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Cilp ovog projekta je istrazit wlogu BACET u ncurupnlogcnczi
Niemann-Pickove bolest tipy C te ispitati moze hinhibicja BACKE]
b nove pristp v ljecenjaove bolest. Takeder. ety e aspita
e bose wstunph prenositelja NPC bolesti (NPCT heterozigota) mogu
uocitl odredene ptolodhe harnklenstike balestl, vkaznjuer da b
prenostelp NPCL bolest takoder trebale big ukluden o zdmvstvenu
apepu o dobivat adekvatnu terapiju s ctljem smanjenja udredenih

| patoloskih karaktenstiha bolesti. kao. npr. tavopatye

Ovaj prowekl ¢e doprinijeli razumijevanju funkcie enzima BACET |
njeeovih o supstrata Sez6. Sez6l. 1 APPu patogencti djecje
newodegenerativne bolestt Niemann-Pick tipa C (NPC). Pratein
BACK igra kljuenu ulogu u nastanku Alzheimerove bolesin (AB) (e b
masn rezultat mogh doprinjet otkrivanju dodataily shiénost izmedu
ave dvipe newrodegenerativie bolest: To b mogle dovesti do razvora
jedisivene terapije za hjecenje Vili smanjenje progresije ovih bolestt
Protposts ama da ée predlozena istrazivanja ukazatl dainhibicija
BACLED moze bii korisna ne samo u smanjenju progresije vl |
hecenu Alzheimerove bolesti nego 1 bolestt Niemann-Pick tipa € '
Korstenje primarnih - kultura neurona hipokampasa 1 cerebeluma

nuso e 2o utvidinvanje bona fide uloge proteina Sez6. Sez6L. APP
BACET U lunkeni stamea neurona. 13 u nakupljanju kolesterola
newrodeacnracti Purkinje neurona 1 lperfosforilacii proteina tau
Narne hipokampus predstn i primarmo myesto nakupljanja peptida
Abeta 1 poave nenrodegeneracije u Alzhcimerovoy bolesti. dok je u
holest Nienann-Pick tupa C (NPCY neurodegeneracija myjizrazenija u |
cachelamue Stoga su pirmame kulture: hipokampusa 1 cerebeluns

paprelevantnijt model za odredivame molekulvnog mchanszoa

diclovanga protaina Sez6, Scz0l. APP BACEL u procesima kop

Jdonode do netrodegeneractje o bolesumue AB e NPC D b flo vpernnge

rehapituhical hompleksnost mozdanog tkiva i interakene neurona s

oelaln SLmca i U mozgd, uspostavit cemo e e model bolest
NPC 1 halure oreanotipskih rezova hipokampusa v ocerebeluma
SPCT-nnseva kako bismo spitah wlogu BACET 1 neuropatologkim
protyenam u holesti NPC Takoder. ova projekt ce doprimet
oy et o patoloshih Karaktensuka NPC bolest u prenosiel i
Sondri seoda hodorecesinog uboliene ko Soo e NPC bolest.

pretositels holest e b trehal pokazivau nthithve |L\ln|u§lwl
Latahtersitke Bolest Medutm, udo sudic obyay enont redinorm vadu
pobasano o da sty NPCT T nuses s umiozgovimi perast

povisent razing protert petian U ovem progekeu ceme detafinge
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Sspitall pogi glavimh pllU|U\|\|h karakleristika NPC bolesti u starijih |
migeva NPCTOENPCTY Rezulatt ovog istrazivania bi mogh ukazati [
do seou prenosielia NPC bolestic kod ljudi starijo) dobi moze
odekval pojavi uopatije il dr pateloskih promjena le da bi ov)
pacijentn. prenositeljic NPC bolesti. takoder trebali dobiti adekvatnu
zdrsstvenu ngegu 1 terapyu v smislu smanjenja ili usporavan)a

Kaje vrsie i priblizni broj zivotingn s¢
o¢ekuje du Ce se korstiti.

U kontekstu onoga 8o se radi na
Zivorinjama, $to su oteRivant negativii
UCTNCT N ZIVOLININKL. vjero)atng
ofekivana iazinag tezine postupaka
_sudbina Zivoting!

