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Qdrzavanje kolonije genetski ianijengenth zivotinga da ne
“koje se ne koriste u drugim postupcima - I

Aktivnost pOlLIlLl]dlﬂlh adjuvanala, imunostimulatora, _kao niti novlh
nanolipidnih formulacija nije moguce ispitivati na ljudima, Takoder,
ne postoji pouzdan model 7a istrazivanje mnogih bolesti za koje je
potrebno razviti cjepive, stoga je vrlo teSko evaluirati adjuvant za
odredeni ¢jepni antigen. Imunogenicaost cjepiva hao i evaluacija
adjuvantne aktivaosti ispituju se u razlicitim animalnim modelima
stoga je cilj ovoga projehta ispitair adjuvantsku aktiviost 1 utjeca]
ispitivanih spojeva te njihovih nanoformulacija na specificnu
imunolosku reakciju u misu. Cify jo dobiti podatke koji spoj pojagava
imunolosku reakeiju, te odredity tip imunoloske reakcetje, s obzirom na
podvrste induciranih untitijela. - ]

Koje su potencijalne prednosti za koje
jc vjerojatno da proizlaze iz ovoy
projekta (koko zrnanost moze bifi
nnaprjedena ili kako fjudi ili Zivotinge
mogu imari koristi od projekiu).

Koje veste i priblizni broj Zivotinja se

ocekuje da e se koristiti.

Planirani projekt je nastavak nasih |>tr.u|\.m|1 ”d_jl kontinuirano
ispitujemo utjecyy sirukture na bivlosku akuvnost derivata hako
peptidoglikana tako 1 desmuramil peptida. rezultati ¢e pokazat Koje
tunkcionalne grupe u novosintetiziraning spojevima moga pojacati
adjuvantsku aktivnost i usmjeriti imunoloski odgovor u odredenom
\‘mjcru I'ukx)dcr Ccmo w_r:ldiv:mit-m spoicv;l u liposomc i hidro”clovc

l>t|‘|z,mm_|‘1 ‘e l)|l| prmulum na n||s|cm soju NII ],(,)Ial Jsd buduci da
je dio prethodnih istrazivanja imunomodulacijske aktivoost proveden
na navedenom soju. Prednosti ispitivanja humoralnog imunoloskog
odgovora u midjem modelu su dostupnost niza reagencija i obiljezenih
antitjjela za analizu imunoglobuling. ni osnovu kojih se procjenjuje
u¢inkovitost testirunog adjuvama Nizak trosak smjedtaja i hrane w
Jednostavan rad s miseyvima su lahoder nphova prednost. fstrazivanje
planiramo provest na napmagjeimn mogocem broju zivotinga hoji nam je
dostatan zi analizu (300 mises hros tei 031 godine projehta). Broj
Miey a ovisit ¢e o broju probranih spojeva zain vivo testiranje Probir
¢e se vrsiti na osnovu prelimimarmih testivanga fizikalno-kemijskim .
matodama interakeija spojova <a odredenim proteinimia Kao 1 in vitro
testiranfima. n v ivo cemo testitats samo one spojeve koji se pokazuo
hao mnjholj kandidau za adjuvinte

L hontekstu onoga 8o se radi na
Zvotinfama. Sto su ocekiviini negativin
ucingi na zivolinjama, vjerojatin
oCekivana razing 1c7ine postupaka i
sudbina z1ivoltinga?

fzdanje 2, 2018

Profokoli imunizacije uhjucuju peimarnu munizaciju idva
docjepljivanja u rasmacima 21 dana Nakon diogog docjepljivanja
pokus zavravi, Tijehom pokusa se ne ocehupe nikakav Stetan utjecaj
na zivotinje obzirom da spojesi hoje horistimo u pokusu nisu toksicni,
o je pokazano o nasim prijasnpe strazivanjima kao i prema
lilernrurnim izvurinm Poklls')c blag 7i\n|in|c S ﬂncﬁrwimnc i ST




aksilarnog, spleta krvnib Zila prema standardizicano) procedurt

Primjena nacels 3R

I. Zamjena
Nuvedite zaSto se moraju Kocistiti

zivotinje te zadto se ne mogu Koristit
alternativoe metode koje ne ukljucuju
Zivotinje

2. Smanjenje
Objasnite hiuko moze biti osigurano
Korisienje mnitmalnog broja Zivotinga.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta 1 zasto su
konistens zivotingshr modeh
primjereniyi od dragih. szimajudi v
abzir znansivene ciljeve

