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Abtimost; Drastra

Na godisnjoj skupstini Hrvatskog
drustva za znanost o laboratorijskim
zivotinjama, odrzanoj 04. veljace
2021.g., izabrani su novi c¢lanovi tijela
Drustva i to kako slijedi:

Predsjednistvo
Predsjednica: Daga Seveljevi¢-Jaran
Potpredsjednica: Julija Erhardt
Tajnica: Maja Lazarus
Blagajnica: Gordana Nedi¢ Erjavec

Upravni odbor
Marija Heffer
Damir Sapunar
Ilija Brizié
Visnja Novali¢
Kresimir Severin

Nadzorni odbor
Dubravka Svob Strac
Natasa Jovanov Milogevic¢
Vesna Benkovié¢

Sud casti
Maja Lang Balija
Vladiana Crljen
Alenka Ballarin Perharié¢

Uz puno dobre volje i entuzijazma
novoizabrani ¢lanovi tijela Drustva su
zahvalni na ukazanom povjerenju te ce
nastojati nastaviti voditi Drustvo na
na¢in da se odrze visoki standardi
postavljeni od  strane  njihovih
prethodnika. Takoder, novo
Predsjednisvo se ovim putem, kako u

svoje, tako i u ime svih ¢lanova Drustva
zahvaljuje dosadasnjoj predsjednici
Drustva, Juliji Erhardt, te ostalim
¢lanovima Predsjednistva na radu i
uloZzenom trudu za dobrobit Drustva.
Novoizabrana predsjednica, Dasa
Seveljevi¢-Jaran, se obratila ¢lanovima
Drustva kroz dopis u kojem je
definirala niZe navedene ciljeve
Drustva za period 2021.-2023.g.

1) Pokretanje hrvatskog 3R centra
(pri tom treba wuzeti u obzir
Ministarstvo Poljoprivrede i Ured za
zastitu  dobrobiti  Zivotinja  kao
potencijalne partnere) koji bi posluZzio
kao centralna baza podataka svih
najrelevantnijih radova iz LAS podrudja
kao i baza linkova na ostale kvalitetne
on-line izvore.

2) Pokretanje "expert" drustvene
mreze (tehnicara i voditelja studija)
kroz koju bi se mogla izmjenjivati
znanja i iskustva te traziti strucna
pomoc¢ kod planiranja i izvjeStavanja in
vivo istrazivanja, buduéi da ARRIVE i
PREPARE smjernice nikad nece
zamijeniti specificno individualno i
kolektivno dugogodisnje prakti¢no
iskustvo u istrazivanju s
laboratorijskim Zivotinjama. Prvi korak
u tom smjeru bio bi popisivanje
specifi¢nih znanja ¢lanova kako bi dse
doslo do "kolektivnih znanja". Korisno
bi bilo kad bi svaki ¢lan na popisu osim
formalnog obrazovanja, naveo i listu
steCenih iskustva '"hands on" sa
zivotinjskim modelima u bazi¢nim i
primjenjenim istrazivanjima, uzimajuci
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u obzir radna iskustva i tehnicara i
voditelja istraZivanja.

3) Odrzavanje internih radionica
samo za c¢lanove CroLASA-e. Takve
radionice, odrzane od strane c¢lanova
Drustva, bi bile prigoda za sluzbeno
upoznavanje sa specificnim zanjima i
interesima c¢lanova te uvid u to s
kakvim sve znanjima se raspolaZe
unutar Drustva, koja nova podrucja se
zeli/treba istrazivati te tko suraduje sa
stranim institucijama i stru¢njacima i u
kojim zemljama, s ciljem povezivanja
na medunarodnom nivou.

Sukladno ciljevima, glavne
aktivnosti Drustva u 2021. godini
obuhvatile su formiranje radne skupine
za izradu prijedloga sheme bodovanja
kontinuiranog stru¢nog usavrsavanja
sa svrhom obnove LAS licence. Shema
predstavlja prijedlog Pravilnika i
objavljena je niZe u sklopu Biltena.

Takoder, obavljene su pripreme za
odrzavanje virtualnog mini simpozija u
dogovoru sa suorganizatorom,
Slovenskim drustvom za laboratorijske
zivali (SLAS). Raspored i program
predavanja objavljen je na web stranici
Drustva u prosincu 2021. godine, a
odrzava se tijekom 4 dana (jednom
mjesecno) od veljace do svibnja 2022. g,
Simpozij obuhvacda 10 predavanja
stranih i domacih stru¢njaka iz
podrucja znanosti o laboratorijskim
zivotinjama. Detaljnije obavijesti o
registraciji i kotizaciji, programu LAS
Serije webinara su dostupne na
mreznim stranicama drustva,

www.crolasa.com, a niZe prenosimo
opce informacije i program webinara.

Organizator

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim zivotinjama (CroLASA)
u suradnji sa Slovenskim drustvom za
laboratorijske zivali (SLAS)

Mjesto odrzZavanija

Zoom platforma, 10000 Zagreb
Datum odrzZavanja

16. veljace 2022., 9. ozujka 2022., 13.
travnja 2022., 11. svibnja 2022.
Oreanizacijski odbor

Maja Lang Balija, Maja Lazarus,
Martina Perse, Dasa éeveljevic’-]aran,
Dubravka Svob Strac

Sluzbeni jezici
Hrvatski i engleski jezik

Registracija

Za pristup webinarima dovoljno je
jednom ispuniti registracijski obrazac
na mreznoj stranici CroLASA-e

(www.crolasa.com) prije 10. veljace
2022. godine.
Kotizacija

Sudjelovanje  na  webinarima
besplatno je za c¢lanove CroLASA
drustva koji su podmirili ¢lanarinu za
2021. godinu kao i za sve ostale
zainteresirane kolege. Potvrdu o
sudjelovanju = na  webinaru uz
pripadaju¢e bodove Kontinuiranog
stru¢nog usavrSavanja ¢lanovi mogu
zatraziti u Drustvu bez naknade
(crolasal4@gmail.com ili
info@crolasa.com) nakon webinara. Za
ne-¢lanove ova potvrda s bodovima
izdavat ¢e se uz uplatu 50 kn po
odabranom predavanju na racun

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim Zivotinjama
(CI‘OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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Udruge: HRVATSKO DRUSTVO ZA
ZNANOST O LABORATORIJSKIM
ZIVOTIN]AMA, Rooseveltov trg 6,
Zagreb

IBAN: HR4623900011100319222

Svrha: IME 1 PREZIME, datum
webinara

Hrvatska postanska banka, d.d.,
Jurisic¢eva 4, 10 000 Zagreb

PROGRAM WEBINARA
1. LAS WEBINAR (16. veljace 2022.)

CroLASA &

2. LAS WEBINAR (9. ozujka 2022.)

Serban
Good practice in Morosan,
1400 - 1500 communicating a  University
nimal research to of
the public Sorbonne,
Francuska
AAALAC Javier
Program Guiillen,
15% -16%  Descriptionasa AAALACI
useful self- Europe,
evaluation tool Spanjolska
16% - 1615 Zatvaranje C&I?SLI:ZS?
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4. LAS WEBINAR (11. svibnja 2022.)
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este l zval)?

