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OBRAZAC 3

“Interdisciplinarni pristup u istrazivanju neuroprotektivnog potencijala
kanabinaida u uvjetima oksidadacijskog stresa"

' Naslov projekta

Trajanje projekta -od sijecnja 2020 do prosinca 2023.
Kijucne rijedi (najvise do 5) bakar-sulfat, oksidacijski stres, §takor, kanabidio!
Svrha projekta (kao u ¢lanku 8. Praviinika): o
Temeljno istrazivanje da ne
_Translacijska i primijenjena istraZivanja da ne
Koridtenje odredeno propisima i rulinska proizvodnja da ne
Zastila prirodnog okeli$a u interesu zdravlja ifi dobrobiti | da ne
| Covieka ifi Zivotinje - B
Ocuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da_ | ne
Forenzicka ispitivanja da ne
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja koje se | da ne
ne koriste v drugim postupcima

Opisite cilieve projekta (na primjer, | Nedostatnost podataka o neuroprotektivnom ucinaku kanabidiola na
znanstvene nepoznanice ili znanstvene ili | modelu inuduciranog oksidacijskog stresa s CuS0s (model
klinicke polrebe). Alzheimerove bolesti) in viva te sve veta primjena kanahidiola u
neurodegenerativnim poreme¢ajima u klinici su kijuénirazlog zatraZenje
novitt spoznaja neuroprotektivne djelotvornosti kanabidiola, posebice
njegov znacaj u aktivaciji signalnih puteva i receptora vainih u
kongitivnim funkeijama.

Hipoteza je da Ce kanabidiol djglovati neuroprotektivno i da ¢e u podiozi tog
djelovanja bitii antioksidacijski, antiapoptotski, antiupalni i reparativni
mehanizmi.

Cilj predlozenog projekta jest istraziti neuroprotektivno djelovanje
kanabidiola u Zivotinja kod kojih je oksidacijski stres izazvan dugotrajnom
primjenam otopine bakar(1!)-sulfata.

Toénije, primjencm molekulamih tehnika kroz in vitro i in vivo pristupe
pojasniti vaine molekularne puteve i receptore neuroprotektivnog ucinka
kanabidiola. Oksidacijskim siresom izazvane promjene (samostalno ili u
prisutnosti kanabidiola) pratit ée se u hipokampusu i prefrontalnom korteksu
zbog njihove znacajne uloge u kognitivnim funkcijama. U navedenim
regijama odredit ¢e se koncentracije najzastuplienijih neurotransmitera
(acetilkolin, seratonin, dopamin, GABA), ekspresija CB1 receptora, razina
BDNF-a i kanabidiola, kao i opéa aktivnost histon deacelilaza. Detaljne ¢emo
istraZii ostvaruje Ii kanabidiol svoje ucinke antioksidacijskim mehanizmima
(pracenjem razine glutationa, aktivnosti i ekspresije antioksidacijskih enzima,
te otecenja DNA, tipida i proteina), odnosno putem modulacije razliitih
nevrotransmiterskih sustava i signalnih puteva Osim toga, analizirat cemo
promjene U ekspresiji sfingolipida, primarno ceramida stearinske
paimitinske kiseline zbog njihove znagajne uloge u aktivaciji signalnih puteva
koji sudjeluju u pokretanju stariéne smrli.

Smatramo da Ce rezultali provedenog istrazivanja znalajno unaprijediti
saznania o potenciialnoj primjeni kanabidiola u prevenciji i ljecenju
pasljedica oksidacyskog stresa nazoénog u neuradegenerativnim bolestima
te da ce biti korisna za razvoj novih terapijskih pristupa.

Padloga za Projekt:

