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Kljuéne rije¢i (najvise do 5)

Kuprizon, demijelinizacija, B84Galni! -

¢

Svrha projekta (kao u ¢lanku 5. Pravilnika):
MiSevima BA4Galntl nedostaje gen koji kodira enzim UDO- ;
GalNAc:GM3/GD3-N-acctilgalaktozaminiltransferazu (GM2/GD2 {
sintaza), Radi toga B4Galntl miSevima nedostaju sloZeni gangliozidi u
mozgn — GDla te GT1ib koji se uobitajeno nalaze na aksonima
neurcna. Ukupna sinteza mijelina u tih je miseva vrlo sli¢na midevima
divljeg tipa. U nedostatku GDla te GT1b gangliozida, glikoprotcin
vezan uz mijelin (eng. myelin-associated glycoprotein — MAG) koji
¢ini glavnu sastavnicu mijelina vide ne stvara odgovarajule veze sa
sloZenim gangliozidima na povidini aksona. Takvi mi3evi starenjem
pokazuju poremeéaje aksonske degeneracije te demijclinizacije $to se
fenotipski uocava u obliku motori¢kih i bihevioralnih nedoslataka.
Demijelinizacija inducirana kuprizonom (kao Sigma
bis(cyclohexanone)oxaldihydrazone, kat. br: C9012, SAD) dobro je
opisani model demijelinizacije sredidnjeg Zivéanog sustava. Terapija
kuprizonom u mifeva uzrokuje smrt oligodendrocita. Takve su
promjene istraZivane specijaliziranim tehnikama oslikavanja mozga —
diffusion tensor imaging (DT1) te su uolene promjene u indeksu
radijalne difuzije. Opisani mi§ji model B4Galntl do sada nije
istraZivan sli¢nim tehnikama oslikavanja mozga. U projektu ce se
izolirana tkiva mozga snimiti DTl sekvencom, a cilj je izratunati
radijalnu difuziju u svehu uocavanja razlika u demijelinizaciji izmedu
mi§jeg modcla inducirane demijelinizacije kuprizonom te B4Galntl
mi§jeg modela, kao i razlike koje se pojavljuju starenjem.

Temeljno istraZivanje da ne
Translacijska i_pr_ix;ijenjena istrazivanja - da ne
{ Koridtenje oa—r_czle-h.(-)”pFopisilna i rutinska proizvodnja | da ne
| ZaStita prirodnog okolida u interesu zdravlja il da ne
dobrobiti Covjeka ili Zivolinje
Oc¢uvanjc vrste da ne
Visoko obrazovanje ili ()Sr)_()sogliai\'anje da ) ne
“Forenzicka ispitivanja - da e
_O_il'r:;Za\{-an_je kolonije genelski izmije’n]chih Zivotinja | da H;;E o
koje se ne koriste u drugim postupcima

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

Cilj istrazivanja je pulem posebnih metoda snimanja magnctskom
rezonancijom utvrditi koji se oblik demijelinizacije javija kod Zivotinja
s utifanim genom B4Galntl o odnosu na Zivotinje tretirane
kuprizonom i Zivotinje divljeg tipa (C37BL/6) koje nisu tretiranc
kuprizonon, (c utvrditi dinamiku demijelinizacije kroz vrijeme. Cilj
studije je razviti diferencijalno dijagnosticku tehniku magnetskog
oslikavanja Koja bi razlikovala metabolicki izazavanu demijelinizacijo
od one izazvane toksinima ili protutijelima.

Koje su potcnc;jﬁlﬁc prednosti za koje
| je vijerojatuo da proizlaze iz ovog

[ projekta (kako znanost moze biti
unaprjedena ili kako ludi ili 2ivotinje
mogu imati koristt od projekiay.

Koje vrste 1 priblizni broj Zivotinja se
oekuje da e se koristiti,

Uz pomot Szlznahjn o B4Galnt] genu i nvjeg-o‘vu produkiu moguce je
razviti neinvazivou, jeltinu 1 brzu digagnostike ljudi koji boluju od
razli¢itih demijelinizacijskih  bolesti. IstraZivanjem ¢e se takoder
razjasniti model koji opisujec demijelinizaciju kakva se vidi kod
multiple skleroze, bolesti od koje dunas u svijetu boluje vise od 2
milyuna ljuds. B
C57BL/6 32 muzjaka, 16 zivotinja starosti 3 mjeseca te 16 Zivotinja
starosti 6 mjesect

B4Galntl, 16 muzjaka. 8 zivetinja starosti 3 mjeseca te 8 Zivolinja
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starosti 6 mjeseci

U kontekstu onoga §to se radi na

Zivotinjama, §to su ocekivani negativni

udinci na Zivotinjama, vjerojatna /
o¢ckivana razina teZinc postupaka i
sudbina Zzivotinja?

