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Trajanje projekta
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3 godine trajanja projekinog prijediovi izrde disertacije
cksperimentainom dijelu projeki (odnasna 1zravni eksperiment na
: zivotinjama) podijeljen je v 1 erape u kopma je izlaganie aktivngj
Iviari predvideno o trajanju: Prvidio pokusa. F'VAPA ©izlagan)e 15
_dana . i drugi dio pokusa  EVTAPA 11: 28 dana_
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1. Cilj je istraiiti osnovne b\ormnkew uhldallvnoy stresa in vivo
usporedbom dvaju razlicitih sojevia mideva sa razlicitim fenotipom
!biokemije lipida {razlika u ekspresiji kljucnog enzima stearllCoA-
desaturaze). Hipoteza je da ce razhka u razini desaturaze utjecati na
smanjenje lipidnepereksidacije, i razine antioksidaciiskih enzima, a
posrednc tirme i staniénih oitecenya i nakupljanja nezasicenih masnih
kiseling u tkivima jetre i jajnika Biokemijski procesi u mozgu istih
zivotinja, kno nezavisnog biokemijskog organa u sintezi kolesterola i
prometu masnih kiselina, posluiiti ¢a za usporedbu avih biokemijskih
procesa sa navedenim organimi. U ovem dijeiu sirazivanja utvrduje
se najosjetljiviji soj 1 dinamika promjene lijekom vremena izloZenosti
i (15 1 28 dana), koji ce posluziti za odabir modela za provodenje
: drugog dijela pokusa.

i 2. Drugi dio istrazivanja za ¢l ima ustanoviti protektivni ucinak
| polifenolnog spoja naringenina  na navedene biokemijshe puteve, u
| modelu koji se pokaze kao najosjetljvijr u prvom dijelu istrazivanya.
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[ lako je terapeutskl vrle ucinkovitl | siroko prepisivam antiepileptik,

: {povecanje serumskih lipida, masnih kiseling, kolesterole + odredenih
signalnih adipokina). Uzimoniem valpraata u fude epidemicladhi je
| zabiljezen  signifikantni porast  vkupne felesne mdse o raive)
adipoznosti, hipertenzije,aterosklioraze Thiva razlidito mragiraju na
pramens u prametu lipida, v jetn udi kop uzimaju valbrost dalazodo
nakupljanja lipida, masmh kiseling 1 kofesterola 1+ razva)a stes
nen-aleohohicfattyiiverdisease, dok prinyernce v mezgu dishpdenii
povecane ili nakupljanje lynda nye tolibo uznapredovelo (dokazano
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| Biokemijski mehanizmi navedenih epidemioloskih ucinaka nisu de
' kraja razjainjeni i uglavnom su provedeni na invitroistrazivanjima
Postoje dokazi povecanju metabolizma masnih kiselina (enzimske
| aktivnosti fatyacidsintetaze, carnitintransferaze 1 acetilaze) o
invitrowvjetima, ali u in vivo uvjetima ovi procesi nisu do krepa
razjadnjeni. Takoder u  jajnicima (policisticki jajnici) mehanizam
djelovanja se povezuje sa inhibicijom CYP-enzima zaduienih :za
pretvorbu testosterona u estrogen i u povedanom prometu
kolesterola. (Ourigueetal, 2016a; Ouriqueetal. 2016b)

Hipotera i ciljevi rada baziraju se na novijim istrazivanjima na
izoliranim stanicama bubrega in vitro u kojim je pokazan poremecaj u
redoks  procesima i antioksidativnom sustavy cbrance

giutationa (GSH) dokazanim anticksidansomquercitinom. Takoder

mitohondrija i antioksidativne sustave obrane stanica (Jafarianetal
2013, Komulainenetal. 2015) i ekspresiju gena odgovornih za
antioksidacijsku obranu {Leone et al. 2014). Radovi koji poveruju
- mehanizme oksidoredukcijske ravnoteze i antioksidativpih enzima in
vivo u jetri ili jajniku su rijetki (uglavnom in vitro) Nedavni pregledn:
radovi (koji uglavnom navode indicije oksidativne neravnoteic iz in
vitro modela) zakljutuju da je potrebno detaljnije istraziti ulogu

postoji nekaliko navoda u istraZivanjima protektivnih  uéinaka
anlioksidansa na navedene antioksidativie i lipidne biokemijske
. puteve upotrebom poznatih antioksidansa primjerice astaksanting,
lolne kiseline, cinka, PUFA masnih Kiselina (EPA, DHA) i quercitina (Al

nefrocitaezimsikim  sustavima promjena na razini reduciranog |

postoje dokazi da valproat djeluje na oksidoredukcijsku aktivhost |

oksidativnog stresa u inehanizmima toksi¢nosti valproata. Takoder, |

Aminetal. 2015;Chaudharyetal. 2015; El-Shenawyel al.2015: Ouriques |

| et al. 2016a; Ouriqueetal. 2016b ), ali drugi polifenolni spujevs nisu

istrazivani, poput primjerice naringenina ciji je poznati ucinak u |

interakciji sa lipidnim biakemijskim putevima u prevenciji debljine

"0 in vivo studiji koristit ¢e se misevi C57816 i miSevi BALB/C ili CBA
| Ukupan broj Zivotinja u pokusu je 144,

