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Naslov projekta

Uloga progesteronskih receptora i progesterona u patogenczi
eksperimentalnog autoimunosnog cncefalomijelitisa (LAE)

Nadopuna veé odobrenog projekta: ,,Ulega progesterona w
reproduktivnim i nereproduktivnim tkivima** pozitivno misljenje
Eti¢kog povjerenstva EP 60-2/2016.

Trajanje projekta

1.3.2018.-31.08.2018.

Kljuéne rijeci (najvise do 5)

Progesteronski receptori, eksperimentalni autoimunosni
encefalomijelitis, sredi§nji Ziv€ani sustav, upala, ncuroprotekcija

Svrha projekta (kao u &lanku 5. Pravilnika):

Temeljno istraZivanje da ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da he
Kori¥tenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | da ne
Zattita prirodnog okoli3a v interesu zdravlja ili da ne
dobrobiti Sovjeka ili zivolinje
OZluvanje vrste da he
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da he
Forenzi¢ka ispitivanja da he'
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja da ;r]é
koje se ne koriste u drugim postupcima -

Opisite ciljeve projckta (na prinyjer,
znanstvene nepoznanice ili znanstvene
ili klinidke potrebe),

Eksperimentalni autoimunosni encefalomijelitis (EAE) je najéesce
korifteni eksperimentalni Zivotinjski model koji s¢ koristi za
proutavanje multiple skleroze (MS) i smatra se njenim laboratorijskim
analogom jer dijele mnoge klinike i patoloSke osobine. Multipla
skleroza je autoimunosna, upalna bolest sredisnjeg Zivéanog sustava
(SZS) karakterizirana razgradnjom mijelinskih ovojnica i progresivnim
gubitkom wmotorigkih funkcija. lako patogenetski mehanizam koji
rezaltira demijelinizacijom u bolesnika sa MS-om nije u potpunosti
razja¥njen, MS sc danas smatra tipiénom multifaktorijalnom bolescu,
pri Gemu je skolonost ka bolesti uvjetovana prisustvom odredenih
gena, a medudjelovanje razliditih okoli§nih ¢imbenika u genetski
predisponiranih osoba djeluje kao otponac za pokrelanje autoimunosne
rekacije usmjerene na vlastite mijelinske bjelandevine. Poveéana
sklonost ka bolesti pripisuje se i oslabljenim zadtitnim mehanizmima
unutar sredidnjeg Zivéanog sustava, nedostatnom
reparacijskom/remijelinizacijskom odgovoru na pokrenuti
demijelinizacijski inzult, te neprimjerenoj imunoregulaciji nakon
inicijalne aktivacije imunologkog sustava. Prethodna su istraZivanja
pokazala zaStitni uinak progesierona u razvoju bolesti, no mehanizam
tog uéinka je nepoznat. Posebice ostaje nerazjadnjena uloga
progesteronskih receptora kao pretpostavljenih posrednika ovih
uéinaka s obzirom na poznati "receptorski pleotropizam” steroida i
mnojtva njihovih lokalno stvorenih aktivnih metabolita. Polazeéi od
pretpostavke da progesteronski receptori posreduju neuroprotekeiju,
odnosno da doprinose otpornosti ka razvoju EAE-a u rezistentnih
sojeva mideva, cilj je ovog pokusa ispitati mogu li se izazvati klinicki
simptomi bolesti i/ili neurohistopatoloike promjenc standardnom
indukcijom  bolesti  (imunizacijom sa ulomcima mijelinskog
oligodendrocitnog glikoproteina vz Freundov adjuvans) u mideva
rezistentnog BALDB/c soja, no deficijentnih  za  progesteronske
receptore (PRKO; prema engl. progesicrone receptor knockout),
odnosno selektivno deficijentnih za izoformu A progesieronskih
receptrora (PRAKO; prema engl. progesterone receptor A knockout) i
izoformu B progesteronskih  receptora  (PRBKO; prema  engl.
progesierone receptor B knockout). Reaktibilnost i promjenc u
sredignjem ZivEevlju ovih miSeva biti ée usporedenc sa divljim tipom
mideva soja BALB/c (rezistentnog na bolest) i divljim tipom mideva
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soja C57BL/6 (osjetljivog na bolest) podvrgnutima identinam
imunizacijskom protokolu, e sa ncimuniziranim kontrolnim
Zivotinjama odgovarajuceg soja i genotipa.

Koje su potencijalne prednosti za koje
je vjerojatne da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost mo¥e biti
unaprjedena ili kako ljudi ili Fivotinje
mogu imati koristi od projekia).

