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Naslov projekta

Jaganje kapaciteta CerVirVac-a za istraZivanja u virusnoj imunologiji
i vakcinologiji, KK.01.1.1.01.0006; Radni paket 1: Analiza do sad
nepoznatih transkripata MCMV-a te nove funkcije poznatih gena
ovog virusa

Trajanje projekta

01.10.2017.-30.09.2022.

Kljuéne rijeéi (najvide do 5)

Citomegalovirus, infekeija, M116, mononuklearni fagociti, latencija

Svrha projekta (kao u &anku 5. Pravilnika):

Temeljno istraZivanje da ne
Transiacijska i primijenjena istrazivanja da ne
Kori3tenje odredeno propisima i rutinska da n_:
proizvodnja

Zaitita prirodnog okolifa u interesu zdravija ili da ne
dobrobiti ¢ovjeka ili Zivotinje

Octuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da ne
Forenzitka ispitivanja da ne
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja | da ne
koje se ne koriste u drugim postupcima —

Opisite ciljeve projekta (na primjer,
znanstvene nepoznanice ili znanstvene
ili klinicke potrebe).

Specifitni cilj projekta je istraZiti funkcionalne karakteristike regije
MI16 migjeg citomegalovirusa koriStenjem modela infekcije miseva
migjim citomegalovirusom (MCMV), koji je jedan od najcedée
koridtenili modelnib virusa za istrazivanje biologije i patogeneze
citomegalovirusa. Buduéi da smo do sada in vitro eksperimentima
okarakterizirali transkripte regije M116, identificirali protein M116 te
pokazali da je rekombinantni MCMV s delecijom regije M116
{AM116-MCMYV) znatajno atenuiran u mononuklearnim fagocitima
koji se smatraju glavnim mjestima latencije citomegalovirusa,
smatramo da je 2a boljc razumijevanje patogeneze, biologije i
perzistencije CMVa vaZno istraZiti ponasanje ovog virusa in vive. Iz
tog éemo razloga analizirati replikaciju, fenotip, razine proupalnih
citokina i ulogu pojedinih populacija imunologkih stanica u infekciji
AMI116-MCMYV virusom u odnosu na WT-MCMV koristecdi razlicite
rute infekcije u odraslih miseva. Takoder, odrediti cemo replikaciju i
fenotip razlicitih populacija imunologkih stanica u infekciji AM116-
MCMV virusom u odnosu na WT-MCMV  u novookocenim
#ivotinjama te testirati sposobnost reaktivacije AMI16-MCMV virusa
iz latenciie u odnosu na WT-MCMV.

Koje su potencijaine prednosti za koje
je vjerojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako zhanost moZe hiti
wnapriedena ili kako ljuds ili Zivotinje
mogu imati koristi od projekia).

Olckuje se da ée rezultati ovog istraZivanja razjasniti ulogu regije
MI116 MCMV-a u infekeiji miseva. MI116 je pozicionalni, a
potencijalno i  funkcionalni  homolog  ULII6  humanog
citomegalovirusa te stoga ovo istrazivanje ima potencijal translacijskog
istrazivanja na humani CMV. Dodaino, s obzirom na dosadasnje
rezultate smatramo da je AMI16-MCMYV zanimljiv kao model za
istraZivanje i razvoj vakcina baziranih na citomegalovirusu kao i model
za istrazivanje uloge makrofaga i dendritickih stanica u 3irenju i
prezistenciji MCMV-a.

Koje vrste i priblizni broj Zivatinja se
ocekuje da ce se koristiti.

U istraZzivanju ¢e sc koristiti laboratorijski miSevi. Predvideni broj
midcva koji se planiraju koristiti u istraZivanju tijekom navedenog
razdoblja trajanja istraZivanja jc 1140.

U kontekstu onoga $to se radi na
Zivotinjama, $to su ocekivani
negativai uginci na Zivotinjama,
vjerojatna / odekivana razina tezine
postupaka i sudbina Zivotinja?

Occekivana razina teZine postupaka je BLAGA za svih 1140 mideva.
Otekuje se da zivotinje mogu osjctiti tck prolaznu blagu nelagodu
prilikom ustrcavanja virusa i protutijela/agensa. Sama infekcija misjim
citomegalovirusom, koji je prirodni patogen miseva, nece izazvati vise
od blage nelagode, a doza MCMV-a koja ¢e se koristiti ne bi trebala
izazvati simptome bolesti kod Zivotinja. DuZina koriitenja pojedinih
Fivotinja ovisit ¢¢ o protokolu pokusa, te ¢e sukladno tome pojedini
mievi biti eutanazirani nekoliko dana po infekeiji, a pojedini midevi
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nekoliko tjedana ili mjeseci po infekeiji. Ako se ked pojedine Zivotinje
primijete problemi sa 2dravljem, stres ili aclagoda koji su ja&i od
predvidenih bez brzog oporavka, gubitak tjelesne teZine veci od 20%,

| zivotinja ¢e biti usmréena na human natin.

Primjena nacela 3R

1. Zamjcna

Navedite zaSto se moraju koristiti
Zivotinje te zasto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljuduju
Zivotinje.

Zivotinje ¢e se koristiti s obzirom da ne postoji altemativna metoda za
istrazivanje MCMV-a i HCMV-a (infekcije i kompleksnih interakcija
komponenti imunololkog sustava), koja bi bila zasnovana na modelu
stani¢nih kultura. Citomegalovirusi su specifiéni za vrstu, a infckeija
mideva MCMV-om je najéesce koristeni model za izucavanje HCMV
infekcije, s obzirom na veliku sliénost MCMV-ai HCMV-a u
imunobiologiji i patogenezi. Ovaj model omoguéuje nam istraZivanje
sloZenih interakcija virusa s komponentama imunoiodkog sustava tc
organizma kao cjetine.

2. Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano

kori$tenje minimalnog broja Zivotinja.

U grupama Zivotinjama uklju¥enim u istrazivanje koristit ¢e se
najmanji moguéi broj Zivotinja koji omogucava dobivanje statisticki
relevantnih podataka. Tz svakog pokusa nastojat ¢e se dobiti Sto veca
koli¢ina informacija.

3. Pobolj3anje

Objasniti izbor vrsta i za3to su
koriteni Zivotinjski modeli
primjercniji od drugih, uzimajudi u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opce mjere koje ¢e se
poduzeti kako bi se smanjile Stete za
Zivotinje.

U planiranom istrazivanju otekivana razina teZine postupaka je
BLAGA za svih 1140 Zivotinja. Zivotinje ée po injiciranju biti
pracene na znakove nelagode ili stresa koji su jati od predvidenih
sukladno obrascu u togki 4.11.5 Obrasca 2, te u shu&aju potrebe biti
usmréene na human nadin.

Tijekom pokusa Zivotinje ée biti smjedtene u grupama u kavezima
smjedtenim u IVC sustave sa obogacenim okolisem. Novookodeni
midevi biti e smjesteni u leglima sa majkama. Na kraju pokusa
Zivotinje ¢e biti eutanazirane na human nagin.
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