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Alzheimerovoj bolesti (Therapeutic potential of oral
galactose in experimental Alzheimer's disease) (GALAD
projekt)

VT = T . TR
Terapijski potencijal oralne galaktoze u cksperimentalnoj

i

| Kljuéne rijeci (najvise do 5)

galaktoza, streptozotocin, intracerebroventrikularno.,
transgenicni misevi. Alzheimerova bolest

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

e
Temeljno istrazivanje da (l_lﬁ) ,
Translacijska i primijenjena istrazivanja @_a) ne |
Koristenje odredeno propisima i rutinska da ®_
| proizvodnja e | |
- Zastita prirodnog okolisa u interesuzdravlja | da :
ili dobrobiti ¢ovjeka ili zivotinje G|
Ocuvanie vrste da  'ne/
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje |da (e
. FForenzicka ispitivanja | da ne
i Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih ’ da @
Zivotinja koje se ne koriste u drugim

| postupcima '

Opisite ciljeve projekta (na
Primjer, znansivene nepoznanice
ili znanstvene ili klinicke
" potrebe).

u¢inak oralne
galaktoze u eksperimentalnim modelima Alzheimerove
bolesti (AB). AB je prepoznata kao metabolicka bolest s
inzulinskom rezistencijom i smanjenim
unosom/metabolizmom glukoze u mozgu te je hipoteza da
galaktoza nakon unutarstani¢nog metaboliziranja

1] .
| Projekt ima za cil] ispitali terapijski

Preliminarna istraZivanja pokazala su da oralna primjena
galaktoze, nasuprot parenteralnoj primjeni, sprecava
nastajanje poremecaja ucenja i paméenja u Stakorskom
modelu  sporadicne AB  (sAB)  izazvane sredisnjom
primjenom  streplozotocina (STZ-iev model). Terapijski
 uCinak 1 njegova ovisnost o dozi galaktoze i trajanju
‘lerapije ispitivat ¢e sc¢ na razini kognitivnih funkeija,
neurokemijskih 1 strukturnih  poremeéaja u  STZ-icv
modelu sporadi¢nog oblika 1 u transgeniénom misjem
modelu familijarnog oblika Alzheimcrove bolesti.

1 |
glukozu. moze nadoknaditi manjak glukoze u stanici. |

| Koje su potencijalne pre_dnosti

' za koje je vjerojatno da
proizlaze iz ovog projekta (kako
nanost moZe biti unaprjedena
ili kako ljudi ili Zivotinje mog

| imati koristi od projekia).

| Rezultati predlozenog istrazivanja pridonijeli bi
razumijevanju moguceg terapijskog u¢inka oralno
primijenjene galaktoze u normaliziranju kognitivnih
deficita u eksperimentalnih modela Alzheimerove bolesti.
Dugorocno, rezultati bi pridonijeli moguéem razvoju
novog terapijskog pristupa za lijecenje Alzheimerove
bolesti te unaprijedili ulogu i kompetitivnost Hrvatske u
svjetskoj neuroznanosti posebno u ovom podrudju
istrazivanja. Takoder. dobiveni rezultati vazan su temelj za
prijavu novih medunarodnih i domaéih projekata te
pronalazenje novih izvora financiranja,

| Koje vrste i priblizni broj

Postupei se provode na Wistar Stakorima muskog spola.
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zivotinja se o¢ekuje da ¢e se
[ koristiti,

ks

| U kontekstu onoga sto se radi na
| Zivotinjama, $to su occkivani

| negativni u¢inei na

! Zivotinjama,vjerojatna /

! ocekivana razina tezine

- postupaka i sudbina zivotinja?

starosti 3-4 mjescea (N=180) te transgenicnim Tg2576
miSevima (N=45) 1 kontrolnom divljem soju miseva
(C57BL/69) (N=45) muskog spola. starosti do 11 mjeseca.

Jednokratna primjena tvari oralno (Zeluéana sonda) 1
intraparitonealno bez anestezije koja se kao od postupaka
Jedino provodi u pokusu Exp 1 pripada blagim postupcima
(N= 50 Stakora).

