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Naslov projekta

Deciphering DNA-Protein Crosslink Repair in vivo using zebrafish |
mode] (DNAPRO)

Trajanje projekta

5 god (60 mjeseci)

Kljugne rijeci (najvide do 5)

Zcbrafish, DNA repair, DNA-protein crosslinks, DNA-Protein
Crosslink Repair
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Svrha projekta (kao u ¢lanku 5. Pravilnika):

Temeljno istraZivanje (da) ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da @
Korijtenje odredeno propisima i rutinska da @
| proizvodnja
Zadtita prirodnog okoli¥a u interesu zdravlja ili da (nc)
dobrobiti ¢ovjeka i}i Zivotinje
["O%uvanje vrste da |(ne)
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da ®__
Forenzitka ispitivanja da @
"Odriavanjc 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).

Otkri¢e SPRTN proteaze na i vitro modelima oznatilo je poCetak
dubinskog razumijevanja mehanizma popravka o$teéenja DNA
nastalih vezanjem proleina na DNA (DN.A4-protein crosslinks, DPC) .
IstraZivanja u ovom projektu bit e usmjerena na razumijevanje
mehanizma popravka DPC in vivo, putem istraZivanja uloge klju¢nih
proteina (SPRTN, ACRC, Mrel 1, TDP], TDP2, p97) koji reguliraju
DPC popravak u in vive uvjetima, koridtenjem ribe zebrice (Danio
rerio) kao modelnog organizma. VaZan dio projckta bit ¢e i razvoj
protokola i metodolo3kih pretpostavki za kvantifikaciju DPC
o¥lecenja in vivo te monitoring aktivnosti DPCR mehanizma kao
potencijalnog novog biomarkera izloZenosti okolidnim zagadivalima.

Koje su potencijalne prednosti za koje
je vjerojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako zhanost moze biti
unaprjedena ili kako ljudi ili zivotinje
mogu imati korisii od projekia).

Novo znanje 0 mehanizmu popravia odtedenja nastalih vezanjem
proteina na DNA (DPC) u in vivo uvjetima od temeljne je vaznosti za
razumijevanje mehanizma popravka DNA kao klju¢ne bioloSke
molekule. Steteno znanje moze imati izravnu i neizravnu primjenu u
biomedicinskin istraZivanjima u najdirem smisly, kao i u
farmaceutskim istraZivanjima, a razvoj metoda za kvantifikaciju DNA
otecenja kao novog biomarkera potencijalno moze naéi klinicku
primjenu, kao i primjenu u regulativi koristenja [ procjeni utjecaja
pojedinih okolidnih tvari koje mogu uzrokovati ovakva o3tecenja.

Koje vrste i priblizni broj Zivotinja s¢
odekuje da ce se koristiti.

Riba vrste zebrica (Danio rerio), 380 odraslih jedinki.

U kontekstu onoga 3to sc radi na
Zivotinjama, 3to su oekivani
negativni uéinei na Zivotinjama,
vjerojatna / ocekivana razina teZine
postupaka i sudbina Zivotinja?

Ocekivani ncgativni uginci uslijed izlaganja embrija i/ili odraslih

jedinki (divljih jedinki i genskih knock-oura) modelnim toksi¢nim
tvarima krecu se od moguéih razvojnih malformacija, fenotipskih
promjena i promjena u ponadanju, sve do letalnih ucinaka.

Primjena natela 3R

1. Zamjcna
Navedite zadto s¢ moraju

}
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| Intenzivno koristenje in vitro metoda predvideno je projektom.

koristiti Finalna verifikacija uloge istraZivanih protcina predvidena je u
Zivotinje te zadto se ne mogu koristiti drugem dijelu projekta i nije Ju moguée obaviti bez pokusa na
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“alternativiie metode koje ne uk'l_quuju
Zivotinje.

Zivolinjama, §to ukljutuje /n vivo istrazivanja/pokuse na genskim

knock-ontima i kontrolnim (divljim) jedinkama. Pri tome je sam
smisao projckta koridtenje zebrice kao suvremenog i sve intenzivnije
koridtenog kraljc3nitkog modela umjesto tradicionalnih istrazivanja
na glodavcima,

2. Smanjenje
Objasnite kako mozZe biti osigurano

kori3tenje minimalnog broja Zivetinja.

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

3. PoboljSanje o

Objasniti izbor vrsta 1 zasto su
koristeni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.

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

Zebrica (Dania rerio) je jedinsteni model medu kraljednjacima koji
dozvoljava utinkovito istraivanje promjena fenotipa u odgovoru na
genske promjene. Brojne prednosti (mala veli¢ina, brojno potomstvo,
krako generacijsko vrijemne, optitka prozirnost embrija, moguénost
brzih genetickih i kemijskih pretraZivanja) omoguéavaju primjenu
zebrice u pracenju i modeliranju pona3anja stanice pri razvoju,
odnosno formiranju organa kraljesnjaka, na nacin koji ne dozvoljava
niti jedan drugi istraZivatki model kralje3njaka. RaspoioZivost tisuéa
razli€itih genskih mutanti 1 transgenih linija je takoder vitalni resurs
koji je na raspolaganju istraZivadima, a brojni protokoli za molekulamo
bioloSke metode, toksikolodka pretraZivanja na Zirokoj skali, kao i
tehnike funkcionalne genomike razvijene su upravo za koriitenje
zebrice kao istraZivatkog modela. S obzirom na ciljana istraZivanja
transportnih proteina, osim opisanih detalinih in vitro istraZivanja
funkcionalna vaZnost odabranih proteina nuino treba bitj verificirana
in vivo, pri emu je demonstriranje funkeije u genskim knock-outima,
tipi¢no migevima, tradiciolani ,,zlatni standard* u podrugju. Medutim,
jasno je da niz karakteristika biologije glodavaca, pa tako i miSeva,
onemogucava njihovo Siroko koriltenje u opseZnim genctitkim
pretraZivanjima. Nadalje, za ovaj projekt vazno je napomenuti da EU
direktiva 2010_63 izritito ukljuduje frazu “independently feeding
farval forms" kao klju&ni kriterij pri odlu¢ivanju kada se pokusi sa
slahodno zivuéim embrijima 1 liginkama moraju klasificirati kao
pokusi sa zivotinjama. Kao §to je to preporuteno od strane European
zebrafish community (vide od 330 neovisnib istraziva¢kih grupa u 30
zemalja), prema tom kriteriju samo zebrice nakon 120 b poslije
fertilizacije trebaju biti predmet regulacije u okviru European animal

protection guidelines. Stoga je zebrica istrazivatki model v potpunosti

sukladan s deklariranim 3R principima.
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