NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Uginek mikroplastt na sloZeni stfevniho mikrobiomu dania pruhovaného (Danio rerio).
(The effects of microplastics on the intestinal microbiota in fish Danio rerio)

Doba trvani projektu pokust v mésicich 4

Kli¢ova slova mikroplasty
mikrobiom toxicita
Danio rerio expozice

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: DalSi zakladni vyzkum [PB13]

Ochrana pfirodniho prostfedi v zajmu zdravi nebo dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat [PE40]

0

0

Cile projektu pokusut

Cilem projektu je posoudit U¢inky dvou typu mikroplastl (polyetylénové mikrokulicky 0,96g/cc o velikosti 1 — 1700um (1,7mm) a
polystyrenové mikro¢astice o velikosti 8 um) na stfevni mikrobiom dania pruhovaného.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Pochopeni zmén slozeni stfevni mikrobioty a specifickych interakci mezi mikroby a hostiteli po expozici mikroplastim vyznamné
pfispéje k poznani mechanismu plsobeni tohoto toxikantu na organismus. Danio pruhované se ukazalo jako vynikajici zvifeci
modelovy systém pro Fe$eni interakci hostitel-mikrob pro normaini fyziologii i patogenezi in vivo (Lee et al., 2021). Dale bylo
zjiSténo, ze priblizné 70% sekvence lidského genomu je ortologickych k sekvenci referenéniho genomu dania pruhovaného (Howe
et al., 2013), coz vede k Sirokému pouziti danii pfi studiu vlivu zneg¢istujicich latek na lidské zdravi.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Manipulace se zvifaty bude zahrnovat provedeni 2 orientacnich test(, ve kterych budou dania vystavena po dobu jednoho tydne
tfem rozdilnym koncentracim mikroplastt (zvolenym na zakladé pfedchozich sedimentacnich test( bez ryb). Na konci orientaéniho
testu budou prezivsi ryby usmrceny pfedavkovanim MS-222 (200-300 mg/l). V hlavnim pokusu budou ryby nejdfive po dobu 14 dni
aklimatizovany a nasledné po dobu 28 dnu vystaveny dvéma typum polystyrenovych mikroplastt rozptylenych ve vodé.V priibéhu
expozice nebude s rybami manipulovano. Na konci expozice budou ryby usmrceny predavkovanim MS-222 (200-300 mg / 1),
nasledné jim budou odebrany vzorky tkani pro dalsi zpracovani.

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Celkem 360 danii bude po provedenych testech usmrceno a pouZzito k odbéru vzorkud tkani pro analyzy. Ryby v orientaénim testu
mohou vykazovat znamky otravy, nicméné tyto testy jsou nevyhnutelné z diivodu eliminace nezadoucich pfiznakl v hlavnim testu.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

danio pruhované (Danio rerio) [A34] 0 0 360 0




[lo 0 0 0 0
llo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat
Druh zvitat . , s Navraceni do chovu, do . .
Opétovné pouziti Y. . o~ Do zajmového chovu
prirodniho stanovisté

0 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0
0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Usmrceni ryb na konci experimentu bude provedeno z divod( odbéru vzorku pro dal$i analyzy.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Ryby jsou standardnim modelovym organismem pro hodnoceni U¢ink( chemickych latek na vodni organismy. Ke studiu G¢ink(
mikroplastl na rybi organismus nelze vyuzit Zadné alternativni testy.

Omezeni pouzivani zvirat

Planovany pocet jedincl je omezen na nezbytné minimum, které by mélo poskytnout dostateény material pro dalSi sofistikované
analyzy, jako jsou mikrobiomové, transkriptomické a proteomické analyzy, histologie atd. Tento pocet jedinc by mél umoznit ziskat
dostate¢né mnozstvi vzorkd pro planované statistické analyzy a jejich vypovidaci schopnost.

Setrné zachazeni se zvitaty

Se zvifaty bude zachazeno Setrné odborné zpUsobilym personalem v souladu se zakonem €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti
tyrani, ve znéni pozdéjsich predpisli. Po celou dobu pokusu i jeho pfipravy bude v souladu s uvedenymi normami dbano na to, aby
ryby nebyly vystavovany teplotnim Sokdm, nedostatku rozpusténého kysliku, ¢i nedostatku potravy. Voda pouzita k testim bude mit
takovou kvalitu, aby zajistila podminky odpovidajici poZadavkim testovaného druhu ryby.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Danio pruhované (Danio rerio) je standardnim modelovym organismem pro hodnoceni U¢inkl chemickych latek a Ié¢iv na vodni
organismy. Danio ma rdznorodou mikrobiotu, a jako nejjednodussi modelovy organismus ze skupiny obratlovcu Ize adekvatné
vyuzit pro studium slozitych interakci hostitel-mikrofléra. Danio pruhované se ukazalo jako vynikajici zvifeci modelovy systém pro
feSeni interakci hostitel-mikrob pro normaini fyziologii i patogenezi in vivo (Lee et al., 2021). Dale bylo zjisténo, Ze pfiblizné 70%
sekvence lidského genomu je ortologickych k sekvenci referenéniho genomu dania pruhovaného (Howe et al., 2013), coz vede k
Sirokému pouZiti danii pfi studiu vlivu znecistujicich latek na lidské zdravi.