Strategije smanjenja
genetskog odstupanja
(engl. genetic drift) i
povecanja
eksperimentalne
reproducibilnosti u
istrazivanjima na
miSevima

Charles River Laboratories
International, Inc. 2017

Autor: Janine Low-Marchelli,
PhD, The Jackson Laboratory

Prilagodila: Dasa Seveljevi¢-
Jaran

Sazetak

Genetsko odstupanje se odvija u
svakoj samostalnoj misjoj uzgojnoj
koloniji i posjeduje potencijal da
negativno utje¢e na eksperimentalnu
reproducibilnost i znanstvene
zakljucke. Spontane mutacije
uzrokovane genetskim odstupanjem
mogu ostati neprimije¢ene godinama
sve dok takve mutacije same za sebe ne
postanu cilj specificnog znanstvenog
istrazivanja. lako se takve mutacije ne
mogu u  potpunosti  sprijeciti,
posljedicno genetsko odstupanje te

njihov utjecaj na znanstvena otkrica
moZe se umanjiti promisljenim i
pazljivim  gospodarenjem = misjom
zajednicom.

Budu¢i se pojedine misje
zajednice razlikuju po veli¢ini i
strategijama gospodarenja, primjena
cjelovite i to¢ne nomenklature misjih
sojeva, kao i popisivanje (evidencija)
izvornih podsojeva, poZeljna je i
korisna praksa za cijelu znanstvenu
zajednicu.

Znacaj genetske stabilnosti miSeva,
sudionika istrazivanja

Prosje¢ni istraziva¢ bioloskih
znanosti ne promislja detaljnije o
genetskom podrijetlu misa kao vaznom
znanstvenom  c¢imbeniku.  Glavni
prioriteti znanstvenika su osiguranje
financiranja istraZivanja, razumijevanje
znacajki  istrazivane  bolesti te
publiciranje rezultata istrazivanja.

Ipak, uspjesno postizanje ovih
ciljeva moguce je jedino ako se u misjoj
koloniji na kojoj se provodi istrazivanje
provode mijere odrzavanja genetske
stabilnosti te prevencije genetskog
odstupanja.

Pokusni misSevi su jedinstveni,
zivi elementi znanstvenog istraZivanja i
kao takvi se mijenjaju tijekom svog
zivota i, $to je od veceg znacaja, iz jedne
generacije u drugu. Naposlijetku,
nasljedne promjene u slijedu DNK
osnova su raznolikosti vrsta i evolucije
u divljini. Cak i wu odsustvu
evolucijskog pritiska, slijed DNK je
podlozan promjenama.

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim Zivotinjama
(CI‘OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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Na prvi pogled, takve mutacije
se ¢ine tihim, beznacajnim
fluktuacijama u genotipu pojedinca.
Ipak, ove naizgled beznacajne mutacije
mogu ozbiljno ugroziti
reproducibilnost eksperimenta.

Znanstvenici  koji ~ provode
istrazivanja na miSevima suoceni su s
izazovom. Uzgoj miSeva u svrhu in vivo
istrazivanja posjeduje svojstven rizik
koji propagira genetsku raznolikost pa
posljedicno  tome i  raznolikost
eksperimentalnih ishoda.

Od pokusa do pokusa, od
publikacije do publikacije, raznolikost
eksperimentalnih podataka i ishoda ne
pogoduju znanstvenom napretku.

Svrha ovog rada jest educirati
znanstvenike koji provode istrazivanja
na misevima o potencijalnim ucincima
genetskog odstupanja na napredak
istrazivanja te ponuditi i objasniti
najbolje prakse sa ciljem njegovog
smanjenja i poniStenja ukoliko bi se
utvrdila njegova pojava u misjoj
zajednici.

Detaljno izvjeStavanje sluzbene
nomenklature proizvodaca misjeg soja i
uzgojnih postupaka kod publiciranja
rezultata i prijava projekata samo su
neke od jednostavnih pozeljnih praksi
koje istrazivaci mogu primijeniti, a koje
unaprjeduju reproducibilnost in vivo
istrazivanja i odgovornu primjenu
zivotinja u istim.

Kako dolazi do genetskog odstupanja
i koja je njegova ucestalost u misjim
zajednicama?

Visoko srodivanje ili parenje
brace i sestara (engl. inbreeding)
uspjesna je metoda kojom se smanjuje
heterozigotnost na svakom genskom
lokusu misa ¢ime se postize jednoliki
fenotip i  osiguravaju  osnove
eksperimentalne reproducibilnosti.
Genetska homozigotnost omogucuje
usporedbu jedne varijable od interesa
izmedu kontrolne i eksperimentalne
grupe te se posljedicne razlike u
ofitanjima mogu dovesti u vezu sa
varijablom koja se istrazuje.

Slicno  principima koji su
zastupljeni u divljini, genotip dviju
populacija  uzgojenih  identi¢nim
»inbreeding” postupkom u izolaciji s
vremenom c¢e se postupno promijeniti.
Spontane mutacije se mogu pojaviti u
vidu polimorfizama jednog nukleotida,
delecija, inverzija, duplikacija i drugih
takvih greSaka koje se dogadaju u
vrijeme replikacije DNK i mejoze. Ovaj
proces nasumicnih pojava, nestajanja i
trajnog fiksiranja spontanih mutacija u
misjoj populaciji zovemo genetskim
odstupanjem  (Lee Silver, 1995).
Pojavnost i  koli¢ina  genetskog
odstupanja unutar aktivne rasplodne
zajednice varira, ali se pretpostavlja da
je dosta cesta. Prosjecno trajanje
aktivnog perioda rasploda u miseva je
3-4 mjeseca, a spolna zrelost nastupa s
5-8 tjedana starosti. Potomstvo obi¢no
dolazi na svijet 3 tjedna nakon parenja
roditelja. Izra¢un mjere spontanih
mutacija u populaciji od preko milijun
miSeva temeljen na promjenama boje
krzna ukazuje na to da jedna fenotipska
mutacija moZze nastupiti svake 1,8

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim Zivotinjama
(CI‘OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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rasplodne generacije (Drake i sur., 1998;
Russel and Russel, 1996).

Rizik od Sirenja spontane
mutacije unutar rasplodne linije vecdi je
u manjim populacijama (Slika 1A).
Svaka mutacija prisutna u misjoj
roditeljskoj rasplodnoj liniji naslijedit ¢e
se u otprilike pola potomstva koje ce
biti heterozigoti za tu mutaciju (Slika
1B). U visoko srodenim rasplodnim
misjim zajednicama, postoji 25% Sanse
da se ovakve mutacije fiksiraju
(postanu homozigotne) (Chamary and
Hurst, 2004; Drake i sur., 1998).

A

Large Colony
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Small Colony
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Slika 1: Rizik Sirenja spontane mutacije
vedi je u malim nego u velikim
kolonijama. A) Rizik Sirenja spontane
mutacije je veci u maloj nego u velikoj
koloniji. Vjerojatnost da d¢e se u
rasplodne svrhe koristiti mi§ sa
slu¢ajnom mutacijom (svjetlo plava
boja) je veéa u manjoj nego u velikoj
koloniji. B) U svakom sljede¢em
rasplodnom ciklusu postoji 25% Sanse
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da ¢e nova mutacija biti zastupljenija u
misjoj zajednici. Na primjer, pravilo
nasljedivanja prema Mendelu predvida
da ¢e F1 (engl. Fililal ili prva generacija
visoko srodenih  potomaka) biti
sastavljena od 50% divljih tipova (siva
boja) i 50% heterozigota za mutaciju
boje krzna (svjetlo plava boja). Ako se
slu¢ajno za rasplod odabralo dva
heterozigota, F2 (druga generacija
visoko  srodenih  potomaka) ce
sadrzavati ~ 25% divljih, 50%
heterozigota i 25% homozigota (tamno
plava). Ovakva raspodjela se nastavlja
sve dok cijela kolonija ne postane
homozigotna za doti¢nu mutaciju (F3,
F4). Genom, medutim, moZe napraviti
odmak u oba smjera ovisno o genotipu
rasplodnih miSeva - vjerojatnost da ce
se mutacija fiksirati je jednaka
vjerojatnosti da ¢e ona zauvijek nestati
iz kolonije.