Pokusi Exp 2-4 provode se na Stakorima s
intracerebroventrikularnom primjenom tvari (N= 130) u
dubokoj anesteziji i1 pripadaju umijerenim _ postupcima.
Zivotinje ¢e se podvrgnuti kratkoj operaciji u kojoj ¢e
primiti  streptozotocin  (STZ) ili samo otapalo/pufer
intracerebroventrikularno (icv) za izradu STZ-icv modela.
Kirurski postupak (rez koze glave duljine do 1 cm i
brusenje/stanjivanje kosti lubanje ispod reza u radijusu od
&1

anestezijl koja se izaziva intraperitonclanom  (ip)
primjenom tiopentala (40 mg/kg) i diazepama (4 mg/kg)

2 mm za potrebe primjene lijeka) provodi se u opcoj |

pri ¢emu zivotinja moze osjeti jedino kratkotrajnu bol od

uboda igle. Navedeni kirurski postupak traje ukupno |

| minutu. Obzirom na opseg. vrstu i lokaciju reza kozZe,

primjena  miorelaksansa nije  potrebna. Po  zavrSetku
kirurSkog postupka s icv primjenom, provest ¢e se

primjerena postoperativna skrb smjestanjem Zivotinja u |

zasebne kaveze. ugrijjavanjem (¢ nadzorom i pracenjem
vitalnih funkcija 1 tijcka 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 sc analgetik paracetamol (3 mg/ml per |

0s u vodi za pice).

Pokusi Exp 5-6 provede se na transgenicnom misjem
modelu Alzheimerove bolesti (N= 43 transgenicnih 1 45
Sdiviji sojt C57BL/6Y miseva), a izrada transgenicnog

modela spada u umierene postupke. Transgeni¢ni miSevi |

nece se dizajnirati 1 uzgajati u matiénoj ustanovi vec ce se
Kupit od Kompanije registritane za izradu 1 uzgoj
transgeni¢nih  Zivotinja te ¢e  biti podvrgnuti  istim
postupcima kao 1 STZ-1ev Stakori.

Unutar pokusa Exp 3-6 provodit ¢e se:

-in vivo kognitivno testiranje (N= 80 S$takora 1 45
transgeni¢nih + 45 _divljl soj” miSeva) u testu pasivnog
izbjegavanja provodi sc standardnim postupkom opisanim

u literaturt (Myhrer, Brain Res Rev 2003, 41: 265-287) u |

kojem ulazak u tamni prostor komore (standardnim
aparatom Ugo Basile, Comerio. ltalija) dovedi do

primjene blagog c¢lektroSoka kroz podnu resetku (0,3-0.5 |

mA. ovisno o tielesnoj masi, trajanja 2 sekunde) pri cemu
zivotinje  pretrpe  samo  kratkotrajnu  nelagodu  bez

lzdanje 1., 2013.
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izazivanja boli. Ovaj kognitivni test kao i tesl__pm"anja
(Morris Water Maze Swimming test) kategorizirani su kao
umjereni.

- neinvazivno slikanje - PET/FDG-scan analiza u dubokoj
anesteziji na Institutu Ruder Boskovic (.16 Stakora 1 8
transgeniénih + 8 _divlji soj”* miSeva), kategoriziran kao
blagi postupak

- svakodnevna Kkratkotrajna socijalna  izolacija u
pojedina¢ne kaveze kako bi popili namijenjenu otopinu |
galaktoze (nakon ¢ega se vra¢aju natrag u kaveze s ostalim
zivotinjama izlozenim pijenju obi¢ne vode) tijekom 2
mjeseca, pripada blagim postupcima (40 Stakora i 20
transgeni¢nih + 20 . divlji soj™ miseva)

Za biokemijske analize potrebno je od svih Zivotinja u
svim pokusima uzeti uzorke krvi i likvora, a pri |
postupcima jednokratnog vadenja 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 ve¢ ih se |
usmréuje (nepovraini postupak).

Po zavretku citavog pokusa. sve se Zivotinje usmréuju
dekapitacijom u dubokoj anesteziji (tiopental >30mg/kg
/diazepam >6mg/kg. ip). a za potrebe histoloske analize
jo§ u  prethodnoj  perfuziji = 4%  puferiranim
paraformaldehidom (nepovratni postupak ).

Primjena nadela 3R

1. Zamjena

Navedite zadto se moraju
Koristiti Zivotinjc te zasto sc ne
mogukoristiti alternativne
metode koje ne ukljucuju
Zivatinje.

_ispitati_terapijski ucinak galaktoze u oba oblika bolesti.

