Aneks B: Obrazac kategorije okolisa

DIO: REZULTATI PROCJENE (ispunjava PB)
UKF sub-projectElucidation of the physiological roles of human dipptidyl peptidase Ili

Kategorija procjene prema projektnom okviru A B+ | v B- C
OBRAZLOZENJE Projekti kategorije B- se mogu financirati ako se dstavi niZze trazeno

DUBINSKO SNIMANJE

| Nece se financirati iz projekta

Kategorija A

Kategorija B +

PO ako je projekt uklgen u aneks br. 2 ili 3 Uredbe o PO

Kategorija B -*

Materijali za Planove upravljanja okoliSem (PUO) zajedno s potrebnim licencama i
sigurnosno-tehn&kim listovima materijala (MSDS); ili

PUO ili kontrolna lista PUO-a

Kategorija C
Nema dubinskog snimanja

Ako se u projektu koriste radioaktivni, kancerogenitageni i teratogeni materijali te u
Potrebno dodatno obrazloZenje projektu postoji laboratorijsko testiranje na Zimgma - detaljnije trebaju biti objasnjeni:
postupci nabave i transporta, postupak rukovangerijalima/ upravljanja Zivotinjama,
sigurnosni postupci, postupakvanja i skladiStenja te tehnike zbrinjavanja oggad
toksicnog i opasnog otpada.

-za kancerogene, mutagene i teratogene materijalaéri koje ¢e se koristiti u VaSem
projektu molimo da u nekoliko re¢enica opiSete:

Vrstu i koli ¢inu, Dozvole za koriStenje istih, Postupke za rukaanje tim materijalima
(pogotovo  postupak zbrinjavanja otpada), Postupak abave, Transport,
Cuvanje/skladistenje, Sigurnosne postupke.

Dozvole za rukovanje/akreditacije laboratorijafingtije —molimo navedite i dostavite
Dozvole/Odobrenja za obavljanje djelatnosti odvatenih institucija (sigurnosni postupgi)
itd —molimo navedite i dostavite
Za projekt kategorije B -: potrebna je javna objava dokumenata, kao Sto je kontrolna lista materijala,na UKF web stranici; tiskana verzija treba biti

dostupna po zahtjevu; po potrebi konzultacije s dinicima elektronskim putemtemeljem objavljenih dokumenata




Annex F: Kontrolna lista materijala za Plan upravljanja okoliSem

MATERIAL EMP

Podkorisnik

IRB

NAZIV PROJEKTA

Elucidation of the physiological roles of human dipptidyl peptidase IlI

Opseg projekta i aktivnesbpis projekta

U sklopu predloZzenog projekta planiramo utvrditji lsol interakcijskipartneri ljudské
dipeptidilpeptidaze Il (DPP IlI) u stanici. PronalaZenjeshatkcijskih partnera dalo
nam uvid u mogte fizioloSke uloge ove peptidaze, kao i njenu paijamu vaznost
bolesti. Planirano je da se projekt odvija u dfgee. U prvoj fazi koristili bi metodée
istrazivanja interakcija na velikoj skali (erggh-throughput koje omogiuju
pronalaZzenje interakcijskih partnera na razinilegestanénog proteoma. Koristitemd
dvije metode istraZzivanja na velikoj skali, metdgeast two-hybrid (Y2H) za
identifikaciju novih interakcijskih partnera pratei DPP I, kao i metodu obiljeZzava
stabilnim izotopima putem aminokiselina u staij kulturi (eng. SILACstable isoto
labeling by amino acids in cell cultyra kombinaciji s masenom spektrometrijom
(SILAC-MS), za identifikaciju proteinskih kompleksa kokljuc¢uju DPP 111. U drugq
fazi projekta planiramo nastaviti préavanje odabranih interakcija ciljanim metod:
koje se usredotwju na pojedinéne proteine i na taj & potvrditi interakcijske
partnere proteina DPP Il dobivene metodama Y2H.AE-MS. Koristitcemo metog
povlaienja GST- i His-obiljezenih proteina iz bakterijskizata (eng. GST-, His-
pulldown), metode imunoprecipitacije proteina aiknih FLAG-om iz lizata
eukariotskih stanica te konfokalnu mikroskopijumausavanje interakcija DPP lil
fuzioniranog sa zelenim fluorescentnim proteinomg(eEGFP enhanced green
fluorescent proteinte potencijalnog interaktora fuzioniranog s crwdlnorescirajdim
mCherry proteinom u Zivim ili fiksiranim stanicama.zavrsnoj fazi istraZivanja
pojedin&nih interakcija planiramo koristiti metodu izoterdmetitracijske kalorimetri
(eng. ITC,isothermal titration calorimetryza odrdivanje kvantitativnih parametara
pojedinih interakcija. Planiramo testirati i dali novoidentificirani interakcijski
partneri proteina DPP IIl taker i njegovi supstrati. Potdeni interakcijski partneri
pomci ¢e nam u identifikaciji signalnih puteva koji ukijuju DPP Ill i omogditi
usmjeravanje budiih istrazivanja.
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Institucija koja provodi/nadzire projekt

Institut Ru der BoSkovié

Koji su potencijalni utjecaji projekta na okadtis

Nema utjecaja na okolis.