Fojava neurodegenerativnih bolesti, poput Alzheimerove i Parkinsonove
bolest povezana je sa procesom slarenja. Eliologija neurodegenerativrih
belesti nie u potpunosti razjadnjenja, ali se povecani oksidacijski stres smatra
| Jednim od temelnih mehanizama koji doprinosi patoloskim _promienama u |
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razlicitim neurodegenerativnim oboljenjima. Naslanak oksidativnog siresa
pojavijuie se prilikom nadjatavanja  antioksidacijskih  mehanizama
oksidacijskim mehanizmima pri ¢emu utjecaj egzagenih i endogenih okidaca
uzrokuje prekomjemo stvaranje ROS-a i NO-a pa antioksidativni sustav
nemoZe neutralizirali njihov ucinak (Sies i sur. Eur. J. Biochem., 1893). To
naposljetku uzrokuje oStecenja stanicnih makromolekula i organela te
poremecaj njihove funkcije. Ove promjene pracene su upalom, aklivacijom i
proliferacijom glije, degeneracijom aksona, poremecajem sinapsi i postepenim
odumiranjem Zivéanih stanica. Sve ove promjene remete aktivnost neuralnih
krugova i neuralnu povezanost, uzrokujuéi bihevioralne i kognitivne deficile
karakienstitne za pojedine neurodegenerativne bolesti. Za Alzhemirovu
bolest, koja Je najzastupljnija neurodegenerativna bolesl, smatra se da je
izravno uzrokovana cksidacijskim siresom te je karaklerizirana progresivnim
nakupljanjem proleina u netopive {ilamente koji se odlazu u mozdanom tkivu
odnosno neuronima i krvnim Zilama v obfiku plakova (Brookmeyer i sur. Am J
Public Health., 1998}, NajvaZniji proteini koji se vezu uz pojavu Alzehaimerove
bolesti su a) Amiloid bela protein (AB) koji nastaje iz APP-a {engl. amiloid
precursor prolein) i b) Tau protein koji je padioZan fosforilaciji protein kinazama
pri éemu se u hiperfosforiliranoj nerazgradivoj formi nakuplja v neurofibrilama
klupka. AB i Tau protein izmedu ostalog induciraju nastanak oksidativnog
stresa $loviSe sam oksidalivni stres uzrokuje generiranje istih proleina
{Grundke-Igbal i sur. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1986; Behl i sur. Cell,,
1984).

Prisutnost teSkih metala, paput Zeljeza, cinka, kobalta, aluminija, bakra takeder
ima ulogu u induciranju oksidativnog stresa, npr. putem Fentonske i Haber-
Weissove reakcije, i nastanku neurodegenerativnih bolesli (Johnson i sur, Med
Hypotheses., 2001; Halliwell | sur. Biochem J., 1984). Metali poput aluminija,
bakra i Zelieza mogu ubrzati i polencirati naslanak neuralnih ostecenja preko
poveéanja razine oksidativnog stresu i stvaranju ROS-a

Takoder kod oStecenja moZdanog tkiva dolazi do oslobadanja Zeljeza koje
sudjeluje u reakcijama nastanka OH- radikala iz H20. lipidne peroksidacije i
aulooksidacije neurotransmilera pri Cemu nastaju epilepticna izbijanja,
deplecija dopamina i smrt neuralnih stanica 3ta je dokazano injiciranjem
zeljeznih soli direktno u mozak (Britlon i sur, Int J Hematol, 2002).

Koje su potencijaine prednosti za koje je
vierojalno da proizlaze iz ovog projekta
(kako znanost moiZe biti unaprjedena ili
kako ljudi fli Zivotinje mogu imali koristi od
projekia).

Spoznaje 0 posliedicama koje mogu prouzraéili melali kao CuSO« na razvoj
palohistolodkih  promjena  Alzheimerove  bolesti, ali i drugih
neurodegenerativnih  oboljenja, dali ¢e vrijedna saznanja koja mogu
doprinijeli iznafazenju novih zastitnih lijekova i pripravaka za spretavanje
takvih posliedica. Smatramo da ¢e rezultati provedenog istrazivanja
znatajno unaprijediti saznanja o potencijalnoj primjeni kanabidiola u
prevenciji i lijeCenju posliedica oksidacijskog slresa te da e bili korisna za
razvoj novih terapijskih pristupa. Razjasnjavanje motekulamih mehanizama
na razini aktivacije razliéitih neurotransmitorskih sustava i unutarstaniéne
signalizacije bit ¢e wvrijedan znanstveni doprings usmjeren prema
pronalazenju ucinkovilih farmakoloskih pristupa koji bi mogli odgoditi i
usporiti razvoj newrodegenerativnih promjena koje su izazvane oksidacijskim
stresom.

Ocekujemo da ¢e rezultati Sto ¢e proizaci iz ovog projekla, omogudéiti bolje
razumijevanje patoloskog procesa vezanih uz stanje oksidacijskog stresa,
posebice neurofibrilarne degeneracije, te moguéi proteklivni  uéinak
kanabidiota na sprjeavanje razvijanja patoloskog procesa karakteristicnog za
Alzheimerovu bolest. To moZe bili i tlemelj buduéih pokusa za iznalazenje novik
terapijskih postupaka i jos boljih potencijalnih neuroproiektivnin spojeva radi
spriecavania neurofibrilarne degeneracije u Alzheimerovoj bolesli.

