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Naslov projekta

Novi pristup prou¢avanju funkcije mati¢nih Zivéanih stanica i novi
farmaceutski dizajn za bolje razumijevanje autoimunih i stresom
izazvanih neuropsihijatrijskih poremecaja.

Trajanje projekta

15.01.2014. ---15.01.2015.

Kljuéne rije¢i (najvise do 5)

mati¢ne Ziv&ane stanice, dijabetes, hipokampus, glikozilacija proteina

Svrha projekta (kao u ¢lanku 5. Pravilnika):

Temeljno istrazivanje da
Translacijska i primijenjena istraZivanja ne
Koristenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja ne
Zagtita prirodnog okoli¥a u interesu zdravlja ili ne
dobrobiti éovjeka ili Zivotinje

Ocuvanje vrste ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje ne
Forenzicka ispitivanja ne
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja ne
koje se ne koriste u drugim postupcima

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

Razumijevanje imunopatogeneze autoimunih bolesti predstavlja jedno
od glavnih izazova u suvremenoj medicini. Predlozenim projektom
istrazivati ¢e se poremecaji u imunolodkom i Zivéanom sustavu
prisutnim u autoimunim bolestima koje karakterizira promijenjena
glikozilacija proteina u neurogenoj regiji mozga-hipokampusu te na
mati¢nim Ziv&anim stanicama. IstraZivanje ¢e, izmedu ostalog ukljugiti
upotrebu farmakoloZki prihvatljivog animalnog modela za autoimunu
bolest dijabetes tip I , NOD mi$ (non-obese diabetic mice). Na tom
animalnom modelu prisutne su neke karakteristike bolesti poput:
disregulacije HPA osovine, povecane podloznosti stresu, oltecenje
¥ivaca u hipokampusu koje vodi do atrofije piramidalnih neurona i
smanjene neurogeneze, etc (Beauquis et al, 2008) (Harbuz et al.,
2006).

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

O¢ekivani rezultati doprinjeli bi k boljem razumijevanju mehanizama i
posljedica neravnoteZe u imunoloskom i Zivéanom sustavu prisutnima
u autoimunim bolestima.

Imunoloska reaktivnost i signalizacija smatra se kljuénim negativnim
regulatorom funkcije HPA osovine kod neurogeneze u odraslih. Bolje
razumijevanje neurogeneze, odnosno funkcije mati¢nih Ziv€anih
stanica u regulaciji HPA osovine u zdravlju i bolesti otvoriti ¢e put k
pronalaZenju ciljanih terapija za ublazavanje psihijatrijskih i
kompleksnih imunologkih poremecaja.

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

NOD (30), CDI 30

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivotinjama, §to su ofekivani negativni
udinci na Zivotinjama, vjerojatna /
otekivana razina tezine postupaka i
sudbina Zivotinja?

Misevi ¢e se Zrtvovati cervikalnom dislokacijom. Zivotinje nece biti
izlozene boli niti stresu prije koristenja u pokusu. Pokus je
nepovratan.

Primjena nadela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju koristiti
Zivotinje te za$to se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljuéuju
Zivotinje.

Ne postoje metode koja bi isklju¢ivale upotrebu Zivotinja jer su
potrebne primarne kulture mati¢nih Ziv€anih stanica koje se izoliraju iz
mozga Zivotinja za §to su potrebni specifi¢ni animalni modeli odnosno
miSevi iz kojih ¢e se izolirati hipokampus te subventrikularne zone.
Postoje banke stanica no one ne sadrZe mati¢ne ziv¢ane stanice uzete
iz ovog animalnog modela NOD-dijabeti¢ki miSevi.

2. Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano

Prilikom dizajniranja pokusa uzeta su u obzir nafela 3R. Izvorne

matitne Zivéane stanice odnosno primarne i sekundarne kulture
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koriStenje minimalnog broja Zivotinja.

dobivene izolacijom iz mozgova NOD miseva koji boluje od Sec¢erne
bolesti nisu komercijalno dostupne ve¢ ih treba postaviti. Da bi se
postavila jedna primarna kultura za inicijalan pokus je potrebno 8
mozgova miSeva kojima se izolira subventrikularna zona i sakupi te
nakon enzimatskog i mehanic¢kog tretiranja nasaduje kao suspenzijska
kultura. Kupiti se mogu samo neke linije mati¢nih Ziv€anih stanica,
najéesc¢e uzete od Stakora, koje su promijenjene zbog manipuliranja u
laboratoriju kroz veéi niz pasaza i koje u cijelosti ne odgovaraju
ciljevima i potrebama ovog projekta. U projektu je naveden
maksimalan broj Zivotinja no za o¢ekivati je da ¢e se upotrijebiti manji
broj od predvidenog u slu¢aju da sve postavljene kulture uspjeSno
porastu ve¢ pri prvom pokuSaju izolacije. Takoder, uraCunat je
minimalan broj Zivotinja potreban za dobivanje rezultata koji bi mogli
dati statisti¢ku znacajnost. U pravilu to je 6-10 Zivotinja po zadanom
uvjetu. Visak Zivotinja nece se upotrijebiti u pokusu.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zadto su
koridteni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje e se
poduzeti kako bi se smanjile 3tete za
Zivotinje.

Iz literaturnih podataka i istraZivanja na odraslim NOD miSevima
uocena je hiperaktivnost HPA osovine uz povifene adrenalne
glukokortikoidne hormone, potvrdena je znaajna podloZnost stresu,
astroglioza 1 oftecenje Zivaca u hipokampusu. Neurogeneza u
dentatnom girusu takoder je zahvaéena bole$éu uz znadajno smanjene
proliferacije i diferencijacije mati¢nih stanica i neuralnih progenitora,
izmjereno imunocitokemijskom detekcijom bromdeoksiuridinom.
(Beauquis et al, 2008). Iz tog razloga ovaj soj miseva je najbolji za
predloZzene pokuse te je za olekivati da postoje promjene u
glikozilaciji proteina u hipokampusu kao i na mati¢nim Zivfanim
stanicama. Sve Zivotinje u pokusu drZati ¢e se u fiziolokim uvjetima i
za to odobrenim prostorijama.
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