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APP.BACEI, NPC1, Se76, Sezl -

“Svrha projekla (kaa v Slanku 3 Pravilnika )

Temelino istruzivanje | da nc _J
‘I'ranslacijska 1 primijenjena istrazivanja | da | ne
Koristenje odredeno prnplﬁlmu J rnnncka prm/vodnja da ne |
7 aitita prirodnog okoliza v interes zdra lja ili da ne
dekrobiti Eovjeka ili Zivotinje

| Ouvanje viste a ne
== e e —— oo il g 8 N o —t
Visaho obrazovanje ili asposobljavianje da ne
IFarcnzicka ispitivan)a du ue
Odrzavanje kolenije genetski izmijenjenih zivotinja da ne

koje «e ne koriste u drugim postupeima |

Qpisite ciljeve projekta (na primjer,
“nansivene nepoznanice ili znanstvene
ili klinicke poteehe).

Cili avog proickia ‘e Istraziti nlogu B ACED u neurapatagenesi
Niemann-Pickove bolesti tipa C e ispitiu moze b inhihicija BACT
biti novi pristup n razvoju I||ecen_;l: ove holest

Koje su putenciialne prednosti va koje
Je vjerojatno da proislaze iz gvon
projekta (kako znancst moze b
wnagryedena i kake fude il Zivatoye
mogu imati koristi od projekta).

Koristenje primarnib kultura neurona hipokaropusa i cerebelama

Ovaj projekt ¢e doprinijeti razumijevanju funkeije ensima BAC Bl
njepovih - supstrata Sez6, Sezol. i APP u patopeneti dieéje
newrodegenerativie holesti Niemann-Pick tipa ¢ (NPC) Prelemn
BACE iera hljugni ulepu u nastanku Afsheimerave holesti (AB) te b
naii rezultati moegli doprinijed otkrivanpr dodatnib shicnost izmeda
ave dvije neuradegenerativae bolesti To b mogle dovesti do ruzvopn
jedinstvenc terapije za lijecenje iili smanjenje progresije ovih kolest

Pretpostavljamo du de predlezena istrazivania uharat da mhibiciis
BACED maze bili korisna ne samoe u smanenty progresije ifli
fieceniv Alvheimerove halesti rege i helest Niemann Pick tipo €

nuzno je za utvrdivanje hona fde vloge proteing Ses0, Sezol, AP
BACED u funkciji stanica neurena, ¢ u nasuplianju katesterol.
neorodegenraciji Purkinje neurona i hiperfosiortliciii proteing tun
Naime. hipokompus predstavija primorme mjeste nakupijan,a peptida
Aketa i pajave nearodepencracije 1 Alzherneruva hetest, duk e
holesti Niemann-Pick tipa C {NPC) neurndegencracsa nafizeazenija u
cerebelumu, Stoga su pirmarne kubare ipokampasa o cereheluina |
najrelevantniji model  7a odredivanje  moletularaog  mehazina
djclevanja proteiny Sez0. Sczol AP 1 BACET u procesima koji
devade de neuredepencracije u beicsiima A3 NPC 1o b Sto vierne
rekapitulirali kempleksaost mozdanog thiva iinterakoipe neuronyg s
nstalim stanicama 1 moezgu, vspostavit woma ex v moded bolesi
NPC (. kullure organatipskih rezova hipekan pisa o cerebelunia
NPCT-migeva kaka bismo ispitali ulcgn BACET u neoropatolaskim
pramjenama u bolesti NPC

