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Canstoje se od 80 ribosomskih proteina (RP) i 4. ribosomske RNA
; (rRNA). a sintetiziraju se o jezgrici. U ovom projektu istrazival éemo
funkeije RPE6 Kljutne komponenle ribosoma Brojna istrazivanja
¢ tijekom  proteklih desctak  zodina dekazala sn da  heterozigome
mutacije specifienih RP nzrokuju patoloike promjenc u zivotinjskim
pakusninmi modelima te nekoliko bolesti u Judi koje su povezane s
povecanom incidencijom zlocudnih tumora, ukljuujudi delecijski
sindrom g i anemiju Diamond-Blackfan. Na temelju objavijenih
spoznaja 0 poveganosti - mwmacija RP 1 zlodudnih  tumora
pretpostavliamo da  heterozigotnost 7a . RPS6  uzrokuje  speciliéne
malekularne premiene koie potics zlecudnu prechtraztu novmalnih
stanica. Medavna je dakazano da heterozigotnast za RPS6 aktivira
Supresor tumara pS3, stagd pretpostavijamo dJda biotaj mehanizam
medao imati zatitnu ulegu od zlodudne preabrazbe stanice uslijed
pagredaka u sintezi ribosoma

Migji emhbrionalni hbroblasti (MEF) izvrstan su i Cesto kurisien
poknsni staniéni model za istrazivanje maolekularnih - mehanizama
Aocadne preobrivbe uslijed  genctitkih promjena. Odgovarainéim
krizansima u ckviru Cilja | projevest ¢e se MFF-avi u Kojima se maze
uveeino inaktivirati odan alel gena za RPSE, oen p=2 ili njihova
Lombingeia Nakon inaktivacije tih gena. u okvirn Cilja 1, testirat ée
se tumorogeni putencijal specifieno praizvedenih MEF-ova w2 vitro te
¢e su adrediti u¢ingk na stukiuru jezgrice i njevzine Tunkeije in vitre
- Ruduci da je RPS6 kljuena kamponenta ribosoma ¢ifi nedostatah moze
dovesti do smanienjn ukupoe sinteze ribosoma, u okviru Cilja |,
odredit ¢e se ntjucaj heterozigotnosti za RPSH na ukupni kapacitet
sinlese proteina inoavurs te identificirai mRNA molekule Sin e
Irans'acijs na mibosemima paremaceny U okvirn Cilja 2 MEF ovi
izchiemio u okviw Cilja 1 injicital ¢e se v imunohapremitirane
atimicre miteve iengl snede) v svrhu (estiranja njihovog tumorogenog
putenciala \'i\'r Ouim toga, u okvirm Cilja 3 koristit ¢emo
ageanicen broi ps3 negativnih miseva « migeva divljeg tipa u dobi od 4
PXogedana s wsimang kv 2a analizu sbop dobivanja dodatmoa
nvidd uulozu 033 inakiivacije na strukturw i fonkeju jezerice.
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thavom istrazivanju u okvire Cilja 1 koristil ¢ema misje pokusne
modele u kojima su aleli vena 7a RPSA 1 psSR amedeni loxP
sljedovima, miseve n kojima e uveden gen 7a ¢GFP omeden loxP
sliedovini te mida hovi ivrazava ichombinazu Cre (deleter Cre)u
svihu knzanja za dobivanje ttudnib 7enki iz kojth ¢e se izelirat
cmibriji 7a proizvodnju MEF-ova Predvideni uhupni 210 haristenih
7ivotinja u Cilju 1 iznosi 130,

o¢ekuje di ¢e se korisiiti.

