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Drgadasge
40. GODINA FELASA-e
Julija Erhardt

Federacija europskih udruga =za

znanost o laboratorijskim Zivotinje
(FELASA, engl. Federation o European
Laboratory =~ Animal  Association)
osnovana je 1978. godine i do danas je
postala priznata, kako na europskoj,
tako i na medunarodnoj razini.

Sredinom sedamdesetih godina u
Europi je ojacao trend razvijanja
suradnje izmedu razli¢itih europskih
laboratorijskih znanstvenih udruga, sto
je u podrudju znanosti o laboratorijskim
zivotinjama  rezultiralo s prvim
sastankom njemacko-austrijskog (GV-
SOLAS),  britanskog  (LASA) i
skandinavskog udruzenja (Scand-LAS),
koji su u to vrijeme prvi prepoznali
potrebu za integracijom i
koordiniranim i profesionalnim radom
u podrudju znanosti o laboratorijskim
zivotinjama u Europi.

Sastanak na temu "Laboratorijski Stakor
i bioloske varijacije" odrzan je u lipnju
1978. g. u Cambridgeu, UK. PredloZeno
je da se zajednicki znanstveni sastanak
organizira svake tri godine od strane
jedne od asocijacija. Taj je prijedlog
sluzbeno potvrden na sastanku u
Utrechtu u kolovozu 1979. UdruZenju
su se uskoro pridruzilo nizozemsko
(NVP) i francusko udruZzenje (SFEA).

Tijekom godina FELASA je rasla i
postala vazan igra¢ u europskom
prostoru kao i u svijetu. Danas
FELASA-u ¢ini 21 udruga iz 28 zemalja
(Austrija, Belgija, Hrvatska, Ceska,
Danska, Estonija, Finska, Francuska,
Njemacka, Grcka, Madarska, Island,

Izrael, Italija, Latvija, Litva,
Nizozemska, Norveska, Poljska,
Portugal, Rumunjska, Ruska
Federacija, Slovenija,  Spanjolska,

Svedska, Svicarska, Turska i Velika
Britanija) odnosno ukupno vise od
4.000 stru¢njaka i znanstvenika s
podrudja rada s pokusnim Zzivotinjama.
Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zivotinjama (CroLASA)
postalo je punopravni ¢lan FELASA-e
2007. godine.

FELASA je krovna organizacija svih
europskih nacionalnih udruga, koje
mogu ukljuc¢ivati samo nacionalnu
udrugu odredene zemlje, a ne
pojedinca. Clanstvo u FELASA-i je
stoga neizravno, preko nacionalne
udruge, te je svaki ¢lan nacionalnog
udruZenja za znanost o laboratorijskim
zivotinjama koje je pristupilo FELASA-
i, ujedno i ¢lan FELASA-e.

Prvi simpozij FELASA odrZzan je u
Disseldorfu u Njemackoj 1981. g., u
organizaciji GV-SOLAS-a. Na prvoj
Generalnoj skupstini usvojen je statut
FELASA-e. Iza ovog simpozija slijedili
su ostali, organizirani svake trece
godine. Naziv FELASA simpozij,
kasnije je promijenjen u FELASA
kongres. FELASA sve do danas svake
trece godine organizira kongres na
kojem sudjeluje oko 2.000 ljudi iz cijelog
svijeta (veéi dio Europe). Po potrebi
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organizira i  druge  aktivnosti
(akreditiranje tecajeva, radionice, itd.).
Od 2007. g. FELASA dodjeljuje
trogodisSnju nagrada za izvorni
znanstveni rad za bilo koji aspekt
znanosti o laboratorijskim Zivotinjama,
koji bi mogao dovesti do poboljsanja u
na¢inu na koji se zivotinje koriste u
istrazivanju, testiranju ili edukaciji.

U radu FELASA-e kljuc¢na je bila 1987.
g., kada su na zajedni¢kom sastanku u
Uppsali, Svedska donesene smijernice
rada, koje su ostale temelj rada drustva
sve do danas. Izneseni prijedlozi mogu
se svrstati u nekoliko tocaka:

. Da bi se osiguralo dobro funkcioniranje
i provedba novih aktivnosti, bilo je
neophodno revidirati i modificirati
pocetni FELASA Ustav. Predsjednik i
tajnik udruzenja koje je domacin
trogodisnje  konferencije  bili su
automatski  predsjednik i  tajnik
Federacije. To je dovodilo do situacije
da su ovi predstavnici bili previse
zauzeti  dogovaranjem  sljedeceg
simpozija i nisu imali kapacitet za
rjeSavanje drugih pitanja. Prema tome,
novi Ustav je uklju¢io nove
organizacijske strukture. Federacija je
dobila Upravni odbor u kojem je
predstavljena svaka konstitutivna
udruga. Odbor je sada svake godine
birao tri predstavnika koji bi, zajedno s
predsjednikom, bili izravno odgovorni
za administrativni i organizacijski rad.
Najocitija promjena trebala je biti da
FELASA ima svoje sluZbenike, koje je
birao Upravni odbor medu svojim
¢lanovima, s mandatom koji nisu bili
vezani za odrzavanje simpozija.

2. Federacija je trebala uspostaviti grupu

koja bi identificirala teme za daljnji
rad.

. Smatralo se da je bitno da FELASA

osigura priznanje u Europi kroz Vijece
Europe i Europske unije, kao krovne
institucije  koja bi se trebala
konzultirati o svim pitanjima koja se
odnose na laboratorijsku znanost o
zivotinjama te posljedi¢no utvrditi
snazne veze sa Strasbourgom i
Bruxellesom.

. Posebna zadaéa od velike vaZnosti

bila je izrada odgovarajuceg programa
obrazovanja i osposobljavanja za sve
uklju¢ene u podrucje rada s
laboratorijskim zivotinjama.
Ustanovljena je potreba stvaranja
FELASA-inih radnih skupina za
obrazovanje i programa obuke za
razli¢ite kategorije korisnika Zivotinja:
skrbnici zivotinja, tehnicari,
znanstvenici koji koriste laboratorijske
zivotinje 1 strucnjaci za znanost o
laboratorijskim  zivotinjama. Prvi
korak trebao se odnositi na
obrazovanje i osposobljavanje
nadleznih ovlastenih osoba, a osobito
znanstvenika koji rade s
laboratorijskim zivotinjama.
Zajednicki standard trebao je olaksati
profesionalnu mobilnost znanstvenih
radnika u Europi.

. FELASA je takoder trebala osnovati

radnu skupinu za zdravlje zivotinja
kako bi poticala ujednacenost u
procjeni  Zivotinja i  doprinos
standardizaciji i visokoj razini
standarda u znanosti i dobrobiti
zivotinja.
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6. Jedan od zadataka je Dbio i
uspostavljanje i odrzavanje veza s
medunarodnim ili drugim tijelima
koja se  bave znanos¢u o
laboratorijskim zivotinjama.

Sve odluke sa sastanka i revidirani
statut su poslane pojedina¢nim
udruZenjima na dogovor i ratifikacija,
$to je i1 ucinjeno na Simpoziju u
Francuskoj 1990. g. Osnovan je sluZzbeni
Upravni odbor i Izvréni odbor. Sve se to
smatralo temeljem za buducdi razvoj te je
povecalo priznanje FELASA-e, a
revidirana struktura znacajno je
pomogla Federaciji u njenom radu.

FELASA radi na Sirenju i napretku
znanosti o laboratorijskim Zivotinjama i
odgovornom istrazivackom radu u
kojem dobrobit zivotinja i principi 3R
zauzimaju srediSnje i vodece mjesto.
Promice i koordinira razvoj znanosti o
laboratorijskim Zivotinjama i dobre
prakse u Europi putem nacionalnih
udruga kroz sudjelovanje u brojnim
aktivnostima u EU.

U ostvarivanju svog cilja postizanja
priznanja na nivou Europe, prepoznate
su razlike u strukturi i radnoj praksi
izmedu Vijeéa Europe (CoE) u
Strasbourgu i Europske komisije (EC) u
Bruxellesu. U studenom 1991. g,
FELASA je dobila status promatraca za
sektor laboratorijskih Zzivotinja. Prvi
uspjeh bio je s Vije¢em Europe, koje je
pozdravilo FELASA-ine preporuke za
obrazovanje i osposobljavanje svih
ovlastenih za uzgoj, odrzavanje i
uporabu laboratorijskih Zivotinja. CoE
je usvojila preporuke FELASA-e kao
sluzbenu politiku Vije¢a Europe i

formalno se zahvalila FELASI na
njezinom radu. Tako su odluke i
prijedlozi FELASA-e, vise ili manje
nepromijenjeni, usvojeni kao politika
EU-a.

Osim kroz zakonodavna tijela (Vijece
EU, Komisija EU) i u podrudju
zakonodavstva, FELASA djeluje kroz
umrezavanje s drugim nacionalnim i
medunarodnim udruZenjima (ICLAS,
AALAC, AALAS) te pokrece strucne,
znanstvene i gradanske inicijative.
FELASA takoder pruza osnovnu i
kontinuiranu edukaciju. U tu svrhu
(putem radnih skupina koje redovito
uspostavlja)  objavljuje = smjernice,
preporuke i izvjeséa o aktualnim
izazovima u podrudju rada s pokusnim
zivotinjama (vise na www.felasa.eu).
Svako nacionalno udruzenje moze
predloziti svog kandidata, stru¢njaka iz
svoje zemlje, u radne skupine FELASA-
e, iz kojih se onda odabiru najbolji
predlozeni kandidati.

