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OBRAZAC?3

Naslov projekta Razumijevanje (cko)toksikoloske uloge adabranih S1.C 1 MATE
transportnih proteina zebrice (Danio rerio) koristenjem metoda
funkcionalne genomike — DANIOTRANS

Trajanje projekta - 4__go-d. (48 ﬁ)jeseci)

—}'{Ijul‘:né'}ijeéi (najvise do ) zebrica, po]ispe"cit'l-<‘5-|‘1'i-1;1€1‘1761'_mxski prijenosnici, CRISPR/Cas9,
(cko)toksikoloska evaluacija

Svrha projekta (kao u Elanku 5. Pravilnika):

Temeljno istraZivanje da ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da @
Koridtenje odredeno propisima i rutinska da @
proizvodnja
Zadtita prirodnog okoli%a u interesu zdravlja ili da ne
dobrobiti Eovjcka ili Zivotinje
Od&uvanje vrste da @_—
Visoko obrazovanje ili‘osposobljavanje da ne)
Forenzi¢ka ispitivanja da ne
Qdrzavanje kolonije genetski izmijenjenih Zivotinja  |(da ne
koje se ne koriste u drugim postupcima

Opisite ciljeve projekta (na primjer, Polispecifiéni membranski transportni proteini posreduju pri unosu i

znanstvene nepoznanice ili znansivene | izbacivanju ishodi¥nih tvari i njihovih metabolita iz stanica visih

ili klinicke potrebe). kraljesnjaka. Stoga predstavljaju integralni dio kompleksne stani¢ne

obrane i kriti€no utjedu na bioraspoloZivosl i potencijalnu toksicnost
endo- i ksenobiotika, ukljucujuéi okoli§na zagadivala. Mcdutim,
unatod znacajnom napretku posljednjib godina, razumijevanje
fizioloske i/ili obrambene uloge specifitnih membranskih
prijenosnika u vodenih organizama velikim je dijelom ograniceno.
Nekoliko je kljuénih razloga za to. Prvo, najveéi dio relevantnih
istrazivanja proveden je koristeéi razli¢ite vrste morskih i
slatkovodnih beskraljeSnjaka 1 kraljesnjaka, bez fokusa na dobro
definirane modelne vrste. Drugo, zna¢ajan dio dokaza o identifikaciji
i ekspresiji prijenosnika pribavljen je samo na razini genskog
transkripta, zbog neraspoloZivosti specifi¢nih antitijeta, Trede,
odredivanja transportne aktivnosti in vitro na¢injena su koristedi
relativnio nespecifiéne kambinacije modelnih supstrata i inhibitora |
Kona¢no, usporediva in vitro istraZivanja, iako karakterizirana prijeko f
potrebnom specifi¢nosti i osjetljivosti, nisu mogla po definiciji
ponuditi uvjerljive dokaze o ulozi specifi¢nih prijenosnika in vivo, ili
refevantnosti njihove inhibicije okolidnim zagadivalima u stvarnim
okolidnim uvjelima.

S obzirom na opisane nedostatke, te na emelju nedavinih detaljnih in
vitro istrazivanja nase grupe na SLC uptake i MATE prijenosnicima,
u ovom istrazivatkom projektu namjeravamo znacajno unaprijediu
nade razumijevanje (ekojtoksikoloske uloge odabranih SLC i MATE
transportnih proteina koriste¢i metode funkcionalne genomike zebrice
za in vivo istrazivanja. Pri tome ¢emo se najvecim dijelom fokusirali
na odredivanje potencijalne fiziolodke i/ili obrambene ulogu
adabranih prijenosnika zebrice koristeé¢i CRISPR/Cas® metode
editiranja genoma zebrice koje su i potpunosti na raspolaganju u
nasem laboratoriju.

16
lzdbanje 1., 2013



Ministarstvo poljoprivrede

Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane

Tar o By e T . i N - == A e
Kaje su potencijalne prednosti za koje | Na3a hipoteza je da ¢e zebrice deficijentne s obzirom na prisustvo i

Jje vjerojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost moze biti
unapriedena ili kako ljudi ili Zivotinje
mogu imati koristi od projekia).

ekspresiju membranskih prijenosnika od potencijalne
{eko)toksikoloske vaZnosti: (a) pokazati detektabilne promjene
fenotipa tijekom embrionalnog razvoja i/ili u kasnijim razvojnim
stadijima, kao posljedice promjene u transportu fiziolodki vaznih
supstrata predmetnih prijenosnika; ili (b) sc zna¢ajno razlikovati u
osjetljivosti na modelne toksiéne spojeve v usporedbi s divljim (wild
type - WT) zebricama. Stoga ¢emo, koristec¢i se kombinacijom in
vitro saznanja J rezultata in vivo studija s genetski deficijentnim
zebricama za istraZivane prijenosnike koje ¢emo kreirati tijekom
projekta, osigurat nove uvide kriti¢ne za razumijevanje njikove
{eko)toksikoloZke reievantnosti.

