Ministarstvo poljoprivrede

Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane

OBRAZAC3

Naslov projekta

“Neuroimunomodulacijske i oksidacijske promjenc u mozgu ‘
$takora nakon zdruZenog izlaganja anesteticima i te¥kim
metalima”

Trajanje projekta

15.11.2017. - 15.11.2020.

Kljugne rijeci (najvide do 5)

Alz.heimcro»a—bolcst, inhalacijski anestetici, te$ki metali, oksidacijski
stres, Stakor

Svrha projekta (kao u &lanku S. Pravilnika):

_Temeljno istraZivanje { da ] ne

Translacijska i primijenjcna istraZivanja da ne
Kori$tenje odredeno propisima i rutinska { da ne

| proizvodnja )
Zastita prirodnog okolisa u interesu zdravlja ili da ne
dobrobiti ¢ovjeka ili Zivotinje
Qduvanje vrste da_ [ ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje | da ne |
Forenzitka 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 znansivene
ii klinicke potrebe).

Nedostatnost podataka o wuéinku anestetika na nastanak
Alzheimerove bolesti te moguéa povezanost s nazofno$éu tefkih
metala i inhalacijskih anestetika u nastanku ove bolesti je glavni
cilj ovog istraZivanja. Smatra se da postoje razlike u pojavi
oksidacije, upale i o3te¢enja DNA u drugim tkivima u odnose na
oitecenja moZdanog tkiva s obzirom na vrstu i duljinu trajanja
anestezije, §to bi zasigurno trebalo istraZiti.

Temeljni ciljevi su izvedeni na osnovu dijelom poznatih i dijelom
nepoznatih znanstvenih €injenica navedenih kako slijedi:

Pojava Alzhcimerove bolesti i demencije povezana je sa procesom
starenja. Sama bolest izravno je uzrokovana oksidacijskim stresom te
je karakterizirana progresivnim nakupljanjem proteina u netopive
filamente koji s¢ odlazu u mozdanom tkivu odnosno neuronima i
krvnim Zilama u obliku plakova. Najvazniji proteini koji sc veu uz
pojavu Alzehaimerove bolesti su a) Amiloid beta protein (AB) koji
nastaje iz APP-a (engl. amiloid precursor protein) i b) Tau protein koji
je podlozan fosforilacifi protein kinazama pri ¢emu se u
hiperfosforiliranoj nerazgradivoj formi nakuplja u neurofibrilarna
klupka. AP prolein i Tau protein izmedu ostalog induciraju nastanak
oksidativnog stresa §tovise sam oksidativni stres uzrokuje generiranje
istih proteina. Nastanak oksidativnog stresa pojavljuje se prilikom
nadjadavanja  antioksidacijskih  mechanizama  oksidacijskim
mechanizmima pri ¢emu utjecaj egzogenih i endogenih okidaga
uzrokuje prekomjerno stvaranje ROS8-n i NO-a pa antioksidativni
sustav nemoze neutralizirati njihov udinak.

Prisutnost teSkih metala, poput Zeljeza, cinka, kobalta, aluminija, bakra
lakoder ima ulogu u induciranju oksidalivhog stresa, npr. putem |
Fentonske § Haber-Weissove reaketje, 1 nastanku neurodegenerativiih
bolesti. Mctali poput aluminija mogu ubrzali i potencirati nastanak
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ncuralnih oSteéenja. Aluminij se smatra jednim od &imbenika koji
pridonose oksidativaom stresu i stvaranju ROS-a.

Takoder kod o$tecenja moZdanog tkiva dolazi do oslobadanja Zeljeza
koje sudjeluje u reakcijama nastanka Q- radikala iz H20,, lipidne
peroksidacije i autooksidacije neurotransmitera pri &emu nastaju
epilepti€na izbijanja, deplectja dopamina i smrt neuralnih stanica 3ta je
dokazano injiciranjem Zeljeznih soli direktno u mozak.