Kao organizacija, FELASA djeluje na
demokratskoj osnovi. Smjernice i
odluke o tekué¢im poslovima donose
¢lanovi Upravnog odbora (UO) na
sastancima koji se odrzavaju dva puta
godisnje, svaki put u drugoj drzavi
¢lanici. Svaka punopravna udruga ima
1-2 zastupnika u Upravnom odboru,
koji predlaze Odboru stru¢njaka
aktualna pitanja iz podrudja rada s
pokusnim Zivotinjama i 1 glas u
glasovanju i odlu¢ivanju. Upravni
odbor sastoji se od devetoclanog
Izvrsnog odbora (IO) koji se sastoji od
izabranih predstavnika s mandatom od
2 godine (predsjednik, tajnik, blagajnik,
potpredsjednik za radne skupine,
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medunarodni odnosi, europski poslovi,
tecajevi). IO je odgovoran za izvrSenje
odluka, pripremu radnih materijala i
izvjeSca, kao i sve druge poslove za koje
je dobilo ovlastenje od Upravnog
odbora.

Na FELASA-inim stranicama
(www .felasa.eu), mogu se potraziti
preporuke, smjernice, izvjeSéa i
dokumenti te se potraziti savjeti i
mnoga druga pitanja vezana na rad s
laboratorijskim zivotinjama.
»Laboratory Animals” (LA) je sluzbeni
¢asopis FELASA-e. Snaga publikacije
FELASA dolazi iz Sirine kruga
znanstvenika koje predstavlja pa kada
se utvrdi odredeni stav, smjernica ili
preporuka nakon rasprave medu
svojim udrugama ¢lanicama, FELASA
ih moze promicati s autoritetom.
FELASA je europsko tijelo
najprikladnije za definiranje, osvrt i
promicanje najboljih mogucéih praksi u
svim aspektima znanosti 0
laboratorijskim zivotinjama.

Literatura:
Prevedeno i prilagodeno:

Prins, Jan-Bas. THE HISTORY OF
FELASA - 1978-2018.
http:/ /www .felasa.eu/about-us. 21.02.

2019.

felasa

Altimosti Drastra
PROMOCIJA KNJIGE

UVOD U ZNANOST O
LABORATORIJSKIM
ZIVOTINJAMA

DOC. DR. SC. LIDIJA
SUMAN

Maja Lang Balija

Promocija knjige ,,Uvod u znanost o

laboratorijskim Zivotinjama” doc. dr.
sc. Lidije Suman, odrzana je 13. lipnja
2018. godine na Institutu Ruder
Boskovi¢ u organizaciji Hrvatskog
drustva za znanost o laboratorijskim
zivotinjama.

Knjigu je 2018. godine u tiskanom
izdanju objavila autorica uz su-
nakladnidtvo  naseg  Drustva i
financijsku  potporu  Ministarstva
znanosti i obrazovanja RH. Urednik
ovog sveucilisnog udZbenika je prof. dr.
sc. Boris Obsieger, a knjigu su

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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recenzirali prof. dr. sc. Filip Culo s
Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu i prof. dr. sc. Bojan Poli¢ s
Medicinskog fakulteta u Rijeci.

Knjiga je podijeljena u 9 poglavlja.
Poglavlja  knjige su medusobno
povezana, ali je knjiga strukturirana
tako da se moze citati i uz preskakanje
gjelina. Prvo poglavlje ,Znanost o
laboratorijskim  Zivotinjama”  daje
osnovne definicije i kratku povijest
razvoja znanosti o laboratorijskim
zivotinjama. Slijedi poglavlje
»Laboratorijske Zzivotinje” u kojem je
prikazana biologija naj¢esce koristenih
zivotinja u znanstvenim istrazivanjima
(mi$, Stakor, zamorce i kunic).

Poglavlje ,Odrzavanje laboratorijskih
zivotinja” detaljno opisuje nacine rada
postupanja u suvremenim animalnim
jedinicama, potrebne uvjete prostora i
opreme za suvremeni uzgoj
laboratorijskih ~ zivotinja te nacine
odrzavanja zivotinja, uz odgovarajuci
stalni zdravstveni nadzor.

U poglavljima ,Osnovna genetika
laboratorijskih  Zivotinja”, ,Mutirane
laboratorijske ~ Zivotinje”,  ,Serije
geneticki specijaliziranih sojeva” i

, Iransgeni¢ne laboratorijske
zivotinje” autorica posebnu paZnju
posvecuje jasnom i detaljnom opisu
osnovnih  genetickih pojmova te
objasnjava osnove genetickog nadzora
uzgoja  laboratorijskih  Zivotinja,
objasnjava pojmove krizanja i/ili
dobivanja pojedinih sojeva genskom
selekcijom, kako odrzavanjem
pozeljnih  prirodnih  mutacija  ili
manipulacijom gena u cilju dobivanja
genetski modificiranih zivotinja.

Autorica posebno poglavlje posvecuje
etickom  pristupu u radu s
laboratorijskim  Zivotinjama, te u
poglavlju , Laboratorijske Zivotinje u
Hrvatskoj” daje povijesni prikaz
razvoja znanosti o laboratorijskim
zivotinjama u nasoj zemlji osvréudi se i
na stanje vezano za europsku
regulativu i hrvatsko zakonodavstvo.
Knjizi su dodana i dva priloga: prikaz
povijesnog razvoj Hrvatskog drustva
za  znanost o  laboratorijskim
zivotinjama, kao i Eticki kodeks
Hrvatskoga drustva za znanost o
laboratorijskim Zivotinjama.

Vrijednost ove knjige za nase podrucje
je i to Sto je originalno pisana na
hrvatskom jeziku, ¢ime su uvedeni i
razjasnjeni brojni pojmovi za koje do
sada nije bilo odgovarajuce
terminologije, tako da knjiga na svom
kraju ima i vrlo iscrpan i koristan
pojmovnik. Literaturni pregled
upucuje  Citatelja  uglavhom na
pregledne radove, ali i na one u kojima
se mogu naci detaljniji podaci o
postupku ili svojstvima pojedinih
sojeva zivotinja.

Hrvatsko drustvo za znanost o
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Ova vrijedna knjiga je prije svega
namijenjena studentima  bioloskih,
biotehnickih i biomedicinskih studija te
svim istraziva¢ima koji u svom radu
koriste laboratorijske Zivotinje, kao i
onima koji se bave njihovim uzgojem.
Po opsegu i nac¢inu izlaganja knjiga je
primjerena za stjecanje osnovnih znanja
iz podrudja znanosti o laboratorijskim
zivotinjama, a s obzirom da je pisana na
pristupacan nacin moZze biti zanimljiva
i laicima.

Kako postoji trajna Zelja i nastojanje
Drustva da organiziranjem bibliote¢no-
informacijske  sluzbe  prikupljanje
podataka  potrebnih za rad s
laboratorijskim Zivotinjama, ova knjiga
predstavlja i prvi takav sveobuhvatan
udZbenik s podrudja naseg djelovanja.
Clanovi Drustva knjigu mogu naruéiti
putem nase e-mail adrese, te je kupiti
po promotivnoj cijeni.

Zivotopis autorice:

Doc. dr. sc. Lidija Suman diplomirala je
biologiju na Prirodoslovno- matema-
tickom fakultetu Sveucilista u Zagrebu,
gdje je i magistrirala te doktorirala iz
podrucja biomedicine. Ve¢i dio radnog
vijeka provela je u Institutu Ruder
Boskovi¢ kao voditeljica pogona za
laboratorijske Zivotinja.

Cijeli svoj radni vijek provela je u
unapredivanju tema vezanih za
znanost o laboratorijskim Zivotinjama.
Svoj veliki doprinos dala je kroz
aktivnost unutar Hrvatskog drustva
tiziologa, uvidjevsi potrebu osnivanja
sekcija radi boljeg i jaceg povezivanja i
razmjene iskustava znanstvenika i

strucnjaka koji u svom radu koriste
laboratorijske zivotinje.

Godine 1981. izabrana je za voditelja
sekcije za laboratorijske Zivotinje.
Sekcija je pod njenim vodstvom vrlo
intenzivno radila: pomagalo se u
podizanju uvjeta i standarda u drzanju
laboratorijskih zivotinja, a napravljen je
prvi sluzbeni popis uzgajalista
laboratorijskih Zzivotinja u Hrvatskoj
(objavljen u Period. biol. 1981.).

Sekcija 1990. godine prerasta u
Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim Zivotinjama, na c¢ijem
&elu dr. Suman ostaje 10 godina. U tom
periodu Drustvo donosi i prvi Eticki
kodeks o eticnom pristupu prema
zivotinjama. Od 2009-2011. radi u Rijeci
kao docent na MEF Ri i kao znanstveni
savjetnik u Odjelu za biotehnologiju
Sveucilista u Rijeci.

Predavala je Znanost o laboratorijskim
zivotinjama  na  postdiplomskim

studijima, Veterinarskog i Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu te na
Sveucdilistu u Rijeci. Godine 2011. odlazi
u mirovinu. Objavila je 27 znanstvenih
te 18 struc¢nih i drugih radova, njezin h
-index iznosi 14 a ukupna citiranost
njenih radova preko 650 puta.

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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este l zval)?

POSTUPCI
DOBIVANJA
TRANSGENICNIH
MISEV A

Miro Samsa

Uvod

Genetski

koristimo kao modele za izucavanje
humanih fizioloskih i patofizioloskih
procesa.

modificirane misSeve

Iako znamo $to je gen i $to je genom te
koja je njegova veli¢ina, funkcija vecine
gena za sada je jos uvijek nepoznata. Da
bismo odredili koju ulogu ima neki nas
gen od interesa, moramo mu
onemoguciti ili pak pojacati njegov
izrazaj (ekspresiju).