Pokazatelji koji potvrduju da je doslo
do genetskog odstupanja: obiljezja
podsojeva

Podsoj je grana visoko srodenih
sojeva za koju se sumnja ili se pouzdano
zna da se genetski razlikuje od

roditeljske kolonije
(http:/ /www.informatics.jax.org/mgi
home/nomen/ strains.

shtml#substrains). Buduc¢i genetsko
odstupanje moze biti razli¢ito u dvije
populacije visoko srodenih miseva koji
su potekli od istih roditelja, obiljezje
podsoja najvaznija je komponenta
nomenklature. ObiljeZje podsoja u
svom  opisu sadrzi jedinstveni

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim Zivotinjama
(CI’OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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laboratorijski kod kojeg dodjeljuje
americki Institut za istrazivanja na
laboratorijskim  Zivotinjama (ILAR,
engl. Institute for Laboratory Animal
Research) (http://
dels.nas.edu/global/ilar/Lab- Codes).
Pomocu laboratorijskog koda
identificira se laboratorij ili istrazivac
koji je proizveo ili odrzava koloniju
doti¢nog misjeg soja (Tablica 1). Bududi
su laboratorijski kodovi sloZeni,
rodoslovlje soja se moze procitati iz
samog naziva soja/koda. Na primjer,
dugi niz godina je soj C57BL/6N] bio
uzgajan i distribuiran od strane
americkog Drzavnog zdravstvenog
instituta (NIH) (N), a sada taj soj uzgaja
i distribuira , The Jackson Laboratory”
(J) (Slika 3). Ekstenzija u nomenklaturi
uglavnom ukazuje na to da su izmedu
dva soja potvrdene genetske razlike.
ILAR dodjeljuje i odrzava
jedinstvene identifikatore za institute,
laboratorije ili pojedinacne
znanstvenike koji su zasluzni za
kreiranje i uspostavu rasplodne
kolonije nekog novog misjeg soja.

Tablica 1: Najc¢esci laboratorijski kodovi
koji se koriste u nomenklaturi
podsojeva

Lab Cote

Cr Charles River Laboratories

Hsd Envigo (formerly Harlan Laboratories)
J The Jackson Laboratory
N National Institutes of Health

Rj Centre D’Elevage R. Janvier

Tac Taconic Farms, Inc.

Suspektne genetske razlike izmedu
rasplodnih generacija (narastaja)

Svaki visoko srodeni soj koji se
odrZavao neovisno od roditeljskog kroz
20 uzastopnih rasplodnih generacija (u
trajanju od 5-6 godina) najvjerojatnije se
genetski  razlikuje od ishodisnih
predaka pa se zato smatra podsojem.
Dodatno, uzgoj novih
narastaja/generacija ima kumulativni
ucinak na genetsko odstupanje pa tako,
ako su dva laboratorija otkupila od
uzgajivaca misje sojeve istog porijekla,
a potom je svaki laboratorij taj soj
odrzavao i uzgajao kroz 10 generacija
uzastopnih visoko srodenih parenja,
svaki laboratorij je tako uzgojio
jedinstveni podsoj koji se smatra 20
rasplodnih generacija razdvojen od
onog u drugom laboratoriju (Slika 2).

Prve zajednice visoko srodenih
misjih sojeva (ukljucivsi C57BL/6,
DBA, C3H, BALB, CBA i druge) koje su
koriStene u bioloskim istrazivanjima
uspostavljene su prije gotovo 100
godina i danas se ¢esto primjenjuju u
iste svrhe. Kako su suvremene
zajednice tih sojeva razdvojene za 200 i
vise generacija od svojih ishodisnih
predaka, te kako ih mnogobrojne
svjetske institucije interno uzgajaju, u
svim tim suvremenim podsojevima je
kroz stoljetni vremenski period do$lo
do znacajnog (kumulativnog)
genetskog odstupanja u odnosu na
ishodisni soj od kojeg svi potjecu.
Uzimajué¢i u obzir nastalo genetsko
odstupanje, moguce je da se fenotipska
vidljiva obiljezja u populaciji danasnjih

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim Zivotinjama
(CI’OLASA) https:/ /www.crolasa.com
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sojeva razlikuju od onih koja su
zabiljeZena u ishodisnim populacijama,
od prije stotinjak godina.

C57BL/6

(A

Lah A Lah B

10 Generations 10 Generations
Sibling Matings Sibling Matings

Slika 2: Razvoj podsoja

Podsoj se razvije nakon 20
uzastopnih visoko srodenih (brat x
sestra) parenja (engl. inbreeding). Iako
dva laboratorija iz primjera u Slici 2
nisu pojedinaéno provela 20 uzastopnih
ciklusa parenja u visokom srodstvu,
Laboratorij A i B odrzavaju sojeve koji
su razdvojeni sa 20 rasplodnih
generacija. Dodavanje laboratorijskih
kodova na imena sojeva generalni je
pokazatelj da je izmedu dva soja doslo
do genetskog odstupanja.

Poznate genetske razlike izmedu podsojeva
koje se manifestiraju i kao fenotipske razlike

Podsojevi visokosrodenih
miSeva se, osim u genotipu, ponekad
razlikuju i po fenotipskim obiljeZjima.
Spontane mutacije ne uzrokuju uvijek
vidljive promjene u fenotipu, vec se se
mogu  fiksirati u  homozigotnoj
populaciji miseva bez  vidljivih

manifestacija i promjena na fenotipu
kroz duZi niz godina te kao takve
neprimjetno  proé¢i ispod radara
istrazivada koji gospodare misjom
kolonijom  koriste¢i =~ miSeve u
znanstvenim istrazivanjima. Tek su
vidljive fenotipske promjene ocigledni
dokaz da je doslo do genetskog
odstupanja. Dakle, otkrivanje
genetskog odstupanja moze ovisiti o
tome hoce li individualni laboratoriji
koji provode istrazivanja ¢iji rezultati
ovise o takvim mutacijama, prepoznati
da su neocekivani nisu posljedica
,neuspjelog eksperimenta” te daljnjim
ispitivanjem identificirati mutaciju koja
je odgovorna za aberantni fenotip.

