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Naslov projekta

Stani¥na parabioza: uloga medustaniéne komunikacije n
fenotipskoj supresiji (prijava na natjecaj HRZZ {P-2019-04)

Trajanje projekta

48 mjeseci, tentativno 1.01.2020. — 31.12.2024.

Kljuéne rijedi (najvife do 5)

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

Temeljno istraZivanje da ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da ne
Kori§tenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | da ne
Za¥tita prirodnog okoli3a u interesu zdravlja ili da ne
dobrobiti ¢ovieka ili Zivotinje o
Ocuvanje vrstc da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da ] ne
Forenzigka ispitivanja da ne
Odr¥avanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja da ne
koje se ne koriste u drugim postupcima

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

Cilj ovog projekta je istraZiti ulogu stanitne parabioze, .
medustaniéne komunikacije u supresiji fenotipa. Stanice unutar tkiva i
organizama nisu homogene populaciie, ved su zbog razlicitih globalnih
I lokalnith poremecaja heterogene, &to festo dovedi do razvoja
aberantnog fenotipa u pojedinadnim stanicama. fpak, organizmi su
razvili sposobnost odrzavanja homeostaze relativno dugo vremena,

manifestirajuéi tako Jatenciju pojave bolcsti povezanih sa starosti.
Naime, zdrava subpopulacija stanica moZe sprijeciti pojava aberantnog
fenotipa v pojedinatnim stanicama i time omoguéiti funkcionalnu
homogenizaciju tkiva. Pojam “stani¢na parabioza” koristi se za
oznafavanje ove fenotipske suptesije staniéne disfunkcije od strane
nepromijenjenih zdravih stanica unutar populacije (Radman M. Open
Biology 2019). Pretpostavljamo da se stani¢na parabioza oslanja na
medustaniénoj komunikaciji - skupu bioloskih alata koji omogucuju
koordinaciju pojedinih stanica unutar sloZenih  viSestaniénih
organizama (Leontieva et al. PNAS 2014, Takeuchi et al. PNAS 2015,
Puliafito et al. J R Soc {nterface 2017). U ovom projektu Zelimo
istraZiti ulogu komunikacije izmedu stanica neurona, izmedu glija
stanica (astrocita i mikroglija) i izmedu stanica neurona i glija stanica
u staniénoj parabiozi, tj. u svrhu supresije fenotipa te utvrditi
mehanizme njihove medusobne komunikacije. U tu svrhu koristit
¢emo neurone i glija stanice izolirane iz mi%jeg modela rijetke
neurodegencrativie bolesti Niemann-Pick tipa C (NPC) i iz miseva
divljeg tipa (wt).

Koje su potencijalne prednosti za koje
je vjerojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost moZe biti
wnaprjedena ili kako ljudi 1li Zivotinge
mogu imali koristi od projekia).

Koje vrste i priblizni broj Zivotinja se
ocekujc da e se koristiti.

L _
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broinih &estih neurodegenerativnih bolesti.

Za razliku od istrazivanja koja imaju za cilj bolje razumijevanje neke
pojedinagne bolesti i otkrivanje njenog molekularnog mehanizma, ovaj
projekt Zeli otkriti temeljne komunikacijske puteve izmedu pojedinih
stanica mozga {neurona i glija stanica). Manipulacija ovih temeljnih
komunikacijskih puteva (aktivacija ili inhibicija) moZe predstavljati
novu, univerzalnu strategiju prevencije pa ¢ak i lje€enja rijetkih kao i

Oéckuje sc da de se koristiti 24 Zenki genotipa NPC/'" 1 12 mujaka
genolips NPCI'" za dobivanje oko 24 gravidne misice genotipa
NPCI'". Dvanacst (12) gravidnih migica genotipa NPC/ " (4 gravidne
7enke u triplikatu = 12) ¢e se koristiti za dobivanje mladunaca
postnatalnog dana 1 (P1) iz kojih ce se izolirati mozgovi (korteks) za
uspostavljanje primarnih  kultura Kkortikalnih neurona NPCT
moneokulturi i v ko-kulturi s neuronima i glija stanicama genotipa
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genotipa NPCI™, sa gore navedenim muzjacima genotipa NPC/™”, u
skladu sa Setvriim ,R% za dobivanje mladunaca P1 iz kojih de se
izolirati mozgovi (korteks) za uspostavljanje primarnih kultura
kortikalnih glija stanica (astrocita i mikroglija) NPC/™ u monokulturi i
u ko-kulturi s neuronima i glija stanicama genotipa NPC/''. Ukupan
broj odraslih Zivotinja iznosit ée 36. Priblizan broj P! miadunaca
ocekuje se oko 144 (6 mladunaca po gravidnoj miici).

’_U_kontckstu onoga §to se radi na
Zivolinjumna, §to su otekivani nepativni
udinci na Zivotinjama, vjerojatna /
olekivana razina teZine postupaka i
sudbina zivotinja?

Miadunci postnatalnog dana 1 (P1) ¢e biti dekapitirani, korteks e se
izolirati za izradu primarnih kultura neurona i glija stanica u mono- i u
ko-kulturi. Sve heterozigotne Zivotinje koje vide nece biti potrebno
ukljuditi u pokus (tj. pariti) ¢e se cutanizirati u komori ugljignog
dioksida. Ocekivana je blaga razina tezine postupka. NPCl-
heterozigotni midevi (NPC14/-) ne razvijaju fenotip bolesti NPC.

