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| Naslov projekta Kontrola neurodegeneracije moduliranjem sprege
izmedu upale i proteinopatije

Trajanje projekta 1. sije¢nja 2019.-30. prosinca 2023.

Klju€ne rijei (najvide do 5) neurodcgeneracija, neuroinflamacija, autofagija, prijenos signala,
optineurin
Svrha projekta (kao u ¢lanku 5. Pravilnika):

Temeljno istraZivanje da
| Translacijska i primijenjena istraZivanja ne
Koridtenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja ne
Zatita prirodnog okoli3a u interesu zdravlja ili ne
dobrobiti Zovjeka ili Zivotinje
Otuvanje vrste ne
| Visoko obrazovanje ili osposobljavanje ne
Forenzitka ispitivanja ne
Odr#avanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja ne
- koje se ne koriste u drugim postupeima
Opisite ciljeve projekta (na primjer, Mutacije u ubikvitin-veZucem adaptorskom proteinu optincurinu su
znanstvene nepoznanice ili znanstvene | nedavno pronadene u amiotroficnoj lateralnoj sklerozi (ALS) i
ili- Klinicke potrebe). frontotcmporalnoj demenciji (FTD), fatalnim neurodegenerativnim

bolestima jo¥ nerazjadnjene patogeneze. U ALS-u odumiru motorni
neurcni u mozgu, moZdanom deblu i lednoj moZdini, $to rezultira
progresivnom paralizom i smréu najée$ce unutar 3-5 godina nakon
postavljanja dijagnoze. Uz motome nevrone u 50% bolesnika o3teceni
su i neuroni u frontalnom i temporalnom dijelu kore mozga §to
rezultira kognilivnim smetnjama i u najgorem slucaju tekom
demencijom, te se stoga smatra da su ALS i FTD dva razlitita
otitovanja istog pathofizioloSkog procesa. In vitro studije su pokazale
da optineurin regulira razli€ite stani¢ne procese ukljudujuéi prijenos
upalnih signala unutar stanice, stani¢nu smrt, promet vezikula i
autofagiju, no dirckina uloga optineurina u procesu neurodegeneracije
je nepoznata. Dva najzna&ajnija obiljeZja ALS-a i FTD-a su
proteinopatija tj. nemoguénost pravilne razgradnje proteina koja
| dovodi do njihove agregacije, te pretjerana aktivacija glija stanica
! (posebice mikroglije) i perifernih makrofaga. Zanimljivo jc da bez
obzira na heterogenost genetske podloge u >95% ALS pacijenata
dolazi do agregacije TDP-43, DNA/RNA vezujuceg protcina vaznog
za metabolizam RNA. Aktivacija glija stanica tj. neuroinflamacija je
jedno od najranijih patohistolodkih obiljezja bolesti, a prethodi
klinigkim simptomima ispada funkcije motornih ncurona.
Neuroinflamacija je ujedno i jedna od glavnih odrednica progresije
bolesti 1 smrtnog ishoda. U cilju istraZivanja uloge optincurina u
neuroinflamaciji i neurodegeneraciji, koristit cemo mi§je modele u
kojima je optineurin nedostaje (Opm™) il mu je ubikvitin-vezujuca
| regija izrezana (Optm*™"), time oponasajuéi mutacije oplineurina
nadene u pacijenata s ALl.S-om. U tijeku na%e inicijalne karakterizacije
Optm™" modela pronashi sme da nedostatak funkcionalnog optineurina
sprictava aptimalnu aktivaciju TBK I i produkeiju interferona beta
(JFN-) u mikrogliji i makrofagima, dovodcéi do narudcne ravnoteze
proupalnib i protuupalnih faktora. Glavni cilj ovog istrazivanja éc biti
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analiza IEN-$ puta i poja§njenj'<; sprege izmedu neuroinflamacije i
TDP-43 proleinopatije. S obzirom da IFN- djeluje istovremeno i
imunosupresivno i imunostimulativno, vazno je razmotriti dva
potencijalna mehanizma neuroprotektivnog djelovanja optineurina:
dirckinu supresiju neurotoksi¢nih proupalnih faktora ili pobolj¥anje
umunog odgovora odnosno protektivne upalne reakcije. Razumijevanje
mehanizama nastanka ALS-a i FTD-a te identificiranje
neuroprotektivnih faktora nuino je za pokusaj ciljanog lijedenja te
bolesti.