Nadalje, neki podaci ukazuju da dugotrajno izlaganje anesteticima
moZe biti uzrok nastanka Alzheimerove bolesti. Najéedée koristeni
inhalacijski anestetici su Sevoflurane i Isofluranc (po sastavu
halogenirani eteri) koji uz besvijesno stanje imaju i analgetski uinak.
Oni su pare hlapljivih tekuéina, ncionizirani, male molckulske mase i
liposolubilni pri Eemu brzo difundiraju u tkiva i vzrokuju brz uvod u
anesteziju i brzo budenje. Isoflurane | sevoflurane imaju
antioksidativna i proluupalna svojstva u pluénom i sréanom tkivu, ali
ne i moZdanom, Postoji razlika u pojavi oksidacije, upale 1 odteéenja
DNA odnosno ofteéenja mozdanog tkiva s obzirom na vrstu zahvata i
duljinu trajanja anestezije. Medutim, jo§ nije dokazana veza izmedu
klini€ke izloZenosti isofluranom i smanjenja kogritivnih sposobnosti
kod ljudi dok je kod mi3eva dokazano uzrokovanje smanjenja
kognitivne sposobnosti.

Koje su potencijalne prednosti z2 koje
je vierojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost moze biti
unaprjedena ili kako ljudi ili Zivotinje
mogu imati koristi od projekia).

Jedan od glavnih ciljeva in vivo istraZivanja zdruZenog izlaganja
anestetictma 1 teSkim melalima na oba spola visokosrodnih §takora
Y59 je ukazati da Fe-dekstran ili AICl; uz prisustvo inhalacijskih
anestetika poput Sevoflurana ili Isoflurana mogu biti mimikrija
patohistoloskih promjena Alzhcimerove bolesti {AD) za rani stupanj
formiranja plakova i ncurofibrilamih snopida u §takorskom modeln
AD. IstraZivanja sugeriraju da AICl; otvara krvomoZdanu barijeru
(engl. Blood brain barrier, BBB) mozga i ofleCuje Evrste spojeve
endotelnih kapilamih stanica mozga. AICI3 1 D-gal, naruSava strukturnu
cielovitost neuron-glia-krvoZilne jedinice i energetski metabolizam;
izrazito je toksian i pomaze akumulaciju Al u mozgu. Nadalje, vidak
Fe generira oksidativni stres. Toksi¢nost superoksid anjona (Qa-) i
vodikovog peroksida (120,) proizlazi iz njihove Fe-ovisne pretvorbe u
{zuzetno reaktivnl hidroksilni radikal (+|OH) (Haber-Weiss reakcija)
keji prouzrokuje ozbiljna oftecenja na membrani, proteinima i DNA,
Neurodegeneracija rezultira  akumulacijom  Fe v mozgu ili |
poremecajem metabolizma i/ili homeostaze. l

Spoznaje o posijedicama koje moZe prouzrofiti zdruZeni ndinak
inhalacijskih anestetika poput Sevoflurana ili Isoflurana s te¥kim
metalima na razvoj patohistolofkih promjena Alzheimerove
bolesti (AD) za rani stupanj formiranja plakova i neurofibrilarnih
snopiéa v Stakorskom modelu AD dati ¢e vrijedna saznanja koja
mogu doprinijeti iznalaZenju novih zastitnih ljekova i pripravaka
za sprefavanje takvih  posljedica. Saznanjza o  kljuénim
mehanizmima u razvoju AD daju moguénest iznalazenja kljucnih
meta (ili ciljeva) na koje treba djelovati za sprjctavanje ili odgodu
nastanka bolesti.
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Koje vrste i priblizni broj Zivotinja se
otekuje da ce se koristiti.

Visokosrodni Y59 Stakori, 216 Zivotinja

U kontekstu onoga 3to se radi na
Zivotinjama, to su odekivani
negativni uginci na Zivotinjama,
vjerojatna / ofekivana razina teZine
postupaka i sudbina Zivotinja?

