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Etiopatogenetski mehanizmi eksperimentalne sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti izazvane sredi$njom primjenom
streptozotocina
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Opisite ciljeve projekta (na primjer,
Ihansfvene nepoznanice ili znanstvene
i klinicke potrebe),

sporadicne  Alzheimerove bolesti (sAB) s ciljem ispitivanja
neposrednih neuropatoloskih promjena izazvanih
intracerebroventrikulamom primjenom streptozotocina (STZ-icv), kao
mogucih etiopatogenetskih ¢cimbenika sAB-a. Postojeca terapija sAB-a
je simptomatska, wzrok nepoznat, poéetak polagan bez klini¢kih
stmptoma 1 pouzdanih dijagnostickih pokazatelja te se istrazivanja
etiopatogeneze moraju provoditi na eksperimentalnim modelima.
Transgenicni misevi prikladan su model za rijetki familijarni ali ne za
najtesci sporadicni oblik bolesti. Dosadasnjim istrazivanjima znacajno
smo pridonijeli karakterizaciji STZ-icv Stakora kao reprezentativnog

kognitivne/neurokemijske/strukturme  promjene  slicne  sAB-u
najizrazenije 6-9 mjeseci nakon STZ-icv primjene | da mozdana
inzulinska rezistencija prethodi amiloidnoj patologiji. Istrazivanja
drugih upucuju i na druge promjene sliéne onima u sAB-u, posebno na
kolinergicki deficit, oksidativni stres. smanjeni metabolizam glukoze i
astrogliozu u mozgu Stakora nadenim veé tjiedan dana nakon STZ-icv
primjene, Na periferiji STZ ulazi u stanice putem nosaca za glukozu
GLUT2, ostecuje stanice koje sintetiziraju/izlu¢uju inzulin i smanjuje
autofosforilaciju inzulinskog receptora (IR), ali mehanizam sredisnjeg
djelovanja STZ i promjene mozga unutar 24 sata od STZ-icv primjene
nisu do sada istrazeni. Specifiéni su ciljevi ispitati tijek nastajanja i
progresije neurokemijskih i strukturnih poremecaja u mozgu STZ-icv
modela u signalizaciji IR, GLUT ekspresiji i kolinergi¢noj transmisiji
te amiloidnoj/tau patologijii neposredno unutar nekoliko sati ¢
usporediti ih s onima nadenim nakon duljeg vremena do 3 mjeseca od
STZ-icv primjene u razlicitim regijama mozga Stakorskog modela
sAB, kako bi se spoznala njihova uzrogna povezanost. [straZivanja su
dio izrade doktorata pristupnika Doktorskog studija na Medicinskom

netransgeniénog sAB modela, pokazavsi da su

Istrazivanje ¢e nastaviti karakterizaciju eksperimentalnog modela l!

Koje su potencijalne prednosti za koje
je vierojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako zhanost moze biti
unapriedena ili kako ljudi ili Zivotinje
mogu imati koristi od projekta).

Rezultati predlozenog istrazivanja pridonijeli bi razumijevanju
moguceg uzroka eksperimentalnog sAB-a kao prvom Koraku
translacijskih istrazivanja etiopatogenetske uloge poremecaja

[ inzulinskog sustava mozga u nastajanju sAB-a. Dugorotno, rezultati bi
pridonijeli moguéem razvoju novih lijekova za lijecenje sAB te
unaprijedili ulogu i kompetitivnost Hrvatske u svjetskoj neuroznanosti
posebno u podruéju istrazivanja AB. Takoder, dobiveni rezultati vazan

!'
|
|
[ fakultetu u Zagrebu pod mentorstvom voditelja projekta.
|
|
|
| su temelj za prijavu novih medunarodnih i domacih projekata te
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pronalazenje novih izvora financiranja i suradnju s farmaceutskom
industrijom. J

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

Postupci se provode na Wistar Stakorima mudkog spola, starosti 3
mjeseca (N=110) te C37BL/6 misevima muskog spola. starosti 3
mjescca (N=66),

U kontekstu onoga Sto se radi na
Zivolinjama, §to su ocekivani negativni
uéinci na zivotinjama,vjerojatna /
oc¢ekivana razina tezine postupaka i
sudbina zivotinja?