Koje wrste i priblizni broj Zivolinja se
ocekuje da ¢e se koristiti.

Visokosrodni Y59 Stakori, 120 zivatinja
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U konteksty onoga Ste se radi na
Zivolinjama, Slo su oCekivani negativni
ufinci na Zivotinjama, vjerojatna /
olekivana razina teZine postupaka i
sudbina Zivotinja?

Uslijed unosa CuS04 ocekujemo da te se v mozdanom tkivu izazvali stanje
oksidacijskog siresa, Pretjerano nakupljanje ROS i RNS uzrokuje otecenje i
promijenjenu funkciju stanicnih makromolekula (lipida, proleina i nukieinskin
kiselina), kao i cijelih organela, posebice milohondrija Sto dovodi do
neurodegeralivnih procesa koji su praceni upalom, aktivacijom i proliferacijom
glije, degeneracijom aksona, poremecajem sinapsi i postepenim odumiranjem
Zivéanih stanica. Naposljetku, sve ove promjene remete aklivnost neuralnih
krugova i neuralnu povezanost, uzrokujuci bihevioralne i kognitivne deficite.
Buduci je opisani plan pokusa odgovara modelu AB, ogekujemo da ée od
negativnih ucinaka na Zivotinje pretpostavijamo da ¢e se pored biokemijskin
promjena u kali€ini ukupnih i fosforiliranih tau proteina dogediti i promjene u
ponasanju Zivotinja, to€nije poremecaji vezani za procese oksidacijskog slresa
te pojavnost neurodegeneralivnih ostecenja. Ocekuje se da Ge se razina teiine
navedenog postupka mijenjati kroz vrijeme, najvise u zavisnosli od brzine
Sirenja degeneracije, ali i drugih cimbenika. Sveukupno, otekuje se da ée i kod
uznapredovale razine promjena razina teZine odgovarati umjereno teSkom
postupku. Sve Ce Zivolinje na kraju pokusa biti Zrtvovane, le ¢e se izvrditi
njihovo negkodljivo uklanjanje i zbrinjavanje lesina,

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju konstiti Zivotinje
te zasto se ne mog koristiti alternalivne .
melode koje ne ukljucuju Zivotinje.

Proucavanje oksidacijskih oStecenja izazvanih suviskom bakra, npr stvaranje
metakinduciranih A agregata koji se transformiraju do amiloidnih fibrilaivode
nastanku plakova i oksidacijskog stresa, te posliedicno povecanje
neuroimunomodulacijskih ¢imbenika koji pogoduju razvoju patohistolokin
promjena na stanicama mozga, ne mogu se proucavali na ljudima, a in vilro
istrafivanja tih procesa nedostaina su za njihove razumijevanje.nadalje
neuroprotektivna djelovanje kanabidiola u regulaciji ifli redukciji nastalih
procesa nije moguée in vitro.

2. Smanjenje
Objasnite kako moze bili osigurano
konstenje minimalnog broja Zivotinja.

U pokusu ¢e se koristiti najmanji mogudéi broj Zivotinja s obzirom na svrhu
istraZivanja. Kako bi rezultali dosegli statisticku znaajnost u analizi
kvantitativnih varijabli jednosmjernom analizom varijance s P < 0.05, za
navedeni se lip isirazivanja preporucuje uzeti najmanje 10 Zivotinja po
skupini, pa ¢e tako biti ucinjeno i u ovom istraZivanju (Awaad i sur. 2016)

3. Poboljsanje

Objasniti izbor vrsta i zasto su koristeni
zivotinjski modeli primjereniji od drugh,
uzimajudi u obzir znanstvene ciljeve,
Objasniti opée mjere koje te se poduzeli
kako bi se smanjile §tete za Zivolinje.

Zivotinje U pokusu drzati Ce se u vobicajenim uvietima za odrZavanje
laboratorijskih Zivotinja (hranjenje, njega), te s obogacenim okalisem i
materijalima za grizenje, trganje i manipuliranje.

Za in vivo istrazivanja odabrani su Stakori jer, za razliku od miseva i mnogih
drugih eksperimentalnih zivolinja, imaju naslicniji molekularni odgovor na
oksidacijski stres, te su uvelike razjasnjeni farmakoloski ucinci djelovanja
kanabidiofa. Stakorski imunosni sustav poklapa se 98-93% sa humanim, §to
odrazava nuZnost proucavanja mehanizama humane neuroimunomodulacije
na modelima sisavaca.

SaZivolinjama ¢e se tijekom pokusa postupali u skiadu s propisima o dobrabiti
Zivotinja.
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