Na primjer, roditeljski visoko
srodeni soj C3H posluzio je
istrazivac¢ima iz ,Jackson Laboratory”
(JL dalje u tekstu) za uspostavu dva
podsoja koji se naizgled nisu razlikovali
duzi niz godina. Dr. Walter Heston
uzgojio je soj 1930. godine (sada poznat
kao C3H/He]J). 1952. godine, Heston je
predao neke miSeve iz svog uzgoja
istrazivacu JL-a, Dr. Henry Outzen-u
(taj soj je sada poznat kao C3H/HeOul]).
Krajem 1960-tih, utvrdeno je da je
Hestonov soj otporan na izazov
lipopolisaharidom  (LPS), dok je
Outzen-ov soj ostao osjetljiv na izazov
LPS-om. Kasnije je mutacija dovedena u
vezu sa genom T1r4 koji je odgovoran za
prepoznavanje patogena i aktivaciju
urodenog imunosnog sustava (Poltorak
i sur., 1998a; Watson i sur., 1978). Do
trenutka identifikacije baze C u A na
nukleotidu 2342 u genu TIr4 mutacija se
fiksirala u Heston-ovom podsoju,
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vjerojatno u periodu izmedu 1958. i
1965. (Poltorak i sur., 1998b). Da nekim
slu¢ajem Heston-ov C3H podsoj nikad
nije bio tretiran LPS-om, vrlo vjerojatno
se Tlr4 mutacija ne bi identificirala te bi
zakljucci iz povijesnih istrazivanja iz
podrudja bazi¢ne imunologije na ovim
sojevima postali vrlo sporni.

Podsojevi  sadrze specificne  genomske
sljedove (sekvence)

Genetsko odstupanje se, osim
slu¢ajnim otkri¢em, moze sa sigurnoséu
identificirati i potvrditi postupkom
sekvenciranja genoma novonastalog
misjeg podsoja i njegovom usporedbom
sa referentnim (ishodisnim) genomom.
Zenka C57BL/6] je prva posluzila za
kompletno  sekvenciranje = miSjeg
genoma u sklopu "Mouse Genome
Sequencing Consortium" (hrv.
Konzorcij za sekvenciranje misjeg
genoma). Do danas je kompletno
sekvencirano 15 glavnih  visoko
srodenih misjih sojeva i svi su
pripadnici ,,J" podsojeva, to je sluzbeni
ILAR kod za ,Jackson Laboratory” (JL
dalje u tekstu) sojeve (Adams i sur.,
2015,
www.ensembl.org/Mus_musculus/ Inf
o/Strains) (Tablica 2)

Tablica 2: Genetske sekvence i
fenotipske znacajke su specifi¢ne za
podsoj

Complate Sequence! | Number of Datasets
Mouse Straln, Full Nomenc!ture. JAX® Siraln Number Profected by GSP
7 ¥
]

CGITBLG) 000504 a7
12961/5dmJ 002448 Y 133
Al 000546 Y 1w
JKRY 000546 Y 114
B0.128P2-Apoe™in/) 002052 Y T ¥
BALE/c! 000551 Y o
BALB/CBy 001025 118 ¥
G3HMed 000359 \7 158 Y
057BL/GH) 003304 Y 2 ¥
CAST/E 000228 ¢ o7
coay 0005566 Y 10 ¥
DRAM 000570 3fi Y
opA2) 000571 Y 168 ¥
VBN 001500 Y 133 Y
LR 000576, Y B
NOD;ShiLt) 001976 Y 106 Y
NOD.CBAT-Prkdo=4) 001303 Y a Y
HZOMHILL 002105 Y 49
PWKPhJ 003745 ¥ 43
¥
Y

SPRET/EW 001146
WSBE 001145

3
67

Y=da

Samo su misji podsojevi ,J" u
potpunosti sekvencirani, a rezultati
sekvenciranja pohranjeni su u Ensembl
bazu podataka (gdje Y znaci da). Mnogi
podsojevi imaju zabiljezeni
polimorfizam jednog nukleotida, a
genotipska osnova podsoja C57BL/6]
sluzi kao referentna (kontrola). Pored
informacije o SNP-u (polimorfizam
jednog nukleotida), tisue za podsoj
specificnih fenotipskih karakteristika
neovisno se kvantificiralo i rezultati
pohranjeni u MPD (baza misjih
fenotipova) bazi podataka dostupni su
za analizu. Velik broj sojeva JL se
distribuira posredstvom Charles Rivera
(CR) u Europi i Japanu i ti sojevi su
zastieni Jackson Laboratory (JL)
patentom koji garantira provodenje
programa genetske stabilnosti (Engl.
Genetic Stability Program, GSP).
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U svrhu identifikacije SNP-ova
(polimorfizam jednog nukleotida),
sindela”  (umetanje i  gubitak
nukleotida) i strukturnih varijacija u
odnosu na genom referentnog misa
C57BL/ 6], sekvencirano je vise od 20
visoko srodenih sojeva koristeci
pristupe kratki redoslijed (Frazer i sur.,
WWwWw.sanger.
ac.uk/science/data/mouse-genomes-
project).

Dodatno, poznate podatke o
SNP-ovima za pojedine podsojeve
moze se pronaci i usporedivati u prije
spomenutoj bazi MPD koja je
unificirana kolekcija genotipskih i
fenotipskih  karakteristika najcesce
koristenih misjih sojeva
(http:/ / phenome.jax.org).

Genotipska osnova misjih sojeva
utjece na znanstvene zakljucke

Kako je ranije opisano na
primjeru genetskog odstupanja
dokazanom za C3H misji soj, podsojevi
mogu razviti spontane mutacije koje
imaju potencijala utjecati na rezultate i
zaklju¢ke  istraZivanja. @ Ako  se
eksperimente na Zivotinjama ne
provodi u skladu s  dobrim
istrazivackim praksama, kao na primjer
primjenom podsojeva odgovarajucih
genotipova, rezultati mogu ozbiljno
ugroziti eksperimentalnu
reproducibilnost. Bez obzira na to jesu
li spontane mutacije nastale u uzgojnoj
nastambi proizvodaca ili u
pojedinacnim uzgojnim nastambama
krajnjih korisnika, kako znanstveni

istraziva¢ koji provodi in wivo
istrazivanja moZe znati koji je podsoj
najbolji za ostvarenje ciljeva njegovih
istrazivanja? @ Na  Zalost, nema
jednostavnog odgovora na to pitanje.
Najbolji nac¢in da se utvrdi ima li
varijabla genotip utjecaja na ciljeve
istrazivanja jest da se istovremeno
provedu identi¢ni pokusi na razli¢itim
podsojevima i  usporede  krajnji
rezultati. Kako je to u praksi nemoguce
provesti, najbolji nac¢in da se utvrdi
utjecaj genotipa  na  rezultate
istrazivanja jest da se o tome educira
putem publikacija drugih istrazivaca i
da se nastavi dopunjavati specifi¢na
znanja o tome koristeéi se u
istrazivanjima  identi¢nim, strogo
genetski definiranim podsojevima.

C57BL/6 podsojevi

Izmedu svih podsojeva visoko
srodenih misjih sojeva postoje razlike.
Soj C57BL/6 je najcesce koriSten u in
vivo istrazivanjima i, kao takav, najcesce
citiran u literaturi, u preko 37000
publikacija indeksiranih na PubMed-u
(Tablica 3). Ovaj rad c¢e se fokusirati
samo na publikacije koje opisuju razlike
izmedu clanova obitelji podsojeva
C57BL/6. Trenutacno postoji preko
16000 publikacija u sklopu kojih su
istraZzivanja provedena na originalnom
podsoju C57BL/6]. Postoji manji broj
publikacija u sklopu kojih su
istrazivanja provedena na podsojevima
proizaslim iz  originalnog  soja
C57BL/ 6]. Oko 1200 publikacija opisuje
istrazivanja provedena na podsojevima
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originalnog  soja C57BL/6N. U
nadolazeé¢im godinama se ocekuje da ce
primjena podsojeva C57BL/6N
znacajno porasti jer ¢e s vremenom biti
ciljano svih 20000 gena misjeg genoma
u C57BL/6N embrionalnim mati¢nim
stanicama u  sklopu  projekta
,International Knockout Mouse
Consortium (IKMC)” (Medunarodni
konzorcij ,knockout KO” miSeva) ili
tehnologijom ciljane mutacije.
(http:/ /www. mousephenotype.org/).