Ako onemogudéimo izrazaj gena u
genomu, dobiveni model misa
nazivamo , knock-out” i suprotno, ako
pak Zelimo pojacati izraZaj nekog gena,
dobivamo transgeni¢nog misa (,, knock-
in”). Transgeni¢ni mi$ je onaj koji u
svom genomu ima dodatnu kopiju gena
ili je u njegov genom uveden potpuno
ektopican gen (npr. GPF gen za
fluorescenciju).

Zasto mis?

MiSeve kao modele Kkoristimo iz
nekoliko razloga:

e miS je sisavac

e misji genom je sekvencioniran

e veli¢ina genoma misa priblizna je
veli¢ini humanog genoma (99%
misjih gena ima homolognog
partnera u humanom genomu)

o fiziologija miSa vrlo je sli¢na
humanoj

e linije su visoko srodene

e legla su brojna

e kratko generacijsko vrijeme

e relativno niski troskovi odrzavanja

Slika 1. Transgeni¢ni mi$ s uvedenim
GPF genom dobivenim iz meduze za

ekspresiju  zelenog fluorescentnog
proteina (eng. Green fluorescent
protein, GFP)

Cemu sluzi transgeni¢ni mis?

Kao 3to je ve¢ navedeno, transgenicne
miSeve koristimo za identifikaciju i
proucavanje uloge pojedinih gena, za
kontrolu genske ekspresije,
proucavanje bolesti, te u proizvodnji i
kontroli biofarmaceutika.

Hrvatsko drustvo za znanost o
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Transgenicna tehnologija

Jedan od  postupaka dobivanja
transgenicnih miSeva je takozvani
klasi¢an nac¢in u kojem moramo najprije
formirati transgen. Transgen se stvara
tako da izoliramo DNA Zeljenog gena,
dodamo regulatorne elemente koji
osiguravaju ispravno procesuiranje
RNA i ekspresiju u odredenom tkivu ili
organu. Ti regulatorni elementi su
promotor, pojac¢iva¢, transkripcijski
STOP i sekvenca.

Nakon $to smo formirali Zzeljeni
transgen, transgen se integrira u
genom. To ubacivanje transgena u
genom se moZe izvesti na nekoliko
nacina, kao sto je izravna transfekcija,
retroviralnatransfekcija u embrionalne
mati¢ne stanice (u daljnjem tekstu
EMS), te njihovo injiciranje u
blastociste, retroviralna infekcija u rane
embrije, izravno mikroinjiciranje DNA
u zigote, elektroporacija i elektrofuzija
(slika 2.).

Sve navedene integracije transgena u
genom nisu precizne i ovise 0 nizu
faktora. Da bi to izbjegli, danas
koristimo takozvane ciljane mutacije
gena (eng. gene targeting). Ciljanu
mutaciju gena postiZemo homolognom
rekombinacijom vektora u misjim EMS.

Rezultati ciljane mutacije mogu biti:

e knock-out (ciljana delecija ili
inaktivacija gena u genomu)

e knock-in - transgeni¢ni mi$ (ciljano
ubacivanje nekog genskog
elementa ili (trans) gena u toc¢no
odredeni genski lokus

Transgenicna tehnologija

Transgen sa regulacijskim clementima

PA

ES stanice Somatske stanice

7

Mkroinjiciranje u Kloniranje
‘mikr e jezgre
i enukleiranu zigotu)

Kimericne
rivotinje

ransgenicne zivotinje

croinjiciranje u muski
r§nuklcus zigote

Slika 2. Shematski prikaz transgenic¢ne
tehnologije

Usporedba metoda za proizvodnju
transgeni¢nih miSeva i metoda za
ciljanu mutaciju (eng. gene targeting)

Proizvodnja  transgeni¢nih  miSeva
(slika 3.) izvodi se tako da se konstruira
zeljeni konstrukt (gen s vektorom
injiciramo u muski pronukleus zigote-
C57Bl/6 crni ili 129 aguti) te se
implementira u jajovod
pseudogravidne Zzenke. Metoda za
ciljanu mutaciju sastoji se od ugradnje
DNA u EMS, odabira stanica koje
eksprimiraju Zeljeni gen, injiciranja
transformiranih stanica u unutrasnjost
blastociste te implementacije u
maternicu pseudogravidne Zenke.

Mikroinjiciranje homolognih
rekombinanti EMS u blastocistu

Kao donore blastocista koristimo soj
CB20, zbog vece produkcije blastocista.
Takoder moZe se koristiti i soj CD1. Kao
primaoce blastocista koristimo Zenke
F1 hibride (C57Bl/6 x Balb/C).

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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Uvjeti u vivarijju moraju biti
kontrolirani i mora postojati regulirani
rezim svijetlog i tamnog perioda (Zenke
u tom rezimu ovuliraju svakih 4 do 5
dana). Zenke moraju biti starije od 6
tiedana (u slucajevima hormonski
stimulirane superovulacije koriste se
zenke starosti 3 do 5 tjedana). Takoder
moraju biti osigurani dobri uvijeti
uzgoja (mir, temperatura 22 - 26 °C,
vlaznost 40 - 60 %, odgovarajuca jacina
svjetla, odsutnost patogena, higijena...).

B Knock-In or Knockout
O"" Targeting vector

DNA injected to mals C gg";ﬁ‘:’?:rfg‘:

pronucleus of fertilized  [> <] homolo:

oocyte == = homologous
l recombination

Targeted ES cells
selected and
expanded

A Transgenic

ha a2 ava Recombinant DNA

Injected oocyte Targeted ES cells
develops into early injected into early
mouse embryo mouse embryo
Embryo implanted Embryo implanted
* into uterus of < —ﬂ into uterus of
pseudopregnant = pseudopregnant
mouse mouse
: I
Chimeric mouse born
r@ x :% and mated with
normal mouse

—, —a,

Transgenic mouse Knock-in or Knockout mouse

Slika 3. Shematski prikaz metoda
stvaranja transgeni¢nih miseva

Davateljice blastocista stavljamo na
parenje (CB20Q x CB203), te iduce jutro
kontroliramo prisutnost vaginalnog
plaka. Zenke s  evidentiranim
prisustvom plaka odvajaju se u
poseban kavez. Isti dan (prije perioda
tame u vivariju) stavljamo na parenje
zenke (F1) s  vazektomiranim
muzjacima (F1) koje ¢e nam sluziti kao
primateljice (akceptorice) blastocista.

Iduce jutro kontroliramo prisustvo
vaginalnog plaka. Pozitivne Zenke
odvajamo u poseban kavez. Nakon 3,5
dana od rasploda pozitivhe donorice
uzimamo za izolaciju blastocista.

Slika 4. Crvenim krugom oznacen je
pozitivni vaginalni plak donorice

Izolacija blastocista

Blastociste su razvojni oblik zametnih
stanica mi$a te nastaju 3,5 dana nakon
oplodnje u uterusu misice. Postupak
izolacije blastocista izvodi se tako da se
pozitivne CB20 miSice eutanaziraju
metodom cerebralne dislokacije. Mjesto
reza na kozi dezinficira se 75%
etanolom, trbusna Supljina se otvori i
maternica se izolira u cijelosti (oba roga
maternice sa cerviksom).

Izvadena maternica se dobro ocisti od
masnog tkiva, polozi u Petrijevu
zdjelicu te se oba roga isperu s 1 ml
medija za blastociste. Blastociste
lociramo pod lupom te ih pokupimo s
pripremljenom pipetom pazeéi da
uzmemo $to manje medija (Slika 5).

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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Slika 5. Izolacija blastocista; A) izolacija
maternice; B)  ispiranje = rogova
maternice C) izolirane blastociste misa

Mikroinjiciranje

Nakon skupljanja  blastociste u
kapilaru, prebacujemo je u prethodno
pripremljen , bunari¢” (1 ml M2 medija
prekriven sa mineralnim uljem u
poklopcu male Petrijeve zdjelice) (slika
6). Jako je bitno da su nam blastociste
smjestene na 1/3 povrsine medija kako
bismo imali drugu treéinu za
mikroinjiciranje i 1/3 za odlaganje
injiciranih blastocista.

Slika 6. Mikroinjiciranje A) oprema za
izvodenje mikro-manipulacije i invertni
mikroskop; B) polaganje blastocista u
bunari¢; C) wubrizgavanje muskih
,crnih“stanica sa transgenom u ,,zonu
pelucidu” blastociste.

Kad smo sve blastociste (CB20 bijele)
injicirali stanicama u kojima se nalazi
konstruirani konstrukt (C57 Bl/6 crne
ili 129 aguti), pokupimo te blastociste u
kapilaru te ih isperemo jo$ jednom u M2
mediju kako bi ih isprali od ostataka
mineralnog wulja. Sljede¢i korak je
transfer  blastocista u  maternicu
pseudogravidne (F1) zenke.

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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Embriotransfer

Blastociste moZemo injicirati u jedan
rog (do 10 stanica) ili u oba roga
(ukupno do 15 stanica) maternice
pseudogravidne zenke. Zenka se uvede
u opc¢u anesteziju. Operativnho mjesto
koje se nalazi izmedu rebrenog luka,
kraljeznice i kuka obrijemo i

dezinficiramo etanolom (slika 7.).
Napravimo mali otvor ispod kojeg se
nalazi maternica, koji se prosiri
odvajanjem koze od potkozja oko
mjesta zarezivanja da ne smeta kod
manipulacije.

