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‘Naslov projekta

(1) ZCI — Neuro, GA KK 01 11 01 6007, projekt
»EKsperimentalna i klinicka istraZivanja hipolsijsko-ishemijskog
oSteenja mozga u perinatalnoj i odrasloj dobi*

(II) MoZdani izvanstaniéni matriks u razvitku i perinatalnoj
hipoksiji (HrZZ IP-2019-04-3182).

-_Tt;a]'an['e projekata

01.03.2020. — 28.02.2024.

Kljuéne rijeci (najvide do 5)

Hipoksijsko — ishemijska perinatalna ozljeda mozga, perineuronske
mreZe, ekstracelularni matrix

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

Temeljno istraZivanje Cda)  [ne |
Translacijska i primijenjena istraZivanja ! da ne
Koristenje odredeno propisima i rutinska ‘ da @
proizvodnja |
Zastita prirodnog okoli$a u interesu zdravlja ili i da @
‘dobrobiti ovjeka ili Zivotinje ' _
Oc¢uvanje vrste |l da ne |
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da (ne) !
_Forenzi¢ka ispitivanja | da ne
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih | da ne

Zivotinja koje se ne koriste u drugim postupcima -

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

Hipoksijsko-ishemijska (H/I) ozljeda mozga jedna jc od najéedcih
patologija perinatalne dobi u Covjeka. Treéina novorodengadi s
perinatalnom ozljedom mozga umire, a 20-40% od prezivjelih razvija
neki oblik trajnog neuroloskog oStecenja ukljucujudi cerebralnu
paralizu, epilepsiju, kognitivna oste¢enja i dr. (Badr i Purdy, 2006.). U
znanosti se koriste mahom invazivm eksperimentalni zahvati na
animalnim modelima u svrhu istraZivanja posljedica hipoksijsko-
ishemijskog oltecenja mozga i mogucnosti lijeCenja i terapijskih
pristupa (Millar i sur., 2017.). Jedan od ciljeva ovog istraZivanja je
uspostaviti novi neinvazivni model kontroliranog  umjerenog
perinatalnog ostecenja mozga na Stakoru, za daljnja istraZivanja
oftedenja mozga, koji ¢e biti model za ostecenja mozga koja su u
praksi najée§éa no uglavnom prolaze klini¢ki ne zabiljeZzena do dobi
djece od 5-7 god. kada djeca poEnu pokazivati potcdkote ne
odgovorivsi na zahtjeve predikolskog i ranog $kolskog obrazovanja.
Novi model umjerenog kontroliranog hipoksijskog (H) oStecenja
mozga istraZit ¢ée se na molekularnoj, stani¢noj i bihevioralnoj
(ukljuéujudi i kognitivnu) razini.

Koje su potencijalne prednosti
za koje je vjerojatno da
proizlaze iz ovog projekta
(kako znanost moze biti
unaprjedena ili kako ljudi ifi
Zivolinje mogu bmati koristi od

| projekta),

Uspostava modela umjerenog perinatalnog hipoksijskog oltecenja
mozga na glodaveima ($takor) koji ¢e komplementirati, zamjeniti dio
invazivnih modela prenatalnog i perinatalnog hipoksijskog ostecenja
mozga ljudskog prematurusa i novorodendeta, i dati dodatnc odgovore
na otvorena pitanja.

Koje vrste i priblizni broj
zivotinja se ocekuje da ce sc
koristiti.

| Wistar Han® (RecHan®:WIST) $takori, ukupno 260 Zivotnija

(Jednako ¢c biti zastupljena oba spola).

izdanje 1., 2013,
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| U kontekstu onoga $to se radi
| na Zivolinjama, $to su
o¢ekivani negativni udinci na
Zivotinjama, vjerojatna /
otekivana razina teZine
postupaka i sudbina Zivotinja?

Ocekivana tezina postupaka sa Zivotinjama tijekom istraZivanja je
blaga ili umjerena. Istrazivanje ne ukljuluje invazivne, kirurgke
eksperimentalne . postupke. Postupci kojima de Zivotinje biti
podvrgnute ir vivo su uvjeti hipobariéne hipoksije (Atm 350mmHg,
pO2 73mmHg), odnosno normobaritne perinatalne hipoksije (8% Q,
92% N>) u trajanju od 2 sata za tretiranu skupinu. Navedeni postupei
spadaju u ,,umjerenu” kategoriju.

Kontrolna skupina je u normobariénim (760 mmHg, pO2 159 mmHg),
odnosno normoksi¢nim uvjetima (21% Oy, 78% N,, 2 sata). Nakon
pokusa Zivotinje ¢e se trajno oznadili ({etoviranjem, slijede
bihevioralna testiranja koja se provode u dobi 30 i 70 dana (test
otvorenog polja, test ploge s rupama, test socijalnog izbora, kognitivne
funkcije testirati ¢e se T — Jabirintom. Navedeni postupci svrstavaju se
u kategoriju ,,blagih® postupaka.

Zivotinje ¢e se Zrtvovati u dobi Pl (pothladivanje na +4°C,
podlogom ispunjenom ledom, prekrivena staniéevinom te
transkardijalnoj perfuzija prema protokolu Gage i swr., (2012):
Whole Animal Perfusion Fixation for Rodents; J Vis Exp; (65):1-
12), a u dobi P45 i P90 prekomjemom dozom anestetika (ketamin
80mg/kg i ksilazin 10mg/kg).