Ko e vrste i prithzni braj zivotinga <e
ulekuje da e se koristit

Oéckuje se da ce s¢ keristiti 18 7enki ;_'c-m_ﬁlip.j NPCT TS musaka [
penatipa NPC! 7 debvanze cko 1F gravidih omSics penobipa
NP iz hapth e se na dan mavsditete 1608 (F1o-1 181 o7earati
mozeovi  fetusa a0 aspostavijange prmasmib wultora neurena
hipakampusa genatipa VPC?T 0 NP Nadalie eéckuge se da ce se
horistin dodatnih 9 Zenka cenonpn MV GEovare n.«\cdcmm!
muzacima senctipa VPO G thlpdu sa (eivitim R7Lza dohivae ¢
e rademl ml-'n'.; v peneriange primamih wultara Purkinie neurarn

cerchebilmag (PGP 7o soncrmange Kol orgasolpskh recava

l pokumpusa (P57 1 i Ruttire onemateskih rezeva cerebetuma ([“11
U wupan brop odrashily zivotinga izne ot ce 32 Pritazan brop enbnga
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U kontekstu unoga Sto se radi nit
7tvatinjama. $1o su acekivani negalivni
udinci na Zivotinjama, vjerojalna ’
udekivana razina te2ine postupaka i
_sudbina Zivotinja?

Primjena nacela 3R

_teZine pustupan

ek redemb zivotinja odekuje se oko 180 (60 embrija 1 120 ek rademih
zivotinja) od &ega e se 7a generiranje kulture organotipzkih rezovs
hipokampusa (P$-7) i cercbeluma (P9) koristti priblizno po 30
noverodenth iigeva 3
7a dekivanje po 9 migeva svakog NPC! genolipa (NPCH i NPCT )
i starosti 4, 7 1 9 yedana oéekuje se da de se Koristin vkupna 54
7ivolinje

74 generiranje NPC) T miseva u kojima je deletiran same jedan alel
BACED (NPCTT BACED ) ili oba alela BACET (NPCT HACELD )
Koristit ¢emo 3 muzjaka BACK! KO misa koja dcemo pariti s NPCY
zepkama 7a dobivanje po 9 miseva genctipa NPCH RACETT Wil
NPCI™ BACEL" i starosti 9 (jedana ockuje se da ¢e se koristiti
_tll_\_'n_ri-nnl}( zivotingi s = 8 3
;‘nminjc ¢e biti usmréene dislekacijom vrata Fetusi (F16-F18) 1 ek
rudene  zivatinge (PO-PT, P5-7, P9) ¢e bin dekapitirani. Sve
heterozigatne zivotinje koje neée hiti potrehno ukljuditi u pokus ce se
cutanizirati v komori ughiénog dioksida Od&ekivana je blaga razina

l. Zamjena

Navedile 7adto se moraju Koristiti
zivatinje e 7adlo se ne niogu Koristti
aliernativine metnde koje ne ukljucuju
7ivatinje

2. Snuanjenje
Ohpasmine kako meze Bt esigerano
Koosteaje mimmalney hroja Zivouna

1. Zamiens - Tijckom ovog projekta, karistit ¢emo se metodama kore

djelomiénc izbjegavaju koristenje mideva (ili nekih drugih Zivotnja)
Ove zamjenske metode predsiasliaju in vitro ili stanicne modese
numanih bolesti kaa &to su Niemann-Pick tip € (NPC) i Alzheimemnya |
bolest. To su: a) CHO NPC1-null stanice. koje predstavijaju stanive

