model that directly reflects
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the biological activity of food components through the profile of lympho-
cytes and the panel of cytokines they secrete. The experimentally confirmed
biological activity of food ingredients creates the possibility of using them as
support in drug therapies or personalized nutrition plans for groups with spe-
cific nutritional requirements (e.g., diabetics, allergies, athletes, and older pe-

ople).
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Celem pracy byt pomiar emisji ultradzwiekéw emitowanych przez urzadze-
nia (tzw. zanieczyszczen ultradzwiekowych) w pomieszczeniach zwierzetarni
oraz ich potencjalny wplyw na zachowanie gryzoni w testach behawioralnych.
Ultradzwieki zarejestrowano za pomoca urzadzenia Avisoft UltraSoundGate
416H i mikrofonu Avisoft-Bioacoustics CM16/CMPA firmy Avisoft Bioaco-
ustics, Niemcy:.

Zanieczyszczenia ultradzwickowe emitowane przez urzadzenia elektryczne
w zwierzetarni zostaly wykryte podczas pomiaréw pilotazowych majacych na
celu ustawienie sprzetu pomiarowego przed wlasciwymi eksperymentami be-
hawioralnymi w niezaleznym badaniu. Zarejestrowano zanieczyszczenia
o czestotliwosciach od 22 do 96 kHz. Cho¢ emitowanie ultradzwiekéw przez
urzadzenia elektryczne jest powszechnym zjawiskiem [1], jest to czesto pomi-
jany aspekt optymalnego przygotowania srodowiska eksperymentalnego.

Zanieczyszczenia ultradZzwiekowe uniemozliwiaja analize ultradzwiekéw
emitowanych przez zwierzeta podczas eksperymentéw i potencjalnie wply-
waja na zachowanie szczuréw i myszy. Staly szum ultradZzwiekowy generowa-
ny przez sprzety elektryczne i elektroniczne moze stwarza¢ ryzyko interferencji
fal dzwigkowych, co moze wplyna¢ na analize wokalizacji. Wypadkowa cze-
stotliwo$¢ dominujaca naktadajacych sie dzwiekéw moze nie odzwierciedla¢
naturalnej czestotliwosci dominujgcej wokalizacji szczuréw podczas doswiad-
czenia. Powszechne zanieczyszczenie ultradzwickowe w zwierzetarniach mo-
ze negatywnie wplywa¢ na dobrostan zwierzat i nalezy je ograniczy¢. Jednym
z rozwigzan jest zastgpienie sztandarowych sufitowych lamp fluorescencyj-
nych, ktore emituja ultradzwieki, §wiattami LED. Ponadto cho¢ ultradzwieki
s trudniejsze do wykrycia od dzwiekéw styszalnych, sg tatwiej thumione przez
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ostony. Mimo ze myszy i szczury s3 w stanie rozréznia¢ USV od nienaturalne-
go hatasu ultradzwickowego generowanego przez urzadzenia elektryczne, weigz
potencjalne konsekwencje narazenia na staly hatas ultradzwiekowy mogg by¢
powazne. Zanieczyszczenia ultradzwiekowe przypuszczalnie utrudniajg ko-
munikacje zwierzat i mogg by¢ szkodliwe dla dobrostanu szczuréw i myszy,
prowadzac do zwickszonego poziomu agresji lub nawet uniemozliwiajac nor-
malne zachowania spoteczne [2].
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The aim of this study was to measure ultrasounds emitted by electrical equip-
ment (so-called ultrasonic pollutants) in the animal house and their potential
impact on rodent behaviour in behavioural tests. Ultrasound was recorded using
an Avisoft UltraSoundGate 416H and an Avisoft-Bioacoustics CM16/CMPA
microphone from Avisoft Bioacoustics, Germany.

