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Naslov projekta

Mehanizmi nuirijentom posredovanih u¢inaka glukagonu
sli¢nog peptida-1 na kognitivne i metabolicke poremecaje
u eksperimentalnim modelima neurodegencrativnih bolesti

Trajanje projekta

listopad 2018. — listopad 2022.

Kljuéne rije¢i (najvide do 5)

Glukagonu slican peptid-1, galakioza. Alzheimerova
bolest, streptozotocin, 6-OHDA

Svrha projekta (kao u Clanku 3. Pravilnika):

“Koritenje odredeno propisima i rutinska proi7\»'0dn_i_n da

Temeljno istraZivanje (da)
Translacijska i primijenjena istraZivanja da

e

Zagtita prirodnog okolida u inlcresuzdravija ili da

dobrobiti ¢ovjeka ili Zivotinjc - L - ]
Otuvanje vrste B da @
Visoko obrazovanje |ll osposobltjavanje da G]é)
Forenzicka ispitivanja - da (n?)
Dd.r'lavzmje kolonije genetski izmijenjenih Zivolinja da
koje se ne koriste u drugim pastupcima

Opisite ciljeve projekta (na
primjer, znanstvene nepoznanice
ili znanstvene ili klinicke
potrebe).

Projckt nastavlja prethodna istrazivanja o uCincima oralne
galaktoze u eksperimentalnoj Alzhcimeravoj bolesti (AB)
provode¢i detaljnu  karakterizaciju terapijskih  uéinaka
paralelno u eksperimentalnoj sporadicnoj AB (sAB) i
Parkinsonovoj bolesti (PB). Neurodepenerativne bolesti
(NB) dijcle razli¢ita zajednicka patoloska obiljezja, a medu
njima moguda su i kognitivna oSte¢enja koja su u fokusu
predloZenog istrazivanja. Predlozeno istrazivanje provest
e se na S$takorima s intraccrebroventrikularo
primijenjenim  streptozotocinom (STZ-icv) kao sAB
modelu i Stakorima koji su intrastrijutalno primili 6-
hidroksidopamin (6-OHDA), kao PB modelu. Ciljevi
projekta su istraziti jesu li akutni u€inci jedne oralne doze
galaktoze u sAB modelu posredovani samo endogenim
glukagonu-sli¢nim  peptidom-1  (GLP-1) i/ili drugim
inkretinom, o glukozi ovisnom inzulinotropnom peptidu
(GIP), te ispitati proizlazi li terapijski potencijal kronine
primjene oralne galaktoze na kognilivni deficit i moguce
metabolicke i ncuropatoloske poremeéaje u sAB i PB !
Stakorskim modelima primarno iz kompleksnih uginaka |
galaktoze (izravni+inkretinima posredovani) ili sc radi |
samo © uéincima posredovanim inkretinima. Pomodu ova
2 modela, ovaj 4-godidnji projekt pridonijet ée pojadnjenju
jesu i terapijski ucinci oralne galakloze, posebno oni
posredovani s GLP-1, ovisni o vrsti NB. Za postizanje
specifiénih ciljeva, primjereno modelu/pokusu, u uzorcima
mozga /ili crijeva | krvi/likvora, odredivat ée  se
parametri oksidativnog stresa, encrgctskog  statusa, te
obiljezja amiloidne/AB 1 dopaminergicke/PB patologije,
markeri inzulinske rezistencije u mozgu i metabolickih
poremecaja kao 1 GLP-1/GIP signalizacije. u S akutnih i 5
kroni¢nih pokusa. Koristit ¢e se  standardni testovi za
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kognitivne i motoricke funkcije, te odredivanje
homeostaze  glukoze/inzulina 1  postupci  neuro-

/imunohisto-kemije za odredivanje ekspresije proteina.
Projekt ¢e donijeti nova znanja i utvrditi novi oblik
specifitnog modela-nacina lijeCenja koji vise nalikuje
mogucoj toksinskoj etiopatogenezi nehereditarne sAB/PB
u stvarnom Zivotu. OcCekuje se da ¢e rezultati istrazivanja
omoguditi publiciranje najmanje 2 originalna znanstvena
rada, koja e pridonijeti poveéanoj kompetitivnosti inladih
istrazivata i povedati njihove $anse za financiranje buducih
projektnih prijava.

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

Obzirom na nepoznate uzroke sAB-a i nenasljednc PB,
uporabom 2 toksinom inducirana $takorska modela ovih
bolesti koji ¢e biti podvrgnuti  lijeSenju  oralnom
galaktozom, ovim Ce se istraZivanjem uspostaviti oblik
modela-terapije koji bolje oponada klini¢ku situacija i ima
visoku translacijsku vrijednost za pojanjenje terapijske |
uloge nutrijenata u neurodegenerativnim poremecajima |
povezanim s izlaganjem ecgzogenim toksinima. Osim |
razvoja modela ovaj projekt ¢e odrediti mehanizme koji
reguliraju neizravni u€inak oralne galaktoze na djelovanje
endogenog GLP-1 u gastrointestinalnom traktu i/ili mozgu
Stakorskog modela sAB i PB uz procjenu kognitivnih
sposobnosti  Zivotinja nakon lije€enja lijckovima koji
ometaju unos galaktoze u enterocite, te onima koji
antagoniziraju  GLP-1 i GIP receptore tc éc pruZiti
dubinsku karakterizaciju mehanizama koji promidu |
neuroprotektivne u¢inke endogenog GLP-I u stakorskim !
modelima sAB i PB istrazivanjem ekspresijc GLP-IR i |
njegove nizvodne signalne komponente AMPK na razini
crijeva i mozga (u hipokampusu i hipotalamusu).

