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OBRAZAC3

Naslov projekta

Hrvatski naslov: Manipuliranje imunoloSkom
memorijom: razvoj novih strategija u svrhu stvaranja
boljeg memorijskog CD8 T-stani¢nog odgovora
protiv COVID-19 nakon cijepljenja

Engleski naslov: Memory manipulation;
development of novel strategies to enhance the
memory CD8 T cell response against COVID-19
following vaccination.

Trajanje projekta

24 mijeseci

Kljuéne rijedi (najvise do 5)

T stanice, memorija, signaliranje, afinitet

Svrha projekta (kao u &lanku S. Pravilnika):

Temeljno istraZivanje da ne
Translacijska i primijenjena da ne
istrazivanja

Kori$tenje odredeno propisima i da ne
rutinska proizvodnja

Za3tita prirodnog okolia v interesu | dg ne
zdravlja ili dobrobiti Eovjeka ili

Zivotinje

Ocuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili da ne
osposobljavanje

Forenzitka ispitivanja da ne
Odrzavanje kolonije genetski da ne
izmijenjenih Zivotinja koje se ne

koriste u drugim postupcimna

Opitite ciljeve projekta (na primjer,
znansivene nepoznanice ili znanstvene ili
klinicke potrebe).

U ovom projektu Zelimo istraZiti ako mozemo prodirili
opseg i time poboljsati odgovor imunoloske memorije
protiv SARS-CoV-2 virusnih mutanata.

Koje su potencijalne prednosti za koje je
vjerojatno da proizlaze iz ovog projekta
(kako znanost moZe biti unaprjedena ili
kako {judi ili Zivotinje mogu imati koristi od
projekia).

U ovom ¢emo projektu namjeravamo istraziti ako
moZemo prosiriti opseg imunocloske memorije (tj.
poboljiati sposobnost prepoznavanja vise razli€itib
varijanti virusa} posebno protiv SARS-CoV-2. Stoga je
ovaj projekt, u kontekstu razvoja cjepiva, od velike
vainosti za cjelokupnu populaciju.

Koje vrste i priblizni broj Zivotinja se
otekuje da ¢e se koristiti.

U istraiivan}u namjeravamo koristiti C57BL/6 miSeve
divljeg soja kao i geneti¢ki modificirane sojeve dobivene
genetickim preinatavanjem C57BL/6J midjeg soja. Broj
koji se planiraju koristiti u

faboratorijski miSeva

istraZivanju tijekom navedenog perioda je 1540.

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivatinjama, §to su o&ckivani negativni
udinci na Zivotinjama, vjerojatna /
otekivana razina teZine postupaka i sudbina
Zivotinja?

Kako je opisano u dokumentu: "Obrazac 2", koristit éemo
postigli specificne ciljeve
istrazivanja. MiSeve ¢emo kriZati te takoder izolirati tkiva i

razli¢ite metode kako bi

organe nakon njihova usmréivanja. Namjeravamo |J
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adoptivniﬁrt_ransferom specificne imunolotke stanice
prenijeti u mideve primatelje kako bi analizirali pona3anje
stanica imunolo3kog sustava u kontroliranim (ili geneticki
preinaenim) uvjetima. Osim toga, namjeravamo inficirati
miSeve s mCMVom ili LMom kako bi istrafili odgovor
stanica imunolodkog sustava na infekciju kao i na stvaranje
memorije,

Kako bi manipulirali imunoloSkom memarijom tretirat
cemo Zivotinje s niskim dozama specifiénog inhibitora
apoptoze (BAl1l). Sve navedene tehnike ne uzrokuju
znacajnu bol ili patnju Zivotinja, oéekivana razina tefine
postupka je blaga. Radi navedenog, moguca je prolazna
blaga nelagoda neposredno nakon injekcije, pa ée se
Zivotinje pratiti nakon injiciranja.

Samo jedan od navedenih pokusa je spada u kategoriju
tedkih, Kako bi ispitali ukoliko je model imunizacije/
cijeplienja uspjesan, midevi namjeravamo inficirati s
letalnom dozom LM-a koja je smrtonosna za naivne
mideve (miSeve bez imunoloske memorije), ali takvu
infekciju prezivijavaju bez simptoma mievi koji imaju
normalnu imunolosku memoriju. U tom modelu miseve
¢emo usmrtiti na humani nacin kada simptomi dosegnu
odredeni stupanj (sukladno obrascu za procjenu stanja
Zivotinje). Ocekivana razina teZine ovog postupka je teska.

Na kraju opisanib pokusa, miSevi ée biti usmréeni na |

humani natin u svrhu analize stanica imunolodkog sustava
nakon izolacije tkiva ili i/ili
kvantifikacije titra virusa.

organa tih Zivotinja

F
I
|

Primjena nadela 3R

1. Zamjena

Navedite zaSto se moraju koristiti Zivotinje
te zalto se ne mogu Koristiti alternativne
metede koje ne ukljuduju Zivotinje.

