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W poszukiwaniu roli karpiowego biatka aklimatyzacji do chlodu cap31 — nowy gracz w
odporno$ci ryb na drobnoustroje?

Cel. Celem projektu jest uzyskanie informacji na temat nieopisanego do tej pory biatka Cap31, w tym
jego struktury, charakterystyki, lokalizacji, dynamiki zmian podczas aklimatyzacji do chtodu oraz
zakazen ryb drobnoustrojami. Naszym zadaniem Cap31 jest nowym, niezmiernie waznym graczem w
ochronie ryb przed drobnoustrojami. Hipoteza badawcza zaktada, ze Cap31 ma aktywnos$¢ deaminazy
cytydynowej, enzymu ktory ma zdolno$¢ modyfikacji jednoniciowego DNA i RNA drobnoustrojow i
ktérego ekspresja jest uzalezniona od =zakazen drobnoustrojami, a takze od czynnikow
ontogenetycznych i filogenetycznych. Cap31 moze by¢ takze istotnym biomarkerem dobrostanu ryb.

Opis badan. Istnienie biatka Cap31 zostalo wydedukowane z analizy genomu karpia oraz wynikdéw
spektrometrii mas spotu biatkowego uzyskanego w elektroforezie dwuwymiarowej, ale nikt jeszcze
nie zbadal jego wiasciwisci. Z tego powodu uznajemy za niezmiernie wazne wyizolowanie
omawianego biatka z krwi karpia w celu zbadania jego struktury i funkcji. Badania rozpoczng si¢
izolacja Cap31, co doprowadzi do uzyskania czystych preparatéw biatkowych umozliwiajacych jego
charakterystyke. W nastepny etapie planuje si¢ opracowanie narzedzi do pomiaréw analitycznych
stezen Cap31 (test immunoenzymatyczny, ELISA) oraz jego lokalizacji w tkankach metodami
immunohistochemicznymi. Omawiane narzedzia (wraz z pomiarami ekspresji genu Cap31) zostang
zastosowane w doswiadczeniach ukierunkowanych na poszerzenie wiedzy na temat lokalizacji Cap31
w tkankach ryb w celu ustalenia jego miejsca produkcji i dystrybucji. Ponadto zbadamy ekspresje
Cap31 w czasie rozwoju ryb, co umozliwi ustalenie etapu jego pojawienia si¢ w stadiach
rozwojowych. Nastepne do$wiadczenia bedg skupialy si¢ na uzyskania szczegdtowych informacji
dotyczacych pojawienia si¢ Cap31 podczas aklimatyzacji do chtodu. Z naszych doswiadczen
wiadomo, ze Cap31 jest syntetyzowany u karpia w odpowiedzi na ochtodzenia, ale nie wiemy kiedy
omawiana synteza si¢ rozpoczyna i jaka jest jej dynamika. We wspotpracy z Fish Disease Research
Unit, Institute for Parasitology, University of Veterinary Medicine Hannover, przeprowadzimy szereg
doswiadczen ukierunkowanych na okre$lenie zmian Cap3l w trakcie eksperymentalnych
bakteryjnych, wirusowych i plesniowych zakazen ryb przeprowadzonych w roznych temperaturach.
Ta drogg spodziewamy szczegdélowo dowiedzie¢ si¢ 0 mozliwej roli Cap31 w zakazeniach ryb
drobnoustrojami. Badania zakoncza si¢ doswiadczeniami ukierunkowanymi na sprawdzenie
mozliwosci przydatnoéci Cap31 do monitorowania dobrostanu ryb utrzymywanych w akwakulturze, w
szczegolnosci pod katem stresu oraz zdrowotnosci.

Uzasadnienia. Wstepnym uzasadnieniem badan byta ciekawos¢ zwigzana z brakiem identyfikacji
biatka o statucie ,,niescharakteryzowane” ktore odkryli§my w naszych wczesniejszych badaniach.
Jednakze kluczowe okazaty si¢ wyniki naszych badan wstepnych oraz analizy ostatnio
zaktualizowanych baz danych, ktére wyraznie wskazaly ze Cap3l moze by¢ nowym, dotad
nieopisanym, graczem w odporno$ci ryb na drobnoustroje. Niedawno udato si¢ wykaza¢ homologie
Cap31 z wydzielniczymi indukowanymi aktywacje deaminazami AID/APOBEC (SNAD), ktore
nalezg do enzymoéw zdolnych do przeksztatcenia cytydyny do uracylu w jednoniciowych kwasach
nukleinowych i tym samym doprowadzajac do mutacji DNA lub RNA zaréwno u gospodarza jak i
patogenu. Z tego powodu badania nad Cap31 wydaja si¢ niezmiernie wazne w $wietle jego znaczenia
w omawianym mechanizmie odpornosci u ryb, ktory nie zostat do tej pory opisany.

Oczekiwane efekty. Naszym zdaniem projekt powinien wnie$¢ niezmierny wazny wklad do
immunologii ryb poprzez opisanie nieznanego do tej pory mechanizmu obrony przed drobnoustrojami.
Uzyskane wyniki powinny przyczyni¢ si¢ do poglebienia wiedzy nad temat mechanizmoéw infekcji u
ryb i roli Cap31 w zwalczaniu choréb u ryb. Uwazamy, ze zastosowanie Cap31 dla lepszego
zrozumienia problemow dobrostanu u ryb moze takze przyczyni¢ sie do poprawy warunkoéw ich
bytowania, z wykorzystaniem Cap31 jako biomarkera do monitorowania zdrowia ryb i mechanizmow
odpornosciowych.



