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U predlozenim istrazivanjima koristit cemo model

infekeije s vakeinalni sojem /7 fdarensis (engl Live
I'¥S). dobivenim ad subsp. hofarctica.
lake potpuno neinfektivan za covieka, VS fe virulentan 7i
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pretpostaviiaiuc i je Alg? neophodan za progresiju il

mhibiciju infekeije vzrokovane francizelom. jedan od
ciljeva istrazivanja ic 1 odredivanje uloge AtgS u procesu
autolagije tijekom eksperimentalne wlaremije. Auiofagija

se smatra jednim od cefekiorshih mchanizuma arodene

imunosi prativeunetarstaniénih bakierita. Dokazana je |

maogucnost modulirania autafagije posredstvom odredenih
citokina. ali t obrauto, utjecaja avtofugije na ludenje

nroupalnih citokina. Podaci o wlozi autofagije u regulaciji

citokinske mreze tijekom tularemije su jo§ uvijek rijetki o

protunjecni. Stoga fe nag cili odrediti produkeiju odredenih |

pro- 1 protu-upalnih citokina koji su povezani s procesom

autolagije horistedi ransgene miseve.

| Francizela modulira proces autofagije na razlicite nacine. u
pozitivnom 1 negativnom smiglu. Medutim, modulatorna

wlopa FPO prateina tickom infekeije s £ ularensis jos je

regolaciiu mnofagije od strane trancizele u in vivo modcelu
Cindekeije. Otkrivanje moleknlamih i stanienih mehanizama

unutarstanicénay Ziveta Foondarensis neophodne je kakoe za

uvijek neposnata. Osim v viro, istraZivanje obuhvada 1

razamreevanie patogencze tularemije. tako 1 razvo] novih

,hickova 1 cjepiva u cilju §lo uspjesnijep nadzora nad
Cinfekeijom. Stoga je ova temelne hiomedicinsko
1strazivanje bitne /a sijecanje novih znanja o pategencezi
tlaremije koja ¢e pridontjeti razvoju novih werapijskih i
preventivinih strategija baziranth na autofagiji.
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1. Zﬂ;l\jella
Navvdite zasto se moraju koristit
]' Zivotinje te zadio se ne mogy koristiti
| ahlemativie metode Koje ne ukljucuju
zivotinje

2. Smanjenje
Obfasn e hako meze hili osigurans.
koristenje minimalnog hroja #ivotinga

lzdanje L, 2012
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|lc ée pracienjivati njihovo zdravstveno stanje i biljeziti

( ocjene prema tablict. Loct T se znadajniia promjena opéey
).

stanja i patnja u pojedinih jedinki (zbroj cejena veci od 12
iste ¢o biti usmréene na human na¢in, Kako su krajnje locke

mjerenja 2. 24, 48 1 72 h tri dana je nadulje vrijeme koje
¢e Zivotinje pravesti u pukusu.

U navedenim vremenskim intervalima (2. 24, 481 72 sata
nakon infekeife), migevi ¢e bii zrtvovani u duboka
anesteziji hombinacijom ketamina (100 ma/kg tjelesne
Cezine) 1 ksilazina (10 mpskge (jelesne tezine) injiciranih
intraperitonealno  u ukupnom  volumenu od 200 pi

(Gargiule 1sur., 2012.). Usmréivanje zivotinja davisit Ce se

iskrvarenjem,

-1

| Kako je proces patogeneze. 4 napose imunoloSki odgovor

organizma kompleksan, nemogucée ga je u potpunosti
objasniti bes koristenia zivog organizma L¢ je neophodno

koristen'c in vive modela infekeije. U do sada objavljenim

Cistrazivanjima navodi se vaznost misjeg modela infekeije u

pistrazivanju imunoloskop odgovora na infekeiju, koji je
uvictovan  razlicitim - Cimbenicima  (mjesto infekeije,
virulencija soja. genetske osnove Jomacina).

Osim wea. opisane razlike u recultatima dobivenim na
ispitivanju unutarstanicne patogencze F tularensis na in
vivo modeht te in vio na stanicnim linijama migjeg |
humanog porijekla (A20 i Ramos) ukazuju na vaznost
keridgtenja zivoliniskog  modela radi - vjerodostolnosti
rezultata, Stoga je predloZeni model na  CS7RI./6

Al ST vy Cre misevima  najprikladniji = 7a
istrawivanje  uloge  Ated 1 FI'O  proteina n procesu
autolagiie. (¢ pracenje imunoloskog odgovora tiiekom

procesy autofagije v eksperimentalnoj tularemiji.
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S Cijeli pokus pravest ¢e se s minimalnitn brojem Zivolinga
" Rode esiguravaju stanstickn analizu. Za rokuse vezane vz
Cpracenie patopenese koristit ¢eose pe Ui Zivotingy po

mutanti §ispitivine skapini u svakoj tocki mierenia. Kako

by smaniili broj pokusnih Zivetinja vzorer tkiva izoliranih

argat heri<it ce seza vide razlicitih analiza Polevica

oreana koristt ce se za patohistolosku obradu ili analizu
~ '

ultrastrukuenih promiera. a druga polovica za odredivanie

brojo bakterija wo organisi, Prethodnim i vitro
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;Sojeve . one mutante &iji geni nisu znacajni u
- unutarstaniénom prezivljavanju i razmno/zavanju. odnosno
odabrati one kojima je znucajno odrediti ulogu u
patogenezi tuluremije u in vivo modelu. Stoga oéekujemo
da ¢emo smanjili ukupan broj zivetinja provodenjem
mjerenja same  u - kljuenim  tockama istrazivanja e
isklju€ivo 7a odabrane sojeve bakterija koje su prethodna
1spitane na stanicnom modelu.

3. PohaljSanje U pokusima ¢e
Objasniti izhor vrsia i zasto su
Koristeni zivarinjeki modeli

se koristiti C57B1 /6 misevi te transgen:
sojevi (CSTBT /6 ArestIN - CSTRI 6 Argsvlos j yo

primjereniji od drugih, uzimajuéiu Cre)  komstruirani  na  isto]  genetsko]  pozadini.

obzir znanstvene ciljeve,
Ohjosniti opée mjere Koje ée sc

Fksperimentalna tularemija u misu predstavlja &7 vivo

poduzeti hako bi s¢ smanjile $tete za model uspostavljen  radi  pracenja  tijeka infekeije.

Zivutinje

lzdanje .

determiniranja  imunolozkog  odvovora  domaéina  na
sustavnoj 1 lokalnoj  (tkivng]) razini te istrazivanja
parametara ukljucenih u proces autolagije $to nije u cjelosti
moguce dokazati u in vitro uvjelima. Tronsgeni misevi

omogucit  ¢c npam  proucavanje  uloge  odredenih
- genaproteing u imunoloskom odgovoru tjekom twlaremije
bez nepotrebne patnje koja hi mogla biti izazvana u
kenvencionalnih zivatinia.

Uz adekvalan smjedtaj i njegu. prije i tijekom pokusa,
tieskoba kod 7ivotinja nastojat ¢e se maksimalno smanjiti.
Kao 1 stres prouzrocen samom aplikuci om i pregledam
zivotinja.  Sve  (izioloske  potrebe  zivatinja  bit &
7adovoljene. a okolis strukturno oplemenien postavljanjem
kartonskih tunela i pregrada. Zivotinie ¢e se svakodnevno
dva puta ohilaviti i promatrati, a voci i se hilo kakva

promjena opieg stanja, bit ¢e usmréene na human naéin.
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