Slika 7. Priprema pseudogravidne
zenke za inokulaciju blastocista

Vazan pokazatelj uspjesnosti
pripremljenosti Zenke za prihvat
stanica je jajnik. Crvene tockice
(petehijalno krvarenje kao posljedica
ovulacije) oznacavaju nam  broj
ovulacija, jer ako ih ne uo¢imo transfer
necemo ni izvesti, jer uocavanje plaka je
vrlo subjektivna metoda procjene
pojedinca i u slucaju da je krivo
procijenjen, Zenka nece biti spremna za
prihvat blastocista i cijela procedura
nece biti uspjeSna. Zatim zareZemo i

potkozje te lagano izdvojimo maternicu
od okolnog masnog tkiva.

Za masni jastuci¢ koji se nalazi iznad
jajnika uhvatimo kopcicu (eng. serrafin
clip) i polozimo preko miSice c¢ime
lagano fiksiramo rog maternice. Na
vrhu roga napravimo iglom maleni
otvor kroz koji uz pomo¢ aspiratora
lagano ispusemo blastociste iz kapilare
sa $to manje medija. Potom organe
vratimo u trbusnu Supljinu, a kozu
zasijemo. Operiranu miSicu pazljivo
polegnemo u kavez na grijaci jastuk da
bi izbjegli pothladivanje zivotinje do
budenja iz anestezije. Rezultat cijelog
postupka ocekujemo nakon 17 do 18
dana. Ako se cijeli postupak odradi
uspjesno, kao rezultat dobijemo
kimeri¢ne (dvobojne) miseve (slika 8.).

Slika 8. Primjer kimeri¢nih miSeva

Takve kimeri¢ne miseve parimo sa
C57Bl/6  miSevima te  prijenos
genetskog  materijala  kontroliramo
PCR-om. Nakon testiranja potomstva
na prisutnost Zeljenog gena (50 % de
imati mutirani alel, a obi¢no se kod
ciljane mutacije mutira samo jedan alel)
krizamo heterozigote kako bismo dobili
homozigote (25 % homozigota, 50%
heterozigota i 25% divlji tip.).

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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KUNIC KAO
ANIMALNI MODEL U
ISTRAZIVAN]JU
POSTEROLATERALNE
SPINALNE FUZIJE

Vladimir Farkas

Uvod

Bol u slabinskom dijelu kralje$nice je

vrlo ¢est simptom, koji se javlja u svim
zemljama svijeta, neovisno o
razvijenosti i u ljudi svih dobnih
kategorija (Hartvigsen i sur., 2018.).
Ovaj miSi¢no-kostani problem ima
izuzetno  visoku prevalenciju i
ponovljivost. Tako ¢e 84% ljudi barem
jednom u Zivotu iskusiti bol u
slabinskom dijelu kralje$nice, dok ce
55% ljudi iskusiti najmanje 10 epizoda
pojave simptoma kroz Zzivotni vijek
(Donelson i sur., 2012.).

LijeCenje boli u slabinskom dijelu
kraljesnice se provodi konzervativnim i
kirurskim  metodama. Posljednjih
desetljeca, raste broj kirurskih zahvata
kao terapije boli slabinskog dijela
kraljeSnice, a operacijske tehnike
postaju sve sloZenije (Deyo i sur., 2010.).
Zbog napretka u kirurskoj tehnici,
laminektomiju, ranije najcesce
izvodenu tehniku, postupno zamjenjuje
spinalna fuzija zbog manjeg rizika od
nestabilnosti i deformacije kraljeska
nakon operacije (Bae i sur., 2013.).

Spinalna fuzija

Spinalna fuzija podrazumijeva spajanje
dva susjedna kraljeska u svrhu
prevencije bolnosti kraljesnice. Razne
tehnike spinalne fuzije su najcesce
izvodene operacije kraljesnice, i samo u
SAD-u, godisnje ih se napravi oko 450
000 (Resnick, 2007.). Od tehnika
spinalne  fuzije, = posterolateralna
spinalna fuzija (PLF) je najizvodenija.

Za dugoro¢nu uspjeSnost spinalne
fuzije, neophodno je da se izmedu
segmenata kraljeSnice stvori ¢vrsto
kostano premostenje koje ¢e osigurati
trajnu imobilizaciju koja je klju¢na u
sprjeavanju pojave boli prilikom
pokretanja (Young i sur., 2007.). Kako bi
se potaklo stvaranje i postiglo $to ¢vrsce
premostenje, u spinalnim fuzijama
koriste se materijali s osteogenetskim
svojstvima (graf materijali). Upravo
zbog izrazenih osteogenetskih
svojstava, ukljuc¢ujuéi osteokondukciju
i osteoindukciju, autograft je najcesce
koriSteni materijal i predstavlja ,zlatni
standard” medu graft materijalima
(Carlisle i Fishgrund, 2005.).

Upotreba autografta sa sobom nosi
neka ogranicenja i komplikacije (Tushar
i sur, 2002.), a samo njegovo
prikupljanje uzrokuje pojavu kroni¢ne
boli u do 25% pacijenata (Summers i
Eisenstein, 1989.). Razmatranje
koristenja alografta kao zamjene za
autograft nije preporucljivo jer je
postotak uspjeSnosti fuzije znacajno
manji prilikom koriStenja alografta
(Jorgenson i sur., 1994.).

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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Unatoc¢ svim naporima da se unaprijedi
operacijska tehnika spinalne fuzije,
postotak nesrastanja segmenata
kraljesnice je i dalje visok te, ovisno o
studijama, prosjecno iznosi oko 30%
(Sandhu i Khan, 2002.; Valdes i sur.
2007.). Nadalje, uspjeh revizijskih
operacija je vrlo nizak (Farrar i sur.,
2001.). Navedene komplikacije, u
kombinaciji sa visokom ucestalosti
nesrastanja, razlog su kontinuiranog
napora istrazivaca da pokuSaju naci
alternative = materijale = kako  bi
unaprijedili postoje¢e metode. U tim
nastojanjima, od iznimnog je znacaja
koristenje animalnih modela.

Model PLF u kuniéa

Animalni modeli se koriste kako bi
dokazali  koncept te  provjerili
izvedivost i ucinkovitost pokusnih
materijala i metoda (Sandhu i Khan,
2002.). Od pocetka 20-tog stoljeca, kada
je pas koristen kao prvi animalni model
spinalne fuzije (Albee, 1913.), mnoge
druge vrste su koristene i mnogi
animalni modeli su razvijeni za
istrazivanje spinalne fuzije.

Odabir animalnog modela cesto
predstavlja  kompromis. U tom
kompromisu, s jedne strane su animalni
modeli s boljom podudarnoséu s
ljudskom anatomijom, fiziologojom i
biomehanikom, ali sa sobom nose
druge poteskoce poput etickih briga,
visoke cijene itd. (npr. primati) dok su s
druge strane modeli koji imaju druge
prednosti, poput lake manifulacije i
odrzavanja, niske cijene drzanja, manjih
etickih briga itd. (npr. glodavci). Kuni¢
kao pokusna Zivotinja je zadovoljio

mnoge kriterije navedenog
kompromisa i s vremenom je postao
najvazniji animalni model koristen za
istrazivanja spinalne fuzije.

Trenutni PLF model kuniéa je
uspostavio Bodenisur. (1995.) i od tada
je PLF postala najcesée koristena
tehnika na kuni¢cu kao modelu za
spinalnu kirurgiju (Drespe i sur., 2005.).
Dvije glavne odlike tog modela su
repliciranje humane PLF tehnike i
postotak nesrastanja kraljesaka vrlo
slican onome u ljudi (Virk i sur., 2016.).
Druge tehnike spinalne fuzije, poput
anteriorne cervikalne, torakalne i
lumbalne su samo sporadi¢no opisane
u kunica (Karaismailoglu i sur., 2002.).

Zahvat ima za cilj izloziti dorzalne
povrsine poprec¢nih nastavaka
slabinskih  kraljesaka od interesa
(najcesce L4-L6) kako bi se ugradio
graft materijal. Treba napomenuti da
kuni¢ ima 7 slabinskih kraljesaka, za
razliku od ¢ovjeka koji ima 5. Inicijalni
medijani rez na koZi radi se na razini
kraljeSaka od interesa uz proSirenje na
razinu jednog kraljeska vise u
kranijalnom i kaudalnom smjeru.

Nakon otvaranja koZze, paramedijano se
otvara fascija i tupo se ispreparira
prostor izmedu M. multifidus i M.
longisimus thoracis da se prikazu
poprecni nastavci slabinskih kraljeSaka
od interesa i njihova intratransverzalna
membrana. Prije ugradnje graft
materijala, dorzalne povrsine
popre¢nih nastavaka se dekorticiraju
(ukloni se kortikalna kost i izlozi
kostana srz) kirurskom busSilicom.
Nakon ugradnje graft materijala
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izmedu dva dekorticirana poprec¢na
nastavka, rana se zatvara po slojevima.

Riordan i sur. (2013.) su objavili
opseznu meta-analizu o pouzdanosti
Bodenovog modela PLF u kunica,
analizirajuci 56 publikacija u razdoblju
od 1995. do 2011., koje ukljuc¢uju 733
kuni¢a. Stavljaju¢i u  korelaciju
uspjesnost fuzije i neke karakteristike
kunica, donijeli su zakljuc¢ake bitne za
uspjesnu  provedbu PLF modela u
kunica: 1) uspjesnost fuzije je veda u
zenki nego u muzjaka, ali razlika nije
znacajna, 2) nema znacajne razlike u
uspjesnosti fuzije izmedu kunica koji su
nauceni na ljudsku manipulaciju i koji
to nisu, 3) pronadena je znacajna razlika
izmedu mase Zivotinje i uspjeSnosti
spinalne fuzije odnosno Zivotinje mase
manje od 3 kg pokazivale su manju
uspjesnost fuzije, 4) nema znacajne
razlike u uspjesnosti fuzije izmedu soja
New Zeland White i Japanese White i 5)
iako nije bilo znacajne razlike izmedu
raznih starosnih skupina, preporuca se
koristenje zivotinja starijih od 6 mjeseci.

