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apolipoprotein E
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Kljuéne rijeti (najvise do 5)

lipidom, mozak, neurodegeneracija, neuroinflamacija, NPCI

| Svrha projekita (kao u ¢lanku 5. Pravilnika): !
Temeljno istrazivanje da ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da ne

H_Kori§l’cnje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | da ne
Zatita prirodnog okolida u interesu zdravlja ili da ne
dobrobiti ¢ovjeka ili Zivotinje ]
Otuvanje vrste da \ ne

rmk—oo—.bra_:«:ovanjt: ili osposobljavanje da ne

| Forenzitka ispitivanja da ne N

W&wanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja da ne
koje se ne koriste u drugim postupcima

wﬁfsiﬁitc ciljeve projekta (na pr)‘mjer,

ili klinicke potrebe).

zhanstvene nepoznanice ili znanstvene

Cilj ovog projekta je ispitati ulogu lipida u razliZitoj osjetljivosti
moZdanih regija na neurodegeneraciju i/ili neuroinflamaciju. Ispitat
¢emo hipotezu da jec nakupljanje odredenih lipida povezano s
vulnerabilnosti moZdane regije te s pojavom neurodegeneracije ifili
neuroin(lamacije. Pri tom d&emo koristiti mi§ji model rijetke
lizosomalne bolesti nakupljanja lipida Niemann-Pick tipa C (NPC).

je vierojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost moze biti

Koje su potencijalne prednosti za koje

unaprjedena ili kako ljudi ili Zivatinge

mogu imati koristi od projekia).

“Koje vrste i priblizni broj Zivotinja se
otekuje da ¢e se koristiti.

lzdanje 1, 2013

Poremeceni metabolizm lipida i njihovo nukupljanje u mozgu uzrokuje
nastanak oko 50-tak rijetkih nasljednih antosomno recesivnih bolesti
nakupljanja lipida u lizosomima (engl. lipid / lysosomal storage
diseases). U velini ovih bolesti karakteristitna je pojava
neurodegeneracije i neuroinflamacije ukaznjuéi na vaznu ulogu lipida
za normalno funkcioniranje mozga. U ovom projekin éemo analizirati
promjene lipidoma u rijetkoj lizosomalnoj bolesti nakupljanja lipida
Niemann-Pick tipa C (NPC). Cilj nam je utvrditi promjene lipidoma
povezanc s vulnerabilnosti mozga te pojavom neurodegeneracije i/ili
neuroinflamacije u odredenim regijama mozga. Osim pracenja
lipidoma u razli¢itim regijama mozga (korteksu, hipokampusu i
cerebelumu) analizirat ¢emo lipidni sastav i u izoliranih frakcijama
kasnih endosoma/lizosoma u odnosu na rane endosome u ovim
regijama. Naime, kako je nakupljanje lipida u  kasnim
endosomima/lizosomima primarni  patolodki dogadaj lizosomalnih
| bolesti nakupljanja lipida cilj nam je istraZiti najranije promjene
[lipidnog sastava ovih organcla kao moguce okidate patoloskih
| procesa. Rezultati ovog istraZzivanja mogli bi pokazati da modulacija
odredenih lipidnih vrsta moZe doprinijeti razvoju prevencije/lijedenja
ove jo§ uvijek neizljefive bolesti, Ovaj projekt ce doprinijeti
razumijevanju uloge promijenjenog sastava lipida u mozgu u
patogenezi djedje neurodegenerativine i jo§ uvijck neizljetive bolesti |
Niemann-Pick tipa C (NPC).

Otekuje sc da ée se koristiti 23 zenke genotipa NPCI™ 19 muzjaka |
genotipa NPC/™ za parenje i dobivanje mideva genotipa NPCJ ™" i
NPCI . Za analizu lipidoma u razligitim regijama mozga (kortcksu,
hipokampusu i cerebelumu) planiramo koristiti po 6 Zivotinja. Kako
¢emo promjene lipidoma pratiti u odnosu na progresiju bolesti NPC, ¢j.
umiseva starosti 1,4 37 tjedana te u odnosu na spol i NPCI genotip
(NPCITT i NPCT) planiramo koristiti sveukupno 36 Zivotinja po
svakom genotipu. Nadalje, otekuje se da e se koristiti t parili isti
NPCI™ mievi, u skladu sa Getvrtim ,R* za dobivanje miScva
genotipa NPCI'™" i NPCI™ za odredivanje lipidoma u izoliranim
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regija mozga (korteksu, hipokampusu i cerebelumu). Promjene
lipidnog sastava izoliranih vezikula pratit ¢emo v odnosu na progresiju
bolesti NPC, {j. u miSeva slarosti 1,4 i 7 tjedana te u odnosu na spol i
NPC1 genotip (NPCI™™ i NPCI™"") te s tim w skladu planiramo koristiti
sveukupno 36 Zivotinja po svakom genotipu.

U kontekstu onoga 3to se radi na
Zivotinjama, 3lo su olekivani negativni
uc¢inci na Zivotinjama, vjerojatna /
o¢ekivana razina teZine postupaka i
sudbina Zivotinja?

Po zavrSetku pokusa Zivotinje ¢e biti usmréene dislokacijom vrata.
Jedan tjedan starc Zivotinje e biti dekapitirane. Sve heterozigotne
zivotinje koje nece biti potrebno ukljugiti u pokus ée se eutanizirati u
komori ugljitnog dioksida. OCekivana je blaga razina teZine postupka.