Odekujemo dobivanje novih podataka o mehanizmima kojima
progesteron i progesleronski receptori, odnosno njihove izoforme,
doprinose neuroprotekeiji i sudjeluju u stvaranju otpornosti/sklonosti
ka obolijevanju od multiple skleroze. Dobiveni rezultati mogli bi
uputiti na daljnja istraZivanja usmjerena ka pronalasku novih
lijedidbenih pristupa u botesnika s multiplom sklerozom.

Koje vrste i priblizni broj Zivotinja se
oéekuje da de se koristiti.

U istraZivanje ée biti uklju€eno ukupno 110 laboratorijskih miseva:

- 22 laboratorijska mifa soja C57BL/6 (divljeg tipa)

- 22 laboratorijska mi%a soja BALB/C (divljeg tipa)

- 22 laboratorijska mia soja BALB/C deficijentnog za progesteronske
receptore (PRKO; prema engl. progesterone receptor knockout)

- 22 laboratorijska mi$a soja BALB/C deficijentnog za za izoformu A
progesteronskih receptrora (PRAKO; prema engl. progesterone
receptor A kmockout)

- 22 laboratorijska mi$a soja BALB/C deficijentnog za za izoformu B
progesteronskih receptrora (PRBKO; prema engl. progesterone
receptor B knockout)

Sve Zivotinje biti ée Zenke, starosti 9 — 13 tjedana.

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivotinjama, §to su o&ekivani negativni
u¢inci na Zivotinjama, vjerojatna /
o¢ekivana razina teZine postupaka i
sudbina Zivotinja?

Po indukciji bolesti encefalitogenom emulzijom osjetljive Zivotinje ce
razviti kroni&ni relapsno-remitentni oblik EAXZ-a pri éemu se razvija
parcza i paraliza le posljeditna smanjena pokretljivost Zivolinja, a
mogucéa je i pojava inkontinencije.

Za miSeve soja CS7BL/6 koji su osjetljivi na indukciju bolesti tcZina
pokusa biti ¢e umjerena do telka (Zivotinje sa izrazito tekom
klinickom slikom, kojih ne o@ekujemo u znatnijoj mjeri, biti de iz
humanih razloga eutanazirane). Za miSeve soja BALB/c koji nisu
osjetljivi na indukciju bolesti ovim protokolom, teZina pokusa biti ée
blaga. Za miSeve soja BALB/c, deficijentne za progesteronske
receptore, odnosno njihove izoforme (PRKO, PRAKO, PRBKO
genotipovi) ne moZe se procijeniti teZina pokusa, buduéi da se u njih
ispituje stupanj reaktibilnosti na indukciju bolesti, odnosno postojanje
osjetljivosti ili rezistencije. Za sve kontrolne Zivotinje teZina pokusa
biti ée neznatna do blaga.

Sve Zivotinje se nakon 28 dana od poletka pokusa {indukcije bolesti)
Zrtvuju prema predvidenom protokolu, u svrhu prikupljanja uzoraka
tkiva potrebnih za daljnju laboratorijsku analizu.

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite za§to se moraju koristiti
zivotinje te zasto se nc mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukijuduju
Zivotinje

U pokusu ¢e se koristiti standardni, $iroko prihvaéen animalni model
multiple skleroze koji omoguéuju in vive istraZivanja patogeneze
bolesti. Patogeneza MS-a ukljutuje promjene u vide organskih sustava
i kompleksne medustaniéne interakeije. Inicijalna zbivanja koja
pokre€u parogenezu ove bolesti dogadaju se u limfnome tkivu, te
zahtjevaju sloZenu suradnju vedeg broja razlicitih imunosnih stanica
(dendrititke stanice, makrofagi, razligite populacije i subpopulacije
limfocita), dok su simptomi bolesti posljedica razvoja specifitnih
promjena u sredidnjem  Zivéelju, koje su takoder uvjetovane
medudjelovanjem  razligitth  stani¢nih  populacija  (mikroglija,
olgodendrociti, ependimske stanice, astrociti, neuroni, progenitorske
stanice). Na svim ovim razinama mogude je medulacijsko djclovanje
posredstvom progesteronskih receptora. Stoga je u ovom istraZivanju
rad s malim laboratorijskim Zivotinjama neophodan 1. istrazivanje se
ne moze izvesti uporabom staniénih kultura in vitro. Zbog ectickih
razloga nije mogude provesti odgovarajuca istraZivanja na ljudskoj
populaciji..
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[2. Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano

koristenje minimalnog broja Zivotinja.

Tijekom istrazivanja koristit ¢c se najmanji mogudéi broj Zivotinja po
ispitivanim grupama iz kojeg ¢e se moéi dobiti doveljna koligina
uzoraka tkiva za daljnju analizu i pri tome statisticki relcvantne
podatke. lzradun potrebnog broja  Zivotinja izvr3en je pomocu
programa Statistica 12 (Power Analysis — Sample Size Calculation).
Uzorci tkiva ée se pazljivo alikvotirati i pohraniti na -80°C kako bismo
imali $to vi§c materijala za analizu i tako izbjegli uvodenje dodatnih
Zivotinja u pokus.

