Ministarstvo poljoprivrede

Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane

OBRAZAC 3

Naslov proje_kta

In vivo pokus projekta 1P-2019-04-3584 ("Uloga krvno-
mozdane barijere, urodene imunosti i oligomerizacije lau
proteina u patogenezi Alzheimerovoj bolesti")

Trajanje projekta

Kljucne rijedi (najvise do 5)

| 4 godine (15.01.2020.-15.01.2024.)

Alzheimerova bolest, krvno-moZdana barijera, mikroglija,
neurofibrilarna degeneracija, oligomeri tau proteina

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

Temeljno istraZivanje da ne
Translacijska 1 primijenjena istrazivanja da |ne
Koridtenje odredeno propisima i rutinska da ne
proizvodnja

Zatita prirodnog okoli$a u interesu zdravlja | da ne
ili dobrobiti ¢ovjeka ili Zivotinje

Ocuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da ne
Forenzicka ispitivanja da__ | ne

Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih da ne
zivotinja koje se ne koriste u drugim
postupcima

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

Za Alzheimerovu bolest (AB) ne postojt uzro¢no lijecCenje,
a brojni su dosadadn)i poku$aji intervencije temeljeni na
amiloidnoj kaskadnoj hipotczi bili neuspjedni. Usporedno s
napretkom razumijevanja uloge tau proteina u patogenezi
bolesti, metabolizam 1 transsinapti¢ko §irenje tau proteina
sve viSe postaju 1 vazni terapijski ciljevi. Najranije
neurofibrilarne promjene u AB uobicajeno se vocavaju u
Zivéanim stanicama mozdanog debla 1 entorinalne
mozdane kore, a prikazuju se imunohistokemijski pomocu
protutijela na fosforilacijske epitope tau proteina. U sklopu
klinickog dijela projekta najvazniji su nam ciljevi
otkrivanje bioloskih biljega za rano otkrivanje, pradenje i
razhikovanje AB u odnosu na druge primarne uzroke
demencije (velikog npeurokognitivnog poremedaja). U
sklopu eksperimentalnog in vivo dijela projekta, glavni cilj
nam jc analiza aktivacijc mikroglija stanica po inokuliranju
sintetskih fibrila tau protcina. Aktivnosti na projcktu
povezane s pavedenim ciljevima su:

Aktivnosti na projektu A3.7, A3.15 1 A3.23:
Imunocitokemijska 1 Westemn blot analiza aktivacije
mikroglija stanica po inokulaciji sintetskih fibriliziranih
tau oligomera u mozdano deblo 1 eatorinalnu mozdanu
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koru Wistar $takora i C57BL/6J miSeva starosti 3 mjeseca.

Aktivnost na projektu A3.8, A3.16 i A324: Analiza
remodeliranja krvnih Zila mozga Wistar 3takora i
C57BL/6] miSeva mjerenjem stupnja odlaganja amiloida
(CAA, cerebral amyloid angiopathy), omjera elastina i

kolagena te ekspresije matriks metaloproteinaza 2,319
(MMP-2/3/9).

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

Otekujemo da éemo odrediti kako markeri kognitivnog
odteéenja koreliraju s poznatim i potencijalnim markerima
AD, vurodenim imunitetom, upalom i inzulinskom
rezistencijom. U okviru ovog cilja, ofekujemo da ¢ée nad
ALZENTIA® sustav za rano otkdvanje AB, kao
samostalna kognitivna mjera probira pokazati veéu
osjetljivost i specifitnost od MMSE 1 MoCA rezultata.
Sirom svijeta, MMSE i MoCA su najée$ée koristeni testovi
za brzi probir pacijenata na BSP i AB. Medutim, MMSE (i
MoCA u manjoj mjeri) ima notorno nisku osjetljivost,
vjerojatno zato $to je izvorno razvijen za razlikovanje
organskih od funkcionalnih psihijatrijskih pacijenata (a ne
demencije). Takoder se nadamo da ¢ée neki od
potencijalnih novih biomarkera, bilo za neurodegeneraciju
(kao 8to je VILIP-1) ili za neuroinflamaciju glijalnog
podrijetla (kao $to su npr. YKL-40, MCP1, CCL3 i CCL4),
biti korisni u buducoj dijagnostici AB. Takoder o¢ckujemo
da ¢emo produbiti naSe razumijevanje patogeneze bolesti,
posebice s obzirom na inzulinsku rezistenciju i ulogu
mikrokrvarenja, 2) O&ckujemo da éemo dokazati ili
opovrgnuti hipotezu da se KMB disrupcija javlja rano
tijekom AB. Nadalje, oéekujemo da dobijemo relevantne
dodatne informacije od vizualizacije LRP1, VDRLR i
RAGE receptora, kanala za akvaporin 4 (AQP4) i kolagena
IV u KMB, 3$to ée nam pomoéi da izvuéemo &vrste
zakljucke 0 KMB disrupciji, |
3) Ocekujemo da ¢emo procijeniti u kojoj je mjeri
neuroinflamacija prisutna u AB mozgu te se nadamo da

| ¢emo moci odrediti M1 fenotip povezan s cerebralnom

amiloidnom  angiopatijom  (CAA), remodeliranjem
cerebralnih  krvnih  Zila 1 ekspresijom  matridnih
metaloproteinaza 2, 3 1 9, 4) Oc¢ckujemo konstrukeiju
novog luminescentnog reportera za detekciju tau
oligomerizacije u kvascu, koji ¢emo zatim upotrijebiti za
procjenu ucinka razli¢itih €imbenika (mogucih inhibitora)
na tau agregaciju. Odabranu molekulu s najjacim
inhibitornim u¢inkom planiramo primijeniti u in vivo
pokusu. Ocekujemo da ¢e i proteotoksicni stres i starenje
negativno utjecati na tau agregaciju, 5) Iz komparativne
genomske hibridizacije odabranih gena o¢ekujemo da ée
namo pomoci odgovoriti na pitanje postoje li varijacije
broja kopija tih gena u BSP i AB bolesnika u odnosu na




Ministarstvo poljoprivrede

Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane

zdrave kontrole 1 koje su njihovo znadenje 1 moguca uloga
u patogenezi AB.