Zivotinje koje se izlau djclovanju kuprizona mogu razviti motoricke
poteskoce, no ne i fizitku bol. Po zavrietku terapije kuprizonom
Zivotinje se podvrgavaju standardnim bihevioralnim testovima kao $to
su lestovi eksplorativnog ponaSanja, anksioznosti (activily cage) 1
paméenja te se Zrivuju pri dostizanju odredene dobi, kada se izoliraju
potrebna tkiva i organi za lipidomsku i proteomsku analizu, S obzirom
da su odabravi bihevioralni testovi blagog karaktera, a Zivotinje se
prije Zrtvovanja ne izlazu nikakvom temom utjecaju cjelokupan pokus
na 'knock-out' miSevima te mi§evima divljeg tipa hranjenih hranom
obogadenom kuprizonom mozZe se razvrstati kao teZak dok se pokus na
Fivotinjama u kontrolnoj skupini moze razvrstati kao blag. Radi toga
predlazemo da se pokus ukupno razvista u kategoriju umjerenog
pokusa.

Primjena nafela 3R

1. Zamjena

Navedite zadto se moraju koristiti
zivotinje te zadto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljuuju
Zivotinje.

Midevi predstavljaju model na kojemu je raden najveéi broj sliénih
studija a odabrani sojevi miSeva nuzni su za belju uvid u enzimske
defekte koji mijenjaju sastav lipidnih domena te se studija ne moZc
izvesti u iz vitro uvjetima. Kako se radi o sistemskoj studiji koja je
model za utjecaj gangliozida na odrZavanje, struktume i fiziolodke
promjenc lipidnih splavi u razliGitim strukturama centralnog i
perifernog Zivéanog sustava model je nemoguée u cijelosti zamijeniti
istraZivanjima koja ne ukljuduju pokusnc Zivotinje. Primjena na
misevima nuZna je zbog izolacije lipidnih splavi iz razlicitih dijelova
centralnog 1 perifernog Zivéanog sustava $to je nemoguée uciniti na
kulturama stanica.

2. Smanjenje
Objasnite kako moze biti osigurano
kori$tenje minimalnog broja Zivotinja.

Broj zivotinja odreden j_e statistickim prdraéunom {test ji\kosfi- éaaije)
te je uzet minimalan broj Zivotinja po skupini kojim studija i dalje
zadriava potrcbnu statistitku jakost prema referenci Principles of
Laboratory Animal Science, editors LFM van Zutphen, V. Baumans,
AC Beynen, Elsevier, 2001.

3. PoboljSanje
Objasniti izbor vrsta 1 za§to su

| koristeni Zivotinjski-modeli -,

"primjéreniji od drugih, uzimajuéi w

- Obzir-znanstvene ciljeve.

‘Objasniti opcée mjere koje'ce se’

v|: poduzeti kako bi se smanjile Stete za

“Zivotinje.

Protokoli koji ukljucuju transgeniéni soj mia ne ukljucuje postupke
koji uzrokuju bol i patnju Zivotinja. Kod te skupine mogu nastati
-motoricke poteskoée uslijed njihova genotipa, a one se kompenziraju
obogacivanjem okolifa posebnim igrackama namijenjenima za tu
svrhu. Dok ne dosegnu odredenu starost pri kojoj se Zrtvuju Zivotinje
su simjestene u obogacenom okolisu (tuljei za igru, kucice, papirici za
izgradnju gnijezda) slobodrom od stresa. |

Dio protokola ukljuduje C57BL/6 miseve divljeg tipa. Oni Ce se
takoder smjestiti u obogadeni okoli¥ slobodan od stresa kao i mifevi u
prethodnom dijelu studije. Patnja se nadomjeita uvodenjemn igragki,
kuéica te ostalih sadrzaja prikladnih za obogacivanje okoliSa. Taj dio
pokusa nemogude je predvidieti i u potpunosti izbjeci jer je cilj studije
utvrdivanje promjena u  lipidnom splavima koje  dovode do
demijelinizacije ( razvoj potencijalnih diferencijalno dijagnostickih
metoda za razlikovanje razligitih ripova demijclinizacije

Stete za Zivotinje smanjuju se koriStenjem prilagodenih posudica za
hranu i vodu koje se smjeStavaju u nizi polozaj kako bi se Zivotinje s
razvijenim motorickim poteskocama mogle neometano hraniti

Kako bi se izbjegla fizitka bol pri zahvatima i Zrtvovanju koristi sc
slijedeca ancstezija i analgezija: ketamin hidroklorid (Ketanest®) 40 -
100 mg/kg i Isofluran (Forane® isofluranum. Abbott Laboratories T.td,
Queenborough, Great Britain] kao inhalacyjska anestezija.
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