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OBRAZAC3

Naslov projckta »Uloga receplora NKG2D u r;i;f;)}u i efektorskim funkcijama
imunosnog sustava“

Prethodna istrazivanja su zapod&ela projcktom ,, Uloga receptora
NKG2D u razvoju i efektorskim funkcijama imunosnog sustava "
(ug.br. 062-0621261-1271) financiran od strane MZOS (2007 -
2012), a nastavijaju se kao dio projekta ,, Mehanizmi prirodene
imunosti u razvoju upale visceralnog masnog tkiva i rezistencije
na inzulin u debljini* (Projeki: HR.3.2.01-0263), Europski
socijalni fond (ESF) — IstraZivacke stipendije za profesionalni
razvoj miladih istrazivaca i poslijedoktoranada te u okviru
potpore Sveucilista u Rijeci (13.06.1.1.03).

Trajanje projekia 2 godine

Klju¥ne rijedi (najvise do 5) B limfociti; Hiperreaktivnost; NKG2D receptor; NK stanice
Svrha projekta (kao u &lanku 5. Pravilnika):
Temeljno istrazivanje da ne
Translacijska i primijenjena isrraiivanja da ne
Koristenje odredeno-;-:_ropisima i rutinska proizvodnja | da ne
Zattita prirodnog okolia u interesu zdravlja ili da ne

_dobrobiti &ovjeka il Zivotinje

Ocuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da -n-e__
Forenzicka ispitivanja da ' ne
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinjé_ da ne
koje se ne koriste u drugim postupciina !

Opidite ciljeve projekta (na primjer, Dosadadnja istraZivanja pokazala su da je NKG2D receptor

znanstvene nepoznanice ili znansivene | yelo vazan aktivacijski receptor koji svojom distribucijom i
ili klinicke potrebe). .. b R . .
funkcijom povezuje urodenu i steSenu imunost te predstavlja
molekularm senzor za stanice izloZene razliditim oblicima stresa
kao 8tlo su virusne infekcije, UV zracenja, tumorske
transformacije, itd.(Zafirova et al., Cell Mol Life Sci., 2011).
lako se NKG2D uvijek spominje u konteksu izvrinih funkcija
stanica, moze ga se naci i na vrlo ranim prekursorskim
stadijima, veé na razini pre-pro-NKP prekursora (Fathman ct
al.,Blood,2011). S druge strane i tigandi za NKG2D izraZavaju
se ponekad i neovisno o stresu. UoBeni su primjerice na
stromalnim stanicama koStane srzi kod ljudi te kod fetalnih
stanica mozga u miseva Sto dedatno potvrduje njihovu ulogu u
vrlo ranim fazama razvoja i ontogeneze (Jung et al., J Exp Med.,
2012). U nagim prija¥njim istraZivanjima provedenim na

misevima kojima nedostaje izrazaj NKG2D receptora,
dobivenih ciljanont mutacijom K/rk! gena, pokazano je da
NKG2D ima vaznu regulatornu ulogu u razvoju stanica NK
kontrolirajuéi njihovu prolifcraciju, homeostazu i prezivljenje,
NKG2D deticijencija rezultira razvojem hiperreaktivnih stanica
{ NK te posljedi¢no boljom kontrolom MCMYV infekcije
posredovane stanicama NK| 1ako sam mehanizam razvoja

hiperreaktivnih stanica NK jo§ uvijek nije razrije$en. Takoder |
uocen je smanjen postotak i brojnost lim{ocita B $to je bilo i
posebno zanimljivo buduci da NKG2D nije izrazen na zrelim |
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_hiperreaktivnosti stanica NK kod NKG2D-dcficijentnih migeva

Jifmocitima B (Zafirova i sur., ]ﬁzmunity, 2009). Upravo ta
¢injenica otvara pitanje u kojoj fazi razvoja limfocita B NKG2D
receptor ima utjecaj na opaZeni fenotip, te da li nedostatak ovog
receptora dovodi do promjena izvrdnib funkcija limfocita B.

Stoga ¢emo naSe daljne istraZivanje podjeliti na dva dijela te
pokusati dati odgovore na pitanja s jedne strane koji je uzrok

te koje su posljedice te hiperrcaktivnosti na kontrolu tumora ali
i drugih klini¢ki relevantnih bolesti kao 3to je §ederna bolest.
Dok ¢emo se s druge strane orijentirati prema limfocitima B i
istraZivati posljedice nedostatka izrazaja NKG2D receptora na |
razvoj i izvrine funkcije limfocita B te potencijane klinicke i
vaznosti opaZenog fenotipa.