Koje vrste i priblizni broj
Zivotinja se ogekuje da ée se
+ koristiti,

Postupci se provode na Wistar Stakorima mugkog spola,
starosti 3 mjeseca (N=410)

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivotinjama, §to su ofekivani
negativni uéinci na
Zivotinjama,vjerojatna /
ocekivana razina eZine
postupaka i sudbina zivotinja?
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| intracerebroventrikularno (icv) za izradu STZ-icv modela i
| 6-hifroksidopamin (6-OHDA) intrastrijatalno za izradu

I opseg, vrstu i lokaciju reza koze, primjena miorelaksansa

Zivol‘inje ¢e se podvrgnuti kratkoj operaciji u kojoj ce |
primiti  streptozotocin  (STZ) ili samo otapalo/pul‘crI

modela Parkinsonove bolesti (PD) (umjereni postupak).
Postupak (rez koZe glave duljine do 1 cm i
bruSenje/stanjivanje kosti lubanje ispod reza u radijusu od
2 mm 7za potrebe primjenc lijeka) provodi se u opéoj
anesteziji koja sc izaziva intraperitonclanom  (ip)
primjcnom ketamina (30 mg/kg) i ksilazina (5 mg/kg) pri
Cemu Zivotinja moze osjetiti jedino kratkotrajnu bol od
uboda igle. U protokol anestezije ukljugit ¢e se i opioidni |
analactik buprenorfin 0,02 mg/kg sc (JACUC Guidelines) |
Navedeni postupak traje ukupno 1 minutu. Qbzirom na

icv
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. /diazepam >6mg/kg, ip). Za potrebe histoloske analize

' nadzorom i praéenjem vitalnih funkcija 1 tjeka oporavka
do budenja iz anestezije. Nakon navedenog postupka

. Po zavrsetku Citavog pokusa, sve se Zivotinje usmrcuju

L b e T B 1
primjenom, provest ¢e s¢ primjerena postoperativna skrb |
smjestanjem Zivotinja u zasebne kaveze, ugrijavanjem e

Zivotinje se unutar nekoliko sati u potpunosti oporave, s
normalnom pokretljivosti bez vokalizacije ili drugih
znakova boli. U sluéaju potrebe daje se analgetik
ketoprofen (5 mg/kg per os u vodi za pice).

Jednokratna ili viSekratna primjena tvari oralno (ZeluCana
sonda) 1 intraparitonealno bez anestezije pripada ,,blagim® |
postupcima, kao i neinvazivna PET-sken analiza u

dubokoj anesteziji (plinska — izofluran). Pri provodenju

tesla tolerancije na glukozu intraperitonealnom njekcijom

glukoze (ipGTT) Zivotinje ¢e dan prije testiranja biti

podvrgnule gladovanju preko noéi i prije intraperitonealne

injekcije odredi se bazalna koncentracija glukoze pomocu

glukometra iz krvi. Prije uzorkovanja krvi rep se namaze

tiopikalnom anestetskom kremom i pri¢eka se odredeno

vrijeme dok krema ne po¢ne djelovati. Sa sterilziranim

skalpelom se lagano povrSinski zareZe rep, te je jedna kap

krvi dovoljna za mjerenje pomoéu glukometra. Nakon

bazalnog mjerenja Zivotinja se injektira ip s 20%

glukozom (2g/kg), te se postupak mjerenja glukoze ponovi

mjerenjem 15, 30, 60 i 120 minuta nakon injektiranja

stavljajuci kap krvi na novu trakicu za glukozu. Daljnji

gubitak krvi se sprecava kratkim apliciranjem pritiska na

mjesto nakon mjerenja. Na kraju pokusa Zivotinje se vrate

u svoj &isti kavez sa dovoljno svjeze hrane i vode (Shen et

al., Surgery 2012; 149:635-644). Pri postupcima vadenja

uzoraka krvi iz repne vene te likvora iz cisterne magne za

potrebe biokemijskih analiza, Zivotinje ne trpe jaku i

dugotrajnu bol jer se isti provode u opéoj anesleziji iz koje

se Zivotinje vise ne bude ve¢ ih se usmréuje (nepovratni

postupak). Testiranje kognitivnih funkcija u testu pasivnog

izbjegavanja provodi se standardnim postupkom opisanim

u literaturi (Myhrer, Brain Res Rev 2003; 41: 268-287) u

kojem ulazak u tamni prostor komore (standardnim

aparatom Ugo Basile, Comerio, Italija) dovodi do

primjene blagog elektroSoka kroz podnu redetku (0,3-0,5

mA, ovisno o tjelesnoj masi, trajanja 2 sekunde) pri ccmu

Zivotinje pretrpe  samo  kratkotrajnu  nelagodu  bez

izazivanja boli. Postupak je kategoriziran kao ,umjereni®.