Koje vrste i pribliZnt broj
Zivotinja se ofekuje da ce se
koristiti.

Postupci se provode na Wistar §takorima muskog i
Zenskog spola starosti 3-4 mjeseca (N= 144) te divljem
soju miscva C57BL/6J (N=144) muskog i Zenskog spola,
starosti 3 mjeseca.

U kontekstu onoga §to se¢ radi na

Zivotinjama, §to su ocekivani

negativni uéinci na Zivotinjama,

vjerojatna / oCekivana razina
teZine postupaka i sudbina
Zivotinja?

Uslijed injiciranja sintetskih fibriliziranih tau oligomera i
otekivanog Sirenja  neurofibrilarnih  promjena od
negativnih uéinaka na Zivotinje pretpostavljamo da ¢e se
pored biokemijskih promjena u koliCini ukupnih i
fosforiliranih tau proteina dogoditi i promjene u pona3anju
Zivotinja. Te ¢e se promjene pratiti putem najmanje triju
testova: testom otvorenog prostora (procjena spontanc
istraZivatke aktivnosti 1 ponaSanja povezanih s
anksiozno3¢u kod glodavaca) T-labirintom (test osjetljiv
na distunkciju hipokampalne formacije) 1 testom
prepoznavanja novog objekata (test osjetljiv na kognitivne
promjene u starih Zivotinja). Ocekuje se da e se razina
teZine navedenog postupka mijenjati kroz vrijeme, najviSe
u zavisnosti od brzine Sirenja neurofibrilarne degeneracije,
ali i drugih ¢imbenika. Sveukupno, ocekuje se da ¢e i kod
uznapredovale razine promjena razina teZine odgovarati
umjereno teskom postupku. Sve ¢e Zivotinje na kraju
pokusa biti Zrtvovane, te ée se izvrditi njihovo neskodljivo
uklanjanje i zbrinjavanje lefina.

Primjena nadela 3R

1. Zamjena

Navedite zaSto se moraju
koristiti Zivotinje te zaSto se ne
mogu koristiti altcrmativne
metode koje ne ukljucuju
Zivolinje.

Mehanizme prouéavanja patoloskih promjena u sklopu
neurofibrilarne degeneracije i transsinapti¢kog Sirenja tau
proteina te posljedine aktivacije mikroglija stanica ne
mozZ¢ se proucavati na Jjudima, a in vifro istrazivanja tih
procesa nedostatna su za njihovo razumijevanje.

2. Smanjenje

Objasnite kako moze biti
osigurano koristenje
minimalnog broja Zivotinja.

U pokusu ¢ée se koristiti najmanji mogu¢i broj Zivotinja s
obzirom na svrhu istraZivanja. Kako bi rezultati dosegli
statisti€ku zna¢ajnost u analizi kvantitativnih varijabli
jednosmjernom analizom varijance s p < 0.05, za navedeni
se tip istraZivanja preporucuje uzeti 12 Zivotinja po
skupini, pa ¢e tako biti u€injeno i u ovom istraZivanju.

3. Poboljsanje

Objasniti izbor vrsta 1 za$to su
koridteni zivotinjski modeli
primjereniji od drugih,
uzimajuci u obzir znanstvene
ciljeve.

Objasniti opce mjere koje Cc se
poduzeli kako bi se smanjile
Stete za zivotinje.

Zivotinje u pokusu drati ¢e se u uobiGajenim uvjetima za
odrzavanje laboratorijskih Zivotinja (hranjenje, njega), te s
obogadenim okoliSem i materijalima za grizenje, trganje 1
manipuliranje.

Za prvi dio in vivo istraZzivanja na ovom projektu odabrani
su Stakori jer, za razliku od miSeva i mnogib drugih
cksperimentalnih Zivotinja, izraZavaju svih 6 izo-oblika

tau proteina, $to je najsli¢nije izrazaju tau profeina u

Sovjeka. Za drugi dio in vivo istraZivanja na ovom |

projektu odabrani su CS7BL/6J miSevi, kako bi na<1.—

rezultati dobiveni na mikrogliji bili usporedivi s prcthodno |
objavljenima za neurone i astroglija stanice.
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Sa Zivolinjama ée se tijekom pokusa postupati u skladu s
propisima o dobrobiti Zivotinja. Zivotinje ée tijekom
injiciranja sintetskih fibriliziranih tau oligomera, te prije
Zrtvovanja,  biti  anestezirane  intraperitonealnom
primjenom kombinacije ketamina i ksilazina.

Osoba odgovorna za provodenje projekta na
Zivotinjskom modelu i njegovu uskladenost s
odobrenjem projekta:



