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Trajanje projekta

‘ Klju¢ne rijeci {najvise do 5)

0d 01.06.2020. do 01.06.2025

| Imunomodulacijski uéinci mastocita i eozinofila u mikrookolidu
tumora mokracnog mjehura

tumor mokrac¢nog mjehura, mikrookolis tumora, mastociti,

eozinofili, IL-33

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

| Svrha projekta (kao u ¢lanku 5. Praviinika):

Temeljno istrazivanje da ne
Eranslacijska i primijenjena istrazivanja da ne
Koristenje odredeno propisima i rutinska | da ne

‘ proizvodnja

| Zastita prirodnog okolisa u interesu zdravlja ili da ne
| dobrobiti ¢ovjeka ili zivotinje |

Ocuvanje vrste da ne
e = —

Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da ne
;L.Forenziéka ispit;/anja da I ne
'_Odriavanje kolonije genetski izmijenjenih _ da l ne

| Zivotinja koje se ne koriste u drugim postupcima | |

Svrha projekta je spoznavanje mehanizama koji sudjeluju u
nastanku i razvoju zlo¢udnih tumora mokraénog mjehura, a s
ciliem koriitenja tih spoznaja za pronalazenje novih
dijagnosti¢kih markera zlocudnih bolesti i stvaranja pretpostavki
za razvoj novih lijekova. Projektom se planiraju proucavati
| tumori mokraénog mjehura, a primarni naglasak tih proucavanja '
biti ¢e na meduodnosu imunoloskog sustava i malignih tumora.
Cilj ovog projekta je istraZiti ulogu mastocita i eozinofila u
nastanku i razvoju tumora mokra¢nog mjehura u svrhu
poboljéavanja postojeéih imunoterapijskih mogucnosti. Ulogu
:mastocita i eozinofila istraZivat ¢emo koristenjem midjeg
"modela tumora mokra¢nog mjehura induciranog kemikalijom N-
butil-N (4-hidroksibutil)-nitrozamin (BBN). |

Koje su potencijalne prednosti za
koje je vjerojatno da proizlaze iz
_ovog projekta (kako znanost moZe
biti unapriedena ili kako ljudi ili
Zivotinje mogu imati koristi od

| projekta).

lzdanje 1, 2013

Modulacijom uc¢inaka mastocita i eozinofila u mikrookoliéu‘
tumora istraziti ce se njihov protu-tumorski potencijal Rezultati '
ovog projekta unaprijedit ¢e razumijevanje uloge mastocita i
I eozinofila u tumaorigenezi mokracnog mjehura i pruzit ¢e osnove |
| za daljnji razvoj lijelenja tih tumora. lzmjena tumorskog.l
| mikrookolia, djelovanjem na mastocite i eozinofile, ima velik
potencijal u borbi protiv tumora mokracnog mjehura koji
! recidiviraju ili su otporni na postojece terapije




dprava s

Koje vrste i priblizni broj zivotinja se

ocekuje da ¢e se koristiti,

. U kontekstu onoga 3to se radina

| Zivotinjama, §to su olekivani
negativni u€inci na zZivotinjama,
vjerojatna / ocekivana razina tezine
postupaka i sudbina Zivotinja?

| Primjena nacela 3R

1. Zamjena

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

lzdanje 1, 2013

Odrasle jedinke: 450 Zivotinja
C57BL/6J (210), BALB/cJ (90)
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Sleiingt

Deficijencija mastocita - soj KitW-sh/W sh  (B6.Cg Kitw-
sh/HNihrjaeBsmJ) (50)
| Deficijencija  eozinafila - soj AdbIGATA (C.12951(B&)-

Gataltm6Sho/J) (50)
Deficijencija mastocita  soj Cpa3-Cre; Mcl1flox/flox krizanjem
Cpa3-Cre (C57BL/6-Tg(Cpa3-cre)aGlli/d) i Mcliflox/flox (B6;129- |
Mcl1tm3Sjk/J) (50)

10 jedinki odredenog soja po eksperimentu (tretman BBN,|
koristenje inhibitora ili aktivatora, deplecija protutijelima,
subkutani model) (50)

Zivotinjama ¢e se inducirati tumor mokracnog mjehura. Tljekom

tog tretmana aplicirati ¢e se intraperitonealno razni aktivatori,

| inhibitori, interleukini, neutraliziraju¢a protutijela koja bi trebala
utjecati na tijek razvoja tumora mokraénog mjehura.
Stanice tumora mokra¢nog mjehura MB49 aplicirat ce se
subkutano u bok strainje noge misa tijekom anesterzije. Pratiti
¢e se razvoj tumora tijekom dva tjedna '
Ocekuje se umjereni utjecaj na zdravlje i dobrobit zivotinja prije
eutanazije.