Primjena naéela JR

. Zamjena

Navedite zasto sc moraju koristiti
Zivotinje te zadto se nec mogu koristit
alternativne metode koje ne ukljuduju
Zivotinje.

1. Zamijena - Tijekom ovog projekia, koristit cemo se metodama koje
djelomi¢no izbjegavaju koristenje miseva (ili nekih drugih Zivotinja).
Ove zamjenske metode predstavijaju in viero ili stani¢ne modele
bolesti Niemann-Pick tip C (NPC). To su SH-SYSY stanice, koje
predstavljaju stanice humanog neuroblastoma, i humane mikroglija
stanice. HMC3 koje ¢e biti podvrgnute tretmanu s kemijskim
reagensom U18666A (najies¢e koriSten reagens za ,oponadanje
nakupljanja kolesterola u bolesti NPC). Ove stanice/tretman ée
imitirati najznatajniji fenotip bolesti Niemann-Pick tip C 3to
predstavlja nakupljanje kolesterola unutar slanica i aktivaciju
mikroglija. Medutim, iako se po€etni ili preliminami pokusi mogu
izviiti u staniénim linjjama humanih stanicama neuroblastoma
(SHSYSY) i humanih stanica mikroglija (HMC3), ove stanicc ne
predstavljaju bona fide Zivéane/glija stanice koje su najbitnije slanice
za {zu€avanjc neurodegeneracije i neuroinflamacije v bolesti NPC, a
koja je u fokusu ovog projekta. Ovo je razlog zbog kojeg ¢emo pored
ove zamjenske metode =za izuSavanje NPC bolesti koristiti
monokulture primarnih ZivEanih i glija (astrocite i mikroglija) stanica
izoliranih iz miSeva koji predstavljaju modele humane bolesti NPC.
Medutim, ovi in vifro modeli primarnih migjih Zivéanih i glija stanica
u monokulturi ne mogu u potpunosti replicirati patoloike procese koji
se odvijaju u odredenih regijama mozga karakteristi¢nim za bolest
NPC, koje osim ZivEanih stanica sadrze stanice glija, astrocite,
mikroglija stanice, ekstracelularni matriks | dr. Stoga <e hiti
neizbjeino koristiti i ko-kulture stanica neurona i glija stanica,

2. Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano
karidtenje minitnalnog broja Zivolinja,

2. Smanjenje - Biolodka varijabilnost je znhagajna odlika medicinskih
istrazivanja koja ote?ava mogucénost da se unaprijed moze toéno
predvidjeti velitina uzorka koja je potrebana da se¢ dobiju statisticki
relevanti rezultati i da se izbjegnu laZni i negativai zakljuéei. Svaki
pokus bit ¢e pazljivo planiran ukljucujucéi analiziranje statisticke
znaéajnosti  svakog pokusa prijc nego 3to sc¢  zapolne sa
razmnozavanjem Zivotinja. U tijcku ovog projekta, koristit cemo
prirodcne vrste miSeva (engl. inbred) umjesio geneticki heterogenih
vrsta (engl. outbred) zbog toga &to ce koristenje genetigki homogenih,
prirodenih miSeva osigurati smanjcnje ukupnog broja koristenih
Zivotinja buduéi da ¢e manji broj geneticki homogenih mijeva
osigurati statisti¢ki znagajne rezujtate. Takoder éemo osigurati da
prilikom svakog pokusa maksimum uzorka bude prikupljen od svake
pojedinacne Zivotinje/mladunca. Za utvrdivanje broja koristenih
zivotinja koridten je Russ Lenth's Power and Sample Size test
(hitp:/homepage.stat uiowa edu/~rlenth/Power/), a dobivene
vrijednosti ¢emo  analizirati parametrijskim  Student t-lestom za
ncovisne uzorke (http://vassarstats.nct).

3. PoboljSanje
Objasniti jzbor vrsia i zadto su
koriteni Zivotinjski modeli

3. Paboljianje - Dobrobit Zzivotinja bit ¢e zadtit¢ena u svakom
pogledu. MiSevi ¢e se driati u standarnim uvjetima za parenje, u
socijalnim _uvictima primjerenim _mifevima. Pod kaveza ¢e biti

lzdanje 1., 2013
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[ primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.

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

prekriven steljom koja im omogucava _ln-r;\/_ﬁellje guijezda, a prist

hrani i vodi e biti ad fibitum. Podtovat ce se standardi boravidta u
uvjetima od 12 h boravi§ta na svjetlu i 12 h boravidta u tami.

Zivotinjama ée bol i patnja biti svedene na minimum jer u tijeku ov

up

5 5

og

projekta nisu planirani pokusi koji zahtijevaju kirurSke zahvate,

operacije niti bilo koji drugi testovi koji se izvr¥avaju na Ziv
Zivotinjama. Dekapitacija i rezanje repa u mladunaca postnatain

m
0f

dapa 1 (P1) ¢e biti obavljena u svrhu izolacije korteksa i uspostavljanje

primarnih kultura ncurona i glija stanica te njihove genotipizacije.
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