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Citomegalovirus. humanizirani mis, glioblastom. vektorska cjepiva

K_luunc rijedi _(ni)_jviﬁe do 5)

Svrha on"ekm (kao u &lanku 5. Pravilnika):

Tl‘cmcljno istraZivanje . (j;[ i ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja a; ne
Kori$tenje odredeno propisima i rutinska proizvoa_n:ja“ﬂda ne
Zadtita prirodnog okolida v interesu zdravlja ili | da ne
dobrobili Covicka ili zivotine | | |
Ocuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da_ ne_ﬁ_
Forenzicka ispitivanja da ne
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja da ne
i koje se ne koriste u drugim postupcima
Opisite ciljeve projekta (ra primjer, Nedavno  smo  otkrili  da  tekombinantni misji  citomegalovirus

snanstvene nepoznanice ili znanstvene
ili klinicke potrebe).

(MCMV) koji ispoljava stani¢ni ligand za aktivacijski NKG2D
receptor unato¢ jakoj atenuiranosti posjeduje izvanrcdnu sposobnost
povecavanja ucinkovitosti i duljine trajanja specifi¢nog imunoloskog
odgovora posredovanog CD8 limfocitima T (Slavuljica ¢t al., J Clin
Invest, 2010). Takoder smo pokazali da kada u ovakav virus ubacimo i
druge antigene dobijemo dodatni zadtitni utinak cjepiva (Trsan ct al,
Proc Natl Acad Sci USA, 2013; Trsan et al., Eur J Immunol, 2017).
Cilj ovog projekta je provesti provjeru inovativnog koncepta za
cjepivo u kojem se spajaju dva modela antitumorskog cjepiva, jedan
na CMV antigene i drugi na tumorske antigene.

Koje su potencijalne prednosti za kuje
je vijerojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost moZe biti
unaprjedena ili kako ljudi ili Zivotinje
mogu imatf koristi od projekta).

i tmunosubverzivnim

Veé dugi niz godina nada sc istrazivacka grupa bavi imunobiologijom i
patogenezom citomegalovirusne (CMV) infekcije na animalnom
modelu infekeije miSeva MCMV-om. CMV-i izuzetno dobro poticu
CD8 T limfocitni  odgovor unatod razvijenim  brojnim
mehanizmima  usmjercnim na  antigensku
prezentaciju putem MHC [ molckula (Reddehase, Nat Rev Immunol,
2002). Prikladnost CMV-a kao veklora za cjepiva dodatno je
naglasena nedavnim istraZivanjem Hansena i suradnika (Hansen ct al..
Science, 2013).

Uéinkovit anti-tumorski imuni odgovor je usmjeren na umorske
antigene (TAA) ili na proteine onkogenih virusa jedinstvenih za
lumore, tzv. tumor-specifiéne antigene {(TSA) (pregled u Schabowsky
ct al., Exp Mol Pathol, 2009). Unato¢ Cinjenici da je moguce inducirati
uéinkovit  anti-tumorski imuni  odgovor, vecina imunoterapija
usmjerena na odbacivanje tumora nije uspjesna (pregled u Schreiber et
al., Scicnce, 2011). Razlog ncuspjcha imunoterapije je slaba :
imunogenitnost tumorskih antigena kao posljedica tolerancije na
viastite antigene (Morgan et al., Science, 2006). Takoder, twmori su
razvili razliCite mehanizme za imunomodulaciju urodene i stecene
imunosti (Jenkins et al.. J Exp Mecd. 1987). 1z navedenog, uspjelan
razvoj vakcinskih strategija za lijedenje i prevenciju tumora mora se
bazivati na prezentaciji lumorskih antigena koji nede samo inducirati i
pojacati tumor-specifiént imuni odgovor, nego 1 suprotstaviti - se
mchanizmima pomodéu kojih tumori slabe imuni nadzor. U naSem
istrazivanju planiramo karakterizirati nova vektorska ¢jepiva bazirana
na CMV-u koja izraZavaju NKG2D ligand, a usmjerena su protiv dva
antigena  specificna za primarni lumor  mozga — glioblastom
multiforme, (e ispitati njihovu efikasnost u induciranju antitcumorskog |
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odgovora. Temeljem navedenog i nadih  prethodnih  rezultata,
ofekujemo da ¢e nada  vakcina biti uspje$na u  induciranju
protulumorskog imunog odgovora e tako predstavljati novi pristup u
dizajniranju protutumorskih vakcina.