Nadalje, pored znatajnil sli¢nosti, raspoloZivi podaci jasno ukazuju i
na razlike izmedu sisavaca i zebrice u pogledu identiteta rclevantnih
membranskih prijenosnika, razine njihove ckspresije, supstratnih
preferencija i osjetljivosti na inhibitore. Prema tome, u ovom projektu
pribavit ¢emo temeljna saznanja vazna za bolje razumijevanja uloge
odabranjh SLC prijenosnika te relevantnu interpretaciju pokusnih
podataka dobivenih koriStenjem zebrice kako vaZnog istraZivagkog
modela kraljesnjaka.

ﬁ}aﬁé_;/rste i pnbhz_n_l B_fbjgvc>linja s¢
otckuje da e se koristiti.

Riba vrste zebrica (Danio rerio), 360 odras]ihjcdiﬁi(i.

U kontekstu onoga 5to se radi na
Zivotinjama, §to su oCekivani
negativni uinci na Zivolinjama,
vjerojatna / oéekivana razina tezine
postupaka i sudbina Zivotinja?

Moguci negativni uginci kod genetski deficijentnih (knock-our ili
knock-in) zivotinja krecu se od moguéih fenotipskih promjena u
ponasanju do razvojnih malformacija, O&ekivani negativni ucinci bit
¢e blagi do umjereni, vrlo rijetko iznimno teski ovisno o uo&enim
promjenama fenotipa.

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju koristiti
Zivotinje te zaSto s¢ ne mogu Koristiti
alternativne metode koje ne ukHucuju
zivotinje.

i zivotinjama, §to ukljucuje in vivo istrazivanja/pokuse na genetski

Intenzivno koriStenje in vitro metoda predvideno je projektom.
Finalna verifikacija uloge istraZivanih proteina predvidena je u
drugom dijelu projekta i nije ju moguce obaviti bez pokusa na

deficijentnim i kontroinim (divljim) jedinkama. Pri tome j¢ sam
smisao projekta kori§tenje zebrice kao suvremenog i sve intenzivnije
koristenog kralje$nitkog modela umjesto tradicionalnih istrazivanja
na glodaveima.,

2. Smanjenje
Objasnite kako moze biti osigurano

koridtenje minimalnog broja zivotinja,

3. Pobolj$anje
Objasniti izbor vrsta i zadto su
koristeni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuci u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere Koje ce se

poduzeli kako bi se smanjile Stete za
Zivotinje,

Broj zivotinja koje ¢e se koristit u istraZivanju minimizirat ée se
maksimalnom eksploatacijom rezultata in vitro istraZivanja, te
optimiziranjem dizajna pokusa koji éc ukljuéivati minimalan broj
jedinki po pokusnoj skupini, te u kona¢ni minimalno ponavijanje
pokusa u svrhu konadne verifikacije uéinka.

| funkcionalne genomike razvijene su upravo za koridtenje zebrice kao

Zebrica (Danio rerio) je jedinstveni model medu kralje¥njacima koji
dozvoljava uCinkovito istraZivanje promjena fenotipa u odgovoru na
genske promjene. Brojne prednosti (mala veligina, brojno potomstvo,
krako generacijsko vrijeme, opticka prozirnost embrija, mogucnost °
brzih geneti¢kih i kemijskih pretrazivanja) omoguéavaju primjenu
zebrice u prac¢enju i modeliranju ponadanja stanice pri razvoju, odnosho
formiranju organa kraljednjaka, na nacin koji ne dozvoljava niti jedan
drugi istrazivacki model kralje3njaka. Raspolozivost tisuca razli¢itih
genskih mutanti i transgenih linja je takoder vitalni resurs koji je na
raspolaganju istraZivatima, a brojni protokoli za molekularno biologke
metode. toksikoloSka pretrazivanja na Siroko) skali, kao i tehnike

istrazivatkog modcla. S obzirom na ciljana istrazivanja transportnih
proteina, osim opisanih detaljnih iz vitro istrazivanja funkcionalna
vaznost odabranih proteina nuzno treba biti verificirana i1 vivo, pri
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gemu je demonstriranje funkcije v genskim knock-outima, tipitno
mi3evima, tradiciolani ,.zlatni standard* v podruéju. Medutim, jasno je
da miz karakteristika biologije glodavaca, pa tako 1 miSeva,
onemoguéava njithovo 3iroko koristenje u opseznim genetickim
pretraZivanjima. Nadalje, za ovaj projekt vaZno je napomenuti da EU
direktiva 2010 63 izridito ukljuuje frazu "independently feeding
farval forms" kao kljueni kriterij pri odludivanju kada se pokusi sa
slobodno Zivuéim embrijima i liéinkama moraju kiasificirari kao
pokusi sa Zivotinjama. Kao §to je to preporueno od strane European
zebrafish community (vise od 330 neovisnih istraZivatkih grupa u 30
zemalja), prema tom kriteriju samo zebrice nakon 120 h poslije
fertilizacije trebaju biti predmet regulacije u okviru Enropean animal
profection guidelines. Stoga je zebrica istrazivacki model u potpunosti
sukladan s deklariranim 3R principima.
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