Tablica 3: Zastupljenost podsojeva
C57BL/ 6 u znanstvenim publikacijama.
U vrijeme publiciranja ovog rada,
termini koristeni za pretraZzivanje
PubMed baze podataka su bili

C57BL/6] i C57BL/6N.
C57BL/6 37122
C57BL/6ByJ 112
C57BL/6J 16390
C57BL/6J0laHsd 53
C57BL/6JBomTac 11
C57BL/6JR] 7
C57BL/6N 1182
C57BL/6NCrl 71
C57BL/BNJ 11
C57BL/6NHsd 4
C57BL/6NTac 78

Izvorni (originalni) JL podsoj
C57BL/6] poslan je 1951. godine u
americ¢ki Drzavni zdravstveni institut
(National Institute of Health_ NIH).
Tako nastali podsoj C57BL/6N je
kasnije  distribuiran u  nekoliko
instituta, 1974. u CR laboratorije
(danasnji soj C57BL/6NCrl), u Harlan

(danas Envigo) iste godine i ponovno
1988. (danasnji soj C57BL/6NHsd) te u
Taconic 1991. godine (danasnji soj
C57BL/6NTac). 2005. godine N podsoj
se vratio u JL i danas je poznat kao
C57BL/6N]  podsoj.  Trenutacno,
najmanje 100 rasplodnih generacija
razdvaja podsojeve C57BL/6] od
C57BL/6N (Slika 3).

C57BL/6J

Slika 3: povijest razvoja C57BL/6
podsojeva

Clarence Cook Little, osnivac¢
~the Jackson Laboratory”, 1921. godine
uspostavio je prvu stabilnu koloniju
misjeg soja C57BL/6. U meduvremenu,
s0j je distribuiran stotinama instituta i
tisu¢ama laboratorija krajnjih korisnika
diljem svijeta. Zahvaljuju¢i spontanim
mutacijama koje su dovele do
genetskog odstupanja, svaki podsoj
C57BL/6 je u srodstvu s ostalim, ali
istovremeno svaki podsoj posjeduje
jedinstvene poznate i nepoznate razlike
u sekvencama vlastitog genoma.

Hrvatsko drustvo za znanost o
laboratorijskim Zivotinjama
(CI’OLASA) https:/ /www.crolasa.com

13

g CroLASA



BILTEN

Nekoliko objavljenih radova
demonstrira  nasljedne  fenotipske
razlike izmedu podsojeva J i N koje su
nastale kao posljedica nastalog
genetskog odstupanja. Misevi su vazni
zivotinjski modeli za prouc¢avanje uloge
gena koji su sekvencirani, ali cija
funkcija nije utvrdena pa se tako,
ovisno o specifinosti znanstvenog
pitanja, neki podsojevi viSe preferiraju i
ceSce koriste u istrazivackoj praksi od
ostalih (Bryant, 2011). Neki klasi¢ni i
suvremeniji primjeri su navedeni, kako
slijedi:

. Ekspresija mutiranog
gena Nnt u C57BL/6] miSeva pokrece
glukozom potaknute procese sekrecije
inzulina, za razliku od C57BL/6N
podsoja u kojih takvi procesi izostaju
(Freeman i sur., 2006).

. C57BL/ 6] misevi
pokazuju sklonost prema alkoholu i
redovito ga konzumiraju, do¢im to ne
vrijedi za C57BL/6NCrl soj miSeva
(Mulligan i sur.,, 2008).Studijama
mapiranja genskog lokusa i
kvantificiranja  utjecaja gena na
fenotipske osobine ova dva podsoja
moguce je osigurati bolje razumijevanje
uloge ovih gena u razvoju ovisnosti o
alkoholu kod miseva i ljudi.

. C57BL/6N podsojevi
posjeduju alele Crbrd8 odgovorne za
razvoj retinalne degeneracije, dok
C57BL/6] podsoj posjeduje divlji tip
alela (Mattapallil i sur., 2012).

. C57BL/6JOlaHsd misevi
su homozigotni za mutaciju koja
prouzrokuje spontano brisanje gena
odgovornih za wupravljanje sinteze

proteina alfa sinuklein i multimerin-1
(Specht and Schoepfer, 2001, 2004).
Nakupljanje  alfa  sinukleina u
centralnom Ziv€éanom sustavu je tipi¢an
nalaz za Parkinsonovu bolest: mutacija
prisutna u C57BL/6]JOlaHsd podsoju
izgleda ne utjece na prionima
potaknutu sinaptotoksi¢nost (Asuni i
sur., 2010), ali generalno utjece na
degeneraciju = motorickih  neurona
(Pelkonen and Yavich, 2011; Pena-
Oliver i sur., 2012). Osim toga,
C57BL/6JolaHsd misevi imaju
smanjenu gustocu kostiju u usporedbi
sa C57BL/6] i C57BL/6JRccHsd
podsojevima (Liron i sur., 2017).

. Misevi  C57BL/6NHsd
nose mutaciju Dock2 koja utjece na
procese signaliziranja B-stanica i
imunolosku toleranciju sto nije odlika
vecine C57BL/6 podsojeva (Mahajan i
sur., 2016).

U sljede¢em primjeru, rezultati
desetogodisnjih znanstvenih
istrazivanja jednog laboratorija
dovedeni su u pitanje jer su se pogresno
temeljili na dva genetski znacajno
razlicita ~ C57BL/6  soja  (www.
jax.org/news-and-insights/iax-
bloq/2016/mav/whv-it-took-2-vears-
for-a-harvard-research-lab-to-get-back-
to-research). U objavljenim originalnim
studijama autori su koristili
nedefinirani podsoj C57BL/6 i njegovu
genetsku podlogu za kreiranje Siae
,Knock Out” misa (Cariappa i sur.,
2009). Gen Siae, stajalo je u njihovoj
izvornoj publikaciji iz 2009., sudionik je
procesa razvoja B-stanica i
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signaliziranja. MiSevi nositelji mutacije
Siae su potom spareni sa specifi¢nim JL
C57BL/ 6] podsojem kako bi se mutacija
prebacila na potonji soj kroz najmanje
20 generacija parenja u visokom
srodstvu. Uslijedilo je mneugodno
iznenadenje kada se sa pokusima na
misevima C57BL/ 6] osnove nije uspjelo
ponoviti prijasnje rezultate (Mahajan i
sur., 2016). Nakon vise godina
provodenja dodatnih analiza na
nekoliko  komercijalno  dostupnih
C57BL/ 6 podsojeva utvrdeno je da je u
C57BL/6NHsd miseva doslo do pojave
i fiksiranja spontane mutacije Dock2
koja je potvrdena kao stvarni uzrok
promjena u funkcijama B-stanica. Ovaj
primjer trebao bi posluziti kao pouka
da je u in vivo istraZivanjima pozeljno
detaljno pracenje i razumijevanje
genetskog porijekla miseva koji se
koriste.

