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ICI]_] Je Otkjltl potu.u li proteinski produkti (ES, CE) Anisakis
I licinke malignu transformaciju fibroblastnih embrionalnih stanica
. BALB/c 3T3 stanicne linije, u odnosu na negativnu i pozitivia
{ kontrolu (poznati kancerogen npr. N-nitroso 5poj). te mogu |i ma-
{ ligno transformirane stanice transplantivanc v BALB/c mideve
| pomknun rast novotvorevina.

Sa[nama koja bi se stekla ovim model tesumnlcm knnc.mowenmn
bi pruZila uvid u jo3 jednu mogucu interakciju izmedu infektivie
litinke i Covjcka kao sluajnog domacina. Ovo istrazivanje bi
| moglo predstavijati kljuéni korak za buduéi razvoj ciljunih terapeu-
Ftika u sluc’uu zaraze nametnikom roda Aiisokis u Covjcka, jadanje
! svijesti o rizicima nalaza infektivrie licinke u morskim proizvodi-
ma. te strategijama inspekeijskog nadzora istih.

, Planira se koristiti ukupno 40 muZjaka BALB/c mifa Mus muscn-

~us, starasti 6 tiedana. Za preliminarno istraZivanje planira se ko-

s ridtenje ukupno 5 2ivotinja. odnosno po jedna za svaki od 5 vet-
mana (tretman 1: stanice nakon aplikacije ES; tretman 2: stanice |

“nakon aplikacije CE; tretman 3: stanice nakon aplikacije opala; §
rretman 4: stanice nakon uplikacije medija; tretman 3: s(anicc,‘
nakon aplikacije N-nioso spoja). 1 glavnom pokusy planirame |
imati 35 Zivotinja. §to ukljucuje i 3 kontrolne skupine svaka po 71
mifeva (N=21; negativna kontrola t: bez ES @ CE pradukata ali s ;
otapalom; negativna kontrola 2: bez ES 1 CD produkata i bez ota- |
p.Jlu pozitivna kontrola: N- nmoso spol)
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Uprava za vetzring stvo | sigurnost hrane
¢ U koniekstu onoga §to se radi na "1z literature je wivideno da nakon 4-6 tiedana od aplikacije trans-
| Zivotinjama, $to su ecekivani nega-  [ormivanih stanica dolazs do pojave potkoznih tumora u misu, bez
| tivni uéinci na Zivotinjama, vierojal-  pojave popratnih znakova holesti. Ohzirom da ée se misevi #rtvo-
| na / oéekivana razina tezine postu- vati odmah pri vidljivo) pojavi tumora, ne o&ckuju se negativni
' paka i sudhina Zivotinja? ucinci tijekom pokusa,

| Primjena nacela 3R
1. Zamjena Mizevi se kmis!c_ kao potvrda glavnog testa lranslb'r-nm‘cijf: stanica |
Naveditc zasto se moraju Koristit (ecll ranstormation assay, CT_A). Ne mogu se zamijeniti jer samo
! zivotinje te zaSto sc ne mogu koristili dokaz trunsformacije swnica i vitro nije dovoljan, ako S€ razvoj
| alternativne metode koje ne ukljucu-  tBmora ne U.l\’l'dl i umisa k}}o in vivo mudc!':l. Modcl kqmtfu_urau_'pa
’ ju Zivotinje. CTA i wmiscva jo zamijenieo dvogodidnji test ispitivanja
’ kancerogenosti na glodaveima (koji je koristio oko 900 jedinki
! - glodavaca: OECD, 2007), 1o je samo po sebi znatan napredak u
| smisly zamjene. a danas se smatra referentnim (ECVAM). Zivotin-
j je su potrebne kako bi se¢ mogao ustanoviti nastanak tumora u
| Zivom organizmu, te analizama utvrdili mehanizmi nastanka.
2. Smanjenje | Izracunat jc minimalan broj potrebnih 'Ziv.otinja: s obzirom na
Objasnite kako mode biti osigurano 1 uzol k(.)varuc [kwg u .sv:.'hc RN{\ sckqucwamu, g('ij-e: je ncophod.no
koristenje minimalnog broja Zivotin- ’ 7 replika po stanju, i histologijc (klasi¢ne, IHC, T l:M)., te analize
ja. i mnforsklh biffema. Nmmc,_ 7 mideva po tretmanu je optimalan broj
| ‘ koji amoguéava stalisticki znaCajnu pouzdanost neophodne razine
|
|

i p=0.99 za bioinformaticku imerpretaciju rezuhata RNAseq 1 ¢k~ .
| [ sprestje gena. Velicina uzorka u glaviom pokusu je izraunata ko-
{ristedt javoo dostupne ranualne programe (htp:/Avww.stat.ube.ca/

! | ~rollin/stats/ssized), a broj miSeva u preliminarmom pokusu je re-
| ducira na t po tretmanu, ali éc nam dati uvid u stvarnu duZinu tra-
: [ janja razvoja ovog lipa wmora u mifeva, odnosno vrijeme
! I ncophodno za drzanje miseva u glavnom pokusn.

| 3. PoboljSanje “Muzjaci BALB/e migeva ¢e se koristti jer se CTA test radi na
| Objasniti izbor vrsta i zasto su ko- BALB/c 313 stanicama. §to znaci da ée se aplikacijom komercijal-
| Vb ¥ i )

| ridteni Zivotinjski modeh primjercni- | no dostupne staniéne linije homologne s domacinom u kojeg se !
| ji od drugih, uzimajuci u obzir ! transplantiva. izbjeci potreba koristenja  imunokompromitiranih |
| znanstvene ciljeve. organtzama za in vive dokazivanje rasta tumora. Pregledom re- |
| Objasniti opée mjere koje ¢e se po- ¢ cenine literature ovo je nujescéi kompatibilni model in vitre i in|
! duzeti kako bi se smanjile Stete za ! vivo dokazivanja lumorogenosli ispitivanih produkata.
| Zivotinje.

i Tiickom pokusa. stanice se miSevima aplicirgju potkoZno i jed-

fnokratno. te posehne mjere smoanjenja straha, boli 1 patnje tijekom

Caphkacije nisu potrebne. Prije uzorkovanja wmorskih i zdravih

tkiva, miSevi ¢e se usmititi predoziranjem anestetikom (keraminol,

¢ Ketaminhydroklorid. MSD Animal Health; >150 mg/kg. ip) pri

' pevop vidljivaj pojavi tumora, te ée se dodatno napraviti dekap-

. itacija Kako bl se nivrdio nastanok sirti. Uzimanje uzoraka tkiva

* sc planira nakon potvide nastanka smrti zivotinje, kako bi Zivolinje
“bile podtedene patnje. Eksperimentaine tehuike se temelje na
natelu pobolisunja tako da se moguca bel, patnja, tjeskoba ili tra-

1 ino osecenje uzrokovime Zivotinjama ukloni 1l smanji pa najman- |
! | jumoguéu myen, '
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