ovarija hineskop hreka [engl. Chinese Hamster Ovary (CHOP) o |
kojima je NPCI gen u potpunasti deletican 1 h) SH-SYSY staniee, |
koje predstavljaju stanice humanog neurohlastoma, koje e bin
padvrgnute tretmanu s kemijskim reagensom UT18666A (najleséc
koridten reagens 7z .oponasanje nakupljanja kolesterola u o holest
NPC) Obje vrste gore navedenih sianicatretmana  <e umitiral
najznacainiji fenotip balesti Niemann-Pick tip ¢ 3to predstavlia
nakupljanje kolesterola unutar stanica Medutim, iako se pacetm i
prehiminarni pakusi mogu izvr$iti u stanicama izaloranim iz glodavaca
(CHO stanice) ili u staniénej liniji humanih stanicama ncuroblastoma
(SHSY5Y). eve stantce ne predstavijaju bona fide Zivéane stanice hoje
su najbrnije stanice 2 izuéavanje neuradegenerativnih bulesti kao $lo
st NPC 1 Alzheimerova bolest, a koje su u fokusu ovoe projekia ve
je razlog zhog kojeg Cema pered ovih zamjenskih metoda sa
izuéavanje NPC i Alzheimerove bolesti koristitt prnimarne, Zivéance
stanice izalirane iz miseva kojr predstavljuiu modele humanih holest
NPC 1 Alzheimerove bolesti Medutim, ovi i vitro madel primarnh
ziveanih stanica 17 mideva ne magu it potpunasti rephicirat patoloske
procese ke se odvijaju u ndredenth regijama mozga karakienistidnim
7a bolest NPC i Alzheinerovu holest, koje osim Zivéanih <tanica
sadize <tanice gha. astrocite. oligodendrocite. ckstracelularn mateiks i
dr. Swoga ¢e hiti neizbjezno karistiti ex viva kulture crezanetipsk:h
rezova hipokainpusa @ cerebelima kao i miseve 1 vivo 1 oiz nph
izohirali mozdane repije korteksa, hipokampusy i cereheluma kako !
Fismo pratili pramjene pataloskih process karakteristiéne 7a pojedine |
rege mozga u helestt NPC b Alzheimeravai bolesti voodncsa na

progeesuy holesti

2. Nmanjenje - Biolotka varijabiinost je znacajina odlika medicinskih
lﬂlru}wania kOi'cl oleZava maogue nost da se urmprucd mnte todng
predvidien velicing uzorka kaje je potrebana da se dabiju statisticks |
retevant resulnid oodase izbjenm fazniionegativini zakbucel Sveka |
pohus hit SepaZifivo planican ukljucujudt analizitunje stabsticke
macainast svakag pokuss prije nego 30 se wdpodne s
rmnozsvanjem zivotnja U tjeku ovor projekta, kenztl Cemio
prirodene viste miseva {engl mbred) umjedo genetidhi heteroperh

_sesta tengl outbred? shog toga St ée kondenje geneticht hemopenin
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3. Paboljanje

Objasniti izbor vrsta i zasto su
koristeni zivotingski modeli
primjereniji aod drugih. uzZimajuéiv
obzir znanstvene ciljeve

Objasniti opée mjere koje ce se
pcduzet kako hi se smanjile stete za
Zivolinje

e asten palinpriveede

AT R T VI IO IR RN E AR A

prirodenth  mi%cva wsigurali smanjenje uk_upn}t;' hroja koriétenih
7ivotinja buduéi da ¢e mangi kroj geneticki homogenmih mugeva
osigirati statisticki znagajne rezultale. Tokoder ¢emo osigurati da
prilikom svakog pukusa maksimum vzorks bude prikuplien od svake
pojedinadne zivelinjeifetusa Za utvrdivanje hroja koristenih Zivolinjd
koristen  je  Russ  Leath's  Power  ond  Sample  Size  test
(hup homepapestat mowa edu: rlenth Powerd), a dokivene
vrijednosti ¢emo  analizirati  parameltrijskim  Student  t-testem 74
neovisne uzorke (L vasaesials ety

3. Pobalisanie - Dohrobit Zivotinga bit ce zastitena u svukom
pogledu Mifevi ¢e se drzati v standarnim uvjetima za parenje. u
sacijalnim  uvjetima  primjerenim  midevima. Pod kavera ¢e biti
prekriven steljom keoja im omoguéava pravijenje gnijezda. a pristup
hrant i vedi Ce hiti ad libitn Poilovat ¢e se standardi haravidia o
uvjetima od 12 b boravista na svjetlu i 12 h baravista u 1ami.
Zivotinjama ¢e hol 1 painja biti svedene na minimum jer b tijeku nvog
projekta nisu planirani pokusi kaji zahtijevaju  kirorske zahvite,
operacije niti hilo kaji drugi testovi koji se izvrSavaju na Zivim
zivotinjama Osnafavanje niju i rezanje repa koje ¢e biti obavljeno u
s¥rhy identificiranja Zivetinga i njihove genotipizacije vrsil ée se na
anesleziranim Zivotinjama.
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