Koje su potencijalne prednosti za koje
Je vicerojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost moze biti
unaprjedena ili kako ljudi ili Zivotinje
mogu imati koristi od projekta).

i receptora i njihove uloge u kontroli tumora ima jasne klinicke

NKG2D receptor je vrlo vazan aktivacijski receptor koji
svojom distribucijom j funkcijom povezuje urodenu i steSenu
imunost te predstavlja molekularni senzor za stanice izlozene
razligitim oblicima stresa (Zafirova et al., Cell Mol Life Sci.,
2011). Na3a publicirana i preliminarna ispitivanja pokazuju da
nedostatak NKG2D izraZaja ima posljedice na razvoj i fenotip
raznih limfocitnih populacija §to nam dodatno ukazuje na
njegov znacaj. Upoctrebom genetski modificiranih migeva, bitj
¢emo u moguénosti odrediti u kojoj je fazi razvoja pojedine
limfocitne populacije potreban njegov izraZaj kao i istrazit kako
bi uklanjanje njegovog izraZaja u odredenoj fazi razvoja
odredene limfocitne populacije (NK ili B limfocita) utjecalo na
njihov razvoj i fenotip.

Takoder, na temelju publiciranih rezultata jedna od nasih
hipoteza je da nedostatak NKG2D receptora ima utjecaj na
aktivnost drugih aktivacijskih receptora izraZenih na stanicama
NK. Ukoliko se pokaze da NKG2D receptor nadzire aktivnost
drugih aktivacijskih receptora i da li je taj proces specifican za
samo neke od njih, to bi bio novi i vaZan doprinos u
razumijevanju biologije stanica NK i postavljanja praga njihove
aktivacije. Ovo je osnovno biolosko pitanje u ovom podrudju o
kojem jo§ postoje brojni prijepori, a molekulski mehanizam
nadziranja praga aktivacije bilo inhibicijskim bilo aktivacijskim
receptorima je uglavnom nepoznat. Isto lako, razjasnjavanje
mehanizma utjecaja NKG2D na aktivnost drugih aktivacijskih

implikacije te postavlja osnovu za mogucéu manipulaciju
stanicama NK u smislu udinkovitije staniénc terapije tumora i
infektivnih bolesti.

U kontekstu limfocita B istrazit éemo kako uoceni fenotip
limfocita B kod mieva kojima nedostaje izrazaj NKG2D

receptora utjece na kontrolu khinicki vaznih bakicrijskih
infekeija (npr. model sepse i infekcije Francisellom novicidom |
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’ koja kod migeva uzrokuje bolest slicnu ljudskcij__tularexﬁij_i).

| Koje vrste i priblizni broj Zivotinja se
olekuje da ¢e se koristiti.

U istraZivanju ¢e se koristiti laboratorijski miSevi C57BL/6J
soja i geneticki modificiranih izvedenica. Priblizan broj miSeva
koji se planiraju koristiti u istrazivanju tijekom 2 godine je
1746.

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivotinjama, $to su otekivani negativni
uinci na Zivotinjama, vjerojatna /
o&ekivana razina tezine postupaka i
sudbina Zivotinja?

U pokusima u kojima éemo ispitivati kako nedostatak izraZaja
NKG2D receptora utjee na fenotip i izvrine funkeije odredene
limfocitne populacije (odredenih subpopulacija limfocita B i
stanica NK) Zivotinje ¢emo usmrtiti te iz razlicitih tkiva izolirati
stanice. O&ckivana razina tezine ovih pokusa jc blaga.

Zivotinjama kojima ¢emo dijetom inducirati nastanak
inzulinske rezistencije provodit éemo test test tolerancije na
glukozu ili test na inzulinsku rezistenciju tijekom pracenja
razvoja bolesti, a po zavrSetku pokusa Zivotinje ce biti
usmréene, a njihovi organi/stanice analizirani. Tijekom ovih
pokusa Zivotinje de trpjeti samo blagu i privremenu bol tijekom
venske punkcije.

Pojedinim grupama Zivotinja injicirati ée se odredeni patogeni (
MCMYV ili bakterija Francisella novicida) 1 v odredenom
vremenskom periodu nakon infekcije Zivotinje ¢e biti usmréene
( nakon 24h kod bakterijske ili 4 dana kod virusne infekcije), a
njihovi organi/stanice/tkiva/tumor  analizirani. Moguéa je
prolazna blaga nelagoda neposreduo nakon injiciranja, te ¢e s¢
Zivotinje pratiti.

