NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Badanie mechanizmu dzialania szczepionki przeciw wirusowi KHV oraz beta
defensyn karpia jako adjuwantow w modelu infekcyjnym karpia wirusem KHV.

2.Czas trwania projektu: 12 miesiecy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Koi herpesvirus, szczepienie, odpornos¢ wrodzona, beta
defensyny, odpowiedz immunologiczna

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): A. Badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $rodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia
kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

W chowie karpia choroba wywotana zakazeniem herpeswirusem koi (koi herpesvirus, KHV,) powoduje
spustoszenie ($miertelnos¢ powyzej 90% zwierzat) w populacjach hodowlanych i naturalnych karpia.
Choroba wywotywana przez wirus KHV moze silnie wptywac na dobrostan zwierzat. Karp jest
podstawowym gatunkiem produkowanym w Polsce i z tego wzgledu powinien by¢ chroniony przed
zakazeniem tym wirusem. W krajach, w ktorych wystepuje wirus szczepienie jest najlepsza strategia,
ktorg mozna zastosowac by ograniczy¢ straty wywotane wirusem. Wytworzenie szczepionki przeciwko
herpewirusom rybim jest zadaniem bardzo skomplikowanym dlatego w proponowanych badaniach
zastosowany zostanie atynuowany wirus KHV, ktory we wstepnych badaniach przeprowadzonych w
Niemczech zapewniatl wysoka odporno$¢ na zakazenie wirusem.

Gloéwnym celem projektu jest sprawdzenie mechanizmu dziatania szczepionki przeciwko KHV oraz
odpowiedzi immunologicznej (wrodzonej i nabytej) na szczepionke i zakazenie KHV. Zbadanie
zostanie rowniez zastosowanie nowoczesnych adjuwantow (w postaci syntetycznych beta defensyn
karpia), ktore moga wspomaoc odpowiedz immunologiczna szczepionych ryb.

Zbadany zostanie mechanizm w jaki dziata szczepionka, w jakim stopniu atenuowany wirus
rozprzestrzenia si¢ W organizmie ryb szczepionych. W jakim stopniu chroni on ryby przeciwko wysoce
zjadliwemu polskiemu izolatowi KHV. Planowane badanie be¢dzie pierwszym na swiecie, ktore badac
bedzie odpowiedz immunologiczng wrodzong i nabytg oraz $ledzenie wirusow KHV szczepionkowego




i terenowego w tkankach ryb zaszczepionych atenuowanym wirusem KHV,

Proponowane badania sg niezbednym krokiem do lepszej ochrony karpia hodowlanych przed
infekcjami wirusowymi. Strategia przeciwdziataniu rozprzestrzenianiu si¢ chorob z uzyciem
szczepionek moze by¢ bardzo potrzebna w akwakulturze, gdzie choroby wirusowe wpltywajg na
znaczne obnizenie produkcji oraz obnizenie dobrostanu zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek: Karp (Cyprinus carpio) Szczep: PS: 420 szt.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejacg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PubMed, ScienceDirect, Scous, Web of Science, Google Scholar.

Wykorzystano stowa kluczowe: szczepienie na KHV, odpowiedz immunologiczna na szczepienie
przeciw KHV, beta-defensyny, adjuwanty.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, ze nie istniejg dane na temat wrodzonej i
nabytej odpowiedzi immunologicznej na wysoce skuteczng szczepionke przeciwko KHV. Nie badano
ekspresji genow kodujacych wybrane biatka szlaku IFN typu I, limfocytow B i T podczas szczepienia
karpia przeciwko KHV. Brak jest danych na temat uzycia syntetycznych beta-defensyn jako
adjuwantow u ryb.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A) Rozwinigcie teoretyczne/poznawczej wiedzy w Kierunku szczepienia i immunologii u ryb.
B) Zbadanie mechanizmu obronnego zapewniajacego przezycie zakazenia KHV.

C) Rozwoj nowoczesnych adjuwantow stosowanych na btone §luzows ryb.