Zvutinge G i tsive e distokacyenn vrate Fetos TETG-ET8) 0 tek

odredenily J‘.I|Ulll\]\||l stangi kao nprorazvop uopiie

()uku;x e da de se konstitn 20 zenki genohpa N PCIT 16 miiZjuka
aenolipn NPCTT 20 dobivanje oko 20 gl.)vulmh misicu gcm;lipu
NPCH e koph Ceoseomy dan grasaditeta 16-18 (E16-E18) izolirali
mozgovy Jelusa za uspostavljane  primarnih kultura neurona
hipohampusa penotipn APCH 1 NPCT Nadalje, ocekue se da ée se
koristine dodatnih 20 zenki genotipa NPC' L sa gore navedenim
muzjacima genotipa NCCZT L askladu sa cetvrim LR, za dobivanje
tek vodenih tseva 2 generiranje prunarmh kuftura Parkinje newrona
cereheluma (PO-P1). za generianje kulture organotipskih rezova
hipokwmpusa (PY) 1 kulture organotipskih rezova cercheluma (PY).
Ukupan bror odeashh 7ivolmya iznosit ¢e 118 Priblizan broj embrija i
tek rodenih zivotinga o¢ckuje se oko 240 (80 embrija i 160 tek rodenih
Zivaiinja) od Cega ¢e se za generiranje primarne kulure Purkinje
newrona Kottt pnbhizae RO novorodenth miseva (PO-P1). a za
kulture organotipskih rezovic hipokampusic i cerebeluma (P'9) priblizno
SO rovorodenth miseva

Zadobnvanje po 12 miseva svakog NPCT genotipa (NPCH T NPCT
) 1 starost 9 1S gedamy ofckuje se da ¢eose koristit ukopno 72
zivolinje Zd dobivanje ovih zivotinga bit ¢e potrebno pariti 36 parova
NPCE (36 7zenki 30 muzjaka po principu sestra-brat),
Zigenctirange VPCL miSeva u kopima je deletiran sama jedan aled
BACEI AINPCT BACEL )y il aba wlela BACE! (NPCL BACEL)
Koristit cemo 0 muzjaka BACET KO miga koja cemo panti s NPCT
zenkima - Fakoder, partt cemo 10 BACEL KO Zzenki s muzZjacin
genotipd NPCH 7 Zu dobivanje po 12 miseva genotipa NPC1
BACEI" v NPCL | BACET 1 starost 4.9 115 tjedany ocekuje se
da ¢ se konstni ukupno 72 2invohinge

Za pracenje glavinh patologkih karakieristika NPC bolesti u NPC'I
heterozigotn (NPC ) konstit ¢e se po 12 zivolinja starost 40, 60, 80
i ub-tiedand v genonna NPCE ONPCE ™ (ukupne Y6 Zivolina).

rodene zivounje (PO-P1 Py ce it dekapiticang Sve heterozigotne
zivolinge koje nece by potrehno uklhjnci u pokus Se se cutanizirat u
homaori ugljicnog dioksida OCekinana je blaga razima tezine poshipku |

Primicena nacela 3R
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1. Zamjena

Navedite zuflo se moraju koristin
Zivolinje 1 zadto s¢ ne mogu Koristiti
alternatnne metode koje ne ukljucaju
Zivolmje

L. Zamiend - Tryekom ovor projekia. koristt éemu se « mectodama koje
djclomicno izbicgavain Rorstenpe miseva (i nekih drugih zivotinga) 5
Ove 7anpenske metode predsiavTjoju me vien 11 stamene modele
humantiy boleste ie Stoosu Niemann-Piek tip CaoNPCY e Alzheimerova !
bolest. To sura) CHO NPCT-null stamee, koje predsts fjigu stanice
ovarna khmeskog hreka [engl Chinese Hamster Ovary (CHO)|
kohmue jo V2O een w potpunosiy deletiran, b)) SHSYSY staniee.
koje pradstnbm stnce humanog neuroblistomin koje ¢e bit
podviunute etmana s Remnskim reagensom UIRGOO6 A (nyjdesce
KorEien reagens aaeponasanie” nakuplianga kolesterola e bolest
NPCr o Obie vrste gore nanvedenth stamea tretmana ¢e ity
ngznacap denotip bolesu Nicmann-Prick Gp O Qo predstndja
n:(kuplz;m_m hotesteroly unutar stamea Meduitm, ko se pocein il
prelinuna i poltsr mogu st wstinicami izatornnm 1z glodin aca
(CHO stontce) il stamnoy gy humamh stamcama neoroblastema
(\Il\\ \\ Love shanice he |W'ul\| |\||‘||n /m'm //u andane \mmu ko;x
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. 2. Smanjenje

