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NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projektu ,,Wywolanie zakaznej martwicy trzustki u pstraga potokowego (Salvelinus
fontinalis) i teczaka zrodlanego (Salvelinus fontinalis x Oncorhynchus mykiss) z wykorzystaniem

doswiadczalnej mikroiniekcji z wirusem zakaznej martwicy trzustki (IPNV)”
Czas trwania projektu: od 01. 09. 2018 r. do 30. 04. 2020 r.

Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): zakazna martwica trzustki, IPNV, pstrag zrodlany, Salvelinus

fontinalis, mikroiniekcje, ekspresja genéw

Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych):

A - badania podstawowe, uklad odpornosciowy:
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5.

. Badania podstawowe,

. Badania translacyjne lub stosowane,

. Badania majace na celu zachowanie gatunku,

. Badania z zakresu medycyny sadowe;j,

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich,

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji

lub produktoéw, lub badan ich jakosci, skutecznos$ci lub bezpieczenstwa stosowania,

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego,

. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji

zawodowych.

OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé
u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst

musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem badania jest poréwnanie podatnosci na zakazenie wirusem zakaznej martwicy trzustki

(z ang. Infectious Pancreatic Necrosis Virus — IPNV) i zbadanie po raz pierwszy ekspresji wybranych

genéw odpowiedzialnych za odporno$¢ przeciwwirusowa oraz kodowanie cytokin prozapalnych

u wczesnych stadiow rozwojowych hodowlanych ryb lososiowatych: pstraga zrodlanego Salvelinus

fontinalis oraz jego krzyzoéwki migdzygatunkowej z pstragiem teczowym Oncorhynchus mykiss,

tzw. tgczaka zrodlanego Salvelinus fontinalis x Oncorhynchus mykiss.
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Zamierzamy zbada¢ mozliwo$¢ opracowania nowych modeli infekcyjnych z wykorzystaniem
IPNV oraz opisanych powyzej dwéch gatunkow ryb. W badaniu do precyzyjnej symulacji zakazenia
pionowego po raz pierwszy zostanie wykorzystana technika mikroiniekcji do ikry, ktora jest powszechnie
stosowana u danio pregowanego Danio rerio, a u ryb tososiowatych jest wykorzystywana w badaniach
toksykologicznych. Na etapie inkubacji ikry planujemy oceni¢ wplyw zastosowania techniki
mikroiniekcji na przezywalnos$¢ ikry i larw. W trakcie trwania eksperymentu zostanie przeprowadzona
ocena wptywu zakazenia na kondycje, czas absorpcji woreczka zéitkowego 1 zachowanie si¢ larw. Dzigki
symulacji zakazenia pionowego, mozliwym bedzie okreslenie, jak reaguje na zakazenie organizm
mtodociany, z nie w petni dojrzalym uktadem odporno$ciowym i czy zakazenie moze mie¢ wptyw na stan
narzagdow wewnetrznych na tak wczesnym etapie rozwoju. Ponadto informacje na temat przebiegu
$miertelnosci przybliza nas do informacji, czy teczak zrédlany dziedziczy podatno$¢ na IPNV w linii
matczynej (po pstragu teczowym) czy ojcowskiej (po pstragu zrédlanym). Projekt pozwoli odpowiedziec¢
na pytanie, jak zakazenie IPNV wptywa na $miertelnos¢ ikry w trakcie inkubacji oraz $miertelno$¢ wylegu

w ciggu trzech tygodni od wyklucia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

Gatunek Wiek/stadium rozwoju Liczba
pstrag zrodlany Salvelinus fontinalis 21 dni/wyleg Zerujacy 614
teczak zrodlany Salvelinus fontinalis x Oncorhynchus mykiss | 21 dni/wyleg Zerujacy 614

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Replacement - zasada zastapienia bedzie spelniona poprzez nastepujace dzialania:

Do badan wybrano gatunek krggowca o mozliwie najnizszym poziomie rozwoju oraz zdolno$ci
odczuwania bolu i cierpienia. Ponadto badanie zostanie wykonane na najwczesniejszych stadiach

rozwojowych — ikrze, larwach niezerujacych samodzielnie, a jedynie przez ostatnie 24 godziny na larwach

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




podejmujacych samodzielne zerowanie. Nie ma mozliwosci catkowitego zastgpienia zywych zwierzat

innym modelem badawczym, poniewaz badany wirus infekuje ryby tososiowate.