Usmrcivanje laboratorijskih  Zivotinja e  provoditi  osobe
osposobljene u skladu sa Zakonom o zadtiti zivotinja NN 102/2017,
€l 115 Cl. 24.

Primjena nadela 3R

1, Zamjena
Navedite zasto se moraju
| koristiti Zivotinje te zasto se
ne mogu koristiti alternativne
. metode koje ne ukljuduju
Zivotinje.

Utjecaj H/I ozljede mozga na motori¢ke, kognitivne i bihevioralne
sposobnosti  nije  moguée istrazivati u modelima i viro ili
kompjutorskim simulacijama te nije moguéa zamjena animalnog
modela. Modeli glodavaca su jedini opravdani, jer su evolucijski
najniza vrsta koja jo§ uvijek moZe dobro modelirati oiteéenje SZS
Covjeka. Za blagi do umjereni model hipoksijske ozljede mozga
ncophodno je dokazati da postoji funkcionalni deficit te je neizbjezno
provodenje pokusa in vivo i testiranje ponasanja, a zatim i korclirati
postojedi deficit s promjenama u mozgu na histologkoj i molekularnoj

| razini. Ne postoji alternativna metoda koja bi imitirala ovakav uzrogno
| posljediéni sustav te osigurala pouzdanost rezultata s ciljem

pretklinickog istraZivanja ulinka hipoksijske lezije mozga na
posljedicne promjene sastava i strukture ECM-a i perincuronskih
mreza, pa se za ovakvo istraZivanje moraju koristiti eksperimentaine
Zivotinje.

2. Smanjenje

Objasnite kako moze biti
osigurano koristenje
minimalnog broja zivotinja.

fzdanje 1., 2013.

__| histoloskih i molekularnih testiranja.

Broj Zivotinja koji ¢e se koristiti u istraZivanju izradunat je na temelju
Cohen-ove formule (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK43321/;

htip://www.3rsreduction.co.uk/html/6__power and_sample_size.html) -

koriste¢i GraphPad Prism 8 (https://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/) statisti¢ki program za odredivanje veliine uzorka u
istrazivanju i temeljem reeentnih istraZivanja u podrudju.

Prema navedenom, u istrazivanju predvideno je ukupno 260 itakora
Sto je najmanji moguci broj Zivotinja za potrebe pouzdanosti
statisticke analize i interpretacije rezultata kako bihevioralnih, tako i
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Objasniti izbor vrsta i zadto su

| koristeni Zivotinjski modeli

primjereniji od drugih,
uzimajuéi u obzir znanstvenc
ciljeve.

Objasniti opce mjere koje ce
se poduzeti kako bi se
smanjile Stete za Zivotinje.

U ovome projektu koristi se perinatalna hipoksijska ozljeda mozga u
Stakora, koja po nadinu nastanka i intenzitetu oponada fetalne ozljede
mozga fetusa ¢ovjeka i primata u perinatalnoj dobi. Model ne koristi
invazivne operativne metode postizanja ishemije. Za ispitivanje
u¢inaka hipoksije koriste se bihevioralna testiranja i post mortem
histoloke i molckularne analize. Ovako dizajnirani pokusi i projekt je
pobolj$anje dosadasnjih animalnih modela koji se koriste u svrhu
istrazivanja perinatalnih ozljeda mozga. Zivotinje se uzgajaju u
konvencionalnim uvjetima uz dezinfekcijske barijere, te pristup samo
educiranom i licenciranom osoblju, kroz propisane koridore. Stakori
se drze u standardnim uvjetima konvencionalne nastambe za
laboratorijske Zivotinje Hrvatskog instituta za istraZivanje mozga uz.
dnevnu regulaciju ciklusa izmjene svijetla i tame 12h/12h, stalnu
temperaturu okolifa od 23°C, stalnu vlaZnost zraka od 50 - 6095,
izmjenc zraka (11 — 12x dnevno), sterilizaciju kaveza i stelje, te

GLP (PF1610); 4RF25 GLP (PF1609); Mucedola srl, Settimo
Milanese, Italija i slobodan pristup vodi, u skladu s propisanim
minimalnim standardima (Zakon: NN 102/2017, dopuna: NN 32/2019;
Pravilnik: NN 55/2013, dopuna: NN 39/2017). Takoder ¢e se

provoditi  obogaéivanje okolisa / kaveza koriste¢i skloniSta ili
materijale za pravljenje gnijezda. Prije ulaska u pokus Zivotinje ¢e se
navikavati na manipulaciju radi umanjenja stresa. Istrazivai koji
sudjeluju u pokusima su prosli obuku u kojoj se govori o 4A

koju prozivljava pokusna Zivotinja tijekom pokusa, 2) potreba da se

izbjegla (,Avoid") ili 4) ublazila (,,Alleviate”) patnja Zivotinja u
pokusu.

standardnu prehranu standardnom hranom za miSeve i $takore 4RF21

odgovornih pokusa na Zivotinjama: 1) svijest (LAwarencss") o patnji |

prouce (,Assess") svi postupci na zivotinjama kako bi se $to vise 3) |

tzdanje 1., 2013,






