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Nedayno smo  otkrili da  rekombinantni mi3ji  citomegalovirus t
(MCMV) koji ispoljava staniéni ligand za aktivacijski NKG2D |
receptor unato¢ jakoj atenuiranosti posjeduje izvanrednu sposobnost lf
povecavanja ucinkovitosti i duljine trajanja specificnog imunoloskog
odgovora posredovanog CD8 limlocitima T (Slavuljica et al.. J Clin
Invest. 2010). Takeder smo pokazali da kada u ovakav rekombinantni
virus ubacimo i CDR epitop listeriolizina O (LLO) L. monocyvtogenes |
dobijemo ne samo CD8 odgovor koji je puno snazniji od odgovora na |
1sti virus koji ne nosi ligand za aktivacijski NKG2D receptor, vec i da |
su CD8 limfociti inducirani ovakvim vektorom snazno protektivni, to |
Jjest da Zivotinje imunizirane ovakvim vektorom mogu podnijeti puno |
vecu dozu L. monocytogenes u odnosu na Kontrolne Zivetinje
imunizirane vektorom bez ugradenog NKG2D liganda (Trsan et al.
Proc Natl Acad Sci USA, 2013). Cilj ovog projekta je na migjem
modelu istraziti protektivni u¢inak pmmu1mm>kih vektorskih cjepiva
baziranih na rekombinantnom MCMV-u koji ispoljava staniéni ligand
za aktivacijski NKG2D receptor te pojedine tumorske antigene. _|
Veé duginiz godmd nasa se istrazivacka grupa bavi imunobmlos__lllom i
patogenezom citomegalovirusne (CMV) infekcije na animalnom
modelu infekcije mieva midjim citomegalovirusom (MCMV).
Nedavno smo otkrili da rekombinantni MCMV Koji ispoljava stanicni
ligand za aktivacijski NKG2D receptor unato¢ jakoj atenuiranosti
posjeduje izvanrednu sposobnost povedavanja ucinkovitosti i duljine
trajanja  specificnog imunoloskog odgovora posredovanog CD8
limfocitima T (Slavuljica et al.. J Clin Invest, 2010; Trsan et al, Proc
Natl Acad Sci USA, 2013). CMV-i izuzetno dobro poticu CD8 T
limfocitni odgovor unato¢ razvijenim brojnim imunosubverzivinim
mehanizmima usmjerenim protiv antigenske prezentacije putem MHC
I molekula (Reddehase, Nat Rev Immunol, 2002). CMV prvenstveno
poti¢e nastajanje efektorskih  memorijshih CD8 limfocita T
(Lemmermann et al.. Vir Res, 2011). Uz to, CMV aktivira tkivno
specificne memorijske CD8 T limfocite sluznice, §to moze biti od
osobite vaznosti za terapeutsku kontrolu tumora. Prikladnost CMV-a
kao vektora za cjepiva dodatno je nagladena nedavnim istrazivanjem
Hansena i kolega (Hansen et al., Science, 2013).
Ucinkovit anti-tumorski imuni odgovor je usmjeren na tumorske
antigene (TAA) ili na proteine onkogenih virusa jedinstvenih za
. tumore, tzv. tumor-specificne antigene (TSA) (pregled u Schabowsky
{ | etal. Exp Mol Pathol, 2009). Unato¢ ¢injenici da je moguce inducirati

| Koije su potencijalne prednosti za koje
je viercjatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost moze biti

| unapriedena ili kako ljudi ili Zivotinje
mogu imati koristi od projekia).
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u¢inkovit anti-tumorski  imuni  odgovor, vecina inmno!erapijﬂ
usmjerena na odbacivanje tumora nije uspje$na (pregled u (Schreiber |
et al, Science, 2011)). Razlog neuspjecha imunoterapije je slaba

imunogeni¢nost tumorskih antigena kao posljedica tolerancije na

vlastite antigene (Morgan et al., Science, 2006). Takoder, tumori su

razvili razlicite mehanizme za imunomodulaciju urodene | steéene .
imunosti (Jenkins et al., I Exp Med, 1987). {z navedenog. uspjesan |
razvoj vakcinskih strategija za lijecenje i prevenciju tumora mora se |
bazirati na prezentaciji tumorskih antigena Koji nece samo inducirati i :
pojacati tumor-specificni imuni odgovor, nego i omoguditi stvaranje |
imunog odgovora u uvjetima tumorske imunomodulacije. U nasem |
istrazivanju planiramo karakterizirati nova vektorska cjepiva bazirana |
na CMV-u koja izrazavaju NKG2D ligand. a usmjerena protiy

razli¢itih  tumora, te ispitati njihovu efikasnost u induciranju

antitumorskog odgovora. Temeljem prethodno navedenog i naﬁ;ihl
prethodnih rezultata, ocekujemo da ¢e nae vakcine biti izuzetno :
uspjesne u induciranju protutumorskog imuneg odgovora te tako |
predstavljati potpuno novi pristup u dizajniranju proturumorskihi
vakeina. |

Koje vrste § priblizni broj zivotinja se
o¢ekuje da ce se koristiti,

U istrazivanju ce se koristiti laboratorijski miSevi. Pribiiimflﬁ:}ﬂ
miseva koji se planiraju koristiti u istrazivanju je 2.000. [

{ans

U kontekstu onoga §to se radi na
zivotinjama. sto su otekivani negativni
u¢inci na Zivotinjama. vierojatna /
ocekivana razina tezine postupaka i
sudhina zivatinja?