Kao nadogradnju Bodenovog modela
PLF u kunica, Grauer i sur. (2004.) su
razvili ,model spinalne pseudoartroze
u New Zealand White kunic¢a”. Taj
model je logi¢an nastavak primarnog
PLF modela jer, kao Sto je ranije
navedeno, postotak nesrastanja u
modelu PLF-a je visok i adekvatan
animalni model je bio potreban za
istrazivanje te ceste komplikacije. Taj
model se temelji na dobro poznatom i
ranije opisanom inhibitornom ucinku
nikotina na uspjesnost spinalne fuzije
(Silcox, 1995). U Grauerovom modelu,
zivotinje su podvrgute standardnoj PLF

tehnici (Boden i sur., 1995.), ali uz
aplikaciju nikotina u svrhu
povecavanja Sanse za nesrastanjem,
odnosno za razvojem pseudoartroze.
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RETROAKTIVNA
PROCJENE PROJEKTA

Ve »

Branka Bukovié¢ Sosi

Uvod

Svrha retroaktivne procjene (RP) je:

e procijeniti u kojoj mjeri su izvorne
pretpostavke,  ukljucujuéi  tezine
pokusa, bile to¢ne u vrijeme prijave
projekta nadleznom tijelu u svrhu
odobrenja

e procijeniti mogu li se identificirati
dodatne 3R strategije u okviru projekta
te kako se mogu ukljuciti u buduca
istrazivanja i

e povecati transparentnost prema
javnosti, ako se retroaktivna procjena
objavi.

Retroaktivne procjene projekata sluze
za potrebe poboljsanja dobrobiti
koristenih Zivotinja, kao i poboljSanje
etike, kvalitete znanosti i upravljanja
projektima.

Zakonodavni okvir

1. Zakon o zastiti zivotinja (Narodne
novine, broj 102/17)

2. Pravilnik o zastiti zivotinja koje se
koriste u znanstvene svrhe (Narodne
novine, broj 55/13 i 39/17) (u daljnjem
tekstu: Pravilnik)

3. Direktiva 2010/63/EU Europskoga
parlamenta i Vijeca od 22. rujna 2010. o

zastiti zivotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe

4. Project Evaluation and Retrospective
Assessment, DG Environment,
http:/ /ec.europa.eu/environment/che
micals/lab_animals/pubs_guidance_e
n.htm

Zahtjevi zakonodavstva

Retroaktivnoj procjeni moraju biti
podvrgnuti svi projekti:

a) koji koriste primate koji ne ukljuc¢uju
¢ovjeka

b) koji uklju¢uju pokuse razvrstane kao
»teSke« (Razvrstavanje projekata po
tezini je u skladu s Pravilnikom o zastiti
zivotinja koje se koriste u znanstvene

svrhe (Narodne novine, broj 55/13 i
39/17))

¢) u kojima bi se prouzrocila jaka bol,
patnja ili tjeskoba, a za koje je vjerojatno
da bi bili dugotrajni i da ih nije moguce
olaksati, uklju¢ujuéi pokuse u skladu sa
zastitnom klauzulom iz c¢lanka 50.
Pravilnika.

Koristi od retroaktivne procjene

Retroaktivna procjena daje priliku:

*da se sagledaju rezultati projekta u
usporedbi s postavljenim ciljevima i,
prema potrebi, razlozi zbog kojih ti
ciljevi nisu postignuti

*da se usporede stvarne Stete koje su
uzrokovane Zivotinjama u odnosu na
Stete predvidene u prijavi projekta

*da se usporedi stvarni broj
upotrijebljenih Zivotinja u odnosu na

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
(CI‘OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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procjenu i razmatranje razloga zbog
kojih je doslo do promjena

*za prepoznavanje poboljSanja u
buduéim istrazivanjima

*da se u slucaju da je tijekom
istrazivanja nesto poslo po zlu
analiziraju razlozi za to i izvuku pouke

*nadleznom tijelu za  provjeru
ucinkovitosti procjene
projekta/analizu Steta i koristi, ¢ime se
pruza sredstvo za osiguranje kvalitete i
poboljsanje dosljednosti

*za povecanje transparentnosti i
odgovornosti, posebno ako se objave
rezultati RP

*za Sirenje informacija o ishodu
projekta bez obzira na rezultate jer se
time:

- omogucuje bolje osmisljavanje
sli¢nih istrazivanja

- podize svijest o primjerenoj
upotrebi zivotinja i najboljoj praksi

- podiZe svijest o neprimjerenoj
upotrebi Zzivotinja i tako pridonosi
nacelu smanjenja

- sprje€ava  ponavljanje  istih
problema/pogresaka i

- pomaze nadleZznom tijelu da
preispita ucinkovitost procjene
projekta/analize Steta i koristi.

Isto tako je vazno i objavljivanje
rezultata retroaktivne procjene za
takozvane ,hegativne rezultate”
(studije kojima nisu dokazane prvotne
hipoteze) jer se time povecava baza
znanja, smanjuju rizici i neopravdana
udvostruc¢ivanja sli¢cnih  studija te
usmjeravaju buduca istraZivanja.

Cimbenici koji se uzimaju u obzir da
bi se utvrdilo treba 1li provesti
retroaktivnu procjenu:

a) prilikom uvodenja novih modela ili
novih istraZivackih podrucja

b) pri znac¢ajnoj nesigurnosti u pogledu
ishoda ili ucinaka na Zivotinje, npr.
stvaranje ili uzgoj odredenih geneticki
izmijenjenih linija

c¢) u zakonodavnom (regulatornom)
kontekstu, upotreba novih klasa
spojeva za koje postoji malo osnovnih
podataka, znanja ili iskustva

d) projekti u svrhu obrazovanja ili
osposobljavanja.

Ako je rije¢ o projektima za koje se
tijekom provodenja utvrdi da je tezina
pokusa veca od predvidenih (ako veé
nisu prepoznati kao takvi u prvotnom
postupku odobravanja projekta), osoba
odgovorna za provodenje projekta isto
mora prijaviti nadleZznom tijelu koje je
odobrilo projekt kako bi se izmijenilo
odobrenje projekta i dopustio nastavak
(takvi se projekti oznacuju kao oni za
koje je potrebna retroaktivna procjena).

Kada provesti retroaktivnu procjenu?

Retroaktivna se procjena provodi po
zavrSetku projekta. Primjerice, neke od
elementa kojima se procjenjuje ,jesu li
postignuti ciljevi projekta”, moguce je
koristiti tek po zavrsetku projekta.

Retroaktivnu procjenu provodi

nadlezno tijelo koje na temelju potrebne
dokumentacije koju je dostavio korisnik

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
(CI‘OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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Kako osigurati informacije potrebne
za provodenje retroaktivne procjene

Kako je u nekim sludajevima
najprimjerenije vrijeme za provodenje
retroaktivne procjene znatno nakon
zavrSetka projekta, od klju¢ne je
vaznosti razmotriti uspostavu
mehanizama kojima se osiguravaju
potrebne informacije za retroaktivnu
procjenu.

Iako je primarna odgovornost i dalje na
korisniku, odredenu odgovornost treba
snositi i osoba odgovorna za cjelokupno
provodenje projekta, a u svrhu
osiguranja  potrebnih  informacija.
Unutar procesa RP projekta potrebno je
osigurati mogucnost odredene
fleksibilnosti, = primjerice =~ dostava
stalnih/ periodi¢nih povratnih
informacija (npr. kroz publikacije,
mogucnosti poboljsanja), posebno ako
je rije¢ o dugotrajnim projektima (koji
mogu trajati i do pet godina).

U svrhu ostvarivanja proporcionalnosti
RP primjenjuju se kriteriji sli¢ni onima
koji su utvrdeni za procjenu projekta.
Informacije potrebne za RP projekta
dobivaju se s lokalne razine, gdje su
dostupne sve osobe koje su uklju¢ene u
projekt, gdje postoji pristup svim
vaznim informacijama i mogu se
pravodobno uvesti poboljsanja tijekom
provodenja projekta, kao i od svih
mjerodavnih osoba - onih uklju¢enih u
projekt i onih odgovornih za skrb o
zivotinjama i njihovu dobrobit.

Za prikupljanje informacija razvijen je
obrazac s ve¢ utvrdenim pitanjima
kojemu se moZe pristupiti na

stranicama Uprave za veterinarstvo i
sigurnost hrane na  poveznici:
http:/ /www.veterinarstvo.hr/default.
aspx?id=64 Obrazac za dostavu
podataka za provodenje retroaktivne
procjene projekta. Takav je obrazac
koristan za pripremu materijala za RP
projekta kao i =za osobe Kkoje
pregledavaju materijale.

Istrazivaci bi trebali dobiti povratne
informacije kako bi u buduéim
istrazivanjima mogli uvesti
poboljsanja/ promjene.

Smjernice 0 zahtjevima za
informacijama potrebnim za RP

Za retroaktivhu procjenu projekta
potrebno je dostaviti informacije o:

1. tome jesu li ostvareni ciljevi projekta

2. Stetama koje su nanesene
zivotinjama, uklju¢ujuc¢i broj i vrste
upotrijebljenih Zivotinja i teZini pokusa
te

3. svim elementima koji mogu
doprinijeti ~ poboljSanju  provedbe
zahtjeva za primjenu nacela 3R
(zamjene, smanjenja i poboljsanja).