Ultrasonic pollutants emitted by electrical equipment in the animal house
were detected during pilot measurements to set up the recording equipment
prior to behavioural experiments in an independent study. Contaminants with
frequencies ranging from 22 to 96 kHz were recorded. Although ultrasonic
emission from electrical equipment is a common phenomenon [1], it is an
often overlooked aspect of optimal experimental environment set up.

Ultrasonic pollution disables proper analysis of ultrasounds emitted by
animals during experiments and potentially affects the behaviour of rats and
mice. Constant ultrasonic noise generated by electrical and electronic equip-
ment may pose a risk of sound wave interference, which may affect the analy-
sis of vocalisations. The resulting dominant frequency of the overlapping
sounds may not reflect the natural dominant frequency of rats' vocalisation
during the experiment. Widespread ultrasonic contamination in animal ho-
uses can adversely affect animal welfare and should be reduced. One solution
is to replace pervasive overhead fluorescent lights, which emit ultrasound, with
LED lights. In addition, although ultrasounds are harder to detect than audi-
ble sounds, they are more easily attenuated by shielding. Although mice and
rats are able to distinguish between USV and unnatural ultrasonic noise gene-
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rated by electrical appliances, the potential consequences of exposure to con-
stant ultrasonic noise can still be serious. Ultrasonic pollution presumably im-
pairs animal communication and can be detrimental to the welfare of rats and
mice, leading to increased levels of aggression or even preventing normal so-
cial behaviour [2].
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MMM. Protecting Human Health.
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Unisteri HP IL for laboratories

Kompaktowy autoklaw dla kazdego typu laboratorium

MMM. Protecting Human Health.
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ALAB bioscience jest [aboratonum geupy ALAB 7 szeroks ofertg w zakresie
nauk o zyciu. Wykorzystujac doswiadczenie ALAB laboratoria | ALAB plus,
stworzylismy laboratorium wspierajgce placowki naukowe oraz jednostki

badawezo-rozwojowe w ich projektach.

Oferta nasze badan obejmuje patologig eksperymentalngi toksykologiczna,
biclogie i diagnostyke molekularng, genomike, proteomike, farmako-
toksykokinetyke, monitoring zdrowia zwierzat oraz ogalng diagnostyke
laboratoryjna. \Wspieramy rowniez naszych partnerdw w organizacji
i przeprowadzaniu testow in viva.

Dferta:

= Patologia w Dobrej Praktyce Laboratoryjnej {GLP}

« Patologia toksykologi far y i érodowish

+ Dgdlna diagnostyka laboratoryjna

= Farmakokinetyka, Toksykokinetyka, Metabolomil

+  Transkryptomika i genotyy ie - Sek ji ie i Biomark HD
+  Proteomika — Olink oraz ch fia i spekt tri

= Analizy mikrobi i mikrobiologi

+  Monitoring Zdrowia Zwierzat FELASA
+ Badania przewodu pokarmowege i badanie pasz

Js ALAB
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Transpharmation is 2 contract research
organisation |led by scientists. Recognised by drug
developers worldwide for researching and delivering
life-changing medicines, science will always remain

our passion. We specialise in cross-species and
cross-therapeutic areas in translational
pharmacology with AAALAC accreditation.

Our breadth of neuroscience expertise means clients
are able to benchmark their compounds against
clinical gold standards in well validated behavioural
and molecular assays and includes PK & non-GLP
safety, Pain, Epilepsy, Depression & Anxiety, EEG,
Aging, Neurodegenerative Disorders, Biomarkers,
Cognitive Disorders and more...