ISPITIVANJE




Molimo opisite faze ispitivanja

U prvoj fazi radit ée se pokusi na velikoj skali koriStenjem metoda Y2H MS da bi
se na nivou cijelog ljudskog proteoma pronasli pragin koji ulaze u interakciju s
DPP Ill. Aktivnosti u prvoj fazi ¢ée se u najvéem dijelu obavljati u Frankfurtu.
U drugoj fazi radit ée se istrazivanja metodamaismjerenim na interakcije DPP Il
sa specifénim proteinima identificiranim u prvoj fazi projekt a. Planiramo koristit
metode povla&enje GST- i His-obiljezenih proteina iz bakterijskih lizata te metody
ko-imunoprecipitacije proteina iz lizata eukariotskih stanica s DPP Il proteinom
obiljeZenim FLAG-om te analizu proteina iz bakterijskih i lizata eukariotskih
stanica tzv. Western analizom, koja uklj&uje razdvajanje proteina na
poliakrilamidnom gelu te njihov prijenos na membranu i zatim detekciju
odgovaraju¢im antitijelima. Tako der planiramo analizirati kolokalizaciju, odnosn
interakciju DPP 1l i potencijalnih interaktora pom oéu konfokalne mikroskopije
Zivih ili fiksiranih eukariotskih stanica koje ¢e eksprimirati EGFP-om obiljeZeni
DPP Il te potencijalni interaktor obiljezen mCherr y fluorescentnim proteinom U
zavrsnoj fazi ispitivanja planiramo koristiti ITC m etodu da biispitali kvantitativne
parametre interakcije izmedu DPP Il i potencijalnih interakto ra na pro¢iséenim
proteinima dobivenim heterolognom ekspresijom u baterijama.

DOZVOLE

Koje dozvole su potrebne za pripremu projektaigfbitivanje?*

Institut Ru der BoSkovi posjeduje RjeSenje Ministarstva zdravstva Republik
Hrvatske kojim se utvrduje da ispunjava sve propisane uvjete u pdgdu prostora
opreme, uposlenika i zaStite na radu za koriStenjetrova skupine | (u prilogu).

Ova lista uklj@uje identifikaciju materijala i postupaka koji seriste (meharski, kemijski, itd.) te dobre laboratorijske i injerske prakse.

Treba mpisati sve materijale kofie se koristiti u procesu, opasan materijal trebalsntificirati u skladu s propisima o kemikalijarfaneks G Okvira za upravljanje
okoliSem). Obrazac s podacima o sigurnosti matarijasve dozvole treba priloziti zavrSnom dokument

Opxi cilj upravljanja opasnim materijalima je izljeli, kada izbjegavanje nije moga, smanjiti nekontrolirano osloanje opasnih tvari ili nezgode
(uklju¢ujuéi eksplozije i pozar) za vrijeme proizvodnje, rukoja, pohrane i uporabe. Ovaj cilj se moZe posti

- Gdje je to mogée, izbjegavanjem ili smanjenjem uporabe opasniterijala.

- Spre&avanjem nekontroliranog ispuStanja opasnih tvaalis ili nekontroliranim reakcijama koje moguvdsti do poZzara ili eksplozije;

- Koristenjem inzenjerskih kontrolnih mehanizamaladko naravi opasnosti;

! sve dozvole potrebno je priloZiti finalnom dokumentu



- Provedbom kontrole upravljanja (procedure, insgek&munikacije, obuke i vieZzbe) za rjeSavanjestalth rizikakoji nisu sprijéeni ili pod kontrolom

pomciu inZenjerskih mjera.

Popis materijala /kemikalija koje se
koristiti

Ako je moguée dodijelite CAS
broj materijalu/kemikaliji
(identifikacijski broj kemijske
supstancé)

Sukladno Zakonu o
kemikalijama, ovaj je
materijal opasan

Molimo dodijelite kategoriju prema
Zakonu o kemikalijamailanak 2 (Aneks
G)

Akrilamid u obliku 30%-tne otopina
akrilamid/bis-akrilamid 29:1

79-06-1/10-26-9

Da

Carc. 1B; Muta. 1B; Repr. 2; Acute
Tox. 3; STOT RE 1; Acute Tox. 4; Eye
Irrit. 2; Skin Irrit. 2; Skin Sens. 1;
H372, H319, H315, H301, H312, H31
H332, H340, H350, H361f

SDS (natrijev dodecil-sulfat)

151-21-3

Da

Flam. Sol. 2; Acute Tox. 4; Skin Irrit. 2;

Eye Dam. 1; STOT SE 3; Aquatic
Chronic 3; H228, H302, H332, H315,
H318, H335, H412

metanol

67-56-1

Da

Flam. Lig. 2; Acute Tox. 38TOT SE 1;
H225, H301, H311, H331, H370

“Sigurnosno-tehnicke listove materijala potrebno je priloZiti finalnom dokumentu



AKTIVNOST

PARAMETAR

KONTROLNA LISTA ZA MJERE UBLAZAVANJA

Zbrinjavanje otpada

(@)

(b)
(c)
(d)

Putevi za skupljanje i odvoz otpada kao i mjéstae odrediti za sve glavne vrste otpada dene za
ruSenje i nastale gtavinskim radovima.