Kognitivne lunkcije testirat ¢e se takoder u testu plivanja

(Morris Water Maze test} (umjereni postupuk), dok cCe se

motoricke funkeije testirati pomocu dva testa: Rotarod tes

i Beam Walking test (blagi postupci).

dekapitacijom u dubokoj anesteziji (tiopental >60mgrkg

neke se zivotinje u dubokoj anesteziji prije usmrcivanja
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i ¢e se provesli neposredno prije Zrtvovanja Zivotinja kada
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N perfundi‘l"éljllr 4% puferiranim
paraformaldehidom (nepovratni postupak). Mikrodijaliza

budu u dubokoj anesteziji bez kasnijeg budenja
(nepovratni postupak). Za ove postupke nije moguée
koristiti opioidni analgetik u protokolu duboke anestezije
zbog utjecaja islog na mjerene parametre u uzorcima
tkiva/tekucina uzetih tijeckom postupaka ili neposredno
nakon zrtvovanja,

1. Zamjena

i Navedite za§to se moraju
koristitt Zivotinje te za§to se ne
mogukoristiti alternativne
metode koje ne ukljucuju
zivotinje.

2. Smanjenje

Objasnite kako moZe biti
osigurano koristenjc
minimalnog broja Zivotinja.

' nije moguca zamjena Zivotinja s alternativnim modelima,
in vitro modelima i ratunalnom simulacijom.

AB i PB su neurodegencrativne bolesti s kompleksnim
biokemijskim  promjenama. Za Zivotinjski model
Alzheimerove [ Parkinsonove bolesti neophodno je
dokazati da postoji kognitivni i/ili motoricki deficit te je
neizbjezno provodenje pokusa in vivo i testiranje jer je
vaino korelirati postoje¢t deficit s nastankom i razvojem
ostalih neurokemijskih i citopatologkih promjena u mozgu.
Islo je znatajno wu sluCaju ispitivanja terapijskog
potencijala pojedinih lijekova kao pokazatelj u€inaka ovih
lijekova. . Obzirom da ovaj projekt ima za cilj istraZiti
uCinak oralne galaktoze primarno na kognitivne funkcije,
ali i druge patoloSke procese povezane s AB-i i PB-om,

Ukupno tma 10 pokusa, po 4 grupe u svakom pokusu i 10
Zivotinja po grupi + jedan preliminarni pokus s 10
Zivotinja (ukupno 410 Zivotinja). Broj pokusa i skupina po
pokusu je minimalan za dobivanje relevantnih podataka o
utinku galaktoze i raznih inhibitora. Broj od 10 Zivotinja
po skupini je neophodan jer s jedne strane osigurava
reproducibiinije rezultate kognitivnih i motorigkih testova
in vivo, a s druge strane, nakon Zrtvovanja se 3-4 Zivotinje
oslavljaju za potrebe histoloSkih analiza dok je minimalno
0-7 zivotinja potrebno za biokemijske analize i postupke
molekularne biologije kako bi se mogli adekvatno
statisticki obraditi.

3. Poboljsanje

Objasniti izbor vrsta i zasto su
koristeni Zivotinjski
modeliprimjereniji od drugih,
uzimajuéi u obzirznanstvene
ciljeve.

- Objasniti opée mjere koje ¢e
sepoduzeti kako bi se smanjile
Stete za Zivotinje,
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L umanjenja stresa. Voda it hrana ¢e im biti ponudena ad

. manipulacija i svih oblika stresa koliko to dopustaju ciljevi
| ispitivanja, a_po_potrebi upotrebom postupaka i sredstava

| vodiad libitum). Pri provodenju postupaka posebna se

Zivotinjama ¢e se osigurati svi potrebni uvijeti okolisa:
stalna temperatura od 23°C, standardna veliina kaveza,
stalna vlaznost od 50%, protok zraka te ciklus izmjene
svijetla i tame J21/12h u skladu s propisima. Prije ulaska u
pokus Zivolinje ¢e se navikavati na manipulaciju radi

hibitum (osim u pokusa s dugotrajnom primjenom otopine
valaktoze za pice u kojima ¢e unutar 24 sata tijekom 16
sati biti podvrgnutu samo galaktozi, a preostalo vrijeme

paznja pridaje maksimalom izbjegavanju patnje pokusnih
zivotinja  pazljivim rukovanjem, izbjegavanjem bolnih
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koji ublazavaju ili uklanjaju iste. Postupci koji zahtjevaju
anesteziju biti ¢e provedeni u opcoj anesteziji, a po potrebi
davat ¢e se analgetici (pri dubokoj anesteziji tijekom
otvaranja lubanje za icv/is primjenu dat ¢e se opioidni
analgetik buprenorfin 0,02 mg/kg sc ({ACUC Guidelines),
a tijckom kroniénih pokusa ketoprofen (5 mg/kg per os u
vodi za pice).
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