We are committed to on-time data delivery and
flexibility whether for gold standard models to
innovative customized platforms, our research

services deliver the critical pieces of information

needed to realize the full potential of your preclinical

assets.

https://www.transpharmation.com/
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for SCIENCE

LABORATORYJNE WSPARCIE NAUKI

« Sektor Laboratorium Vetlab bedacy odpowiedzig na potrzeby naukowcow

» Wsparcie dedykowane osrodkom badawczym, firmom biotechnologicznym,
farmaceutycznym, paszowym a takze prywatnym i panstwowym instytucjom
naukowym

« Szeroki asortyment badan i metod diagnostycznych dostosowanych dia
potrzeb nauki

DLACZEGO VETLAB FOR SCIENCE?
Nasze mocnhe strony '

o Szybki i nieodplatny odbior
- probek

o Wysylka wynikow
w wygodnej formie

projektowi badawczemu

=] Dostosowanie pakietu badan
S| do potrzeb naukowych i
moiliwosci finansowych

Dostarczanie niezbednych
materiatow zuzywalnych

Skontaktuj sie z nami!

DORADCA NAUKOWY DS. PROJEKTOW BADAWCZYCH
lek. wet, Jolanta Szlapka-Kosarzewska

+48 570 016 266
jolanta.szlapka-kosarzewska@vetlab.pl
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THERAPEUTICS
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. Your partner of choice
9 Selv l ta in integrated research

#SelvitaSuperHeroes

Selvita is a global integrated service provider
with laboratories in Poland (Krakow, Poznan, and
Wroclaw), Croatia (Zagreb), and offices in
Cambridge, UK, as well as the Greater Boston Area
and San Francisco Bay Area in the US.

Our company is dedicated to delivering
comprehensive solutions that support our
international clients in drug discovery and drug
development.

What makes vus unigue?

Contnbute 10 the development af
a rewly establicned In Vivo Facility
focused on oncology drug discovesy

Modem arvmal faclity
located in Cracow

Engage in hands-on work wath
advanced in vivo techniques
and methodolagies

Top-notch quality
inour research

A team of dedicated Shape the Tuture of cancer
experts who believe that i treatment by being al the
«ence opens the doot ey forefront of innovative in vivo
to the future research

Selvita S.A.

Podole 79
https://careers.selvita.com/ careers@selvita.com 30-394 Krakow,

Phone: + 48 12 297 47 00

Visit our website Contact us:




SWITCH ULTR‘V/.OI.

FOR NBV APP

Nowa seria lamp bakteriobéjczych UV-C NBV
Bluetooth SWITCH obstugiwanych aplikacja NBV APP

Nowosc!
v Obstuguj lampe UV-C z drugiego pomieszczenia
bezpiecznie dzieki technologii Bluetoath

v Whaczaj i wytaczaj za pomoca
dedykowanej aplikacji

v Zaplanuj opdZnione wlaczenie i czas dezynfekgji

§ o=
Sl
zestaw nascienny gnizzdo sieciows

System sterowania pracy lampy bakteriobdjczej UV-C NBV BT Switch pozwala na:

v ustawienie czasu pracy promiennikéw od 1 min. do 24 h (np. 10/20/30 sekund)

v ustawienie opdznienia wiaczenia urzadzenia (czas na wyjscie
Z pomieszczenia - min. 60 s - witaczenia promiennikéw UV-C)

v zliczanie czasu pracy promiennikéw (aplikacja wyswietla informacje
0 czasie przepracowanym i czasie pozostatym do wymiany promiennikéw UV-C)

v sygnalizacja ostatnich 50 godzin i kofica efektywnej
pracy promiennikow UV-C (9 000 h)

v mozliwosé przerwania | wznowienia dziatania lampy w kazdym momencie cyklu pracy
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IDEXX BioAnalytics

REPLACE"

REDUCE e,
REFINE ey
REPLACE™

Superior sentinel-free
rodent health monitoring

+ Eliminates the need for soiled bedding sentinels
+ Easy to use

+ Individually packaged for security

+ Works with all housing systems

+ Free from costs of equipment and supplies

+ Rigorous quality control

Learn more at idexxbioanalytics.eu/replace




Combining scanning
performance with
application freedom

ZEISS Axioscan 7

Ligitice your specmens with Axioscar ¢ Lhe

sble, reproduchle w

cresle nigh qualily virlual microscope sliges, £
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Seeing beyond
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