W proponowanym wniosku uwzgledniono zasade¢ 3 R:

Replacement - zasada zastapienia bedzie spetniona poprzez nastepujace dziatania:

Czg$¢ badan nad aktywnoscig beta defensyn zostata wykonana in vitro. Dzigki nim wytypowano ze mix
wszystkich trzech defensyn bedzie uzyty w badaniach in vivo. Do badan wybrano gatunek kregowca o
mozliwie najnizszym poziomie rozwoju oraz zdolnosci odczuwania bolu i cierpienia. Nie ma
mozliwosci catkowitego zastgpienia zywych zwierzat innym modelem badawczym, poniewaz badany
wirus infekuje ryby.

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




Reduction - zasada zmniejszania/ograniczenia bedzie spetniona poprzez nastgpujace dziatania:

Na podstawie wczesniejszych badan przeprowadzonych w Niemczech wybrano tylko jednego wirusa
uzywanego do sczepienia poza tym zredukowano liczbe adiuwantow przez uzycie zmieszanych beta
defensyn 1, 2 i 3 karpia. Liczba zwierzat w grupach zaplanowanych do badan zostata zredukowana do
niezb¢dnego minimum umozliwiajacego uzyskanie rzetelnych wynikow badan. Wynika ona z
dotychczasowego doswiadczenia badaczy oraz wyliczen statystycznych opartych na analizie wielko$ci
proby z wykorzystaniem testu analizy dwuczynnikowej wariancji ANOVA) 1 dalsze ograniczenia
liczebnosci osobnikéw w grupie 1 liczby grup uniemozliwiloby otrzymanie wiarygodnych wynikéw,
gdyz wplyw cech osobniczych na zakazenie wirusem moze by¢ znaczacy, co zostalo uwzglednione w
czasie projektowania doswiadczenia. Dalsze ograniczanie liczby zwierzat doprowadzitoby do
niepowodzenia do$wiadczenia, a tym samym narazitoby zwierz¢ta na niepotrzebne 1 bezzasadne ich
uzycie.

Konstrukcja doswiadczenia pozwala na ograniczenie do niezb¢dnego minimum ilo$ci zwierzat.

Wykonawcy posiadajg duze, udokumentowane publikacjami, doswiadczenie w technikach i metodach
doswiadczalnych co powoduje, 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 bedg juz wymagatly dalszego uzycia zwierzat.

Refinement - zasada udoskonalenia bedzie spetniona poprzez nastepujace dziatania:
W czasie przeprowadzania eksperymentu ryby beda przetrzymywane w kontrolowanych warunkach,
ktdre znacznie przewyzszaja minimalne normy hodowli dla tego gatunku.

Opisane w do$wiadczeniu czynno$ci s3 standardowymi czynno$ciami wykonywanymi w wielu
osrodkach naukowych na calym $wiecie. Wykonujacy maja duze doswiadczenie w badaniach z
wykorzystaniem ryb w tym w czynno$ciach opisanych we wniosku. Dzigki wieloletniej praktyce
potrafig przeprowadza¢ opisane procedury w sposob bardzo sprawny oraz przy minimalnym bélu oraz
stresie.

Planowane jest zbadanie przyblizonej smiertelnosci a nie faktycznej smiertelnosci kumulatywnej dzigki
temu, ryby zostang usunigte z eksperymentu poprzez decyzje o humanitarnym zakonczeniu procedury
co ograniczy bol i stres zwigzany z agonia.

W ramach czynnosci doswiadczalnych zaplanowana podanie adjuwantow, szczepionki i wirusa
terenowego w imersji Co znacznie ogranicza stres zwiagzany z tymi procedurami.

Doswiadczenia zostang przeprowadzone w warunkach i w sposéb ograniczajacy do minimum stres oraz
cierpienie zwierzat. Po zakonczeniu doswiadczenia zwierzeta zostang poddane eutanazji w sposob
humanitarny 1 catkowicie eliminujacy stres, poprzez przedawkowanie srodka anestetycznego.




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

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

X NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ witasciwe pole.