Rezultati koje treba
retroaktivnom procjenom:

postici

1. Povratne informacije istrazivackoj
skupini

Osoba (osobe) koja provodi RP treba bi
korisniku dostaviti povratne
informacije o pitanjima proizislim iz
postupka procjene. To moZze ukljucivati
prijedloge za daljnja poboljsanja i

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
(CI‘OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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preporuke o  Sirenju
informacija.

kljuénih

2. Sirenje informacija o upotrebi
zivotinja i nacelu 3R (i pozitivnih i
negativnih)

1. unutar objekta

2. promicanje publikacija i prezentacija
istrazivaca/korisnika

3. uloga Eti¢kog povjerenstva za zastitu
zivotinja koje se koriste u znanstvene
svrhe iz ¢lanka 36. Zakona u razmjeni
najboljih praksi pri Sirenju informacija

4. prepoznavanje, prikupljanje i
objavljivanje klju¢nih pitanja proizaslih
iz retroaktivne procjene.

3. AZzurirane informacije o netehnickim
sazecima projekata

Azuriranjem informacija o netehnickim
sazecima projekata poboljsava se
transparentnost u pogledu stvarnih
Steta i koristi povezanih s upotrebom
zivotinja u znanstvene svrhe. Uc¢inak se
moze poboljsati azuriranjem
netehnic¢kog saZetka projekta nakon sto
se provede retroaktivha procjena
projekta.

4. Dobivene informacije se mogu
iskoristiti pri razmatranju u¢inkovitosti
procjene projekta i pri osposobljavanju
procjenitelja projekata i osoba koje
provode retroaktivnu procjenu.

Kljuéni su ciljevi tih procesa osigurati
da se znanstveni pokusi na

Zivotinjama provode jedino:

1. kad su valjano obrazloZeni

2. kad ne postoje alternative koristenju
zivotinja

3. kad se upotrebljava minimalan broj
zivotinja i

4. tijekom pokusa se nanosi zivotinjama
najmanju bol, patnju, tjeskobu ili trajna
ostecenja

u skladu sa znanstvenim potrebama,
uzimajuéi u obzir eticka nacela te
postojanje sustava preispitivanja kako
bi se osigurala stalna usredotocenost na
poboljsanje nacela 3R.

Korisne poveznice:

1. Europska
Environment):
http:/ /ec.europa.eu/environment/che
micals/lab_animals/home_en.htm

komisija (DG

2. Preporuke Europske komisije:
ec.europa.eu/environment/chemicals
/lab_animals/pubs_guidance_en.htm

3. Vodi¢ za procjenu projekta i
retroaktivnu procjenu:
http:/ /ec.europa.eu/environment/che
micals/lab_animals/pdf/guidance/pr
oject_evaluation/hr.pdf

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
(CI‘OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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Dopadusja

3. ZNANSTVENO-
STRUCNI SIMPOZI]
CROLASA-eI2.
ZAJEDNICKI SKUP
CROLASA-e I SLAS-a S
MEDUNARODNIM
SUDJELOVANJEM

“POKUSNE ZIVOTINJE
U ZNANSTVENIM
ISTRAZIVANJIMA”

Dubravka Svob Strac

U organizaciji Hrvatskog drustva za

znanost o laboratorijskim zivotinjama
(CroLASA) i u suradnji sa Slovenskim
drustvom za laboratorijske Zivali
(SLAS), 25. i 26. listopada 2018. godine
u Dvorani Matice hrvatske na
Strossmayerovom trgu 4 u Zagrebu
odrzan je Tred¢i znanstveno-strucni
simpozij CroLASA-e i 2. zajednicki
skup CroLASA-e i SLAS-a s
medunarodnim sudjelovanjem pod
nazivom  «Pokusne  Zzivotinje u
znanstvenim istrazivanjima».

Organizacijski odbor Simpozija ¢inili su
Sofia Blazevi¢, Julija Erhardt, Vladimir
Farkas, Damjan Franjevi¢, Maja Lang
Balija, = Maja  Lazarus, @ Andreja
Prevendar Crnié, Blanka Smolié, i
Dubravka Svob Strac.

Znanstveni odbor Simpozija sa¢injavali
su Srecko Gajovié, Andrea Gudan
Kurilj, ~Marija Heffer, Dubravka

Hranilovi¢, Natasa Jovanov Milosevig,
Simona Kranjc, Valentina Kubale
Dvojmo¢, Nada Orsoli¢, Martina Perse,
Tatjana Pirman, Bojan Poli¢, Damir
Sapunar, te Ranko Stojkovié. SluZbeni
jezici Simpozija bili su hrvatski i
engleski jezik.

Simpozij je otvorila 25. listopada 2018.
godine predsjednica CroLASA-e dr. sc.
Julija Erhardt, zahvalila se
organizacijskom i znanstvenom odboru
kao i svim prisutnim sudionicima
skupa, te napomenula da se ovaj skup
odrzava na 40. obljetnicu postojanja
FELASA-e. Dr. sc. Julija Erhardt
ukratko je predstavila dosadasnji rad i
nacin djelovanje FELASA. Okupljene je
potom pozvala i predsjednica SLAS-a
dr. sc. Martina Perse, koja je izrazila
zadovoljstvo nac¢inom suradnje nasih
dvaju drustava.

SluZbeni program zapoceo je sekcijom
u kojoj su dominirala predavanja o
novim animalnim modelima i nac¢inima
njihovog koristenja u biomedicinskim
istrazivanjima.

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
(CI‘OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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Sekcija je otvorena izvrsnim plenarnim
predavanjem prof. dr. sc. Bojana Polic¢a
~Nova wuloga starog igraca: IFNy

posredovana komunikacija
imunoloskog i endokrinog sustava kod
virusnih infekcija® koje je potaklo
zanimljivu raspravu o kompleksnoj

uzajamnoj povezanosti virusne
infekcije, ~ imunoloskog  odgovora,
dijabetesa i pretilosti.

Slijedilo  je  takoder  zanimljivo

predavanje prof. dr. sc. Srecka Gajovica
pod naslovom ,Multimodalno
oslikavanje kao vazan alat =za
poboljsanje  pretklinickih  studija
ishemijskog mozdanog udara kod
misa” . U predavanju su predstavljeni
najnoviji rezultati dobiveni primjenom
multimodalnog  pristupa koji je
kombinirao bioluminiscenciju i MRI na
MCAO modelu ishemijskog mozdanog
udara u genetski modificiranih miseva
bez funkcije Tlr2 gena.

Prva sekcija zavrsila je predavanjem dr.
sc. Vladimira Farkasa , PET oslikavanje
u istrazivanju animalnih modela” u
kojem su ukratko opisani PET
instrumentacija, osnovni  principi
snimanja PET-om, planiranje PET
eksperimenta, obrada slike i podataka

dobivenih PET-om, te primjeri primjene
PET snimanja u Zivotinjskim modelima.

Druga sekcija zapocela je predavanjem
dr. sc. Marijane Popovi¢ Hadzija ,In
vivo i in vitro modeli u istrazivanju
Secerne bolesti” u kojem je predavacica
najprije dala kratki pregled saznanja o
dijabetesu, a zatim se fokusirala na
misje modele, s posebnim naglaskom
na novu metodu za analizu urina, te
preliminarne  rezultate = dobivene
koristenjem Caco-2 stani¢ne linije.

Slijedilo je predavanje doc. dr. sc.
Kristine Pilipovi¢ ,Eksperimentalni
modeli traumatske ozljede mozga” ,
koje je dalo pregled, te kriticku analizu
trenutno najcesce koriStenih modela
traumatske ozljede mozga (TBI),
uklju¢ujudi in vivo i in vitro pristupe u
eksperimentalnom istrazivanju TBL
Osim toga, predavacica je prikazala
novije rezultate vlastitog istrazivanja na
razli¢itim TBI modelima.

U predavanju dr. sc. Simone Kranjc, iz
Slovenije ,Genska terapija u modelu
animalnih tumora” mogli smo cuti o
efikasnim metodama unosa genetskog

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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imunoloskim  aspektima  prilikom
terapije animalnih solidnih tumora.

Dr. sc. Zeljka Veceri¢ Haler odrzala je
predavanje pod nazivom ,Terapija
mati¢nim stanicama u Zzivotinjskom
modelu ozljede bubrega - pretklinicka
obecanja i izazovi za transplantaciju”. U
okviru predavanja predavacica je

kriticki sumirala rezultate
transplantacije mezenhimalnih
mati¢nih  stanica u  Zivotinjskim

modelima ozljede bubrega, istaknula
najnovije dokaze iz klinic¢kih ispitivanja
u tijeku i izrazila zabrinutost temeljenu
na iskustvu vezano =za translaciju
rezultata transplantacije MSC-a sa
zivotinjskih modela u klinicku terapiju
zatajenja bubrega.

Posljednje predavanje u drugoj sekciji
odrzao je prof. dr. sc. Domoagoj biki¢.
U okviru njegovog predavanja
,Metabolicki sindrom, lipidna
fiziologija - animalni i alternativni
modeli” predstavljeni su najcesce
zivotinjski ~ modeli  (prehrambeni,
genetski, epigenetski) koriSteni u
istrazivanjima metaboli¢kog sindroma i
lipidne fiziologije te primjeri mogucih
alternativnih  istrazivackih modela.
Prikazan je i primjer usporedbe in vivo i
in vitro modela u istraZivanjima
sinergistickog  ucinka akumulacije
kolesterola i oksidativhog stresa u
neurodegenerativnim bolestima.