LV okviru Cilja 2, MEF-ovi proizvedeni u Cilju [ injicirat e se u |
imunokaepromitirene atimi¢ne miseve b svrho istrazivan)a |
tumorogenog potencijals novedenih MEF-ova in vive Prevideni broj |
imunokopromitiranih mieva Koji ¢e se horistiti n ovi pokosima iznosi
iC

U okviru Cilja 3. diu istrazinangai provedenos na psi - - MEF-ovima
dubivenih u ckviru Cilja 1. bit ¢e nadopunjen karigtenjem p33 -i-
mideva i miseva divljeo tipa Koristit ¢e se ukupna 16 miseva u svrhy

I uzimanje tkiva jetre zo analizu
NDakle, ukupan broj koristenih miSeva n cijelom projehtu iznosi
196.
|
t kontekstu anoga 2o se radi na U okvire Cilja 1 krizat ¢emo pohusne Zivotinge prema unaprijed
Zivatinjama Sto su atckivani negaslivai | dizagnironim shemama knzanja. Ne olehjemo Jda ¢e navedena
ufinui na zivotinjama. vjeropana © Krizanja imati negativai ocinsh na dobrobil miteva Svi misevi ce se |
. occkivana rzing tezine postupaha i genotipizirati 3 jedna nason okota standardno koristenom metodon.
- sudhina zivatinga® Prilikom genotipizacije uzet e se vrink repa miss vehidine 5 mm 3o

ne bi trebalo izazvali vise od blage beli Nakon ¢enotipizactje. misevi
penatipova koji se neée koristitt u daljntm koyzantima ce se eulsnazirah
rarama CO . a usmréivanye Zivotinga dosravs <c primjenom metode
carvikalne dislekacije proma Pravibitke o zusur livotingg koje se
kortste u znanstvene svrfn oNA 33730 Pr2ostal mifevi karistit e se u
dalinim krizanjima (! honacnom Koizanju, trudne senke na 125 danu
frudnoce Zvoval dese metudom  cervikalne  distokacije prenv

Previlnikn o zastici Snvsdwnga Aoje se boraste w snansivene svrbe (NN
§5 /30 (krajnja chsperimentalna weka) Ne oceknie se da ¢e vudne
zenke prilikom Zeivovarja osgetine vise od blage boli il tjeskobe
Nukon zrtvovan)ja trdnsh renki izoliret ¢e se emhry na 1 5
dobivanje MET-cva pec HEmh yenotpess Cisiren da embriomilng
razva, kod miseva soja CSTBLA) tra ¢ 19 5 dana, ewhrigina L12 3 ne
podlijeru Pravilniiu o zasins Zvainyga Aoje se korisie w tnanstoeie
svrfio (NNCS520 hop uklucue Tetalne oblike sisovaca od sadnge
trecine njihova uobicojenoy rizvo o Tiehom provedbe pukusa v

okvitn Cilja 1 niseve ce o pranli saxodnevno prennd pecilianim
pokazateliima naveden g v Taklicima za proc enu opees stanje
nidevi Ne odckyjenie do e u okvirg ovaye cilja it potrebna
primjenyivatt humane arape tuthe
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tunokopromitirane  abriEne TseNe 1 i i tnveni
mmoragenoy potencijala navederih MET v o vnvo MET ovi
specificnih genotipova ce o subkutano inpcirat e owednorn mjestu o
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stunica 3-4 edna nakon subkutone injekcije odredit ce seonnhik

velicing tumaory te ce se otumor uzet za daljnu analizn N

primjenom mctode cervikalne dislokacije prema Pravilnihu o zottit
Sieotmja koje se korste n coansivene svehe (NNO330T30 NMisev,
korizteni v ovom Cilju megn osjetiti umjerenn bol Specificno u Cilju
2w kasaijim fazama rasto Wwinora mogu se pojaviti snakovi slabosti,
boli i uleeracije Misevi ée se pratiti svahodnevno prema spectticnim
pokazaieljima nuvedenima u Tablicama za procjenu opéee stanja
mideva a zapazene promjene unositi u Obrasce 7a procjenu dobrabiti
migeva Ukoliko primijetima ulceracije na mjestu rusta twmora, ako je
tumor veéi od 1,2 e v promjeru ili ako se pojave tezi znakovi slabosti
i hali primjenit ¢e se humana krajnja tocka

