Ministarstvo poljoprivrede

Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane

OBRAZAC3

Naslov projekta

Presenilin 2 - zadtitnik od Alzheimerove bolesti

Trajanje projekta

01.05.2015. - 31.12.2016.

Klju¢ne rijeci (najvise do 5)

Alzheimerova bolest, bolest Niemann-Pick tipa C (NPC),
presenilin 2

Svrha projekta (kao u élanku 5. Pravilnika):

Temeljno istrazivanje da ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da ne
Koristenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | da ne
Zastita prirodnog okolia u interesu zdravlja ili da ne
dobrobiti Covjeka ili Zivotinje

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

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

Cilj projekta je utvrditi ulogu proteina presenilina 2 u zadtiti protiv
nastanka Alzheimerove bolesti i istraZiti molekularne mehanizme
odgovorne za ovaj uéinak.

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).

Ovaj projekt ¢e doprinijeti razumijevanju funkcije presenilina 2 —
klju¢nog proteina u nastanku peptida Abeta odgovornog za patogenezu
Alzheimerove bolesti te ¢e nastojati razotkriti njegovu novu funkeiju u
protekciji protiv nastanka ove te¥ke, neizljedive bolesti. Koristenje
primarnih kultura neurona hipokampusa, korteksa i cerebeluma kao i
tkiva ovih moZdanih regija nuZno je za utvrdivanje bona fide uloge
ovog proteina u funkciji mozga i zastiti od neurodegeneracije. Naime,
hipokampus predstavlja primarno mjesto nakupljanja peptida Abeta i
pojave neurodegeneracije u Alzheimerovoj bolesti, dok se u kasnijim
stadijima bolest $iri na korteks. U cerebelumu, medutim, u kojem je
protein preseniin 2 najizraZenije eksprimiran, ove promjene se
uglavnom ne dogadaju. Stoga su primarne kulture hipokampusa,
korteksa i cerebeluma, kao i mozdana tkiva ovih regija, najrelevantniji
model za odredivanje protektivne uloge presenilina 2 u nastanku
Alzheimerove bolesti.

Koje vrste i pribliZni broj Zivotinja se
ocekuje da e se koristiti.

Ocekuje se da ¢e se koristiti 12 Zenki genotipa NPC1"" i 5 muZjaka
genotipa NPCI™"~ za dobivanje oko 12 gravidnih miSica genotipa
NPCI"" iz kojih ¢e se na dan graviditeta 16-18 (E16-E18) izolirati
mozgovi fetusa za wuspostavljanje primarnih kultura neurona
hipokampusa i korteksa genotipa NPCI1"*, NPC1'~ i NPCI-". Nadalje,
oCekuje se da e se koristiti dodatnih 6 Zenki genotipa NPCJ'", sa gore
navedenim muZjacima genotipa NPCI*", u skladu sa &etvrtim ,,R%, za
dobivanje tek rodenih miSeva (P0-Pl), za generiranje primarnih
kultura Purkinje neurona cerebeluma. Ovih 6 Zenki genotipa NPC/ "~
¢e se koristiti dva puta za generiranje tek rodenih miseva. Ukupan broj
odraslih Zivotinja iznosit ¢e 23. Priblizan broj embrija i tek rodenih
Zivotinja ogekuje se oko 120 (60 embrija i 60 tek rodenih Zivotinja).

Za dobivanje po 9 mideva svakog NPCI genotipa (NPCI1""*, NPCI"" i
NPCI") i starosti 4, 7 1 9 tjedana o&ekuje se da c¢e se koristiti ukupno
81 Zivotinje.

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

Zivotinje ¢e biti usmréene dislokacijom vrata. Fetusi (E16-E18) i tek
rodene Zivotinje (P0-P1) ¢e biti dekapitirani. Nepovratan tip pokusa.