Koje su potencijalne prednosti za koje
je vjerojatno da proizlaze iz ovog
projckta (kako znanost moze biti
unaprjedena ili kako ljudi ili 2ivotinje
mogu imati koristi od projekia).

Razumijevanje mehanizama nastanka bolesti te identificiranje
neuroprotektivnih faktora nuzno je za pokusaje ciljanog lijedenja ALS-
a. Naime, za ALS ne postoji nikakav ciljani lijek i jedini odobreni lijek
za ALS (riluzol) ima tek palijativni uginak i samo neznatno produzuje
prezivijenje. U cilju razumijevanja patogeneze ALS-a 1 FTD-a te
mogucnosti razvoja ciljane terapije, predlazemo istraZivanje novih
ALS/FTD modela. Optineurin je posebno zanimljiv protein u
izutavanju neurodegeneracije jer se misli da ima protektivna svojstva i
to ne samo u ALS-u, nego i u nizu drugih neurodegeneracija. To&nim
razumijevanjem procesa koje optineurin regulira, omoguéit ée se
pokusaji rane detekeije, prevencije ili usporavanja neurodegeneracije.

|

Koje vrste i pribliZni broj Zivotinja se
otekuje da ée se koristiti.

U istrazivanju c¢e se koristiti laboratorijski miSevi. Priblizan. broj
miSeva koji se planiraju koristiti u istraZivanju je 441.

' U kontekstu onoga &to se radi na

Zivotinjama, §to su otekivani negativni
uginei na Zivotinjama, vjerojatma /
otekivana razina tezine postupaka i
sudbina Zivotinja?

U ovom istrazivanju dio Zivotinja biti Zrtvovan cervikalnom
dislokacijom u svrhu uzimanja embrija iz trudnih midica, ili
postepenom aplikacijom uglji¢nog dioksida ili cervikainom
distokacijom radi uvzimanja organa i tkiva iz odraslih ili
neonatalnih miSeva (mozak, ledna mozdina, koStana srZ), radi
pripreme stani¢nih kultura za in vitro stimulaciju. U dijelu
pokusa Ce se koristiti anestezija i analgezija u skladu v skladu s
pravilima veterinarske struke te Zivotinje nece trpjeti bol.
Moguca je prolazna blaga nelagoda neposredno nakon injekcije,
pa ¢emo posebno pratiti te Zivotinje. Odekivana razina teZinc
postupka je blaga za sve poslupke osim za pokuse krizanja
Optn*™T miseva s TDP-436*¥ migevima za koje ne znamo
ishod. Optn*®T migeva i TDP-43%¥ imaju vrlo blage
neuroloske poremedaje, ali je moguée da ¢ée se njihovim
krizanjem razviti neurolo$ki poremecaji. Stoga je za potonji soj
moguce da ¢e razina tezine postupka biti umjereno teska. U
svakom slu¢aju misevi ée biti pod regularnim nadzorom i u
ukoliko se uoCi bilo koja od totaka koja zahtijeva humanu
cutanaciju, poput nemoguénosti nesmetanog  kretanja,
nemoguénosti da se isprave unutar 20 sekundi nakon polijeganja
na stranu (engl. righting reflex test), nemoguénosti normalnog
hranjenja, oslabljenog reagiranja na podraZaje ili znalajnog
gubitka na tezini, miSevi ¢e biti humano usmréeni. Nakon
zavrSeruh mjerenja u in vive pokusima, Zivotinje e biti
Zrtvovane radi kolekcije organa 1l fiksiranc dok su u potpunoj
anesteziji. kao $to je navedeno gaore.

