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OBRAZAC3
Naslov projekta Identification and functional characterization of (eco)toxicologically
relevant polyspecific membrane transport proteins in zebrafish (Danio
rerio)
Trajanje projekta 3.5 god (42 mjeseca)
Kljutne rije¢i (najviSe do 5) Zebrafish, polyspecific transporters, identification, molecular

characterization, (eco)toxicological relevance

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

Temeljno istraZivanje {:- ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da ne
Koristenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | da ne
Zastita prirodnog okoli3a u interesu zdravlja ili da vy
dobrobiti &ovjeka ili Zivotinje

Otuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da ne
Forenzitka ispitivanja da ne
OdrZavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja | da
koje se ne koriste u drugim postupcima

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

Temeljna identifikacija i molekularna (funkcionalna) karakterizacija
polispecifi¢nim membranskih transportnih proteina koji imaju
potencijalno kljuénu ulogu u zaltiti stanice (organizma) od stranih,
potencijalno toksi¢nih tvari (ksenobiotika).

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

Novo znanje o kiju¥nim (eko)toksikoloski relevantim transportnim
proteinima omogucit ¢e: (1) vjerodostojniju upotrebu zebrice (Danio
rerio) kao modela u biomedicinskim istraZivanjima; (2) razumijevanje
interakcije izmedu kljutnih elemenata stani¢ne detoksikacije i
okoli¥nih zagadivala; (3) razvoj i primjenu brzih i reproducibilnih in
vitro metoda za odredivanje interakcije izmedu vaZnih transportnih
proteina i lijekova ili zagadivala.

Koje vrste i pribliZni broj Zivotinja se
otekuje da ée se koristiti.

Riba vrste zebrica (Danio rerio), 250-300 odraslih jedinki.

U kontekstu onoga 5to se radi na
¥ivotinjama, to su otekivani negativni
udinci na Xivotinjama, vjerojatna /

Otekivani negativni udinci uslijed izlaganja embrija i/ili odraslih
jedinki (divljih jedinki i genskih knock-outa) modelnim toksi¢nim
tvarima krecu se od moguéih razvojnih malformacija, fenotipskih

odekivana razina teZine postupaka i promjena i promjena u ponasanju, sve do letalnih u¢inaka.
sudbina Zivotinja?

Primjena nadela 3R

1. Zamjena Intenzivno koristenje in vitro metoda predvideno je projektom.

Navedite za¥to se moraju koristiti
Zivotinje te zalto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljuéuju
Zivotinje.

Finalna verifikacija uloge istraZivanih proteina predvidena je u drugom
dijelu projekta i nije ju moguée obaviti bez pokusa na Zivotinjama, to
ukljuduje in vivo istraZivanja/pokuse na genskim knock-outima i
kontrolnim (divljim) jedinkama. Pri tome je sam smisao projekta
koritenje zebrice kao suvremenog i sve intenzivnije koriStenog
kralje¥ni¢kog modela umjesto tradicionalnih istraZivanja na
glodavcima.

2. Smanjenje
Objasnite kako moZe biti osigurano
koristenje minimalnog broja Zivotinja.

Broj Zivotinja koje ¢e se koristit u istraZivanju minimizirat ¢e se
maksimalnom eksploatacijom rezultata in vitro istraZivanja, te
stiupnjevitima optimiziranjem dizajna pokusa koji ¢e ukljugivati
minimalne koncentracije modelnih tvari, minimalan broj jedinki po
pokusnoj skupini, te u kona¢ni minimalno ponavljanje pokusa u svrhu
konaéne verifikacije u¢inka.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zaSto su
kori$teni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajudi u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje ce se
poduzeti kako bi se smanjile 3tete za

Zebrica (Danio rerio) je jedinsteni model medu kralje¥njacima koji
dozvoljava uginkovito istraZivanje promjena fenotipa u odgovoru na
genske promjene. Brojne prednosti (mala velitina, brojno potomstvo,
krako generacijsko vrijeme, optitka prozirnost embrija, mogucnost
brzih genetitkih i kemijskih pretraZivanja) omoguéavaju primjenu
zebrice u praéenju i modeliranju ponalanja stanice pri razvoju,
odnosno formiranju organa kraljednjaka, na natin koji ne dozvoljava
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Zivotinje.

niti jedan drugi istraZivatki model kraljednjaka. RaspoloZivost tisuéa
razli¢itih genskih mutanti i transgenih linija je takoder vitalni resurs
koji je na raspolaganju istrafivaima, a brojni protokoli za
molekularno bioloske metode, toksikoloSka pretraZivanja na Sirokoj
skali, kao i tehnike funkcionalne genomike razvijene su upravo za
koriStenje zebrice kao istraZivatkog modela. S obzirom na ciljana
istraZivanja transportnih proteina, osim opisanih detaljnih in vitro
istraZivanja funkcionalna vaZnost odabranih proteina nuZno treba biti
verificirana in vivo, pri &emu je demonstriranje funkcije u genskim
knock-outima, tipiéno miSevima, tradiciolani ,zlatni standard” u
podruéju. Medutim, jasno je da niz karakteristika biologije glodavaca,
pa tako i miSeva, onemoguéava njihovo Siroko koriStenje u opseZnim
genetitkim pretraZivanjima. Nadalje, za ovaj projekt vaZno je
napomenuti da EU direktiva 2010_63 izridito ukljuduje frazu
“independently feeding larval forms" kao Klju¢ni kriterij pri
odluivanju kada se pokusi sa slobodno Zivuéim embrijima i li¢éinkama
moraju Klasificirati kao pokusi sa Zivotinjama. Kao 3to je to
preporuteno od strane Ewropean zebrafish community (vi¥e od 330
neovisnih istraZivatkih grupa u 30 zemalja), prema tom kriteriju samo
zebrice nakon 120 h poslije fertilizacije trebaju biti predmet regulacije
u okviru European animal protection guidelines. Stoga se zebrica u
biti ne smatra laboratorijskom Zivotinjoim prema relevantnoj EU
direkfivi, i taj istraZivatki model u potpunosti je sukladan s
dekiariranim 3R principima.
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