Primjena nadela 3R

1. Zamjena

lzdanje 1., 2013,

| 1. Zamjena - Tijekom ovog projekta, koristit ¢cemo se metodama koje
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Navedite zasto se moraju koristiti
Zivotinje te zasto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljucuju
Zivotinje.

djelomi¢no izbjegavaju koriStenje miseva (ili nekih drugih Zivotinja).
Ove zamjenske metode predstavljaju in vitro ili staniéne modele
humanih bolesti kao §to su Niemann-Pick tip C (NPC) i Alzheimerova
bolest. To su: a) NPC1”" stanice, koje predstavljaju stanice ovarija
kineskog hreka [engl. Chinese Hamster Ovary (CHO)] u kojima je
NPC1 gen u potpunosti izbrisan, i b) SH-SY5Y stanice, koje
predstavljaju stanice neuroblastoma u kojima se humana, Zivéana
izoforma APP gena, APP695, stabilno i prekomjerno generira
(takozvane SH-SY5Y/APP stanice), koje ¢e biti podvrgnute tretmanu
sa kemijskim spojem U18666A. Obje vrste gore navedenih
stanica/tretmana ¢e imitirati najznacajniji fenotip bolesti Niemann-
Pick tip C $to predstavlja nakupljanje kolesterola unutar stanica.
Medutim, iako se po&etni ili preliminarni pokusi mogu izvriiti u
stanicama izoloranim iz glodavaca (CHO stanice) ili u humanim,
transformiranim stanicama koje posjeduju fenotip Zivéanog sustava
(SH-SY5Y/APP stanice), ove stanice ne predstavljaju bona fide
Ziv€ane stanice koje su najbitnije stanice za izu€avanje
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, Zivéane stanice izolirane iz mideva koji
predstavljaju modele humanih bolesti NPC i Alzheimerove bolesti.
Medutim, i ovaj in vitro model primarnih Ziv¢anih stanica iz miSeva ne
moZe u potpunosti replicirati patoloske procese koji se odvijaju u
odredenim 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 ¢e biti
neizbjezno koristiti mideve i iz njih izolirati mozdane regije korteksa,
hipokampusa i cerebeluma kako bismo pratili promjene patoloskih
procesa karakteristi¢ne za pojedine regije mozga u bolesti NPC i
Alzheimerovoj bolesti.

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

2. Smanjenje - Biolo8ka varijabilnost je znafajna odlika medicinskih
istraZivanja koja oteZava mogucnost da se unaprijed moZe tofno
predvidjeti veli¢ina uzorka koja je potrebana da se dobiju statisticki
relevanti rezultati i da se izbjegnu laZni i negativni zakljucci. Svaki
pokus bit ¢e pazljivo planiran ukljuuju¢i analiziranje statisticke
znacajnosti svakog pokusa prije nego 3§to se zapolne sa
razmnoZavanjem zivotinja. U tijeku ovog projekta, koristit ¢emo
prirodene vrste miSeva (engl. inbred) umjesto geneticki heterogenih
vrsta (engl. outbred) zbog toga §to ¢e koristenje geneti¢ki homogenih,
prirodenih mifeva osigurati smanjenje ukupnog broja koriStenih
Zivotinja buduéi da ¢e manji broj geneticki homogenih miseva
osigurati statisticki zna¢ajne rezultate. Takoder ¢emo osigurati da
prilikom svakog pokusa maksimum uzorka bude prikupljen od svake
pojedinacne Zivotinje/fetusa.

3. Poboljsanje

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

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

3. PoboljSanje - Dobrobit Zivotinja bit ¢e zaStitéena u svakom
pogledu. MiSevi ¢e se drzati u standarnim uvjetima za parenje, u
socijalnim uvjetima primjerenim midevima. Pod kaveza c¢e biti
prekriven steljom koja im omogucéava pravljenje gnijezda, a pristup
hrani i vodi ¢e biti ad libitum. PoStovat ¢e se standardi boraviita u
uvjetima od 12 h boravi§ta na svjetlu i 12 h boravita u tami.
Zivotinjama ¢e bol i patnja biti svedene na minimum jer u tijeku ovog
projekta nisu planirani pokusi koji zahtijevaju kirurske zahvate,
operacije niti bilo koji drugi testovi koji se izvrSavaju na Zivim
Zivotinjama. Oznadavanje u§iju i rezanje repa koje ¢e biti obavljeno u
svrhu identificiranja Zivotinja i njihove genotipizacije vrSit ¢e se na
anesteziranim Zivotinjama

lzdanje 1., 2013.
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