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite za§to se moraju koristiti
Zivotinje le zasto se ne mogu koristiti
allernativne metode koje ne ukljucuju

zivotinje.

g e . -

Koristit ¢emo Zivotinjski mode! zato $to ne postoji alternativaa
metoda za istraZivanje kompleksne sistemske ncurodegencracijc
poput ALS-a i FTD-u, te zato $to su ubikvitin-veZuéi proteini

poput optincurina pokazali artefakte u pokusima in vitro.

lzdanje 1., 2013.
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[ Dostupni modeli staniénih linija nikako ne mogu adekvatno
zamijeniti primarne stanice razvijene iz laboratorijskih Zivotinja
i modele in vivo. Kako je svrha projekta ispitati molekularne
mehanizme koji utjeSu na ispad funkcije niza stanica koje mogu
direktno ili indirektno pridonijeti neurodegeneraciji, u pokusima
| éemo koristiti uhodane protokole za dobivanje tib stanica u
svrhu njihove kulture i ko-kulture. Da bismo povezali in vifro
rezultate s procesima in vivo, odabran broj stimulacija za koje
otekujemo da ée pogorfati neurodegeneraciju, ¢emo napraviti i
in vivo. Niti jedan od tih pokusa u potpunosti ne moze se
replicirati in vitro u staniénim modelima jer se radi o sloZenim
procesima u kojima suraduje veliki broj razli¢itih vrsta stanica.

2. Smanjenje

Objasnite kako mozZe biti osigurano
kori$tenje minimalnog broja
Zivotinja.

U pokusima ¢e se koristiti najmanji moguci broj Zivotinja
potreban za dobivanje statisti¢ki relevantnih podataka, te éemo
organizirati pokuse na nadin da je informacija dobivena iz
svakog mi%a maksimalna. Kako bi REDUCIRALI broj mideva,
pokuse smo osmislili tako da dobijemo §to viSe informacija iz
svakog wmi%a. Npr. mjerenja motorickih, kognitivnih i
bihevioralnih sposobnosti radit ¢emo na istim miSevima i
promatrati istu kohortu Zivotinja u vi§e vremenskih toaka, te u
svakoj od tih Zivotinja analizirati frontalni i motorni korteks, te
Jednu moZdinu Koristit éemo stanice koje mozemo dobiti u
velikom broju i/ili se mogu propagirati in vifro do 5 pasaza
(mi&ji cmbrionalni fibroblasti i makrofagi diferencirani iz
prekursora iz kodtane srZi). Na stanicama i tkivima ¢emo raditi
paralelnu  analizu mRNA i proteina iz istog uzorka.
Naposlijetku, za umanjenje broja Zivotinja u pokusima analize
ncurodegeneracije in vivo, radit Cemo pokuse pripreme
organotipiénih kultura ledne moZdine jer nam to omoguéuje da
na jednom miSu ispitamo i do desetak razli¢itih stimulusa in
viro.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zaSto su
koriteni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuci u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje Ce se
poduzeti kako bi sc smanjile Stcte
za Zivotinje.

Primarne stanine kulture dobivene iz tkiva Zivotinja imaju
svojstva koja nije moguée reproducirati koriStenjem stani¢nih
linija. Midevi su Cesto koridteni i dobro karakteriziran model za
izu¢avanje ALS-a. Zbog etickih razloga, sliéna istraZivanja na
humanoj populaciji su nemoguca i vrlo ograni¢ene informacije
se mogu dobiti iz diferenciranih pluripotentnih stanica. Dakle
bar zasada jer je sloZeni nastanak neurodegeneracije nemoguce
simulirati in vifre. U planiranom istrazivanju odckivana razina
teZine postupaka je blaga za veéinu pokusa, a potencijalno |
umjereno te$ka za manji dio (soj Optn™™T x TDP-43635¢),
Zivotinjama ée tijekom pokusa biti pradeni znakovi nelagode ili
stresa te ¢¢ u sludaju istih Zivotinje biti Zrtvovane na human
nadin. Opéenito, ogeckuje se da ¢e Zivotinje osjetiti samo blagu
i/ili prolaznu nelagodu, a bit ¢e redovito pracene i humano
Zrtvovane ako prerastu lu razinu.__

lzdanje 1., 2013