U eksperimentima u kojima istrazujemo kako NKG2D
deficijencija utjecc na kontrolu tumora ocekivano je da <e
Zivotinje trpjeti blagu do umjerenu bol kao posljedicu razvoja
tumora stoga ¢e miSevi biti svakodnevno praéeni sukladno
obrascu u tocki 4.11.5 Zahtjeva za odobrenje projekta. Ukoliko
sc uoéi da Zivotinja trpi jaku bol neée sc ¢ckati njihova smrt, veé
¢e ovisno o procjeni stanja midevi biti usmréeni na humani
nalin, Pojedinim grupama Zivotinja ¢e biti injicirana protutijela
u svrhiy deplecije/blokade pojedinil staniénih
populacija/receptora. Moguéa je prolazna blaga nelagoda
neposredno nakon navedenih tretmana, te ¢e se zivotinje pratiti.

Pojedini miSevi ¢e biti podvrgnuti operacijskom postupku
laceracije slijepog crijeva. To je uobiajeni modelni postupak
(Rittirsch et al.,, Nature Protocols, 2009.) kojim sc kod miSeva
inducira stanje koje oponasa scpsu kod ljudi. Zivotinje éc pri
tom pokusu biti anestezirane izofluoranom. Nakon postupka
zivotinjc &e se pomno pratiti le ¢e im se svakih 4 sata
i ubrizgavati doza analgetika butorphanola. Ovaj postupak spada
u teSke oblike pokusa s obzirom na patuju Zivotinja, ali buduéi
da ¢e se Kkoristiti propisana doza analgetika oCekujemo da ¢ce

Zivotinje iskusiti najvie blagi stupanj boli.

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

| Zivotinje ée se koristiti buduéi da za istrazivanje uloge NKG2D-
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Navedite zasto se moraju koristiti
Zivotinje t¢ zadto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljuguju
zivolinje.

a kao imunosnog receptora e postoji  bolja _(a]terﬁ:ilivna)
metoda jer za opaZanje interakcija vide orpanskih sustava koje
moramo uzeti u obzir ne postoje metode/protokoli koji bi
laboratorijske Zivotinje zamjenili modelom staniénih kultura.
Imaju¢i  u vidu kompleksnost imunolokog sustava i
medusobnih interakeija pojedinih njegovih komponenti, in vitro
istraZivanja ne mogu pruZiti cjelokupnu sliku stvarnih zbivanja
u organizmu tijekom imunoloske reakcije na tumor ili infekciju
te je neophodno istraZivanje na Zivotinjama. Zbog eti¢kih
razloga, sli€na istraZivanja na humanoj populaciji su vrlo
ogranifena ili nisu moguda,

2. Smanjenje
Objasnite kako mozZe biti osigurano

koriStenje minimalnog broja Zivotinja.

U pojedinim grupama Zzivotinja ukljudenim u istraZivanje
koristit ¢e se najmanji moguéi broj Zivotinja koji omoguéava
dobivanje statisti¢ki relevantnih podataka.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zasto su
korilteni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje e se
poduzeti kako bi se smanjile tete za
Zivotinje.

! pojedine limfocitne populacije utjeSe na njihov fenotip i

Imunologki sustav je jedan sloZen sustav koji obuhvaca veliki
broj stani¢nih populacija, njihovu medusobnu interakciju, kao i
interakciju imunologkih stanica sa drugim stanicama u
organizmu. Upravo zbog toga kako bi se 3to tolnije istraZilo
kako nedostatak jednog receptora utjede na razvoj i funkcije
pojedinih limfocitnih populacija nuZno je i neizbjezno koristiti
animalne modele. Koriste¢i mieve kao animalni modet
omogucava nam §irok spektar tehnika i oruda kojima ¢emo biti f
u moguénosti §to preciznije odgovoriti na nada znanstvena
pitanja. Koristeci geneti¢ki modificirane sojeve moéi éemo
vidjeti kako delecija NKG2D izraZaja u odredenoj fazi razvoja

funkciju.
U dijelu istrazivanja u kojemu ispitujemo kako NKG2D
deficijencija utje¢e na kontrolu tumora zbog sloZenosti procesa

koji se istraZuje nije moguée koristiti alternativine metode.
Zivotinjama e tijekom svih cksperimenata biti praéent znakovi '
netagode ili stresa te ¢e u sluaju istih Zivotinje biti usmréene na |
human natin. Opéenito, olekuje se da ée Zivotinje osjetiti samo
BLAGU do umjerenu nelagodu te ce biti usmréenc ako
problemi sa zdravijem ili dobrobiti prerastu tu razinu.

Tijckom pokusa Zivotinje ¢e biti smjctene u grupama u
individualno ventiliranim kavezima (engl. Individually
ventilated cages, IVC). Na kraju pokusa Zivotinje ée biti
cutanazirane na human nagin.
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