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Naslov projekta

Trajanje projekia

Funkcija novo-otkrivenog proteina u mozgu. urogvaniling,
od stanicne fiziologije do ljudskog zdravija

[ 1.1.2019.-31.12.2022.

Kljuene rijedi (najvise do 5)

|i Urogvanilin, hipotalamus, metabolizam, ljudi

| Svrha projekta (kao u ¢lanku 5. Pravilnika):

{ Temeljno istrazivanje da ne
;?ans]acijska i primijenjena islrf;\iivanja da | ne
Koristenje odr'cd'cno'propisima i rutinska proizvodnja da  |nme
ZaStita prirodnog okolida u interest zdravlja ili dobrobili | da | ne
_Covijeka ili Zivotinje
Ocuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanjc - da ] _ne_
Forenzicka ispitivanja da | ne
Qdrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja koje ‘da | ne
s¢ ne koriste u drugim postupcima

Opisite ciljeve projekta (na
primjer, chanstyene nepoznanice ifi
nansivene ii klinicke potrebe).

Diabetes mellitus tipa 2 (T2DM) i komplikacije koje uzrokuje ova bolest
veliki su teret za danasnjec CovicCanstvo. Samo u Europi je danas oko 60
milijuna dijabeti¢ara i samo trofkovi lijedenja godidnje prelaze 130
milijardi eura. Komplikacije ove bolesti koje nastaju zbog poviSenc razine
glukoze u krvi (hiperglikemija) godisnje uzrokuju smrt oko 3,4 milijuna
ljudi u svijetu {podaci Svjetske Zdravstvene Organizacijc). Da bi odr7ali
homeostazu glukoze kod oboljclih od T2DM 1 sprijecili ili odgodili
dijabetitke komplikacije koriste se razligiti pristopi, ali samo s
ograni¢enim uinkom (smanjenje stvaranja glukoze, smanjena apsorpeija
plukoze iz erijeva regulirana prebranom ili povecano iskoriStavanje
glukoze teloviezbom ili terapijom inzulinom). Novi pristup ovom
problemu bio bi porast potrosnje glukoze putem aklivacije smedeg
masnog tkiva (eng: brown adipose tissue, BAT) mchanizmima regulacije
putem sredi$njeg zivéanog sustava. BAT ima ulogu peci u nasem tijclu
. koja pretvara glukozu nakon obroka u toplinu u sklopu termngencze
uzrokovane hranom. Funkcija BAT-a propada sa staro$¢u i povecanjem
ticlesne teZine. Mehanizam aktivacije BAT-a nakon obroka jo$ uvijek nije
dovolino razja$njen. Nedavno smo otkrili novi prolein u mozgu.
urogvanilin (UGN), ¢iji izrazaj se mijenta nakon unosa hrane Le promjene
u njegovoj funkciji u mozgu kod laboratorijskib Zivolinja u odgovarajucoj
mjeri prati promjena aktivnosti BAT-a. Cilj ovog projckta je odredits
funkeiju UGN-a u mozgu i njegovu ulogu u liziologiji BAT-a. To ¢e biti
istrazeno  na  stanicnoj  razini  (elektrofizioloSka  istraZivanja).  na
Zivolinjskom modelu (miSevi) le ¢e na kraju vaznost uloge UGN-a biti
odredena na zdravoj i dijabelickoj populaciji. Specificni ciljevi ovog
projekta su odrediti: mehanizam  djclovanja UGN-a u hipotalamusu,
regulacija  stvaranja UGN-a  u mozgu, posljedicne  promjene  u
metabolizmu glukoze e promjene volumena i aktivnosti BA'T-a nakon
produljene primjene UGN-a. Usporedit ¢emo uloge UGN-a u regulaciji
aktivnosti BAT-a kod oboljelih od T2DM i zdravib ispitanika mjerenjem
aktivnosti BAT-a nakon obroka. Ta aktivnost biti ¢e usporedena s
promjenama u homeostazi glukoze 1 sintezom inzufina, glukagonu slicnog
peptida-1 (eng: glucagon - tike peptide -1. GLP-1) i UGN-a. Mogué
utjecaj dobi. spola i tjelesne tezine na mozdane ucinke UGN-a biti cc
odredeni procjenom izrazaja njegovog receptora, gvanilat ciklaze C (GC-
C), u razlicitim regijama ljudskog mozga. AKlivnost BAT-a nakon obroka
biti ¢e odredena jednostavnom, neinvazivaom. ali dovoline osjetljivom
infracrvenom termograitjom, umjesto uvobicajene pozilronske cemisijske
tomografije - kompjutorizivane  tomogratije (PET-CT)  koja izluze
pacijenta radioaktivnosti. Svi pakusi biti ¢e izvedeni na oba spola zbog
toga Sto postoje velike razlike v metabolizmu glukoze izmedu mudkaraca i
7ena koje o8 nisu u polpunost rmziniene.
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Koje su potencijalne prednosti za
koje je vjcrojatno da proizlaze iz
ovog projckta (kako -nanost moze
biti umaprjedena ili kako ljudi ili
Zivotinje mogu imati koristi od
projekia).