© Objasnile kako moze biti osigurano

» koridlenje minimalnog broja Zivolinja
|}

]

]

|
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|

3. Poboljsanje
Objasnit izbor vissta 1 zasto su
konsteni zivotingski modeh
primjerentji od deugih, uzimapudt u
obzir znanstvene ciljeve

Objasnitr opée myere koje ¢ se
poduzen kako brse smanjile Stete za
Zivotnje

|

opredvidjeni vehicing vzorka koga je potrebana da se dobiju statistiekl

su naghitngye stanice zaizudinvange nearodegeneraiis nib bolesti kao Sto

suNPC 1 Alzheimerova bolest o koje «u v fokusn ovoy projekis Ovo
Jeozlog zboy kojeg demo pored ovih zamyenskih - metoda za
rancavame NPC o Alzhemmerove holesti Ronstine primare, Zivéane !
staniee zoliwane 1z nuseva ko predstas aju maodele humanih balesti
INPC o AMzhemmerove bolesti. Medutin, ovioor vifro model primarnh
ZivEamh stanred iz mideva ne moga u polpunost: replicirali patolnike
procese kojr e odvigain w odredemh regijima mozga karakteristicnim
i bolest NPCT Alzheimerovu bolest. koje osim 2véomh stanica
sadrze stanive gl asttocne, ofigodendrocite, ekstracelularnt matriks i
dro Stoga e inb neizbyezno konsti ex vive kulture organotipskih |
reeona lupokampusa i cerebeluma ko i mieve inovivo i iz njib |
izolrah mozdane regye korteksa, hipokhampusi @ cerebeluma kako |
bixma pratih promjene patolodkih procesa karakteristiene za pojedine |
replje mozga u bolest NPC @ Alzheimerovoj bolesti u odnosu na

2. Smanjenje - Bioloska variabilnost je /nacaina odiika medicinskih
istrazivania koja olezova mogndnost da se unaprijed moze wocno

relevant rezultan 1 da se zbyegnu lazmi 1o negativmi zakfjucei, Svaki
pokus bit Coopazdine planitan ukljuCwuct anahziane  statisticke
znacamoste  svakoy  pokusa prije nego St se zapoéne sa
razmnozavaniem zivotinja U njekn ovog projekta. horistt ¢emo
privodene viste nuseva (engl mhred) umjesto yencticki heterogenih
vista (enel owtbred) zhog roga Sto ¢e korisgtenje peneticks homogenih,
prnodenily migeva ostgwad smangenge ukupnog brgga kortstenih
ivolinga buduci da ée manii broj geneticki homogemh  miseva
osiguratl sGuistichl znacajue rezultale Takoder ¢emo osigurati da
prilikom svakoy pokusa maksimunt uzorky bude prikupljen od svake
pojedinadne Zivotinje fetusa, Za ulvrdivanje broja korisienih zivolinga |
konsten  je Russ Lemth’s  Power  and  Sumple  Size  lest |
thip hemepage st s edi el Power?), 1 dobivene |

wrijednostt cemo analiziati parimeteijskim o Student t-testom 7.;1:

neovisie uzorke Chin - vassarsbins nel).

|
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3. Pubolisanic - Debiobit Zivotin bit &o zasntéena u svnkom‘t
pogledn Misevr Coose drzan nostandarnim syvjelima za parenje. u
soctninmy uvpenmy primjerenin midevin Pod Raveza ¢e bin
prekinen stchony koja im omogucasa prashenie gnijezda, o pristup
heant 1osodio ve bt wd Jibins Postovat ceose standardi boravista u

mvjetma od 12 boraviit na svietn i 12 b boravista mmi.E

|

|

]
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Zivatiganie ce bol 1 patna bt syedene na mimem jer u tijeku ovoy
projekia niswe planivany pokusi hoje zahtyovapu kirurske zahvate. |
aperaaije mb Wle koji drug testovt Kope se azvrsavajue e zivim
Zivotoipama Oznacavange udjurezange repa koje ce bin obavieno v |
sviho slentiiliciania Zvounia 1 njthove genotipizacije vrdil e se i I

ST Zaniny Ziv olingam |
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