Zbog  postojanja  genetskog
odstupanja i razlika u genotipu, visoko
srodeni miSevi se ne bi smjeli
naizmjenic¢no koristiti. Kod provodenja
ciljanih in vivo istrazivanja korisno je
znati da utjecaj spontanih mutacija s
posljedi¢nim genetskim odstupanjem i
promjenom fenotipa soja mozZe ovisiti o
te  biti potaknuto  nekolicinom
eksperimentalnih ¢imbenika. Tako je
utvrdeno da je mutacija Nnt u soju
C57BL/6] u in vitro uvjetima zasluzna
za smanjenje inzulinske sekrecije, dok
taj efekt izostaje in vivo, u C57BL/6]
miSeva, nositelja mutacije  Nnt
(Freeman i sur., 2006). U drugoj studiji
nisu utvrdene znacajne razlike u
sekreciji inzulina in vitro ili in vivo u

C57BL/6] i C57BL/6NTac podsojeva
(Wong i sur.., 2010). Nadalje, status
mutacije Nnt te njena uloga u razvoju
hranom izazvane pretilosti te u
procesima inzulinskog odaziva nije
jasan i mozda ovisi o sadrzaju masti u
prehrani (Nicholson i sur., 2010). U
skladu s time, dva ] podsoja (J, JWehi) i
cetiri N podsoja (NTac, NHsd, NCrl,
NJ) na prehrani formulom siromasnoj
mastima razvila su slicne profile
inzulinske sekrecije nakon izazova
glukozom.  Medutim, kada je
C57BL/6N] podsoj primao hranu
bogatu mastima, na izazov glukozom
demonstrirao je reducirani inzulinski
odaziv koji se nije mogao objasniti
razlikama u statusu gena Nnt, tjelesne
tezine, udjela tjelesnih masti, razlikama
u prehrani ili statusu beta stanica
gusterace (Hull i sur., 2017).

Postoje jos neke razlike medu
C57BL/6  podsojevima  koje su
obradene u publikacijama. Bryant i
suradnici saZeli su u svom radu iz 2008.
godine razlike u ponasanju medu
podsojevima a koje se ti¢u anksioznosti,
boli i reakcije na amfetamine. Sire
gledano, razlike medu podsojevima
C57BL/6] i C57BL/6Ntac usporedene
su u iscrpnim unificiranim
istrazivanjima fenotipova koji su
ukljucivali 413 parametara (EMPReSS)
a istrazivanja su provedena u 4
neovisna centra ,European Mouse
Disease Clinic (EUMODIC)_Europski
konzorcij klinika za miSje bolesti
(Simon i sur., 2013). U sva Cetiri centra,
rezultati dobiveni na J i Ntac misevima
razlikovali su se u nekoliko istraZenih
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podrucja, ukljuc¢ivéi i reakciju na
podrazaj, lokomotornu  aktivnost,
jacinu hvata, kardiovaskularne
karakteristike, metabolicke parametre i
klini¢ku kemiju.

Uzimajudi sve u obzir, genetska
osnova je tek jedna komponenta
eksperimentalnog dizajna koja moze
utjecati na reproducibilnost i koju treba
imati na umu kad se generalizira sa
zakljuécima o bioloS8kim procesima.
Zabrinjava ¢injenica da u preko 37000
publiciranih radova koji u PubMed bazi
opisuju istrazivanja na ,C57BL/6”
vedina autora ne navodi koristeni
podso;j.

Prakse gospodarenja misjom
kolonijom koje ogranicavaju genetski
pomak

Sve su uzgojne kolonije
podlozne mutacijama i posljedi¢cnom
genetskom odstupanju. Ipak, poznate
su strategije gospodarenja misjom
kolonijom koje ograni¢avaju genetsko
odstupanje pa tako i nepoZzeljne
posljedice po eskperimentalnu
reproducibilnost. Navedene strategije
podrazumijevaju upotrebu pravilne
nomenklature, promisljene prakse
parenja i krioprezervaciju misjih
embrija. U nastavku slijede neke od
najboljih praksi koje valja primijeniti
kod gospodarenja misjom kolonijom.

Nomenklatura i pravilno
izvjeStavanje
. Pravilno izvjestavanje

nomenklature misjeg soja nuzno je kako

bi se osigurao nedvojbeni identitet soja
na kojem se provode istraZivanja.

. U svakodnevnim
rutinskim poslovima gospodarenja
kolonijom, preporuca se Koristiti
unaprijed racunalno tiskane kavezne
kartice u razli¢itim bojama s navodom
pravilne nomenklature soja i njegovog
porijekla (podatci uzgajivaca) kao i

osiguranje sljedivosti podataka
njihovim zapisom u laboratorijske
dnevnike. Prethodno ra¢unalno

tiskanje kaveznih kartica smanjuje
mogucnost greski kod ruénog unosa
podataka u Kkartice te poboljsava
uskladenost nomenklature relevantne
za kvalitetno provodenje in wvivo
istrazivanja. Primjena razli¢itih boja
kaveznih kartica za razli¢ite sojeve
narocito je korisna u prostorima u
kojima se istovremeno drzi vise
razli¢itih misjih sojeva slicnog izgleda i
slicne nomenklature.

. Preporucuje se primjena
pravilne nomenklature i prilikom
odjelnih  prezentacija u lezernoj,
,neformalnoj” komunikaciji.
Neformalna  komunikacija  postaje
,formalna” kada se podatke konac¢no
obradi za potrebe poster prezentacija,
govornih prezentacija, publikacija i
prijava  projekata za financijsku
potporu.

. U publikacijama i
prijavama projekata za financijsku
potporu, preporuca se primjena
kompletne i pravilne nomenklature te
porijeklo podsoja kod prvog navoda
misjeg soja u tekstu. potrebno je
definirati koja kratica nomenklature
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soja ¢e se koristiti kasnije u tekstu i u
podatcima. U poglavlju koje opisuje

metodologiju, navesti kompletnu
nomenklaturu i porijeklo koristenih
podsojeva.  Nadalje, identificirati

porijeklo soja, ime laboratorija, instituta
i/ili dobavljaca te u tom slucaju
evidentirati  kataloski  broj  soja.
Takoder, izvijestiti o broju rasplodnih
generacija i pri tom koristene sheme
parenja (vidi nize). Za dodatne
preporuke, konzultirati se sa ARRIVE
preporukama

(www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines)

Parenje u visokom srodstvu, rodoslovlje i
broj rasplodnih generacija

Parenje u visokom srodstvu
dopusta brzu identifikaciju devijantnih
fenotipova u misjoj koloniji. Evidencija
o rodoslovlju omoguéava da se
nepozeljnom mutacijom potencijalno
afektirani i potvrdeno afektirani visoko
srodeni miSevi na vrijeme uklone iz
kolonije (Slika 4). Broj rasplodnih
generacija omogucava brzu
identifikaciju potencijalne opasnosti od
razvoja  genetskog odstupanja u
koloniji.

. Parenje  u  visokom
srodstvu (engl. inbreeding) - pariti
samo bracu i sestre

. Rodoslovlje - Biljeziti
podatke rasplodne Zenke i muzjaka koji
se koriste u svakom postupku parenja.
Preporuca se uspostava i vodenje
evidencije dva i viSe rodoslovlja unutar
kolonije te pritom nikad ne kriZati

rasplodne Zivotinje jednog rodoslovlja
sa zivotinjama drugog rodoslovlja.