Primjena natela 3R

1. Zamjena

Navedite zalto se moraju koristiti
Zivotinje te zadto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljuduju
Zivotinje.

i humanc bolesti Niemanp-Pick tip C (NPC). Te su: a) CHO NPCl-null

| ZivEane

1. Zamjena - Tijekom ovog projekta, koristit cemo se metodama koje
djelomi¢no izbjegavaju koristenje mi¥eva (ili nekih drugih Zivotinja).
Ove zamjenske metode predstavljaju in vitro ili staniéni model

stanice, koje predstavljaju stanice ovarija kineskog hreka {engl.
Chinese Hamster Ovary (CHO)) u kojima je NPC! gen u potpunosti
deletiran, i b) SH-SYSY stanice, koje predstavljaju stanice humanog
neuroblastoma, koje éc biti podvrgnute tretmanu s kemijskim
reagensom UIB666A (najleife koriSten reagens za ,,oponalanje®
nakupljanja kolesterola i drugih lipida u bolesti NPC). Obje vrste gore
navedenih stanica/tretmana ¢e imitirati najznadajniji fenotip bolesti
Niemann-Pick tip C 3o predstavlja nakupljanje kolesterola i drugih
lipida u kasnim endosomima/lizosomima unutar stanica. Medutim,
iako sc pocetni ili preliminami pokusi analize lipidoma u stanicama
i/ili analize lipidoma u kasnim endosomima/lizosomima u odnosu na
ranc endosome mogu jzviditi koridtenjem stanica izoloranim iz
glodavaca (CHO stanice) ili stani¢nc linije humanih stanicama
ncuroblastoma (SHSYS5Y), ove stanice ne predstavljaju bona fide
stanice  koje su najbitnije stanice za izudavanje
neurodegencracije, niti glija stanice koje su najbitnije 2a izu€avanje
neuroinflamacije, obje prisutne u bolesti NPC, koja je u fokusu ovog
projckia. Ovo jc raziog zbog kojeg éemo pored ovih zamjenskih
metoda za izuCavanje uloge promjenc lipidoma u patogenezi bolesti
NPC koristiti mozgove NPCI™ i NPCI™" miSeva. Naime, cilj ovog
projekta je pratiti utjecu i promjene odredenih lipidnih vrsta na
vulnerabilnost razli¢itih regija mozga 1 pojavu neurodegeneracije/
neurcinflamacije. Pretpostavljamo da ¢¢ u bolesti NPC cerchelum,
reglja mozga Koja je najosjetljivija i pokazuje najznadajniju
neurodegeneraciju 1 neuroinflamaciju, pokazati najznalajnije i
najranije promjene u lipidnom sastavu moZdanog tkiva v odnosu na
npr. hipokampus koji je najmanje osjetljiv i ne pokazuje
neurodegeneraciju/neuroinflamaciju o bolesti NPC. Ukoliko lipidom
mozdanih regija korteksa, hipokampusa i cerebeluma ne pokaZe
promjenc u ukupnom sastavu i koligini lipida izmedu NPCI- i wt-
miSeva, pretpostavljamo da ¢emo u izoliranim frakeijama kasnih
endosoma/lizosoma u kojima dolazi do nakupljanja lipida usljed
patogeneze bolesti NPC, detektirati promjene lipidnih vrsta. Ove
analize se mogu provesli jedino koridtenjem uzoraka mozdanog tkiva
NPC!- i wt-miSeva.

2. Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano
koritenje minimalnog broja zivotinja.

| 2. Smanjenje - Biolotka varijabilnost je znalajna odlika medicinskih
| istraZivanja koja oteZava moguénost da sc unaprijed moze todno

predvidjeti veli¢ina uzorka koja je potrebana da se dobiju statisticki
relevanti rezultati i da sc izbjegnu lazni i negativni zakljucei. Svaki
pokus bit ¢e paZljive planiran ukljudujuéi analiziranje statisti¢ke
znalajnosti  svakog pokusa prije nego $to se  zapofne sa
razmnoZzavanjem Zivotinja, U tijeku ovog projekta, Koristit éemo
prirodenc vrste miSeva (engl inbred) umjesto geneticki heterogenih
vrsta {engl. outbred) zbog toga $to ce koriStenje genetieki homogenih,

lzdanje 1, 2013
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zivotinja buduéi da ¢e manji broj geneticki homogenih miSeva
osigurati statistidki znadajne rezultate. Takoder ¢emo osigurati da
prilikom svakog pokusa maksimum uzorka bude prikupljen od svake
pojedina¢ne Zivotinje. Za utvrdivanje broja koriftenih Zivotinja
koriten je Russ Lemth's Power and Sample Size test
(hutpafhomepage.stat. ujowa edu/~rlenth/Powery), a dobivene
vrijednosti ¢cmo  analizirati parametrijskim Student (-testom za
neovisne uzorke (htip://vassarstats.net),

3. PoboljBanje

Objasniti izbor vrsta i za3to su
koristeni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuci u
obzir znanstvene ciljeve.

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

3. Poboljfanje - Dobrobit Zivotinja bil ¢e za3titéena u svakom
pogledu. Mi%evi ¢e se drzati u standamnim uvjetima za parenje, u
socijalnim uvjetima primjerenim miSevima. Pod kaveza ¢e biti
prekriven steljom koja im omogucava pravljenje gnijezda, a pristup
hrani i vodi ¢e biti ad libitum. Po¥tovat ée se standardi boravista u
uvjetima od 12 h boravidta na svjctly i 12 h boravidta u tami.
Zivotinjama ¢e bol i patnja biti svedene na minimunt jer u tijeku ovog
projekta nisu planirani pokusi koji zahtijevaju kirurSke zahvate,
operacije niti bilo koji drugi testovi koji se izvriavaju na zivim
Zivotinjama. Oznatavanje u$iju i rezanje repa koje ¢e biti obavljeno u
svrhu identificiranja Zivotinja i njihove genotipizacije vriit ¢e se na
anesteziranim ivotinjama.

lzdanje 1., 2013,
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