L okvire Cilja 3. pokusni p3S3 -+ miSevi i midevi divlje tipa J i ¥
jedana nskon okola frtvoval ¢¢ se primjenom mefode cervikalne
dislokacije prema Pravilniku o zaitid Fhotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe (NN 35:13), hada ce se izolirat tkiva jetre 2a daljnje
analize Ne atekuje se da ¢e misevi prilikom Zrivovanjo osjetiti vise ad
blage beli il eskobe. Vazno je naclusiti do pS3-i- misevi podinju
razvijuti tumore nakon 16-24 1jedna Zivota, te ce se stoga 7rivavali u
dobi ad 41 8 tjedana kako bi se izhjegao nastanak tumora i pojava kol
u mifeva lijckom provedbe pokusa u okvirg Cilja 3 midevi e se
pratiti svakodnevno  prema specificnim pekazateljima navedenima u
lablicama za procjenu opcey stanja miseva. Ne oéekujemo da ¢e n
ohviru Citja 3 biti potrebno primjenjivati humane kragnje totke L
slucaju da ranije primijetimo promjene u njihovu ponatanqu teuhitak
tefine. promjene o disanju, unosu hrane i vode) hit &¢ primjena
humana krajnia racka i zivatinje ¢e se Zrvovati vranije hoko brim se
smanjila hol i patnja

|
Humanu krajnja tacka provest ¢e se uporabem inehanicke metode |
distokacijom vritne kraljernice, sukladno Praviliku ¢ zastite 2ovotinju
kivpe s¢ koriste n znanstvene svebie (NN 357 3)

|

strazivanja molekulamih mehoanizama putem  Kojih heterozigotne
mutacije specificnih RP doprinose razvon ziocaudnih tumara e ulope
ueny p33 utom procesu nisa provediva o udi zhag ¢tickih i tehniékib
ogranicenja Stoga ¢emo U ovom projekiu Koristin miteve u kurima wu

geni zu RPSG 0 pSs3 obiljerent luxP shedovima 1 mogu se izrezati Cre
pozredovonom  rekomhbinaciqom. Tukvi maodel najbolje oponasaju
bolesti u Hndi uaokovane  heterozigoinosen RP 1w omeguduju
razumijevanje malekalurnih mehanizama putem Kojib heternzizotnus
RP daprinosi razvoju slocudnih tumara .

Kiizanjem specificnib pokuznib miseva u Cilju 1 proizvest de se
MIEFE ovi hoji e se koristiti u i vitro analizama NFF-Qvi su izarstan
1 Cesto Koridteni pokosni stamicn odel soistrazinvane melekulararh
mchanizamy zlodudne preohraszbe uslijed  genetickib promjena, a
0 chave koristenje omogucaje smanjenje brogs Zivotinga u pokusimi

U onvre Cilja 20 MEF-ovi proisvedeni u Ciljn 1 anjicirat ce se ot
imunokoproumitirane  atimicne  miseve 0 svrhu Ddrazivanga
limciogenog, poteacjig navedenih MEF-ove o vivo Ova) meode!

1
stondardiey se Roristi o hiomaedicmsh mistra2 vanhma 1 omogacue
g vanga nekile aspekata timeroyeners kot se ne mogu andlizan
0eviran

U okvire Cilja 3. dio sitrazivanja na pS3- - MEF-ovima o okviru Cilja
IRt ce nadepunyeni istraivan, nng u pS3 - - miseviman vivo
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Obasnite kako meze hiti osigurano
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3. Poboljunge
Objasniti zbor vreta i 7adto 50
koristeni zivotinjski modeli
priumjereniji od drugil, vrimajuct o
obzir znanstvenc ciljeve.