Treca sekcija zapocela je uvodnim
rije¢ima gosp. Hrvoja Komca, direktora
MMK trgovine koja je bila zlatni
sponzor Simpozija, nakon cega je gosp.
Carlo Demalde, predstavnik tvrtke
Tecniplast & IWT odrzao predavanje

pod naslovom ,Napredna rjeSenja za
nastambe laboratorijskih Zivotinja“ na
kojem je  predstavio  najnovije
drZanje

proizvode za uzgoj i
laboratorijskih zivotinja.

Slijedilo je predavanje dr. sc. Igora
Slivca ,3R - Tehnologija Zivotinjskih
stanica - dosezi i izazovi” u kojem smo
mogli ¢uti o 3 glavna stani¢na modela,
uspostavljena kao 2D ili 3D kultura
stanica, a koja su Siroko primijenjenaiu
istrazivanju i tehnologiji: primarne
stanice, imortalizirane stani¢ne linije i
matic¢ne stanice.

Jo§ jedno predavanje u sekciji
posvecenoj 3R pristupu bilo je
predavanje ,Primjer 3R pristupa na
modelu D. melanogaster: ispitivanje
neurogenetike ovisnosti 0
psihostimulansima” koje je odrzala
prof. dr. sc. Rozi Andreti¢ Waldovski.
Predavacica je dala prikaz uporabe D.
melanogaster u istrazivanjima koja imaju

za cilj definirati neurogenetske
mehanizme koji su temelj razvoja
ovisnosti 0 psihostimulansima,

kokainu i metamfetaminu. Takoder je
pokazala kako su studije usmjerene na
odredivanje kako geni utjecu na
promjenu ponasanja nakon izlaganja
psihostimulansa kod D. melanogaster

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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dobar primjer kako primjena principa
3R ne ogranicava tipove ili ishode
studija koji doprinose razumijevanju
slozenih poremecaja ponasanja u ljudi.

Nakon sekcije posvecene 3R pristupu
slijedila je poster sekcija na kojoj je suu
okviru 16 postera kratko predstavljeni
najnoviji rezultati istrazivanja koja su
ukljucivala laboratorijske zivotinje.

U posljednjoj sekciji prvog dana
Simpozija mogli smo ¢uti predavanje
dr. sc. Martine Per$e pod naslovom

,Standardi u znanstvenim
istrazivanjima” Predavanje je saZelo
recentnu literaturu o temi i istaknulo
standarde u  istraZzivanjima na
zivotinjama s ciljem obracanja paznje
na nacelo 3R, kao i na ¢imbenike koji
utjecu na ponovljivost studija i
transparentnost izvjes¢ivanja u skladu s
ARRIVE  smjernicom ili zlatnim
standardnim popisom za objavljivanje.

Nakon toga, predavanje pod naslovom
»,Odabrani primjeri spontane patologije
i patologije starenja kod GEMs, NSG i
NOD miSeva” odrzala je prof. dr. sc.
Andrea Gudane Kurilj- U predavanju
su prikazani primjeri ocekivanih
fenotipova patologije, kao i uzroka ili

¢imbenika smrti Zivotinja posebno za
sojeve kao stosu C57BL/6,129i FVB/N
zbog njihove aktualne relevantnosti i
sveprisutnosti u pozadini genetski
modificiranih miseva. Takoder su
prikazani primjeri spontanih infekcija,
spontanih post-transplantacijskih
poremecaja i patologije starenja za NSG
i NOD misSeve koji se smatraju za
,zlatni  standard” domadina za
ksenotransplantacijske pokuse.

Slijedilo je predavanje gosp. Petera
Hepburna iz tvrtke Animal Care
Systems pod naslovom , Unapredenje
standarda u drzanju laboratorijskih
zivotinja na primjeru glodavaca”. Prvi
dan Simpozija zavrSio je dodjelom
nagrade za najbolju  postersku
prezentaciju  koju  je  troclano

povjerenstvo dodijelilo Sari Trsnki za
postersku prezentaciju ,, A non-invasive
rat model of perinatal hypoxic brain
lesion”, te ugodnim druZenjem uz
glazbu, vino i sir.

Drugi dan Simpozija zapoceo je
predavanjem prof. dr. sc. Dore Zelene iz
Madarske ,Opto- i farmakogenetski
pristupi u animalnim modelima”. U
okviru predavanja sazete su kriticne
tocke koje se odnose na opto- i
farmakogenetsku manipulaciju

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zZivotinjama
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specificnog podru¢ja mozga kod
mutiranih miSeva. Predavanje je
naglasilo da su potrebni detaljni
preliminarni pokusi i brojne kontrolne
skupine kako bi se izabrao najbolji
vektor i protokol i osiguralo da
mutirane Zzivotinje nemaju specifi¢an
fenotip, koji moze utjecati na ispitivano
ponasanje.

Zatim je mr. sc. Branka Bukovi¢ Sogi¢ iz
Ministarstva poljoprivrede odrzala
predavanje pod naslovom
~Retroaktivha procjena pokusa”, u
kojem je objasnila zasto je retroaktivna
procjena pokusa vazna za dobrobit
zivotinja, etiku, kvalitetu znanosti i
upravljanje projektima.

Dr. sc. Dasa Seveljevi¢ Jaran u
predavanju ,Razvrstavanje pokusa po
bolnosti” naglasila je kako se
klasifikacija tezine pokusa koristi za
klasificiranje Stetnih posljedica na
zivotinje koristene u znanstvene svrhe,
pri ¢emu je potrebno razmotriti: Sto se
radi s zivotinjom, s kojim ucdinkom,
koliko patnje moze uzrokovati i koja
poboljsanja mogu biti ukljucena.

Posljednje predavanje u ovoj sekciji
odrzala je dr. sc. Tatjana Priman pod
nazivom ,Utjecaj razli¢itih nacina
rukovanja na razvoj anksioznosti kod
laboratorijskih miseva”. U svom
predavanju predavacica je pokazala
kako koriStenje novih alternativnih
metoda rukovanja primjenom tunela i
otvorenih ruku moze smanjiti tjeskobu,
stres i nelagodu kod laboratorijskih
miSeva.

U sljedecoj sekciji prvo predavanje je
nosilo naziv ,Uloga optineurina u
amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi”, a
odrzala ga je doc. dr. sc. Ivana Munitic.
Rezultati prikazani u predavanju
otvaraju mogucénost da poremecaj
optineurin/ BK1-posredovane IFN-3
osi dovodi do imunoloskog zatajenja,
Ssto moZe predisponirati neuro-

degeneraciji, odnosno amiotrofi¢noj
lateralnoj sklerozi.

Zatim je Kaja Blagotinsek Cokan
odrzala predavanje ,Modeli
transgeni¢nih miseva i alternativni
pristup za proucavanje bezalkoholne
bolesti masnih i hepatocelularnog
karcinoma” u kojem je predstavila
sistemski pristup u istrazivanju ovih
bolesti s posebnim naglaskom na
transgenicne miseve, izolirane
hepatocite i dizajniranu imortaliziranu
stani¢nu liniju hepatocita.

Posljednje predavanje na Simpoziju
odrzao je Milan Kopecek iz tvrtke
FUJIFILM  VisualSonics, Inc pod
naslovom ,Photoacoustic and
Microultrasound Imaging in preclinical
research with the Vevo LAZR System:
Principles and Applications” u kojem je
predstavio najnovija tehnicka
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dostignuca iz podrudja in vivo bioloskog
oslikavanja.

Nakon toga Simpozij je sluzbeno
zatvorila predsjednica CroLASA-e dr.
sc. Julija Erhardt pri ¢emu se posebno
zahvalila i sponzorima Simpozija:
tvrtkama MMK trgovina, Techniplast,
KFTechnology, Idexx, Charles River,
Animal Care Systems, Bia, Dechra i
FUJIFILM VisualSonics, te je najavila
edukacijsku radionicu , Workshop on
the severity classification and reportig
under EU directive 2010/63/EU)".

Radionica je organizirana uz pomoc
Ministarstva poljoprivrede, Odjela za
dobrobit Zivotinja, a vodili su je David
Anderson i David Smith koji su u
okviru FELASA-ine radne skupine
intenzivno radili na izradi smjernica
procjene tezine pokusa, koje su postale
i temeljni dio dizajna i provodenja
pokusa, kao i dio redovitog statistickog
izvje$¢ivanja. Radionica se je sastojala
od predavanja, studija slucaja i
grupnog sudjelovanja, te rasprava.
Radionica je bila besplatna za sudionike
Simpozija te za ¢lanove Nacionalnog
etickog  povjerenstva za  zastitu

zivotinja koristenih u znanstvene svrhe.

Predstarljam

NAJNOVIJI PRISTUPI
U BIHEVIORALNOJ
NEUROZNANOSTT:
VIDEO PRACENTJE,
ANALIZA HODA

DRUGE TEHNIKE

Dubravka Svob Strac

Na predavanju odrZzanom 16. O01.

2019. na Medicinskom fakultetu u
Zagrebu mr. Albert Willemsen iz tvrtke
Noldus  Information  Technology,
Wageningen, Nizozemska, odrzao je
predavanje ,State of the art in
behavioral neuroscience: video
tracking, gait analysis and other
techniques".

