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* pokusi koji ukljuduju laboratorijske Zivatinje provode se od ‘
(11.10 2016. godine do 31.05.2017 , odnosno od datuma izdavanja
| adobrenja ukoliko odobrenjc budc izdano poslije 01 102016
| Citamegalovirus, tuman, tumcrska cjepiva, EGFRvII, vektorska
| cjepiva -
_ Svrha projekla (kao u ¢lanku §. Pravilnika):
| Temeljno istrazivanje da ne
= = e ; e}
‘ Translacijska i primijenjena istrazivanja | da ne
Kori§tenje odredena propisima i rutinska da ne |
' | proizvodnja . i
Zagtita prirodnog okoli§a u interesu zdravlja it ' da ne |
dobrobiti &ovjeka ili Zivotinje |
Qtuvanje vrste da ne

Kljuéne rije-éi (najviEc_ES)

—_— e —=—1

Visoko abrazovanje il os_;;o;oblia\'anjc_ da ne

- - | da ne
Qdrzavanje kolonije genetski izmijenjenih zivotinja 'da ne
koje se nc koriste u drugim postupcima B Y
Opisdite ciljeve projckta (na primjer, Nedavno smo otkrili da rekambinantni migji citomegalovirus (MCMV)
znansivene nepoznanice ili znanstvene | koli ispoljava staniéni ligand za aktivacijski NKG2D receptor unato€ l
e klinicke potrebe). | jakoj atenuirancsti pesjeduje izvanrednu sposohnest povedavan)a
udinkovitosti i duljine trajanja specifiénog imunoloskog odgovora
posrcdovanog CDR& limfocitima T (Slavuljica et al., J Ciin Invest,
2010), Takoder smo pokazali da kada u ovakav rekombinantni virus
ubacimo i CD8 cpitop hsteriolizina O (LLO) L monocylogenes
dobijemo ne samo CD8 odgovor koji je puno snazniji od odgovora na
' isti virus koji ne nosi ligand za aktivacijskr NKG2D receptor, veé 1 da
su CD8 limfociti inducirani uvakvim vektorom snaznao protektivni, to
jest da Zivotinje imunizirane ovakvim vektorom mogu podnijeti puno
ve¢u dozu L monocylogenes u odnosu na kontrolne Zivotinje
imunizirane vekiorom bez ugradenog NKG2D hganda (Trsan et al,
Proc Natl Acad Sci USA, 20131 (i) ovag projckta je provesti previern
| inovativnog koncepta za ciepivo u kojem se spajaju dve modela
antitumorskog cjepiva, jedan na ( MV antigence i drugi na tumorske
= ___|oantigene, S I
Ko;e su potencijalne prednosti za koje | Veé¢ dugr niz godina nada se istrazivacka grupa havi imunohiologijom |
je vierojaino da proizlaze iz ovog | patogenczom citomegalovirusne (CMV) infekei:e na animalnom
projekta (kakc znanost moze biti | modelu  infekciie miSeva midim  citomegalevirusom  (MCMV)
unapriedena ili kako ljudi ilf Zivotinje | Nedavno smo otkrili da rekombinantni MCMV koji ispcljava stanicni
mogu imati koristi od projckta). ligand za aktivacijski NKG2D receptor anatog akoj atepuiranosti
posjeduje izvanrednu sposobnost povecavanja uéinkovitost: i duljine
irajanja specificnog imunologkor odgovora posredovanog (D8
limfocitima T (Slavuljica ct al, I Clin Invest, 2010; Trsan ct al, Proc
Nat] Acad Sui USA, 2019 MV i rzuzetra dobro poticu (DR T
"imfocitm wdgovor unatoé razvyenim brojnim 1imunosubverzivnim
| mehanizmima usmjerenim protiv antigenske prezentacije putem MHC
I molckula (Reddchase, Nat Rev Immunol, 2002). CMV prvenstveno
| potite nasta;anje  cfektorskih  memorijskih (D& limfocita T
(Lemmermann et al, Vir Res, 20111 Uz t6. MV aktivira tkivoo
" specifiéne memorijske CND§ T himfocite sluznice, $to mele bit nd
osahite vaznost za terapeutsku kontrolu tumora Prikladnost CMV-a
kao vektora za cjepiva dodatne je naglaiena nedavnim istrazivanjem |
Hansena i kolega (Hansen et al . Science, 2013) I
Udinkovit anti tumorskl imuni odgovor je usmjercn na tumerske
antigene (TAA) 1li na proteine onkogenih virusa jedinstvenih za
tumore, tzv. tumor-spec fi¢ne antigene (TSA) (pregled u Schabowsky |

| Forenziéka ispitivanja

izdanje 1., 2013
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etal, Exp Mo Pathol, 2009). Unatoc éinjﬁc.i da je moguée inducirah

usmjerena na odbacivanje tumora nije uspjesna (pregled u (Schreiber
et al, Science, 201))). Razlog neuspjcha imunoterapije jc slaba
imunogenicnost tumorskih antigena kac posljedica tolerancije na
vlastitc antigene (Morgan ct al., Scicnce, 2006) Takoder, tumori su
razvili razli¢ite mehanizme za imunomodulaciju urodene i stecenc
imunosti (Jenking et al., J Exp Med, 1987) 1z navedenog, uspjesan
| razvoj vakcinskih strategija za lije€enje | prevenciju tumora mora sc
| bazirati na prezentactji tumorskth antigena koji nece samo inducirati
| pojacati tumor-gpecifiéni imuni odgovor, nego i omoguéiti stvaranje
| imunog odgovora u uvjetima tumorske imunomodulacije. U nasem
| istrazivanju planiramo karaktenzirati novu vektorska cjepiva bazirana
na CMV-u koja izraZzavaju NKG2D ligand, a usmjerena protiv dva
antigena  specifiéna za primarni tumor mozga -~ glioblastom
| multiforme, te ispitati njihovu efikasnost u induciranju antitumorskog
odgovora. Temeljem prethodno navedenog i nadih  prethodnih
rczultata, ofekujemo da ce nase vakcine hiti izuzetno uspjeine u
induciranju protutumerskog imunog odgovera e tako predstavljatt
| potpunc navi pristup u dizajniranju protutumorskih vakeina