ii\*ut[nje ¢e se podvrgnuti kratkoj ogéraciji u kojoj ¢e primiti STZ ili
samo otapalo intracerebroventrikulameo (icv). Kirurgki postupak (rez
koze glave duljine do T cm i brusenje/stanjivanje kosti lubanje ispod
reza u radijusu od 2 mm za potrebe primjene lijeka) provodi se u
opcoj anesteziji koja se izaziva intraperitonelanom (ip) primjenom
ketamina (60 mg/kg) i ksilazina (5-10 mg/kg) pri ¢emu zivotinja moZe
osjeti jedino kratkotrajnu bol od uboda igle. Navedeni kirurski
postupak traje ukupno 1 minutu. Obzirom na opseg, vrstu i lokaciju
reza koze, primjena miorclaksansa nije potrebna. Pri postupcima
vadenja uzoraka krvi iz repne vene te likvora iz cisterne magne za
potrebe biokemijskih analiza, Zivotinje ne trpe jaku i dugotrajnu bol
jer se isti provode u opcoj anesteziji iz koje se zivotinje vise ne bude
vec ih se usmréuje (nepovratni postupak). Testiranje kognitivnih
funkcija u testu pasivnog izbjegavanja provodi se standardnim
postupkom opisanim u literaturi (Myhrer, Brain Res Rev 2003; 41:
268-287) u kojem ulazak u tamni prostor komore (standardnim
aparatom Ugo Basile, Comerio, Italija) dovodi do primjene blagog
elektrodoka kroz podnu reSetku (0,3-0,5 mA, ovisno o tjelesnoj masi,
trajanja 2 sekunde) pri Cemu zivotinje pretrpe samo kratkotrajnu
nelagodu bez izazivanja boli. Kognitivne funkcije testirat ce se
takoder u testu plivanja (Morris Water Maze test), a anksioznost
testom uzdignutog labirinta. Ovisno o pokusu neke grupe e biti
zrtvovane odmah nakon operacije (5, 15 i 60 min) dodavanjem jo3
anastetika do duboke anestezije (ketamina =60 mg/kg i ksilazina =10
mg), te dekapitacijom u giljotini obzirom da su mozak uzima za
biokemijske i histoloske analize. Ostale grupe ce se po zavrSetku
kirurskog postupka provesti kroz primjerenu postoperativnu skrb
smjeStanjem zivotinja u zasebne kaveve, ugrijavanjem te nadzorom i
pracenjem vitalnih funkeija i tijeka oporavka do budenja iz anestezije,
za potrebe pokusa trajanja 4 tjedna. Nakon navedenog Kirurskog
postupka Zivotinje se unutar nekoliko sati u potpunosti oporave, s
normalnom pokretljivosti bez vokalizacije ili drugih znakova boli. U
slucaju potrebe daje se analgetik paracetamol (3 mg/ml per os u vodi
za pice). Po zavrsetku Citavog pokusa, sve se Zivotinje usmréuju
dekapitacijom u dubokoj anesteziji (tiopental =50mg/kg /diazepam
>6mg/ke, ip), a za potrebe histoloske analize jo$ u prethodnoj perfuziji
4% puferiranim paraformaldehidem.

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju koristiti
zivotinje te zaSto se ne mogukoristiti
alternativine metode koje ne ukljucuju
Zivotinje.

Ispitivanje ima za cilj istraziti biokemijske i histoloske promjene u
mozgu te kognitivne promjene u Stakorskom modelu Alzheimerove
bolesti koji je razvijen od strane glavnog istrazivaca (prof dr sc
Salkovié-Petrisi¢) i koristi se veé¢ dugi niz godina u istrazivanju ove
grupe na projektu MZOS 108-1080003-0020 i UKF projekt 64/10 &iji
je voditelj takoder bila prof. dr sc Salkovi¢-Petrigic. Radi se o modelu
u kojem se Stakorima u opcéoj anesteziji intracerebroventrikularno
primjenjuju male doze tvari pod imenom streptozotocin (tzv. STZ-icv
model). Za Zivotinjski model Alzheimerove bolesti neophodno je
dokazati da postoji kogpitivni deficit te je neizbjeimo provodenje
pokusa in vivo i kognitivno testiranje jer je vazno Korelirati postojeci
deficit s nastankom i razvojem ostalih neurokemijskih i citopatoloskih
promjena u mozgu, lIsto je znacajno u slucaju ispitivanja terapijskog
potencijala pojedinih lijekova kao pokazatelj uc¢inaka ovih lijekova.
Takoder, u akutnim pokusima neophodno je vidjeti nakon primjene
STZ u lateralne mozdane komore u kojim regijama mozga i konkretno
kojima vrstama stanica u tim regijama STZ izaziva Stetne ucinke, 3to |

lzdanje 1., 2013.