Gradevinski otpad skupljaju i odlazu licencirani izagi/ tvrtke
Evidencija o odlaganju otpada se drzati kao dokaz ispravnog zbrinjavanja preshdgevima.
Kad god je mogte, izvaiat /tvrtkace ponovno upotrijebiti i reciklirati odgovardgi i prihvatljive
materijale (osim azbesta).

Zbrinjavanje toksikog/opasnog

otpada

curenja.

(e) Privremeno skladiStenje svih opasnih i tékisi tvari u sigurnosnim kontejnerima na licu mjessa
oznaenim detaljima sastava, svojstava i informacijakowranju.
(f) Kontejneri opasnih tvari trebaju se pohranitiermetékim kontejnerima radi sprfavanja prolijevanja i

(g) Otpad se prevozi posebnim licenciranim vozilineglaze su na licenciranom deponiju.
(h) Lakovi koji sadrzavaju tokse sastojke ili otapala ili lakovi izdéani na temelju olova e se upotrijebiti.
(i) Svi korisSteni materijali trebaju biti oztani, a sigurnosr-tehniki listovi tiskani

Faza montaze i ispitivanja

Sto
koji parametar se prati?

Gdje
se prati parametar?

How
se prati parameta(sto se treba
mjeriti i kako)?

Kada
se prati parametar (vrijeme i
ucestalost)?

Tko
prati parameter (tko je
odgovoran)?

1. Analiza proteina koji
ulaze u interakciju s
DPP Il

U Laboratoriju za
celularnu biokemiju na
Institutu Ruler
Boskovi

Razdvajanje proteina na SDS
poliakrilamidnom gelu,
prijenos proteina s gela na
membranu i detekcija proteing
pomau odgovarajtih

antitijela za St@e se koristiti
akrilamid za pripremu gelova,
SDS za gelove i pufer za
elektroforezu te metanol za
otopinu za bojanje i
odbojavanje gelova te prijenos
proteina na membranu.

30 % otopina akrilamid/bis-
akrilamid moZze se nabaviti od
razli¢itih proizvadaca (Sigma,

BioRad, Roth itd.) i nije

Nekoliko puta tjedno od 6.
mjeseca izvdenja projekta do
kraja projekta.

Procijenjena potro3nja akrilamidg
oko 0,5 g/gelu. Planirano napravi
200-300 gelova u tijeku trajanja
projekta za kojéemo upotrijebiti
oko 100-150 g akrilamida (oko
300-450 ml 30% akrilamid/bis-
akrilamid otopine).

Procijenjena potroSnja SDS-a ok
0,3 g/gelu (gel i puffer za
elektroforezu), odnosno oko 60-9
g u tijeku trajanja projekta.
Potrosnja metanola oko 50 ml/ge

Suradnici na projektu ukljieni u

rad na analizi proteinskih

interaktora DPP IIl, Mihaela

1 Matovina i postdoktorski

tiistraziva (koji ¢e biti zaposlen
kad projekt starta) koji su prosli
(ili ¢e prai) program obuke o
Zastiti na radu propisan
Pravilnikom o zastiti na radu
Instituta Ruter BoSkowé (u

pprilogu)

0

lu

(bojanje gelova i pufer za prijeno

4




deklarirana kao opasna roba zaproteina na membranu), odnosng
transport. Pohranjuje se u oko 10-15 L u tijeku trajanja
évrsto zatvorenoj originalnoj | projekta.

ambalazi na +2°C to +8°C.
SDS se takder moZe nabaviti
od razltitih proizvodaca i nije
deklariran kao opasna roba zg
transport, a pohranjuje se u
originalnoj ambalaZzi na 15 - 2%
°C.

Metanol se takéer moze
nabaviti od razfitih
proizvadata, a u kokinama u
kojima ga mi planiramo
koristiti ne predstavlja opasan
teret za transport, a pohranjuje
se ucvrsto zatvorenoj
originalnoj ambalaZzi na 15 - 2%
°C.

Prilikom rada s akrilamidom,
SDS-om i metanolom Koristit
¢e se sredstva zastite (kuta,
nitrilne rukavice, zastitne
nac:ale), raditte se u digestory
te ¢e se svi materijali
kontaminirani akrilamidom,
SDS-om ili metanolom
zbrinjavati sukladno Pravilniky
o zbrinjavanju svih vrsta otpada
iz tehnoloSkog procesa i iz
procesa obrade otpadnih voda
Instituta Ruter BoSkowvé (u

prilogu)

Sve aktivnosti u fazi ispitivanja, ukijujuéi i zbrinjavanje opasnog otpada provogitse u skladu s Pravilnikom o zastiti na radu vifiiikom o zbrinjavanju svih vrsta otpada
iz tehnoloSkog procesa i iz procesa obrade otpadyda Instituta Réer BoSkové (u prilogu).



