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modelima dijabetesa - BRADISCHEMIA
Trajanje projekta 01/03/2018 - 28/02/2023
Kljuéne rijeci (najvise do 5) Dijabetes, ishemija, bradikinin, moZdani udar, dijabeticka
retinopatija
Svrha projekta (kao u &lanku 5. Pravilnika):
Temeljno istraZivanje ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja r ne
Koristenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | da I
Zadtita prirodnog okolida u interesu zdravlja ili da
dobrobiti Zovjeka ili Zivotinje
Otuvanje vrste da
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da
Forenzigka ispitivanja da
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja . ne
koje se ne koriste w drugim postupcima

Opitite ciljeve projekta (na primjer,
znanstvene nepoznanice ili znansivene
ili klinicke potrebe),

Dijabetes je kronicéna bolest koja obuhvata metabolicke
poremecaje obiljeZene poviSenom razinom glukoze u krvi kao
posliedicom nedovoline proizvodinje inzulina, rezistencije na
djelovanje inzulina ili obaju mehanizama. Trenutno pola
milijarde ljudi diljem svijeta ima dijabetes. Tijekom trajanja
dijabetesa, tredina oboljelih razvije ishemijski moZdani udar,
treina razvije dijabeticku retinopatiju, a obje navedene
komplikacije dovode do ozbiljnog invaliditeta s neizmjernim
socioekonomskim utjecajem. S patofizioloSkog gledista, i
dijabeticka retinopatija i moZdani udar karakterizirani su
ishemijom. Bradikinin je medu prvim upalnim éimbenicima koji
se javljaju s nastupom ishemije. Bradikinin poveéava
permeabilnost  krvno-moidane/Zilnicne  barijere, inducirajuéi
nastanak edema. Buduli da aktivacija wnjegovih receptora
pridonosi nastanku edema i o§tecenju tkiva modulacijom post-
ishemijskog upalnog odgovora, potraga za inhibitorima koji bi
mogli smanjiti te §tetne ucinke postala je vazan cilj. Ipak, uloga
bradikininskih receptora nije jednostrana, buduéi da su
zabiljeZeni 1 razni povoljni udinci njihove aktivacije, poput
prevencije odumiranja endotelnih stamica, redukcife glutamatne
neurotoksicnosti, te preZivijenja i migracije glija stanica, Ova
dovojaka uvloga bradikininskih receptora poticaj je za nase
istraZivanje, kojim cemo istrafiti  wlogu bradikininskog
receptora tipa 2 u dvama specificnim komplikacijama koje se
razvijagju u tijeku dijabetesa:  dijabetickoj retinopatiji i
moidanom udaru. KoriStenjem uspostavijenih  modaliteta
snimanja  magnetskom  rezonancijom, omogucéit ¢ée nam
longitudinalno pracenje razvoja ishemijske moZdane ozljede.
Takoder planiramo unutar veé uspostavijenog laboratorija
razviti s novu platformu  za multimodalno  pretklinicko
istragivanje bolesti mreZnice, prvu platformu takve vrste u
Republici Hrvatskoj, a koja bi otvorila mogucnosti novim |
sveobuhvamijim pretkiinickim istraivanjima ekperimentalnih
terapija i ucinkovitijoj translaciji prema klinici.

Zakljuéno, osnovna namjena ovog projekta je istraziti ulogu
bradikiniskog receptora tipa 2 u razvoju ishemijskog osteéenju
kako u moZdanom udaru tako i u dijabetickoj retinopatiji koje se_
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razvijaju u podlozi dijabetesa. Ofekujemo da ée ovaj projekt
imati vaZan ucinak u poticanju istrafivanja u podruéiu
dijabetesa u Hrvatskoj.

Koje su potencijalne prednosti za koje
je vicrojatno da proiztaze iz ovog
projekta (kako znanost moze biti
unaprjedena ili kako ljudi ili fivotinje
mogu imati koristi od projekia).

Dijabetes kao globalna epidemija modernog doba ima izrazito
negativan ucinak na duljinu i kvalitetu Zivota. Neizmjeran
socioekonomski utjecqj dijabetesa odraiava se prvenstveno u
visokom mortalitetu, koji je wzrokovan komplikacijama
dijabetesa, rastucim troSkovima javnozdravstvenog sustava i
gubitku radne snage s obzirom da je populacija koju dijabetes
pogada sve mlada. Ovim projektom Zelimo istraZiti ulogu
upainog cimbenika bradikinina i njegovog receptora tipa 2 u
razvoju ishemijskog osteéenja razvijaju u podlozi dijabetesa tipa
I i II. Upotrebom genetski modificiranih miSeva, biti éemo u
moguénosti odrediti ucinke bradikininiskog receptora na razvoj
ishemijskog osteenja kako mozga tako i retine koji se razvijaju
u 30% pacijenata sa dijabetesom. S obzirom da je ovim
projektom  predvideno razvijanje platforme za istrazivanje
bolesti retine, obekujemo da ée ovaj projekt imati vaan ucinak
u poticanju bazicnih i klinickih istraZivanja ne samo dijabetesa
ve¢ 1 bolesti koje se razvijaju njegovoj podlozi poput
ishemijskog moZdanog udara i dijabeticke retinopatije. Zbog
toga mislimo da je ovaj projekt od velikog bioloskog, klinickog i
socijalnog znadaja te potencijalnu translaciju prema klinici.

Koje vrste i priblizni broj Zivotinja sc
olekuje da ce se koristiti.