Koje vrste priblizni bl’OJ 71v0nn1a st
ocekuje da ce sc konstiti.

U istraivanju ¢e se koristiti laboratorijski miSevi. Priblizan broj
miseva koji se planiraju koristiti u istrazivanju je 28.

utinkovit anti-tumarski  imuni  odgovor, veéina imunoterapija |

U kontekstu onogz §to se radi na
Zivotinjama, §to su oceklivani
negativni uéinci na Zivotinjama,
vjerojatna / a¢ckivana razina tefine
postupaka i sudbina Zivolinja?

Primiena naéela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju koristiti
zivotinje te zadto sc ne mogu koristiti
alterpativne metode koje ne ukljuduju
Zivatinje

2. Smanjenje
Objasnite kako moze bit osigurano
L koristenje mimmalnog brojs Zivotinja.

Izdanje 1, 2013,

S obzirom da sc radi o virusu specificnom za vrstu kao vektoru,
testiranje na Zivotinjama de se provoditi na miSevima s humanim
imunolo§kom sustavom. Navedeni miSevi proizvedeni su u Centru za
uzgo) laboratorijskih Zivotinja ~ LAMRI injiciranjem krvotvarnih
mati¢nih stanica u migji soj NSG kojem nedustajo endogene stanice za
razvo) imunoloikog sustava.

Zivotinjama ¢e biti injicirane tumorske stanice te ée profilakticki i
terapeutski biti imunizirane integriranim cjepivem baziranom na
HCMV-u, U odredenom vremenskom periodu nakon infekeije bit cée
usmréene, @ njihovi organisstanice’tkiva/tumor analizirani Pojedimm
| misevima ce se zbog potrche dobivanja seruma uzimati mala kolicing
| krvi iz repne vene. Moguca je prolazna blaga nelagoda neposredno
" nakon navedenih tretmana, te ¢e se Zivotinje pratiti. Kao posljedica
rasta tumora ocekujemo da ce za odredeni broj Zivotinja teZina pokusa

¢ekati njthova smrt, vec ce ovisno © procjent stanja biti usmréeni na
humani nac¢in. Oéckivana razina tezine postupka 7a miseve kaii neée
| razviti tumor_je hlaga.

[ CMV-1 1zuzetno dobro poticu CD8 T limfouitni odgovor prve: 15tveno
nastajanic cfektorskih memorijskih CD8 limfocita T (I.emmermann ct
al., Vir Res, 201 1). Uz to, CMV akuvira tkivno specifiéne memorijske
CD8 T limfocite sluzmice, 5to mozZe bt od osohite vaznosti za

| terupeutsku kontrolu tumora. Prikladnest (MV-a kao vektora za

| ¢jepiva dodatno je naglasena nedavnim istraZivanjem Hansena i kolega
(Hansen et al | Science, 2013). U nadem istraZivanju Zivolinje ¢e sc
koristiti 5 obzirom da n¢ postoji alternativna metoda za istrazivanje
HCMV -4, odnosno istrazivanie uéinka imunizacije vakcinskim
protutumorskim  vektorom i kempleksne interakcye kempenent
imunoloskog sustava i tumora. Imajuéi u wvidu  kompleksnost
imunoioSkog sustava i medusobnih interakeya pojedinih njegovih

. komponenti, in vitra strazivanja ne mogu pruziti cjelokupnu shku
stvarnih zbivanja u organizmu tijekom imunoloske reakcije na tumol
te je neophadna istrazivanjc na Zivotinjama

| U po|cd|mm grupama Zivotinja ukljuéenim u istraZivan|e Koristit ce se

biti umjerena - stoga ¢e miSevi biti svakadnevno praceni te s¢ nece |

naj manp mugucu hl’()J zivounja koji oamogucava dohivanje statisticks |
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\ 3. Pobolj$anje

Objasmiti izbor vrsta i zadto su
koriteni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajué u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje ée se
poduzeti kako bi se smanjile Stete za
Zivotinje.

Citomegalovirusi su specifiéni za vrstu, a infckcijaﬁ miseva s
rekonstituiranim humanim imulnoloskim odgovorom je jedini naéin
testiranja virusa specifi¥nog za ¢ovjeka, stoga u naSem istraZivanju
mozemo koristiti samo predlozeni mi§ji model.

U planiranom istrazivanju adekivana razina tezinc postupaka je blaga
do umjerena. Zivotinje ée biti pracene svakodnevno te u slucaju
potrebe biti usmréene na human naéin. Tijekom pokusa Zivotinje ce biti
smjetene v grupama u kavezima smje$tenim u IVC sustave. Na kraju
pokusa Zivolinje ¢e biti eutanazirane na human nain.

lzdanje 1., 2013