. Broj rasplodnih generacija

N = broj rasplodnih generacija sa
cilem prebacivanja poznate mutacije
odnosno fenotipa na Zeljeni soj (engl.
backcrossing)

F = parenje u visokom srodstvu,
brat x sestra

p = krioprezervacija

+ = razdvaja informacije o
rasplodnim generacijama zivotinja

? = nepoznati brojevi rasplodnih
generacija

Na primjer, ,N6F12+F8” se
odnosi na cikluse parenja soja koji se
krizao 6 puta sa ciljem prebacivanja
poznate mutacije. Zatim se pario 12
puta u visokom srodstvu, a potom se
prebacio u drugi laboratorij gdje se
pario u visokom srodstvu jos 8 puta.
Uzimajuéi u obzir da se novi podsoj,
kao posljedica genetskog odstupanja,
javlja nakon 20 uzastopnih parenja u
visokom srodstvu, bilo bi pozeljno
osvjeziti genotipsku osnovu kolonije iz
gornjeg primjera.

Patins | Pefiyes ]

,z nan
S

Slika 4: Odrzavanje kolonije poznatog
rodoslovlja
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Prema Slici 4, potrebno je pariti
samo sestru x brata (krug x kvadrat), u
paru (muzjak x Zenka) ili haremski
(jedan muzjak x dvije Zenke), vodeci
evidenciju za 2 ili vise rodoslovlja po
koloniji (svjetlo plava vs. tamno plava),
nikada ne mijeSaju¢i rasplodne
zivotinje jednog rodoslovlja sa drugim.
Ako se  nepozeljni  fenotipovi
(narancasto) pojave unutar kolonije
jednog rodoslovlja, afektirani pojedinci
se lakse identificiraju i uklone iz
kolonije. Neafektirane zivotinje
(Rodoslovlje 1, svjetlo plavo) mogu se
onda podijeliti u dva nova rodoslovlja,
bez gubljenja vremena na uspostavu
nove kolonije.

Prikupljanje podataka i osiquranje kvalitete
u koloniji

Osim $to treba paziti na sheme
parenja u praksi, sojeve valja redovito
promatrati kako bi se uocile bilo kakve
promjene u fenotipu kolonije. Kada se
radi o pracenju dokaza genetskog
odstupanja, promjene u fenotipu mogu
se pratiti kroz vidljive razlike ili
izmjerene razlike: na primjer, razlike u
izgledu, = ponasanju,  rasplodnim
rezultatima ili razlike u
eksperimentalnim ocitanjima. Voditel;
uzgojne nastambe i istraZivaci su
obuceni i u poziciji da prvi identificiraju
nastale fenotipske promjene, i da,
shodno tome, poduzmu mjere
sprecavanja genetskog odstupanja.

Za neke suvremene sojeve,
usporedba sa karakteristikama
ishodisnog soja (transgeni¢nih

predaka) moze pomo¢i u sprecavanju
daljnjeg genetskog odstupanja. ,Mouse
Phenome  Database”(baza  misjih
fenotipova) je baza koja sadrzi
informacije o karakteristikama sojeva i
moze se pretrazivati koriste¢i ime soja
ili fenotip a sadrzi i sve protokole
prikupljanja podataka
(http:/ /phenome. jax.org) (Tablica 2).

Ako se unutar kolonije fenotip
promijenio, genetsko odstupanje jedno
je od mnogih wvarijabli koje su
potencijalni  krivei za  utvrdenu
varijabilnost i vrijedi ga istraziti.

Pitanja koja pri tom treba uzeti u
obzir:

. Koliko miSeva je
afektirano i moZe li se promjena u
fenotipu retrogradno slijediti do
odredenog kaveza ili kolonije poznatog
rodoslovlja?

. Koliko godina i kroz koji
broj rasplodnih generacija je kolonija
prisutna u doti¢noj uzgojnoj nastambi?

. Kada je bio posljednji
postupak  osvjezavanja  (obnove)
kolonije (vidi slijedece poglavlje) i koje
je bilo porijeklo miSeva koji su se pri
tom koristili?

Bez paZljivo vodenih biljezaka i
referentnih podataka o wuspostavi i
odrzavanju kolonije, nemoguce je
utvrditi kada je doslo do promjene
fenotipa.

Postupci  osvjezavanja genetske osnove
kolonije

Nakon uspostave kolonije s
potomstvom dobivenim uzastopnim
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visoko srodnim (engl. inbreeding)
parenjem  kroz  5-10 rasplodnih
generacija, misje kolonije bi trebalo
osvjeziti, kako bi se sprijecilo
akumuliranje genetskog odstupanja u
koloniji. Metode osvjezavanja
genetskog osnova kolonije mogu
ukljucivati slijedece postupke:

Prebacivanje Zeljenog fenotipa
na odredeni soj miSeva (engl.
backcrossing)

. ,Genetically Engineered
Mutant Mouse (GEMM)” (hrv. miSevi
mutanti  dobiveni  transgeni¢nom

tehnologijom) su sojevi genetski
modificiranih miSeva koji se mogu
krizati s odgovarajuéim
visokosrodenim ili hibridnim sojem
dostupnim kod renomiranih
komercijalnih uzgajivac¢a koji u svojoj
uzgojnoj praksi primjenjuju metode
ograni¢avanja  pojave  genetskog
odstupanja. Krizanje sa svrhom
prebacivanja Zeljenog fenotipa odnosno
poznate mutacije (engl. backcrossing)
na ciljani soj treba provesti koristeci
muske i Zenske rasplodne zivotinje
kako bi se osiguralo da se oba spolna
kromosoma osvjeze. Ako se s0j
(heterozigotni ili homozigotni) kriza do
statusa divljeg tipa, tada visokosrodeni
misji soj kojeg isporuci komercijalni
proizvodac kolonije miSeva u divljem
tipu sluzi kako bi se osvjezila genetska
osnova kolonije miSeva krajnjeg
korisnika. Kod evidentiranja rasplodne
generacije, svako  krizanje  ili
osvjezivanje oznaci se sa dodatnim ,N"
(vidi prijasnje poglavlje).

. Nabava novih rasplodnih
(roditeljskih) parova. Kolonija
visokosrodenih miseva kod krajnjeg
korisnika se moZe obnoviti nabavom i
uvodenjem novog rasplodnog para
miSeva direktno od komercijalnog
uzgajivaca ili iz pouzdanog repozitorija
koji u uzgojnog praksi provode mjere
osiguranja genetske kvalitete Zivotinja
odnosno mjere sprecavanja genetskog

odstupanja.
. Obnova kolonije
bioloskim materijalima iz

kriorepozitorija. Genetsko odstupanje
moze se pouzdano sprijeciti samo
prestankom parenja zivotinja.
Krioprezervacija sperme ili embrija
misjih sojeva jedinstvenog genotipa te
onih koji se rijetko Kkoriste u
istrazivanjima, pouzdana je mjera
sprecavanja genetskog odstupanja i
mjera je prevencije gubitka vrijednog
soja transgeni¢nih miSeva kao i mjera
smanjenja troskova odrzavanja
kolonije. = Krioskladisteni ~ bioloski
materijal sluzi da se obnovi kolonija
miSeva koja je dozivjela greske u
rasplodnoj praksi, genetsko odstupanje
ili je pak izumrla zbog pojave zarazne
bolesti ili prirodne katastrofe.