U istrazivanju e se koristiti laboratorijski miSevi. Broj mifeva
koji e se koristiti tijekom navedenog perioda je 517.

U kontekstu onoga $to sc radi na
Zivotinjama, $to su o&ekivani negativni
udinci na Zivotinjama, vjerojatna /
olekivana razina tezine postupaka i
sudbina Zivotinja?

Obzirom da do Zeljenih rezultata nije moguée doéi in vitro
postupcima, ili putem drugih znanstvenih meioda, planiramo
koristiti minimalan broj laboratorijskih Zivotinja koje ée se
podvrgnuti pokusu kaji ée se provoditi prema nacelima dobre
laboratorijske prakse, te u skladu sa preporukama iz relevantne
literature. Sve pokusne zahvate na Zivotinjama smo temeljito
tehnicki i metodoloski proucili, pripremili i prilagodili, tako da
su maksimalno usmjereni na smanjivanje patnje Zivotinja
tijekom pokusa. Zivotinjama kojima smo prehranom inducirali
dijabetes tipa II ili miSevima koji spontano razvijaju dijabetes
tipa I provoditi ée se test tolerancife na glukozu ili test na
inzulinsku rezistenciju u odredenim vremenskim perioda, a po
zavr§etku pokusa Zivotinje e biti usmréene, a njihovi
organi/stanice  analizirani,. U  svrhu smanjivanja tefine
postypaka koristiti éemo inhalacijski anestetik kako bismo
izbjegli prolaznu blagu nelagodu nakon injekcija i uéinili razinu
teZine postupka blagom. Pojedinim grupama Zivotinja bit ée
injicirano intavitrealno kontrastno sredstvo, §lo ée biti izvedeno
pod wijecajem inhalacijskog anestetika. Odekivana razina tezine
postupka je blaga. Pri postupcima snimanja magnetskom
rezonancijom biti de koriSten inhalacijski anestetik kako bi se
omogucilo neometano snimanje u in vive uvjetima. Takoder
pojedini miSevi C¢e biti podvrgnuti operacijskom postupku
zacepljenja sredisnje moidane arterije, ali zbhog koristenja
anestezije | analgezije u skladu sa pravilima veterinarske struke
Zivotinje nece ili ée trpjeti minimalnu bol. Odekivana razina
teZine postupka je umjerena.

Primjena nadela 3R

1. Zamjena
Navedite za3to se moraju koristiti

Zivotinje ée se koristiti s obzirom da ne postoji alternativia
metoda za pretklinicko in  vivo istraZivanje utjecaja
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Zivotinje te zadto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne uklju€uju
Zivotinje.

bradiliniskih receptora na razvoj ishemijskog otecenja mozga i
retine u dijabetesu. S obzirom na kompleksnost patofizioloskih
procesa nastanka ishemijskog ofteenja te kompleksnost
palofizioloskih promjena u dijabetesu zbivanja koja moiemo
pratiti longitudinalnim in vivo snimanjem transgeniénih mi§eva
koje nose mutaciju za bradikininski receptor bilo bi nedostatno
zamijeniti modelom staniénih kultura. Zbog etickih razloga,
sliéna istraZivanja na humanoj populaciji su vrlo ogranicena ili
nisu moguca. Zbog navedenog, razvijeni su mifji model za
dijetom induciranog razvoja Secerne bolesti tipa 1I, trangenicni
model heterozigot za Ins2 mutaciju koji spontano razvija
dijabetes tipa I, oba modela se koriste kao modeli dijabeticke
retinopatije, te model okluzije srediSnje moidane arterije kao
model moZdanog udara.

2, Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano

kori¥tenje minimalnog broja Zivetinja.

Istradivanje je planirano na najmanjem mogucem broju
laboratorijskih Zivotinja, a da pritom rezultati budu statisticki
valjani  bez ugroZavanja ciljeva projekta.  Primjenom
neinvazivnih lehnika snimanja (MR, fundus folografija,
angiografija i intraokularno mjerenje tlaka) w planiranim
pokusima znadajno se smanjuje broj potrebnih Zivotinja jer se
iste Zivotinje prate longitudinalno u dufem vremenskom
_periodu.

3. Poboljdanje

Objasniti izbor vrsta i zadto su
kori$teni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje de se
poduzeti kako bi se smanjile 3tete za
Zivotinje.

S obzirom da je diabetes kroniéna bolest u kofima sudjeluje vise
organskih sustava, nemoguce je iste istraZivati na stanicnim
kulturama in vitro. Takoder, s obzirom na kompleksnost
patofizioloSkih proces koji prate oStecenja mozga i mreznice
nemoguce je iste istrafivati na stanicnim kulturama in vitro.
Zbog eti¢kih razloga provodenje Kini¢kih istraZivanja na
humanof populaciji bez prethodnih istrafivanja na animalnim
modelima su vrlo ogranicena ili nisu moguéa. Zbog navedenog,
planirano je koristenje uspostavijenih modela dijabetesa kod
transgenicnih  Zivotinja koje nose mutaciju za istraiivani
receptor. U pomno isplaniranom istrazivanju ocekivana razina
teZine postupaka biti ¢e blaga, osim u slucaju zacepljenja
srediSnje moZdane arterije pri Cemu ce biti umjerena.
Zivotinjama ¢ée tijekom svih postupaka biti pradeni znakovi
nelagode ili stresa te ée u sluéaju pojave problema sa zdravijem
ili promjene razine dobrobiti Zivotinje bifi usmréene na human
nacin.
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