Ispitivanje ima za cilj istraziti terapijski uc¢inak oralne
galaktoze na biokemijske 1 histoloske promjene u mozgu te
kognitivne promjene u Stakorskom modelu Alzheimerove
bolesti koji je razvijen od strane glavnog istrazivaéa (prof
dr s¢ Salkovié-Petrigi¢) i koristio se ve¢ dugi niz godina u
istrazivanju ove grupe na projektu MZOS 108-1080003-
0020 1 UKF projekt 64/10 te 2 Sveucilisna projekta, €iji je
voditelj takoder bila prof. dr sc Salkovié-Petrisi¢. Radi se o
modelu u kojem se¢ Stakorima u opcoj anesteziji
intracercbroventrikularno primjenjuju male doze tvari pod
imenom streptozotocin  (tzv. S1Z-icv model). Za
zivotinjski model Alzheimcrove bolesti neophodno je
dokazati da postoji kognitivni deficit te je neizbjezno
provodenje pokusa in vivo 1 kognitivno testiranje jer je
vazno Korclirati postojeci defieit s nastankom i razvojem
ostalih neurokemijskih i citopatoloskih promjena u mozgu.
Isto je =znaCajno u slucaju ispitivanja terapijskog
potencijala pojedinih lijekova kao pokazatelj uéinaka ovih
lijekova. Obzirom da postoje 2 oblika Alzheimerove
bolesti (sporadicni i familijarni) te da je cilj projekta

lzdanje 1., 2013.
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potrebno je provoditi in vivo pokuse i na transgeniénim
miSevima koji predstavljaju model familijarnog oblika
| bolesti. Zbog navedenog nije moguca zamjena Zzivotinja |
I modclima izoliranih organa. kompjutorskim simulacijama |
I I ili drugim metodama.
| i 1 : e - .'
2. Smanjenje Ukupno ima 6 pokusa, 4 na §takorima i 2 na miSevima.
Objasnite kako moZe biti | Prva 2 pokusa imaju 5 skupina (kontrola ili STZ-icv
osigurano koristenje model s jednokartnom primjenom razli¢itih doza/nacina
minimalnog broja Zivotinja. primjene galaktoze), a ostalih 4 pokusa po 4 skupine
(kontrola i model Alzheimerove bolesti te obje skupine na
tretmanu galaktozom). Broj pokusa i skupina po pokusu je
minimalan za dobivanje relevantnih podataka o ucinku
galaktoze u eksperimentalnim modelima  Alzheimerove
bolesti. Broj od 10 Zivotinja po skupini je ncophodan jer s
| jedne strane osigurava vjerodostojnije i reproducibilnije
rezultate kognitivnih testova in vive, a s druge strane.
nakon Zrtvovanja se 3-4 Zivotinje ostavljaju za potrebe
histolo8kih analiza dok je minimalno 6-7 Zivotinja
potrebno za biokemijske analize 1 postupke molekularne
biologije kako bi se mogli adekvatno statisticki obraditi.
_ Broj transgeni¢nih/divlji soj miSeva uveéan je pri nabavi
| minimalne za ukupno 5 zivotinja po soju kako bi se

5 tijekom visemjesenog drzanja Zivotinja zbog eventualnih
(neocekivanih) gubitaka osigurao konacni broj od 10 po |
skupini.

3. PoboljSanje Zi\'utinjama ¢e se¢ osigurati svi potrebni uvijeti okolisa:
Objasniti izbor vsta i zasto su stalna temperatura od 23°C, dovoljna velicina kaveza,
koristeni zivotinjski stalna vlaznost od 50%, protok zraka. ciklus izmjene
| modeliprimjereniji od drugih, svijetla i tame 12h/12h u skladu s propisima. Prije ulaska u
| uzimajuéi u obzirznanstvene pokus Zivotinje ¢e se navikavati na manipulaciju radi
ciljeve. umanjenja stresa, Voda i1 hrana ¢c im biti ponudena ad
Objasniti opce mjere koje ce { libitum (0sim u pokusa s dugotrajnom primjenom otopine

J sepoduzeti kako bi se galaktoze za pi¢e u kojima ¢e unutar 24 sata kratkotrajno

| smanjilestete za Zivotinje. biti podvrgnuti samo otopini galaktozi za piée u |

pojedinacnom Kavezu, a preostalo vrijeme vodi as libitum).
Pri provodenju postupaka posebna se paznja 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 {1 sredstava koji |
' ublazavaju ili uklanjaju iste. Postupci koji zahtijevaju
anesteziju biti ¢e provedeni u opcoj anesteziji (tiopental 40
mg/kg — diazepam 4 mg/kg ip, a po potrebi davat Ce sc
analgetici (paracetamol 3 mg/ml per os u vodi za pice).

lzdanje 1., 2013.