Reduction - zasada zmniejszania bedzie spetniona poprzez nastepujace dzialania:

Liczba zwierzat w grupach zaplanowanych do badan zostata zredukowana do niezbednego minimum
umozliwiajacego uzyskanie rzetelnych wynikow badan. Wynika z dotychczasowego doswiadczenia
badaczy, zalecen Europejskiego Stowarzyszenia Ichtiopatologéw (European Association of Fish
Pathologists) oraz wyliczen statystycznych opartych na analizie wielko$ci proby z wykorzystaniem testu
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA. Dalsze ograniczenia liczebnosci osobnikéw w grupie
i liczby grup uniemozliwitoby otrzymanie wiarygodnych wynikéw, gdyz wptyw cech osobniczych
na zakazenie wirusem moze by¢ znaczacy, co zostalo uwzglednione w czasie projektowania
doswiadczenia. Ponadto uwzgledniono rowniez naturalnie wystepujaca w warunkach hodowlanych
$miertelno$¢ obu gatunkow na badanych etapach rozwoju. Dalsze ograniczanie liczby zwierzat
doprowadzitoby do niepowodzenia do§wiadczenia, a tym samym narazitoby zwierzeta na niepotrzebne

I bezzasadne ich uzycie.

Konstrukcja doswiadczenia pozwala na ograniczenie do niezb¢dnego minimum liczby zwierzat.

Zaplanowano dwa powtorzenia kazdego doswiadczenia, z jednej strony pozwala to uzyska¢ wiarygodne

wyniki a z drugiej wigze si¢ z ograniczeniem liczby zwierzat poddanych procedurom.

Wykonawcy posiadaja duze doswiadczenie w technikach i metodach doswiadczalnych powoduje to,
ze kazde z zaplanowanych w doswiadczeniu zwierzat zostanie w pelni wykorzystanie do uzyskania
wiarygodnych wynikow. Poza tym tkanki pobrane i zabezpieczone od zwierzat w doswiadczeniu postuza
najprawdopodobniej w kilku kolejnych badaniach naukowych, ktore z tego powodu nie beda juz

wymagaty dalszego uzycia zwierzat.

Doswiadczenie zaplanowano z wykorzystaniem zwierzat pochodzacych z certyfikowanej hodowli.

Refinement - zasada udoskonalenia bedzie spelniona poprzez nastepujace dzialania:

W czasie przeprowadzania eksperymentu ryby beda przetrzymywane w kontrolowanych warunkach




(punkt 5, podpunkt C), ktore znacznie przewyzszaja minimalne normy hodowlane dla tego gatunku.

Opisane w do$wiadczeniu czynnosci sg standardowymi czynnos$ciami wykonywanymi w wielu os§rodkach
naukowych na calym $wiecie. Technika mikroiniekcji jest powszechnie stosowana u danio prggowanego
Danio rerio, do tej pory odbylo si¢ rowniez kilka doswiadczen zakonczonych sukcesem na rybach
tososiowatych, gtdéwnie pstragu tgczowym Oncorhynchus mykiss (Metcalfe i Sonstegard 1984; Black i in.
1985; Metcalfe i in. 1988; Walker i in. 1992; Kotsanis i lliopoulou-Georgudaki 1998), ktory stanowi
gatunek modelowy dla dos§wiadczen z wykorzystaniem innych gatunkow ryb z podrodziny Salmoninae.
Wykonujacy majg duze doswiadczenie w badaniach z wykorzystaniem ryb, w tym w czynnosciach
opisanych we wniosku. Dzieki wieloletniej praktyce potrafig przeprowadza¢ opisane procedury w sposéb

niezwykle sprawny oraz przy minimalnym bolu oraz dystresie.

W ramach czynnosci doswiadczalnych zaplanowana anestezja jest standardowa procedurg w przypadku
ryb 1 liczne badania naukowe potwierdzaja jej skuteczno$¢ oraz brak negatywnego wplywu na zwierze.
Ponadto wybrany preparat (MS-222) jest zalecany przez American Veterinary Medical Association

do wykonywania anestezji i eutanazji ryb tososiowatych.

Doswiadczenie zostanie przeprowadzone w warunkach i w sposdb ograniczajacy do minimum stres oraz
cierpienie zwierzat. Po zakonczeniu do$§wiadczenia zwierzgta zostang poddane eutanazji w sposob

humanitarny i catkowicie eliminujacy stres, poprzez przedawkowanie $rodka anestetycznego.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
1 NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