Primjenjivana doza valproata preracunata je iz preporucene dnovne
doze za ljude prema formuli AED {Animal equivalent dose) i iznositi ce
600 mg/kg Zivotinje. Doza Ce se primjeniti per os u obliky vodene
olopine jednom dnevnogastrickomkanilom

Vrijeme aplikacije hiti ¢e 157 28 dana prema standardima testiran;a
subkroniéne toksi¢nosti (Tablica 1), prema Standard QOECD test oral
repedted subchronic dose OECD 407. Nakon navedenog pokusnop
iazdoblja sve Zivotinje de se uspavati injekcijom Xylapana 40meg/kg ¢
Narketana 10 mp/kg te ¢e se ovako anesteziranie Zivotinje usmriit
finalnom dekapitacijom u anesteziranom stanju kake b s¢ prikupil

 organm za navedene hiokemijske analize Ukoliko s& uode nepavaijn

acinct bjekom pokusa odredit ce se endpeint, pri éemu ce so
pestupatt prema unaprijed odredene humane krajne tocke {trobe

reci koje su te iedke, nproredi da ce se eutanancatl u siutaju do se
pokazur 1 znakova boli druge razine prema L grimace s
fakve Zivotinjc  de oy

ukionjene i pokusa te uspavane na istnavedem nadin a ergant ¢e se
odredivanje  patologije  « navedenih  biokemsijskih

prikupitr  za
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| Primjena nadela 3R
1. Zamjena

F Navedite 20516 se moraju honsti
zivotinje te 20810 s¢ ne mogu Koristith
afternativae metode hoje ne vkhudnaju

| parametara $to takoder predstavija bitan podatak o rasvietljavanju
| toksignost valproata Anestezija Ce biti primjenjivana prema AVMA
of  Animals
[ hittos //www.avma.ore/KB/Policies/Documents/euthanasia nd!

|

I Pokus se kvalificira kao nepovratan a teZina pokusa je umjeren

| Apsorpeija i bivraspoloZivost te antioskidativni status v phasm: i

Guidehnes  for the Euthanasia

mozeujerijainiku iu plazmi,

[ organima nakon aplikacije bioaktivnih spojevavaiproaty moze se
odrediti samo u organizmu t nema zamjenskih stanicnih ili jnavine
modela kaji mogu v realnom vremenu opisati procese u

l 2, Smanjenje
Objasnite kiho moZe biti osigurano

' Koristenje minimalnog broja Zivotinga.

[3. Pubaoljlanje
Objasniti 1zbor vista t zadto su
Koristeni zivotinjski modeli
primjerenyi od drogih. nzimajudéi o
obzir znanstvene ciljeve,

Objasniti opée mjere Koje ée se
poduzeti kako bise smanjile Stete za
Zivotinje,

izdanje 1, 2012

3R princip. sukladno statistitkim izeacunom prema Jdole navedenoj
literawri 1 programu G-powerbroj Zivolinja sveden st najimanju a
statisticki pouzdanu moguéu mjeru za srodene sojeve N6 Zivoungi pe
arupi z3 navedene parametre ovisno o pojedino] etapi pokusi
hetpeswavw drs-reduction.co.ukiassets applets/Festing. Aluman pdf

Prema farmakodinamicivalproata u oreanizmun i epidemioloske
nuspojave na odredenom dijelu ljudi, model metabolizma apsorpeija i
bioraspolozivesit te korelacifa saantioskidativni stieus u plazmi i
orwmima nakon aplikacije moze se odrediti sama u organizmu i nema
zamjenskih stanienih ilizvitro modela koji mozu v realnom vremenu
opisiti procese u crijevujetri. bubregu 1 plazmi

Zivotinje ¢ biti u zasebnim kavezima kako bi se sprijecila agresija
Okolina ¢e biti obogaéena elementima za obogacivinje vkolisa
namijenjenim za laboratorijske miseve. To su nmeli.kucice i gnijerda
mideve twist (Harlan Laborataries Inc.) sukladno naputcima
wsobe adgovorne za dabrobit pokusnil zivotinja imenovane u

instituciji u kojoj se provodi pokns

Zivotnjama se cijelo vrijeme pokusa u nasiamibuma osizursvigo
standardni tuneli i zaklons te Ligradke™ radi oplemenjivania okoline, U
pokusu €e se koristili samo vaga za zivotinge LSarttorins” jer s¢ prat
prirst zivotnja tijekom pokusnog razdoblja i vastricka mekang
sitikonska sonda <o branjenje biljnim izolatima. Nema drawib uredags
Koji ¢e se koristiti tijekom i vivo ddijely pokusa