Objasniti opce mjere kaje ce se
poduzeti kako bi se smanjile Stete 7a
zivotinje

Patrebna petrosh iy na procieni

lzdame 2, 2013

Specttieni humoralni imunolodki odgevor novosintetiziranih spojeva
moguce je lesaratt samo in vivo na cksperimentalnim Zivotinama, s
obzirom di je to nemoguce izvoditt na udima Preporuke za testirange
adjuvanta:
Guideline on Adjuvants in Vacceines
EMEA/CPMP VEGA 7:03/2004v3
Adjuvants for human vaecines:R K. Gupta, G R, Sther. Vaccine 1995,
13,1207,
Vaccine Adjuvants: Preparation Methods and Research Protocols,
_O'tlagan, Derek. 1. Humana. Press, 2000
S obzirom na svrhu istrazivanja i to da u pokusu moramo koristite 7ive
zivolinje, njihov broj je sveden na najmanji moguct broj jer smo
dosadasnjim pokusima pokazali da je 2a procjenu adjuvantshe
sposobnosti immunomodulatora peptidoglikanske strukture dovoline
analizirati serunie poslije drugoy docjepliivanja. Krvarenja nakon
prvog docjephivanja su ukinuti. Da bi rezultati bill znanstveno
pouzdani (tj. imuli dovoljnu statisticku snagu od P - 0.05 prilikom
analize kvantitativnih rezultata jednosmjernom analizom varijance,
ANOVA_ s post hoe Tukeyevim testom), a s obzirom da svaku
cksperimentalnu erupu usporedujemo s negativnom kontrolam Koja je
primika samo antigen. u otopini ili antigen u nanonosacu, prema
literaturi potrebno je uzeti najmanje 10 Zivotinja po skupini,
Takoder, spojevi ¢e proci razlicite Nizikalno-kemijske analize i in vitro
testove na osnovu kojil e se izabrat samo najbolii kundidat 2 in
vivo testiranje (QCM metoda  metodi kristadne mikrovage za
| testiranje interaketje ligand-receptor: CLISA westiranje izlucivania
proupaliih citokina 11.-6. TL-10, TNF-« iz PBMC sianica thuman
peripheral blood mononuclear cetls): testiranje adjirvanata da i
| aktiviraju NOD2 receptor in vitro pomodn validiranih i komercipatno
dostupnih testova hao $to je HEK-Blue NOD2-dependent NE- «13-
inducible SEAP (secreted embryonic alkaline phosphatase) repaorter
Sene u8say.
Fakoder na osnovu literaturnik podataka o utjecaju pojedinily
| supstituenata na adjuvintsku aktivnost molekolie ¢iliano su dizaniran
1 sintetizirani NOD agonisti. desmuramil peptidio v adjusantska
aktivnost bit e testirana in vivo samo derivatima koji su pokazali
| najvecu aktivnost u in vitro tesiiranpma.
Imunogenicnost ¢jepiva Kao i evaluacija adjuvantne aktivnost ispuuju
i se u razlicitim animalnim modehma i razdiciim vestama hoge dujn
razlicit odgovor u testiranjima, pa Cak | unutar jedne vrste, rushicit
| sojevi daju razlicit bioloshi odgovor Opisana su testiranjo
! adjuvantske aktivnosti u modelu zamorcica i kunica no onadp madel je
1

siroko prihvacen. Prednosti ispitivania humorialnog imunoloihog
i odeavora wmisjem modeln su dostupnost niza reagenciji i obiljezenih
antitijela za analizu imunoglobulina. na osnovu kojih <o procieujuje
l ucinkovitost testiranog adjuvanta. Nizak teosak smjestaga 1 hrone e
| jednostavan md s misevima su tahoder njihova prednost Kako bise
smanjile Stewe za zivotinje. 7 dana nakon drugog docieplpinanga
Zivotinje ¢e se ancstezirat radi uzumanja kevi (serama)

| WKao humang kranga tocka tijekom pokusi. nagranmip pukazately da
Zivonnja v ekspecimenta trpi nelagodu, stres i boll i da joi predatoq

| smri, uzel ce se pubitak tezine do 20 2o, promjene u ponadanju i bilo
hikvi znahovi Boli. Zisotinje ce biti cutanazivane prije zas rictha

| pokusa od strane osobe Zaduzent zi cutanaziju, uz prisusiy o
irenovanoy veterinara. Nadalje. zivotinjuma ¢emo obovatite prostor
tunclhima 2o 1gru 1 a zahole T Rsabaemnige honsteaje prostora te

I materijalima za grizenje, trganje i manipudivanjy

da ne



wopekta (upisuje nadlezno tijelo) .
Resultat retroaktviae procjene projekta
I (upisuje nadleono vjelo)

lzdanye 2, 2018
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