L Ohjasnin ap e mjere koje e se

poduzeti kako Brse smanjile stete 7a
Zivatinje
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Detalinim planitanjem keizanga o Cilju 1 prema prelhadig
dizajniranim Snemama keanga 1020 3, broj koridtenih migeva svuden
wCona mmmaing razing, Prilikom planisangy krizanja i precjene broja
niiceva. u vhziv su uzen ocekivani hroj miseva po okotu i o¢ekivane
rropurcije  pojedimih - genatipova  miseva nakon  krizanju. 7bog
dozenest kriZzanja | opropore ja pojedinih genotipovia mideva koje o
pojedinim krizanjima iznose 230, a u oehima ¢ak 1 manje (Sherma
krizaniv 11 21 dudatno smancenie broja koviftenih mifevy nife
maogtuce

Novoohoceni misevi genotipizirat ce se tri jedna nakon ukota i svi
midevi koji seonece dalje Koristiti v krizanjima eutanaziral ce se
parama CO.w usmirdivanje zivolinja dovrsava se primjenom metode
cervikalne dislckacije prema Pravilmfn o zasnn Zivetinfa fioe sé
koriste u znensvene syrhe 7NN 25130 kako by se broy miSeva smangio

/Zbog  smanjen o broja kandtenih Zivotinja.  zenke  specifiénib
uehotipavi Karistit ce s dva puta o krizanjima potrebnih za dobivanje
rudnih Fenki u konacnom krizanju u svrhu izolacije embrija ¢
preizvadnje MUF-gva (Cilj1y Lo nede ogecan ny njihovo dobretil, o
smanjit ce se bro; zivotin'a ukljucenih u krizsnja. le zenke &e se
koristiti iskljuc¢ vo za dohivanje potamsiva, a ane same ne sudjeluju u
pokusa Zenke specificnih gennlipova nece se kuristiti vite od dva puta
ra dobivanje polomstva  zhog  vremenskog  ogranicenja trdjanjs
Aknvnost anutar projekig

Nu temelu prethodnih istrazivanga, <tatistickih analiza te preciznog
dizajna pakusic u svelio ostvarenrja Ciljeva 200 30 bro) miSeva koji se
planirt koristiti sveden je na minimalou razinu, @ da se pritom
postigne zadovaljavajuéa statisiicka 7nacajnest dobivenih rezaltata. |

Laborataripshi mid je najboljr madel u kojem se specihiena akilje?eni
geni monpu szrezivati putem rehombinoze Cre te se na laj nadin
opuaata gubitak gena u holestima u ljudi Mid o kojem se moZe
iarezati gen 2z RPS6 jedan e ud rijethih dostupnih migjih modela u
kaiimi se moge fzrezati gen 7a vdredeni RP. Buduci da je nam je ova)
dded e destupan, Kot cema g 0 avam f‘i'l'lt'L‘T\l Madalje
heristircemn ¢ dosipm ané mode u keyem se moze inaktvarat p3 3
e prorave i MEE-
vt e kojion e seoprovedite o vare pokusi. MEF-ovi (e se
subtnlovican o stamdnng kuliuee kaha Biose dobila dovaling kolicdina
matert ala zidal nja strazivanja Naivedem stamicani madel emogucuje
campeny Zivatinakih modela stanicnim modalom smanpuje hraj |
Zivotinga Roristenih u pekusima i pabolitava dokrokit Zivatinia.

Moavedem muitevi konsnn ce se u knizanpima kiko

L wveu provadenia pobuoljGmia dobrokiti pokusnih rmigdeva, o njima ce
¢ hrmuti educirane 1 atrugng asposnbljene asobe. Nadalje, provodin
Coose sustdvna pracenje polusn b migeva (ukhucupic 1 dime vikendi
praznihe 7a srome traganga pokusnoy per eda prema Chrascama 2o

procienu debrohin zivainga (miteva) bako hiose pravavieineno
primgetily amperena doouka boll pamja il Geskoba miseva 1o iste
aklonile Ukaliko se pojave tesi znakovt slahosti, bali tjeskohe 1 tiaph

cobiih edios mitevi ce it izuzet 1 pobusi e sooprimienit
romanag Leange teeha Nadalpe migevi ce bine<m etteni o gropuma sl
Jomsa o kavezu uosustavima s omdividualnom ventilicijom Kavesa

VO3 pripacajueom opremom za uzga] laboratargskiy miseva
uvieime ey posulnests o patogena (SPEy Prilikem dosizang

ehsperimentalne hrame tocke migevi do Rin catamazizant metodon:

cervihalne dndokavge prome Dranadioee o casnn tesingia A e s
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