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Nasloy projekta Molekularna povezanost izmedu homeostaze kolesternla, Al
; membranskog transporta i Alzheimerove holesti [ AL
Trajanje projekta 1.05.2015. - 31.12.2016. ] LR
Klju¢ne rijeci (najvise do 5) | Alzheimerova bolest, bolest Niemann-Pick tipa C, APP BACE
{ NPC1 AL
| Svrha projekta (kao u ¢lanku 5. Pravilnika): L e

Temeljno istrazivanje da cdl
Translacijska i primijenjena istrazivanja da vell |l

Koristenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | da |

Zaitita prirodnog okolida u interesu zdravlja ili da ol
dobrobiti ¢ovjeka ili Zivotinje | il

Ocuvanje vrste da it
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da el [
Forenzicka ispitivanja da i

Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja | da i

koje se ne koriste u drugim postupcima ' |
Opisite ciljeve projekta (na primjer, Cilj projekta je razjasniti povezanost izmedu metabeﬁzma pro B
znanstvene nepoznanice ili znanstvene | APP, homeostaze Kkolesterola i (dis)funkcije  endosom ' ;
ili klinicke potrebe). lizosomalnog puta /ili retromernog kompleksa — dva glavna stanicna ||

puta ukljucena u patogenezu Alzheimerove bolesti (AB'J;J'

Koje su potencijalne predn(-);fi za koje | Ovaj projekt ¢e doprinijeti razumijevanju funkcije pr@tema ABPEL |

je vjerojamo da proizlaze iz ovog klju¢nog proteina u nastanku peptida Abeta odgovornog 7a patogel 1
projekta (kuko znanost moze biti Alzheimerove bolesti (AB) te ¢e nastojati razoll\nll novu funkegu [t
unaprjedena il kako ljudi ili Zivotinje | njegovog C-terminalnog odsjetka (APP- CTF[ij99)|‘u regu 1
mogu imati koristi od projekia). metabolizma kolesterola i u regulaciji membranskog transp 3

Koritenje primarnih  kultura neurona hipokampusﬁ:ﬁ;ﬁ korteks i
cerebeluma nuZno je za utvrdivanje bona fide uloge proteina ARPI
funkciji stanica neurona, tj. u disfunkeiji metabolizma kolester

membranskog transporta. Naime, hipokampus predstavlja primar@o |
mjesto nakupljanja peptida Abeta i pojave neurodegeneraci ]
Alzheimerovoj bolesti, dok se u kasnijim stadijima bolest ir
korteks. U bolesti Niemann-Pick tipa C (NPC) ncur@@&genera{:i
najizrazenija u Purkinje neuronima cerebeluma. Stoga su pirm 1
kulture hipokampusa, korteksa i cerebeluma, kao i moid’;’ma tkiva ¢ | :
regija, najrelevantniji model za odredivanje molekularneg mehan ,
djelovanja proteina APP u  procesima  koji i'do\rode an b
neurcdegeneracije u bolestima AB | NPC, |

Koje vrste i priblizni broj zivotinjase | Ocekuje se da ¢e se koristiti 12 zenki genotipa NPC}'T i 5 mu l':
otekuje da ce se koristiti. genotipa NPCI ~ za dobivanje oko 12 gravidnih m%étca genc
NPC!" iz kojih ée se na dan gravidireta 16-18 (E16-E18) izol
mozgovi embrija za uspostavljanje primarnih kultura neu
hipokampusa i korteksa genotipa NPC/'", NPC1" i NECI". Nad
ofekuje se da ¢e se koristiti dodatnih 6 zenki genotipa NPC/ 7, s

navedenim muzjacima genotipa NPC1'", u skladu s Cetyrtim R
dobivanje tek rodenih miseva (PO-P1) za generiranje primamih ku
Purkinje neurona cerebeluma. Ovih 6 Zenki genotipa NPCJ'" ¢ -
koristiti dva puta za generiranje tek rodenih miSeva (PO-P1). Uku Tl
broj odraslih Zivotinja iznosit ée 23. Priblizan broj embrija i i
rodenih Zivotinja ofekuje se oko 120 (60 embrija i '60 PO-PI .
rodenih Zivotinja), 18
Za dobwanje po 9 miseva svakog NPCI genotipa (NPC! NPC (N
NPCI™) i starosti 4, 7 i 9 tjedana o&ekuje se da ce se ké’l‘lstltl uki |t
81 Zivotinja. .

= A

U kontekstu onoga $to se radi na Zivotinje ¢e biti usmréene dislokacijom vrata. Embriji 'Elé E18) {: i
Zivotinjama, 8to su o¢ekivani negativni | rodene Zivotinje (P0-P1) ¢e biti dekapitirane, Nepov ratarikﬂp pokus |
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u¢inci na zivotinjama, vjerojatna /
oCekivana razina teZine postupaka i
sudbina zivotinja?

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

| Navedite zadto se moraju koristiti

zivotinje te zadto se ne mogu koristiti

| alternativne metode koje ne ukljucuju

| Zivotinje.