Uslijed injiciranja tegkih metala i izlaganja anesteticima otekujemo
nastanak povetanog  oksidalivnog stresa i nastanak
neurodegenerativnih - promjena, todnije  §irenje necurofibrilamih
promjena od negativnih udinaka na Zivotinje pretpostavijamo da ée se
pored biokemijskih promjena u kolitini ukupnib i fosforiliranih tau
proteina dogoditi i promjene u ponaSanju Zivotinja, toénije poremecaji
vezani za procese utenja i paméenja. Te ¢e se promjene praliti putem
triju testova: T-labirintom (test osjet{jiv na disfunkciju hipokampalne
formacije), testom prepoznavanja objekata (test osjetljiv na kognitivne
promjene u starih Zivotinja) i testom kondicioniranja straha {test
osjetljiv na disfunkciju asocijativnog uéenja putem frontolimbi¢kih
veza). Olekuje se da e sc razina tezine navedenog postupka mijenjati
kroz vrijeme, najviSe u zavisnosti od brzine $irenja neurofibrilarne
degeneracije, ali i drugih ¢imbenika. Sveukupno, otekuje se da ée i kod
uznapredovale razine promjena razina tefine odgovarati umjereno
teSkem postupku. Sve ¢e Zivotinje na kraju pokusa biti Zrtvovane, te ée
sc izvriiti njihevo ncdkodljivo uklanjanje i zbrinjavanje le§ina.

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zadto se moraju koristiti
Zivotinje te zasto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljuduju
Zivotinje.

Prou¢avanje utjecaja zdruZenog djelovanja teskih metala i inhalacijskih
anestetika na razvoj oksidacijskog stresa te njihovo medudjelovanje
i nastanak brojnih neuroimunomodulacijskih dimbenika koji
pogoduju razvoju patohistoloSkih promjena na stanicama mozga,
ne mogu se prontavati na ljudima, a in vitrro istraZivanja tih
procesa nedostatna su za njihovo razumijevanje.

2. Smanjenjc
Objasnile kako moZe bili osigurano

koristenje minimalnog broja Zivotinja.

U pokusu ée se koristiti najmanji moguéi broj Zivotinja s obzirom na
svrhu istraZivanja. Kako bi rezuitati dosegli statistitku znaZajnost u
analizi kvantitativnih varijabli jednosmjernom analizom varijance s P

< 0.08, za navedeni sc tip istraZivanja preporucuje uzeli najmanje 6 |

Zivotinja po skupini, pa ¢c tako biti u¢injeno I u ovom istraZivaniu.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zajto su
koristeni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znansivene ciljeve,

Objasniti opie mjere koje éc se
poduzeti kako bi se smanjile $lete za
Zivotinje.

Zivotinje u pokusu dr#ati ¢e se u uchitajenim uvjetima za odrZavanje
laboratorijskih Zivotinja (hranjenje, njega), te s obogacenim akolifem
i materijalima za grizenje, trganje i manipuliranje.

Za In vivo istraZivanja odabrani su §takori jer, za razliku od miseva i
mnogih drugih cksperimentalnih Zivotinja, izraZavaju svibh 6 izo-
oblika tau proteina, 8to je najsli¢nije izraZaju tau proteina u Covjeka.
Stakorski imunosni sustav poklapa se 98-99% sa humanim, $lo
odrazava nuznost prougavanja mehanizama humanc
neuroimunomodulacije na modelima sisavaca.

Sa Zivotinjama ée se tijekom pokusa postupati u skladu s propisima o
dobrobiti Zivotinja. Nakon injiciranja aluminij klorida i/ili Fe-
dekstrana  Zivotinje ¢e biti izloZene inhalacijskim anesteticima:
Sevofluranu (1,5%), [sofluranu (1,5%) tijekom 2 h te Zrtvovane odmah
nakon zadnjeg izlaganja anesteticima u period od |, 2, 3 U/ili 4 (jedna
radi uzimanja krvi (serum) i orpana od ciljnog interesa.