I Projekt se bavi vezom imunoloskog sustava i malignih bolesti i
kao takav bioloSki je izuzetno sloZien. Nuino je koristenje
|iivotinjskih modela zbog postojanja razli¢itih sustava koji
doprinose razvoju balesti (prvenstveno se to odnosi na'
| imunologki sustav). Bilo bi nemoguce u potpunosti pratiti
sinergiju imunoloskog odgovora organizma i razvoja tumora npr. I
pomocu stanicne kulture stanica, ili koristenjem nekog drugog,
bioloski manje kompleksnog organizma. |
Imuncloski sustav miseva dobro je istrazen i dovoljno sligan |
onome Covieka da bi se podaci mogli ekstrapolirati na ¢ovjeka.
Takoder, misevi se standardno koriste u modelima nastankai
tumora kod sisavaca. Zbog ovih ¢injenica smatramo da je |
eksperimentalni rad upravo na miSevima onaj koji ce polu&iti|
najholje rezultate.

Takoder, dio istrazivanja ce se raditi i na stani¢nim linijama i
kulturi stanica, a da bi se izbjeglo Zrtvovanje miseva (stani¢ne
linije MB49, RT4 i1T24). |



Upias o

! 2. Smanjenje
Objasnite kako moze biti osigurano
koristenje minimalnog broja

; Zivotinja.

3. Poboljsanje

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

Objasniti opce mjere koje ce se
poduzeti kako bi se smanjile 3tete
z2a zivotinje.

lzdanje 1., 2013
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Broj Zzivotinja sveden je na najmanji koji je uobi¢ajen u ovakvoj
vrstiistraZzivanja Za svaki eksperiment izracunat je minimalni
broj Zivotinja koji daje prihvatljivu statisticku snagu, temeljem
prethodnih istrazivanja. Na taj nacin osigurava se koristenje
minimalnog broja Zivotinja koji jam¢i snagu studije i pouzdanost
dabivenih rezultata, dobivanje statisticki valjanih zakljuaka a
bez potrebe za ponavljanjem pokusa Postoje vec unaprijed
definirani brojevi zivotinja koji su prihvaceni u znanstvenoj
literaturi, a koji garantiraju statisticku znacajnost rezultata.
Istrazivaci koji ¢e raditi na ovom projektu strogo ¢e se ‘
pridriavati tih podataka 1 tako svesti broj koristenih Zivotinja na
minimum

Ulogu mastocita i eozinofila istrazivat ¢cemo koristenjem misjeg
modela tumora mokraénog mjehura induciranog kemikalijom N-
ibutiI-N-(a-hidroksibutil)—nitrozamin (BBN). U istrazivanju ¢e se
koristiti miSevi kojima nedostaju mastociti i eozinofili (tzv.
knock-out misji modeli), neutralizirajuca protutijela za
uklanjanje mastocita i eozinofila kao i subkutani model tumora
mokrac¢nog mjehura. U istrazivanjima ¢e se koristiti divlji sojevi
migeva (C57BL/6) i BALB/c)) kao i misevi bez mastocita ili
eozinofila, uklanjanjem jednog gena, tzv. knock-out miSevi
(sojevi miseva KitW-sh/W-sh (B6.Cg-Kitw-sh/HNihriaeBsmJ),

AdbIGATA (C.12951(B6)-Gataltm6Sho/l}, Cpa3-Cre;
Mci1flox/flox krizanje dva soja - Cpa3-Cre (C57BL/6-Tg(Cpa3-
cre)aGlli/)) i Mcl1flox/flox (B6;129-

Mcl1tm3Sjk/1)).Eksperimentalne tehnike se temelje na nacelu
poboljianja tako da se moguca bol, patnja, tjeskoba ili trajno
ostecenje uzrakovano Zivotinjama ukloni ili smanji na najmanju
mogucu mieru

Postupke sa Zivotinjama ce provoditi/nadzirati  adekvatno
educirane osobe, s dugogodisnjim iskustvom u navedenim
istrazivanjima. Stanje svih Zivotinja koje ce sudjelovati u pokusu
biti ¢e svakodnevno praceno (izgled, ponasanje, teZina).