1. Zamijena - Tiiekom ovog projekta, koristit ¢emo se metodama koje
djelomi¢no izbjegavaju koristenje miseva (ili nekih drugih Zivotinja).
Ove zamjenske metode predstavljaju in vitro ili- staniCne modele
humanih bolesti kao 3to su Niemann-Pick tip C (NPC) i Alzheimerova
bolest. To su: a) CHO NPC1-null stanice, koje predstavljaju stanice
ovarija kineskog hréka [engl. Chinese Hamster Ovary (CHO)| u
kojima je NPCJ] gen deletiran, i b) SH-SY5Y stanice, koje
predstavljaju stanice neuroblastoma u kojima se humana, Zivfana
izoforma APP gena, APP695, stabilno i prekomjerno generira (SH-
SY5Y/APP stanice), koje e biti podvrgnute tretmanu § kemijskim
reagensom UI8666A. Obje vrste gore navedenih stanica/tretmana ¢e

imitirati najznacajniji fenotip bolesti Niemann-Pick tip C, ). |

nakupljanje kolesterola unutar stanica. Medutim, iako se pocetni il
preliminarni pokusi mogu izvrsiti u stanicama izoloranim iz glodavaca
(CHO stanice) ili u humanim, transformiranim stanicama koje
posjeduju fenotip zivéanog sustava (SH-SYSY/APP stanice), ove
stanice ne predstavljaju bona fide zivtane stanice koje su najbitnije
stanice za izufavanje neurodegenerativnih bolesti kao $to su NPC i
Alzheimerova bolest, a koje su u fokusu ovog projekta. Ovo je razlog
zbog kojeg ¢emo pored ovih zamjenskih metoda za izu¢avanje NPC i
Alzheimerove bolesti Koristiti primarne, ziveane stanice izolirane iz
miseva koji predstavljaju modele humanih bolesti NPC i
Alzheimerove bolesti. Ukoliko uspostavijanje primarnih neurona iz
ovih  transgenih mi%eva bude predstavljalo problem, kao
zamjenu/alternativu éemo Koristit mi3ji soj C57BL/6-1. Primarne

kulture neurona hipokampusa, korteksa i Purkinje neurona cerebeluma |

misjeg soja C5TBL/6-J ¢emo tretirati reagensom 18666 A kako bismo
imitirali bolest NPC. Medutim, ovi in vitro modeli mi§jih primarnih
ZivEanih stanica ne mogu u potpunosti replicirati patoloSke procese
koji se odvijaju u odredenih regijama mozga karakteristi¢nim za bolest
NPC i Alzheimerovu bolest, koje osim Ziv€anih stanica sadrze stanice
glia, astrocite, oligodendrocite, ekstracelularni matriks i dr. Stoga ce
biti neizbjezno koristiti mi%eve i iz njih izolirati mozdane regije
korteksa, hipokampusa i cerebeluma kako bismo pratili promjene
patoloskih procesa Karakteristiéne za pojedine regije mozga u bolesti
NPC i Alzheimerovoj bolesti u odnosu na progresiju bolesti.

b

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

2. Smanjenie - Biolotka varijabilnost je znactaina odlika medicinskih
istrazivanja koja otezava mogucnost da se unaprijed moze to¢no
predvidjeti veli¢ina uzorka koja je potrebana da se dobiju statisticki
relevanti rezultati i da se izbjegnu laZni | negativni zakljudci. Svaki
pokus bit e pazljivo planiran ukljucujuci analiziranje statisticke
znaCajnosti svakog pokusa prije nego 3to se zapolne sa
razmnoZzavanjem Zzivotinja. U tijeku ovog projekta, koristit ¢emo
prirodene vrste miSeva (engl. inbred) umjesto geneticki heterogenih
vrsta (engl. outbred) zbog toga Sto ée koristenie geneticki homogenih,
prirodenih miSeva osigurati smanjenje ukupnog broja koristenih
zivotinja buduci da ¢e manji broj genetitki homogenih mideva
osigurati statisticki znacajne rezultate. Takoder ¢emo osigurati da
prilikom svakog pokusa maksimum uzorka bude prikupljen od svake
pojedinaéne zivotinje/fetusa.

3. Poboljanje

Objasniti izbor vrsta i zasto su
koristeni zivotinjski modeli
pritnjereniji ed drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.

3. PoboliSanie - Dobrobit Zivotinia bit ¢e zadtitcena u svakom
pogledu. MiSevi ¢e se drZati u standarnim uvjetima za parenje, u
socijalnim uvjetima primjerenim miSevima. Pod kaveza ce biti
prekriven steljom koja im omogucava pravljenje gnijezda, a pristup

| hrani i vodi Ce biti ad libitum. PoStovat ¢e se standardi boravista u
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Objasniti opée mjere koje e se uvjetima od 12 h boravista na svjetlu i 12 h bo iviﬁla u
| poduzeti kako bi se smanjile Stete za Zivotinjama ¢e bol i patnja biti svedene na minimum jer u tijeku
‘zivotinje. projekta nisu planirani pokusi koji zahtijevaju Kirurske zal

operacije niti bilo koji drugi testovi kaji se izv

|
L

anesteziranim Zivotinjama.
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