U okviru predavanja predstavio je
rjeSenja za video nadzor Zivotinja u
razli¢itim testovima ponasSanja koji
koriste labirinte (mazes),
prepoznavanje novog objekta (novel
object recognition), kondicionirano
preferiranje mjesta (conditioned place
preference), otvoreno polje (open fied),
prisilno plivanje (Porsolt forced swim)
kondicioniranje strahom (fear
conditioning) i mnogim drugim.

U ovim bihevioralnim testovima koji se
primjenjuju za istrazivanje ucenja,
pamcenja, anksioznog i depresivnog
ponasanja, vrlo korisno orude je
program EthoVision XT kojim se moZe

Hrvatsko drustvo za znanost o
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pratiti aktivnost Zivotinja, prijedeni
put, vrijeme provedeno u odredenom
podrudju, vrijeme potrebno da Zivotinja
dode do odredenog podrucja, socijalna
interakcija, a  koji = omogucuje

automatsko prikupljanje podataka.

Slika 1. EthoVision XT

EthoVision XT se koristi u S$irokom
rasponu podrudja, uglavnom vezanih
za neuroznanost, kao Sto su
toksikologija, farmakologija,
psihofarmakologija, otkrivanje lijekova,
molekularna  biologija,  genetika,
bihevioralna neuroznanost, ali i u
primijenjenoj etologiji i studijama
dobrobiti zivotinja.

Osim pojedinac¢nih testova u kojima je
kavez u kojem Zivotinja normalno
boravi odvojen od aparature za
testiranje moguca je 1 primjena i
integrirane testne platforme
PhenoTyper u kojoj su te dvije cjeline
integrirane. Ovaj sustav omogucuje
kontinuirano pracdenje sa izazivanjem
minimalnih razina stresa jer vodi vise
racuna o bihevioralnoj dinamici, i
omogucuje testiranje prilagodeno ritmu
zivotinje i to u prirodnim uvjetima sa
niskom razinom stresa. Na taj nacin
mogu se mjeriti lokomotorna aktivnost,

konzumacija vode i hrane, kognicija,
anksioznost, kroni¢ni stres, deprivacija
sna, operantno kondicioniranje itd. te
tako unaprijediti interpretacija
podataka jedne domene uzimajuéi u
obzir druge domene. Mjerenja su
automatska i izbjegava se rukovanje
zivotinjama pri ¢emu se Stedi vrijeme i
smanjuje varijabilnost izazvana
utjecajem covjeka.

Slika 2. PhenoTyper

Pracenje ultrazvucnog glasanja
zivotinja ~mogucde je  primjenom
programa UltraVox XT koji omogucuje
snimanje c¢itavog spektra zvukova i
prikaz spektrograma u stvarnom
vremenu te filtriranje zvukova prema
frekvenciji, trajanju, amplitudi i
prekidima.

Slika 3. UltraVox XT
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Slika 4. Sonogram

Jo$ jedan vrlo koristan program je
Observer XT koji predstavlja manualni
program za videoanalizu koji se koristi
tamo gdje automacija nije moguca. To je
Cesto slucaj kod suptilnih ponasanja
(seksualno ponasanje, njega, agresivno
ponasanje) ili kod teskih uvjeta
osvijetljenja.

Slika 5. Observer XT

Hod je vrlo znacajni parametar za
pracenje. Promjene u hodu mogu biti
izazvane promjenama u sredi$njem ili
perifernom zZivéanom sustavu,
utjecane sa dobi, genetskim,
mehanickim, kemijskim i drugim
¢imbenicima. Program CatWalk XT je
sustav. sa  pracenje  motorickih
performansi koji omogucuje detaljnu
analizu hoda u Stakora i misSeva i to kod
zivotinja koje dobrovoljno hodaju, a
sastoji se od hardvera i softvera koji
omogucuje detekciju koraka, odnosno

Stakor ili mig dobrovoljno prelaze
staklenu ploc¢u (prema ciljnoj kutiji), a
otisci stopala se biljeze. CatWalk XT
vizualizira otiske i izra¢unava statistiku
vezanu za dimenzije ispisa i odnose
vremena i udaljenosti izmedu koraka.
Analiza hoda CatWalk XT potvrdena je
u istraZzivackim i eksperimentalnim
postupcima za nekoliko (neuroloskih)
poremecaja i lezija. Primjeri ukljucuju
ozljedu kraljezni¢ne mozdine i druge
ozljede zivaca, neuropatsku bol, artritis,
mozdani udar, Parkinsonovu bolest,
cerebelarnu  ataksiju,  traumatsku
ozljedu mozga, oStecenje perifernih
Zivaca itd.

Slika 6. CatWalk XT

S druge strane ErasmusLadder je
gjeloviti sustav za procjenu motorickih
performansi i motorickog ucenja kod
miSeva. Posebno je =zanimljiv za
istrazivace koji prouc¢avaju mali mozak,
cerebelarne poremecaje i ataksiju (npr.

otisaka Sapa osvjetljenjem.
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Parkinsonovi modeli). Osim toga
dokazano je koristan u migjim
modelima autizma. Ovaj kompletni
sustav sastoji se od hardvera i softvera.

Sam uredaj sastoji se od horizontalnih
ljestvi izmedu dvaju ciljnih kutija. Mi$
prolazi kroz ove ljestve, dok precke
osjetljive na dodir omogucuju sustavu
da mjeri vrijeme i duljinu koraka,
pogresne korake, straznje korake i
skokove, dok je funkcioniranje malog
mozga testirano u izazovu koji
ukljucuje podizanje barijere tijekom
testiranja.

Slika 5. ErasmusLadder

Cijeli niz specijaliziranih rjeSenja postoji
i za video pracenje riba, i to u testovima
otkrivanja novog tanka, t-maze testa,
drustvenog ponasanja (npr. plivanja u
jatu), itd. DanioVision je cjeloviti sustav
dizajniran za  eksperimenate s
licinkama zebrica, a ¢esto se koristi u
istrazivanjima vezanim za razvoj
liiekova,  farmakologiju,  genetiku
ponasanja i cirkadijalni ritam. Komora
za promatranje sastoji se od 96
bunar¢ica i omogucuje razli¢ite
podrazaje, kao sto su ciklus dana i nodi,

tapkanje, gornje svjetlo, optogenetika i
jos mnogo toga.

Slika 6. DanioVision

DanioScope je program za pracenje
parametra embrija i li¢inki zebrica, kao
Sto su aktivnost embrija,
kardiovaskularna mjerenja, morfologija
i protok «crijeva i krvi kao i
malformacije. Radi se o izravnhom
mjerenju na slikama pod mikroskopom.
Pogodan je za istraZivanja u podrudju
embriotoksikologije farmakologije,
razvoja, teratologije, itd.
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Slika 7. DanioScope
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/Vg/aw / zax/hﬂ'/mfb‘/
14th FELASA in association
with CLASA Congress, 10.-

13. 6, 2019, Prag, Ceska;
http:/ /www felasa2019.eu/

The LASA Animal Science
(Transgenic) Section,
Technical Forum: Surgical
Techniques and Innovations,
27.-28. 2. 2019., Oxfordshire,
UK http:/ /www .lasa.co.uk/
meetings/

15th Transgenic Technology
Meeting (TT2019) , 7.-10. 4.
2019., Kobe, Japan;
http:/ /www.tt2019.org/

44th Colloquium of the
French  Association  of
Laboratory Animal Science
and Technology, 2.-4. 10.

2019, La Rochelle,
Francuska;

https:/ /www.colloque-
afstal.com/2019/

Polish Laboratory Animal
Science Association
(PolLASA) Congress, 9.-11. 9.
2019.

Brosura: The German Working
Group for Cage Processing in
Animal Facilities (2016.) :
http:/ /www.felasa.eu/annou
ncements/new-cage-
processing-in-animal-
facilities-brochure

Dobrobit zivotinja za pokuse:
http:/ /veterinarstvo.hr/defau

lt.aspx?id=64
EURL- ECVAM.:/ /eurl-
ecvam.jrc.ec.europa.eu/

ﬁfamaay&
Osposobljavanje u podrudju zastite Zivotinja
u  znanstvene svrhe u  Hrvatskoj:
http:/ / veterinarstvo.hr/default.aspx?id=64

FELASA akreditirani tecajevi:
http:/ /www felasa.eu/accreditation-board-
for-education-training/ felasa-accredited-
courses2/

The Fondazione Guido Bernardini (FGB) nudi
2 stipendije za obrazovanje tehnicara koji se
brinu za Zzivotinje u podrudju biomedicinskih
znanosti. Rok: 1. veljace 2019.

https:/ /www .fondazioneguidobernardini.org

/en/news/ technician-training-scholarship-
2019.html

The Fondazione Guido Bernardini tecajevi
https:/ /www fondazioneguidobernardini.org
/en/programs.html

*'"Organizing and operating activities in a
rodent animal facility" 6.-8. 3. 2019., Milano,
Italija

*'"Intensive course on Biostatistic" 28.-29. 3.
2019., Milano, Italija

*"Microbiota and gnotobiotic rodents" 4.- 5. 4.
2019., Milano, Italija

*'"The management of genetically altered
rodent colonies" 9.-10. 5. 2019., Milano, Italija
*'Refinements in husbandry of ferrets and
pigs" 22.-23. 8. 2019., Hamburg, Njemacka

*"Microbiological monitoring of rodents:
traditional and innovative approaches 26.-27. 9.
2019., Milano, Italija

*'Severity and humane endpoints in fish
research" 4. 10. 2019., Bergen, Norveska
*'Organizing and operating activities in a
laboratory animal facility: II - Critical points
and bottlenecks”, 21.- 22. 11. 2019., Milano,
Italija

ON-LINE Charles River Short Course

http:/ /shortcourse.criver.com/
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