3. Poboljianje

Objasniti izbor vrsta i zadto su
koristeni Zivotinjski modeti
primjereniji od drugih, uzimajuci u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje ¢e se
poduzeti kako bi se smanjile Stete za
Zivotinje.

U istrasivanjima patogeneze i lije¢enja multiple skleroze najéeSce se
koristi Zivotinjski model imunizacije mijelinskim antigenima -
gksperimentalni autoimunosni encefalomijelitis (EAE), koji se s
velikom reproducibilno$éu i konzistentno¥éu moZe izazvati u miseva,
te jc Siroko prihvaden kao eksperimentalni model. Razlicita osjetljivost
razliditih sojeva laboratorijskih mieva ka izazivanju eksperimentalnog
autoimunosnog encefalomijelitisa primjenom odredenog  postupka
imunizacije, nudi moguénost istraZivanja &imbenika odgovornih za
postojanje rezistencije, odnosno prijeméljivosti, {ime se moZze doci i
do vrijednih podataka o samoj patogenezi bolesti. Prednost je mi§jeg
modela nad $takorskim dostupnost veéeg broja komercijalnih
protutijela potrebnih za detekeiju molekula ukljugenih u patogenetska
zbivanja, odnosno za karakterizaciju patolodkih promjena. Nadalje,
postojanje genetski modificiranih migjih sojeva, deficijentnih za
pojedine gene i njihove bjelandevinske produkte, predstavija izvrstan
model kojim se moZe izravno istraZiti uloga i doprinos dotiZnog
gena/bjelantevine u  petogenezi  bolesti, odnosno  stvaranju
otpornosti/osjetljivosti, U ovom istraZivanjuo cilj je ispitati mogu i se
izazvati klinitki simptomi bolesti i/ili neurohistopatolodke promjene
standardnom  indukcijom bolesti (imunizacijom sa ulomeima
mijelinskog oligodendrocitnog glikoproteina uz Freundov adjuvans) u
mideva rezistentnog BALB/c soja, no deficijentnih za progesteronske
receptore (PRKO; prema engl. progesterone receptor knockout),
odnosno selektivno deficijentnih za izoformu A progesteronskih
receptrora (PRAKQ; prema engl. progesterone receptor A knockout) i
izoformu B  progesteronskih receptora (PRBKO; prema engl.
progesterone receplor B knockouf). Reaktibilnost i promjene u
sr:d;snjem ZivEevlju ovih miZeva biti Ce usporcdam s divljim tlpom
miscva soja BALB/c (rezistentnog na bolest) i divljim tipom miSeva
soja CS7BL/6 (osjetljivog na bolest) podvrgnutima identiénom
imunizacijskom protokolu, te s mneimuniziranim kontrolnim
/lvothama odgovarajuceg soja i genotipa.
Zivotinje su tijekom pokusa smjedtene u propisanim mikroklimatskim
uvjctima i pomno se prate. Keod uznaprulcw'tle klinitke slike
Fivotinjama se posveéuje dodatna paZnja i njegd. O svakodneynim
potrebama Zivotinja brigu ¢e voditi timaritelj, a dodatni nadzor ¢e
provoditi osobe ukljuéene u jzvodenje pokusa na Zivotinjama. Sve
osobe ukljuéenc u rad sa Zivotinjama imaju zavrien tely
osposobljavanja za rad s laboratorijskim Zivotinjama, Zivotinje Ce se
radnim danom tijekom radnog vremena obilaziti 2-3 puta, a vikendom
su organizirana deZurstva u nastambi, tako da osoba koja je deZurna
obide Zivotinje tijekom jutra, a potom jedna od osoba ukijudenih u
jzvodenje pokusa obide Zivotinje poslijepodne. Kako bi se
paraliziranim Zivolinjama osigurala dostupnost hrani i vedi, one ée im
l!lll ponudene unutar kaveza. Primjerena hidracija i prehrana dodatno
ée se olakiati navlazivanjem hrane ponudene unutar Kaveza, le
postavljanjem éiste vode u obliku gela ({vdroGel ClearH:0, Portland
ME, USA). Paraliziranim Zivotinjama takoder ¢e se mijenjati pulw.u
tijcla pri svakom obilasku kako bi se potpomogla primjerena
cirkulacija krvi. Ukoliko Zivotinja bude zahvaéena tweskom paralizom
gotovo &itavog tjclesnog miSicja biti ce cutanazirana cervikalnom
dislokacijom iz humanih razloga,
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