Ovaj projekt potaknuit ¢e nova istraZivanja metabolickih poremecaja u oba
spolu. Ovo istraZivanje moglo bi dovesti do novog pristupa lijeenju
hiperglikemije kod oboljelih od T2DM koje bi poboljdale metabolizam
glukoze, smanjilo komplikacije dijabetesa, odgodilo terapiju inzulinon,
smanjilo troskove lijeCenja te sveukupno unaprijedilo kvalitetu Zivota
oboljelih od T2DM.

Koje vrste i pribliZni broj Zivotinja
se otekuje da ¢e se koristiti.

U ovem projektu bit ¢e koristeni muzjaci i Zenke divljeg tipa linije
CITBIONCH (W), UGN KO (donacija prof Dr. AP Narcn, Cincinnati,
Ol SAD) i GC-C fuorescentna midja linija (GFP-GC-C) (Applied
StemCell, Inc.. CA, SAD). Tijeckom 4 godine projekta predvida sc potreba
za 5006 Zivolinje.

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivotinjama, $to su ocekivani
negativni uéinci na Zivotinjama,
vjerojatna / odekivana razina tcZine
postupaka i sudbina Zivotinja?

Kako do realizacija ciljeva ovog projekia nije moguéa drugim modelima
istrazivanja, u  ovom projektu ¢emo  koristiti minimalan  broj
luboratorijskib Zivolinja u pokusima koji ¢e se provoditi prema nacelima
dobre laboratorijske prakse, te u skladu sa preporukama iz relevantne
literature. Sve pokusne zahvate na zivotinjama smo temeljito tehnigki i
mctodoloki proucili, pripremili 1 prilagedili, ko da su maksimalno
usmjereni na smanjivanje patnje Zivotinja tijekom pokusa kao Sto
detaljnije slijedi:

U ovom projektu Zivolinje ¢e biti anestezirane ketaminom/xilazinom (80-
100 mg/kg. 10-12.5 mg/kg t.p.) (JACUC Guidelines: Anaesthesia) osim
ako nije navedeno drugatije. Svi pokusi na laboratorijskim Zivotinjama bit
¢e izvodeni pod nadzorom Jadranke Bubié, sluZbenog veterinara
Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga.