Imunolo3kog sustava je iznimno kompleksan sustav koji se
nalazi na nekoliko lokacija u nasem tijelu i sastoji se od
obilja razli¢itih stanica koje su u medusobnoj interakciji.
Imajuéi to u vidu, in vitro modeli ne mogu predociti
cjelokupnu sliku stvarnih zbivanja u organizmu tijekom

i imunolodke reakcije, posebice ako uzmemo u obziri i

{injenicu da jos uvijek nisu poznati svi ¢imbenici koji su u
uklju€eni u regulaciju tih odnosa. lako ne moZfemo
kompletno  zamijeniti  pokuse s  laboratorijskim
Zivotinjama, uspostavom specifiénih in vitro modela za
generiranih memorijskih stanica analizirali smo pona$anje
stanica tijekom vremena 3to nam je dalo bolji uvid u

regulaciju imunoloskih stanica in vivo. Zahvaljujugi in vitro
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modelu, moiemo precizirati najpogodnije vremenske
to&ke za analizu imunoloskog odgovora, 5to je posljeditno
zamijenilo nekoliko in vivo pokusa. Zbog eti¢kih razloga,
sliéna istraZivanja na humanoj populaciji su vrlo
ograni¢ena ili nisu moguca.

2. Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano
kori¥tenje minimalnog broja Zivotinja.

Kori§tenje in vitro modela dobiti ¢emo bolji uvid u
regulaciju imunoloSkih stanica in vivo te na taj nacin
odredili najpogodnije vremenske tolke za analizu
imunoloskog odgovora, 3to posljedicno  rezultira
smanjenjem broja Zivotinja koje koristimo u in vivo
pokusima infekcije. Dodatno smanjenje broja Zivotinja
¢emo paostic¢i koriStenjem naprednih geneti¢kih modela. To
¢e nam omogudéiti vrlo precizno pracenje ponasanja
stanica imunolodkog sustava u nasim pokusima te ¢emo
tako direktno moéi odgovoriti na postavljena istraZivacka
pitanja uz smanjenje ukupnog broja pokusa. Uz to,
koristimo tehnike i modele koje smo usavrsili bududi da
imamo dugogodi$nje iskustvo u istim. Na taj nadin se
smanjuje varijacija unutar grupe Sto rezultira takoder
smanjenjem broja Zivotinja potrebnog kako bi se postigla
statisti¢ka znacajnost.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zasto su koristeni
ivotinjski modeli primjereniji od drugih,
uzimajuéi u obzir znanstvene ciljeve.
Objasniti opée mjere koje e se poduzeti
kako bi se smanjile 3tete za Zivotinje.

Poboljdanje je postignuto uspostavom modela infekcije
koji uzrokuju minimalni klinicki utjecaj na Zivotinje. Na3
zavod dugo koristi mCMV kao model koji uzrokuje
subklini¢ku infekciju, Takoder uspostavili smo | LM model
za analizu CD8 T stanicnog odgovora.

U planiranom istraZivanju za vedinu planiranih pokusa
o¢ekivana razina teZine postupaka je blaga, te Ce se u
sluéaju pojave boli, stresa i nelagode Zivotinje usmrtiti na
humani nadin. Opéenito, ofekuje se da ¢e Zivotinje osjetiti
samo BLAGU nelagodu te ¢e biti usmrcene ako problemi
sa zdravljem ili dobrobiti prerastu tu razinu. U pokusima s
letalnom dozom LM dva put dnevna ¢emo pratiti njihov
izgled, ponasanje te kada se uoce simptomi boli {izoliranje
iz grupe, pogrblieno drianje, nakostrijeSeno krzno)
jivotinja ¢e biti usmréena na human nacin. Na taj nacin
pokugat ¢emo svesti patnju Zivotinje na minimum a da ne
ugrozi provodenje pokusa. Buduci da je radi potreba |
istraZivanja potrebno uzeti razli¢ita tkiva ili organe, |
Zivotinje ¢e biti usmréene na prethodno opisani nadin, te
radi toga nije moguda rehabilitacija Zivotinja.
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Uz to u svim pokusima ce se provoditi obogadivanje kaveza
pomocu sklonidta ili materijala za pravljenje gnijezda te ¢e
sa Zivotinjama rukovati samo osohe koje su educirane za
navedeno. Tijekom pokusa Zivotinje ¢e biti smjestene u
grupama u individualno ventiliranim kavezima (engl.
Individually ventilated cages, IVC}. Na kraju svih pokusa
Zivotinje ¢e biti eutanazirane na human natin.
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