Ministarstvo poljopriveede

Uprava za veterinarstva i sigurnest hrane

Je jedino moguce u Zivotinjskom in vivo modelu. Zbog navedenog nije
moguca zamjena Zivotinja modelima izoliranih organa, kompjutorskim
simulacijama ili drugim metodama.

2. Smanjenje
Objasnite kako moze biti osigurano
koristenje minimalnog broja Zivotinja.

Broj od 10 stakora po skupini je neophodan jer s jedne strane
osigurava reproducibilnije rezultate kognitivnih testova in vivo, a s
druge strane, nakon Zrtvovanja se 3-4 Zivotinje ostavljaju za potrebe
histoloskih analiza dok je preostalih minimalne 6-7 Zzivetinja po
skupini potrebno za biokemijske analize i postupke molekularne
biologije kako bi se mogli adekvatno statisticki obraditi. Obzirom na
vremenske tocke koje ¢e se promatrati nakon STZ-icv primjene, vazno
Jje uoditi Sto je moguce preciznije todan slijed nastanka izazvanih
promjena kako bi se spoznali etiopatogeneiski ¢imbenici te njihove
promjene korelirale s onima nadenim u kasnijem razdoblju do 3
mjeseca. Za pojedinu vremensku tocku (ukupno 5 vremenskih todaka,
5, 15160 min, 24 sata i te | mjesec nakon STZ-icv injekcije) potrebno
je imati STZ-icv skupinu s odgovarajuéom kontrolom. dakle 20
zZivotinja po vremenskoj totci. Obzirom da se ispituju akutne
biokemijske promjene u mozgu koje mogu biti izazvane i primjenom |
samog otapala te da je vrijeme nastanka ovih promjena mozda razlicito
nakon primjene STZ i otapala, za svaku vremensku tocku neophodna
Je imati pripadajucu kontrolnu skupinu (icy primjena otapala) koja bi
omogucila ispravnu komparaciju. Takoder da bi se iskljucio utjecaj
mehanicke traume same icv injekeije i moguceg biokemijskog
djelovanja samog otapala, potrebno je jos dodatno 10 intaktnih
Zivotinja koje nisu primile icv injekciju ni STZ niti otapala. koje ¢e se
koristiti kao kontrola za sve ostale pokuse. Temeljem navedenog, za 5
vremenskih tocaka po 20 Stakora uz dodatnih 10 intaktnih Zivotinja.
potrebno je 110 Stakora. U pokusima na misevima, kako bi se smanjio
broj zivotinja, nece se provediti histokemijske analize te je broj miSeva
po skupini 6, odnosno 12 po vremenskoj tocel (za 5 tocaka N= 60), uz
dodatnih 6 intakinih miseva (ukupno N= 66),

3. Poboljdanje

Obijasniti izbor vrsta i zasto su
koridteni zivotinjski modeliprimjereniji
od drugih, uzimajuéi u
obzirznanstvene ciljeve.

Objasniti opce mjere koje ¢e
sepoduzeti kako bi se smanjilestete za
zivotinje.

Zivotinjama ¢e se osigurati svi potrebni uvjeti okolida: propisana
stalna temperatura i dovoljna veli¢ina kavera, propisana stalna
vlaznost i protok zraka, ciklus izmjene svjetla i tame 12h/12h u skladu
s propisima. Prije ulaska u pokus Zivotinje ¢e se navikavati na
manipulaciju radi umanjenja stresa. Voda i hrana ¢e im biti ponudena |
ad libitian. U slucaju potrebe provodenja OGTT testa, Zivotinje ¢e biti
stavljene na gladovanje 8 sati prije toga, &to je u literaturi priznato
poboljanje za smanjenje varijabilnosti rezultata mjerenja glukoze u
Krvi i time osiguravanje standardiziranih rezultata na manjem broju
Zivotinja po skupini. Pri provodenju postupaka posebna se paimja
pridaje maksimalnom izbjegavanju patnje pokusnih zivotinja pazljivim
rukovanjem, izbjegavanjem bolnih manipulacija i svih oblika stresa
koliko to dopustaju ciljevi ispitivanja, a po potrebi upotrebom
postupaka i sredstava koji ublazavaju ili uklanjaju iste (analgetik
paracetamol, 3 mg/ml per os u vedi za pi¢e). Obogacivanje okoliza
tijekom pokusa nije moguée jer dokazano utjece na kognitivne
sposobnosti, a upravo je njihov poremecaj glavni simptom u
zivotinjskom modelu AD. Uporaba ovog modela AB sama po

predstavlja poboljianje jer se ne radi o transgeni¢nim zivotinjama.

sebi
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