Intracerebroventrikularna (icv) i intraperitonealna aplikacija (ip):
MuZjacima i zenkama miseva divljeg (ipa starijima od 5 mjeseci bit ¢e
obrijana interskapularna regija te e gladovati preko noci. Anestezija ¢e
biti inducirana sa smjcsom 70/30% N2/O. koja sadrzi 4% izoflurana
(Forane), a zatim odrzavana tijekom pokusa naredna 2 sata. Za icv
aplikaciju Zivotinja Ce biti postavljena u aparat za slereotaksiju. Incizija na
koZi glave biti ¢éc napravljena od vrata do izmedu oéiju i Bregma ée biti
vizualizirana. llamilton igla sa $pricom ée se uéi u podrugje desnog
lateralnog ventrikla. 1 ul otopine bit e apliciran brzinom 0,5 pl/min. Igla
Ce biti izvadena, koza zasivena i Zivolinja postavljena na grijacu podlogu
za oporavak. Zivatinie ¢e biti odrzavane u anesteziji tijekom cijelog
cksperimenta nakon ¢ega ée biti dekapitiranc. Isti postupak ée biti
ponovljen davanjem i.p. otopine UGN-a.

Za implantacija  icv  kanila  Zivotinje ¢e  biti  anestezirane
ketaminom/xilazinom (80-100 mp/kg, 10-12,5 mg/kg i.p.) te ¢e se kanila
postaviti laternalnu komoru koje ée potom biti spojene na Alzet osmotske
minipumpe smjedtene potkoZno kojima ¢e se aplicirati inzulin, GLP-1 il
olapalo. Misevi ¢e bili smjeStent na grijacu podlogu do oporavka.
Infracrvena termografija: Aktivnost interskapulamog masnog tkiva kod
zivotinja bit ¢e mjerena nakon gladovanja preko nodi te 30 min, 112 sala
nikon obroka sata nakon obroka ili icv i ip primjene UGN-a koristenjem
termalne kamere (FLIR T-650sc. FLIR Systems. Wilsonville, OR, SAD).
Aktivnost smedeg masnog tkiva bit ¢e prezentirana kao otpuStena
cnergija. Rezulati ¢e biti usporedeni s rutinskim parametrima kao §to su:
koncentracije glukoze nitadte, 30 min, 11 2 h npakon obroka (Contour
Next. Ascensia Diabetes Care Holdings AG, Basel, Svicarska).
Elektrofizioloski pokusi: Kuko bismo odredili u¢inak UGN na neurone u
hipotalamusu koji izraZavaju GC-C. provest ¢emo seriju elektrofizioloskih
pokusa na mozdantm rezovima mjesee dana starih muzjaka i Zenki GFP-
GC-C miseva. Nakon ancstezije ketaminom/xilazinom, misevi ée biti
rranskardijainoe perfundicani Jedeno  hladnim, oksigeniranim  umjetnim
likvorom. Zivotinje ¢e bili dekapitirane te éc mozak biti izoliran za
clektrofizioloSka tstraZivanja,

MRI: Za odredivanje volumenu iBAT-a koristil ¢emo MRI koji se nalazi
u mulumodatnom centru - za - oslikavanje  GlowbLab  Laboratori]  za
regencrativiu newroznanost. Sveudilile u Zagrebu, Medicinski fakuliet, |
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Hrvatska (FP7: GlowBrain). Maskirani istraZiva¢ neée hiti upoznat sa
erupom kojoj pripada pojcdina Zivotinja koja ce biti skenirana. Anestezija
¢e biti inducirana sa smjesom 70/30% Ny/O, koja sadrzi 4% izoflurana
(Forane), a zatim odrZgvana tjckom skeniranja. Temperatura tijela
Zivolinja ¢c se pratiti i odr7avati na 36,8-37,2 °C. Sva MRI snimanja
izvodit ée se na 71 MR sustavu za male Zivotinje (BioSpee 70/20 USR,
Bruker Biospin) i provoditi pomocu ParaVisiona (Bruker Biospin). Nakon
oporavka od ancstezije Zivotinje ¢e biti premjeStene u vivari) radi daljnjih
istraZivanja,

RNAScope: Koristit ¢éemo RNAscope (ACD, Bio Techne) koji
omogudava kombiniranje  modeme RNA in  situ  hibridizacijc i
imunohistokemije za odredivanje  kolokalizacije  mRNA UGN i
inzulinskog 1 GLP-1  receptora.  MiSevi  ¢e  biti  anestezirani

ketaminom/xilazinom i transkardijalno perfundirani fosfatnim puferom
(PBS) i 4% PFA. Nakon dekapitacije mozak Ce biti izoliran i naknadno
fiksiran u istom fiksativu preko noéi.