Koje vrste i priblizni broj Zivotinja se
olekuje da ce se koristiti.

U istrazivanju ¢e se koristiti laboratorijski miSevi. PribliZan broj
miseva koji se planiraju koristiti v istraZivanju je 5010,

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivotinjama, §to su oCekivani negativni
uéinci na Zivolinjama, vjcrojatna /
oCekivana razina teZine postupaka i
sudbina Zivotinja?

Primjena nadela 3R

stanice je umjerena.

S obzirom da je vektor virus specifitan za Covjeka, testiranje na
Zivolinjama ¢e se provoditi na miSevima s humanim imunolotkom
sustavom. Navedeni miSevi proizvedeni su injiciranjem humanih
limfocita iz krvi u misji soj NSG kojem nedostaju imunoloke stanice.
Zivotinjama ¢e bili injicirane tumorske stanice, a prethodno cée
proiilaktitki biti imunizirane integriranim cjepivom baziranom na
humanom CMV-u. U odredenom vremenskom periedu nakon infekcije |
bit ¢c usmréene, a njihovi organi/stanice/tkiva/tumor analizirani,
Pojedinim misevima ée biti injicirana protutijela za depleciju pojedinih
tipova limfocita (CD8, CD4, NK) ili za blokadu odredenih
inhibicijskih receptora (PD1, CTLA-4, TIGIT). Moguéa je prolazna
blaga nelagoda neposredno nakon navedenih tretmana, te de se
Zivotinjc pratiti. Kao posljedica rasta tumora ofekujemo da éec za
odredeni broj zivotinja tcZina pokusa biti te3ka — stoga ée misevi biti
svakodnevno praéeni te se neée &ekati njihova smrt, veé ée ovisno o
procjeni stanja ukoliko bude potrebno biti usmréeni na humani nadin.
Otekivana razina teZine postupka za miSeve koji nefe dobiti tumorske

1. Zamjena

Navedite za$1o se moraju koristiti
Zivotinje te zaSto se ne mogu koristiti |
alternativne metode koje ne ukljuduju
Zivotinje.

|' kompleksne interakcije komponenti imunoloskog sustava i
i Imajuéi u vidu kompleksnost imunoloskog sustava i medusobnih

U naSem istraZivanju Zivotinje ¢e se koristili s obzirom da ne postoji
alternalivna metoda za istraZivanje ICMV-a, odnosno istraZivanje
u¢inka imunizacije vakcinskim  protutumorskim  vektorom i
i tumora.

intcrakcija pojedinih njegovih komponenti, in vitro istra¥ivanja ne
mogu pruziti cjelokupnu stiku stvamih zbivanja u organizmu tijekom
imunolo3ke reakeije na tumor te je ncophodno istraZivanje na
Zivotinjama.

2. Simanjenje
Objasnite kako mozZe biti osigurano
koristenje minimalnog broja Zivotinja.

U pojedinim grupama Zivotinja ukljuéenim u istrazivanje koristit ée se
najmanji moguéi broj Zivotinja koji omogucava dobivanje statistigki
relevantnih podataka.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zadto su
kori§leni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve,

Objasnitt opée mjere koje Ce se
poduzeti kako bi se smanjilc 3tele za
Zivolinje.

Citomegalovirusi su specifiéni za vrstu, a infekefja miseva s |
rckonstituiranim humanim imunoloskim odgovorom je jedini nadin

tesliranja virusa speciticnog za Covjeka, stoga u nafem istraZivanju

moZzemo Koristili samo predloZeni migji model.

U planiranom istraZivanju ofekivana razina teline poslupaka je

umjerena do leska. Zivotinje ée biti pradene svakadnevno te u sludaju

potrebe biti usmréene na human nacin. Tijekom pokusa Zivotinje ée
biti smjestene u grupama u kavezima smjestenim u 1VC sustave. Na

kraju pokusa Zivotinje ce biti eutanaziranc na hL}nlzl_n_paéin.

lzdanje 1., 2013.