Zivotinjama e biti injicirane tumorske stanice te ¢e profilakticki ili |
terapeutski biti imunizirane MCMV-om. U odredenom vremenskom |
periodu  nakon infekeije  bit ée  usmréene, a  njihovi |
organi/stanice/tkiva/tumor analizirani. Pojedinim grupama Zivotinja e |
biti injicirana protutijela u svrhu deplecije/blokade pojedinih stanicénih |
populacija/receptora. a pojedinim misevima ¢&e se zbog potrebe
dobivanja seruma uzimati mala koli¢ina krvi iz repne vene, Mogucéa je |
prolazna blaga nelagoda neposredno nakon navedenih tretmana, te ce |
se Zivotinje pratiti. Kao posljedica rasta tumora ofekujemo da ce za i
odredeni broj Zivotinja tezina pokusa biti umjerena - stoga ¢e miSevi :
biti svakodnevno praceni sukladno obrascu u tocki 4.11.5 Zahtjeva za

odobrenje projekia te se nece cekati njihova smrt, veé ce ovisno o

procjeni stanja biti usmréeni na humani natin. Oc¢ekivana razina tezine

postupka za miseve Koji nece razviti tumor je blaga,

Pri;ﬁjcna nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju koristiti
Zivotinje te zasto se ne mogu Koristiti
altenativne metode koje ne ukljucuju
Zivotinje.
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1. Smanjenje
Objasnite kako moze biti osigurano
koristenje minimalnog broja Zivotinja.

CMV-i izuzetno dobro pmimlﬂ I limfocitni odgovor, prvenstveno

nastajanje efektorskih memorijskih CDS$ limfocita T (Lemmermann et

al.. Vir Res. 201 1). Uzto, CMV aktivira tkivno specifiéne memorijske i
CD8 T limfocite sluznice, $to moze biti od osobite vaznosti za |
terapeutsku Kontrolu tumora. Prikladnost CMV-a kao vektora m]'
cjepiva dodatno je naglasena nedavnim istrazivanjem Hansena i kolega |
(Hansen et al., Science, 2013). U nasem istraZivanju zivotinje ce se |
koristiti s obzirom da ne postoji alternativna metoda za istrazivanje |
MCMV-a i HCMV-a, odnosno istrazivanje ucinka imunizacije |
vakcinskim profutumorskim  vektorom i kompleksne interakcije |
komponenti imunolodkog sustava i tumora. imajuéi u vidu |
kompleksnost imunoloskog sustava i medusobnih interakeija pojedinih |
njegovih komponenti, in vitro istrazivanja ne mogu pruziti cjelokupnu |
sliku stvarnih zbivanja u organizmu tijekom imunoloske reakcije na |

i . A ¥ o iy |
tumor e je IlCL\p!lUL‘I!’!U 1strazivane na Zivotimjana. |
e i

U pojedinim grupama zivotinja ukljuéenim u istrazivanje Koristit e se |
najmanji moguci brej Zivotinja koji omogucava dobivanje statisticki I
relevantnih podataka.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zasto su
koristeni zivotinjski modeli
primjerentji od drugih. uzimajudi v
obzir ¢nanstvene ciljeve.

Obijasniti opée mjere koje ce se

Citomegalovirusi su speci-ﬁ&_i 7a vrsiu. a infekeija miseva MCMV-om :
je najéedce Koristeni model za izucavanje HCMYV infekceije, s obzicom |
na veliku sliénost MCMV-a i HCMV-a u imunobiologiji i patogenezi. :
Stoga u nasem istrazivanju moZemo Koristiti samo predlozeni misji I
model., |
U planiranom istrazivanju ocekivana razina tezine postupaka je blaga |

lzdanje 1., 2013.
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I' poduzeti kako bi se smanjile $tete za do umjerena, Zivotinje ¢e biti pracene svakodnevno sukladno obrasct
| zivotinje. utocki 4.11.5 Zahtjeva za odobrenje projekta, te u slucaju potrebe biti
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| usmrcene na human nadin, Tijekom pokusa Zivotinje ce biti smjestene
| U grupama u kavezima smjestenim u IVC sustave. Na Kraju pokusa
{ Zivotinje ¢e biti eutanazirane na human nacin. |
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