Real-time (q)PCR: Nakon cervikalne dislokacijc bit ¢e izvaden mozak,
abdominalno bijelo i interskapularno smede masno tkivo. RNA ¢Ce biti
izolirana Trizolom (Sigma), reverzno prepisana u ¢cDNA koja de bili
analizirana kvantitativaim real-time PCR —om (ABI Prism 7500, Applied
Biosystems).

Primjena nadeia 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju koristiti
zivotinjc te za§to se ne mogu
koristiti alternativne metode koje
ne ukljuCuju Zivolinje.

Tijekom ovog projekla Zivotinje ée se koristiti za otkivanje uloge UGN-a
u mozgu, povezanost s naslankom Secerne bolesti tipa 2 i razvoj nove
lerapije ove bolesti. Kako je za dobrobit pacijenata ovo istraZivanje
neizmijerno vazno, a zbog kompleksnosti tematike ovo istrazivanje jedino
moZemo provesti na mozgovima sisavaca. Tljekom izvodenja pokusa
poschice ¢éc sc voditi briga o dobrobiti pokusnih Zivotinja od upotrebe
odgovarajudih anestetika do izvodenja pokusa gladovanja.

2. Smanjenje

Objasnite kako mozZe biti osigurano
koriftenje minimalnog broja
Zivotinja.

3. PoboljSanje
Objasniti izbor vrsta i zuto su
korigteni Zivotinjski models
primjerenijt od drugih, vzimajuci u
obzir znanstvene ciljeve,

Objasniti opée mjerc koje e se
poduzeti kako bi se smanjile Stete
za Zivolinje.

Upravo da bi se smanjio broj zivotinja svi eksperimenti su parni. Tijekom
parnih pokusa smanjen je broj Zivotinja potreban po grupi da bi se
zamijetio istraZivani udinak. Nadalje, izvodenjem razligitih istrazivanja na
istoj zivotinji (kao npr procjena unosa hrane, koncentracija glukoze u krvi
prije i nakon obroka, promjena aktivnosti iBAT-a) omogucava nam
postavljanje korelacija koje bi dovele do razveja novog terapijskog
pristupa u lijedenju Scéernc bolesti tipa 2. )
GC-C fuorescentna mija finija (GFP-GC-C) koja ¢e bitl generirana
sredstvima ovog projekta je od neizmjerne vaZnosti i za ovo i za buduca
istraZivanja. To¢no odredivanje neurona koji posjeduju GC-C dramati¢no
smanjuje broj potrebnih Zivotinja za elektrofizioloska istraZivanja. UGN
KO Zivotinje posjeduju poremedaj u metabolizmu glukoze (hiperglikemija
30 min i 2 sata nakon obroka) koju upravo Zelimo istraZiti te prouditi da li
¢e centralna djelovanje UGN-a smanjiti ovaj poremecaj jednako u Zenki i
muziaka UGN KO Zivotinja. Tijekom cijetog projekta iznimno éc se
voditi briga o anesteziji i1 ispravriom usmréivanju Zivotinja. Tijekom
ancstezije Zivolinje ée biti smjcdtene na grijacoj podlozi zbog odrzavanja
liclesnc temperature. Nakon operativnog zahvata ugradnji icv pumpt,
Zivotinje ¢e primati adekvatnu analgeziju.

! U oovom istrazivanju uvodimo novu neinvazivau metodu  mijerenjo

aktivnost smedeg masnog (kiva termalnom kamerom. Do sada sc koristio
PET-C1 tijekom kojeg se Zivotinji daje radinaktivea glukoza te je tijekom
ciiclog postupka snimanja v anesteziji. Uvodenjem nove metode se
uvelike smanjuje stres te su s time i rezultati vierodostojnifi.