Potvrda genetske osnove (genotipa) kolonije

. Provesti analiticki pregled
i probir (skeniranje) genoma sa ciljem
da se procijeni rizik od kontaminacije.
Skeniranje genoma ili SNP
(polimorfizam jednog nukleotida) niza
pomaze razlikovanju dva podsoja u
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bliskom srodstvu, kao 3sto su to
C57BL/6] i C57BL/6N.

. Sekvencirati genom.
Sekvenciranje SNP niza (polimorfizam
jednog nukleotida) nece identificirati
genetsko odstupanje u koloniji. Jedini
pouzdani nacin da se utvrdi genetsko
odstupanje unutar soja jest provesti
potpuni analiticki pregled i probir
genoma te njegovu usporedbu sa
referentnim tj. ishodi$nim genomom
njihovih predaka.

Napredne metode
genetskog odstupanja

limitranja

Koliki je rizik da laboratorij
(krajnji  korisnik) koji je wutvrdio
genetsko odstupanje u svojoj aktivnoj
rasplodnoj koloniji nabavkom
rasplodnog para iz repozitorija
uzgajivaca u svoju rasplodnu koloniju
uvede nepoZzeljnu genetsku
kontaminaciju, nastalu kod uzgajivaca?

Misji repozitoriji i uzgajivaci, u
pravilu, odrZavaju puno vece kolonije u
kojima rjede dolazi do genetskog
odstupanja (Slika 1A). Dodatno, brojni
repozitoriji i uzgajivaci profesionalno
primjenjuju gore spomenute strategije
gospodarenja kolonijom, kao $to su
primjena  potpune nomenklature,
parenje u  visokom  srodstvu,
krioprezervaciju, ali i druge, naprednije
metode.

Kako bi se procijenio stupanj
genetskog  odstupanja u velikim
rasplodnim populacijama JL, analiti¢ki
se pregledalo visoko srodene C57BL/ 6]
miSeve razdvojene sa 69 rasplodnih

generacija i 19 godina neprekinutog
parenja. Izmedu ove dvije populacije,
identificirano je 669 jedinstvenih SNP
(polimorfizam jednog nukleotida). Od
njih, sedam je promijenilo slijed amino
kiselina ili mjesto izrezivanja RNK.
Prema procjenama i analizama, svakih
10 generacija pojavi se potentna
mutacija (7 SNP/69 rasplodnih
generacija) sposobna mijenjati funkciju
proteina, pri tom ne racunajuci vece
promjene kao sto su delecije, inverzije,
duplikacije koje imaju Stetne fenotipske
posljedice. Ako uzmemo u obzir da u
prosicku obuka dodiplomskog ili
poslijediplomskog studenta u
laboratoriju traje 5, a potom njegova
karijera voditelja in vivo studija 20 i vise
godina, u misjoj zajednici na kojoj je svo
to vrijeme provodio istrazivanja vrlo
vijerojatno je nastupilo znacajnije
genetsko odstupanje. JL dulji niz
godina distribuira miSeve u sve zemlje
svijeta i krajnjim korisnicima garantira
sojeve miSeva sa stabilnim i
reproducibilnim genomom a $to je
izazov koji od JL uzgajivaca zahtjeva
provodenje  ekstremnih mjera sa
svthom  ogranicavanja  genetskog
odstupanja.

JL sojevi su zaStieni od
akumuliranja genetskog odstupanja
zahvaljuju¢i  primjeni kombinacije
slijedecih praksi. Svi sojevi koji nose ,,J*
kod odrZzavaju se kroz jedan i/ili oba
programa osmisljena da ogranice i
detektiraju genetsko odstupanje, a to su
program genetske stabilnosti (GSP) i
program genetske kontrole kvalitete.
Sojevi oznaceni ,J” kodom ukljucuju
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sve sojeve Kkoji su wuzgojeni i
distribuirani u JL diljem SAD-a kao i
one koji su uzgojeni i distribuirani iz CR
uzgojnih nastambi diljem Europe i
Japana. Kako bi se osigurala
kontinuirana  kvaliteta na svim
uzgojnim lokacijama, JL redovito
revidira i iznova odobrava prakse
gospodarenja kolonijama. To
podrazumijeva i primjenu identi¢nih
krioskladistenih bioloskih materijala
koji se redovito uvode u postojece zive
kolonije (GSP, slijedece poglavlje) ili se
koriste u svrhu provedbe redovite
obnove rasplodne kolonije. Zajedno,
ove aktivnosti efikasno preveniraju
genetsko odstupanje podsojeva.

Program genetske stabilnosti (GSP) za
najcesce koristene visoko srodene (engl.
inbred) ,]" sojeve

Najces¢e  koristeni  visoko
srodeni ,]” sojevi odrzavaju se
primjenom jedinstvenih strategija koje
preveniraju akumulaciju genetskog
odstupanja unutar misje rasplodne
kolonije. Americki ured za patentne i
robne marke izdao je 2009. i 2012. JL-u
patente za GSsp program
(https:/ /www jax.org/jax-mice-and-
services/ find-and-order-jax-
mice/why-jax-mice/ patented-genetic-
stability-program). Sojevi uzgojeni po
principima GSP-a krioskladiste se kao
dvostani¢ni embriji koji se iznova
uvode (mikorinjiciranje embrija u
jajovod - embriotransfer) u mati¢nu
rasplodnu populaciju kako bi se u njoj

izbjegla
odstupanja.

Bez ovakve prakse, mati¢na
rasplodna kolonija odrzavala bi se
isklju¢ivo  parenjem u  visokom
srodstvu, izmedu brace i sestara. Prije
primjene  patentiranih ~ programa
osiguranja kvalitete, redovita obnova
mati¢ne rasplodne kolonije provodila
se dva do cetiri puta godisnje odabirom
optimalnog brat-sestra rasplodnog para
za uspostavu transgeni¢nog potomstva
poznatog genetskog statusa (engl.
founder colony). Koristenjem ovakvog
pristupa, danasnja mati¢na rasplodna
kolonija bi se genetski razlikovala od
ishodisnih  transgeni¢nih  predaka,
zahvaljujuéi  nastalom  genetskom
odstupanju.

GSP praksa nalaze da se zamjena
rasploda provodi pomoc¢u zaliha
krioskladistenih embrija
visokosrodenih sojeva koji svi vuku
porijeklo do svojih transgeni¢nih
predaka. Zaliha zamrznutih embrija se
koristi za obnovu rasplodne kolonije
svakih pet (5) generacija. Periodi¢na
obnova rasplodne kolonije uvodenjem
zamrznutih embrija (embriotransfer)
smanjuje broj rasplodnih generacija
nakon kojih se provodi nova obnova
rasplodne kolonije. Prema tome, ,]J"
sojevi kojima se gospodari prema GSP
principima, zasti¢eni su od genetskog
odstupanja bez obzira na lokaciju
uzgojne nastambe u kojoj se nalaze i bez
obzira na ,starost” to jest broj
rasplodnih generacija misje kolonije
(Tablica 3).

akumulacija genetskog
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Program kontrole genetske kvalitete

Osim primjene GSP principa u
rasplodnoj praksi, ,J” sojevi se jos
odrzavaju i po principima kontrole
genetske kvalitete (GQC)
(https:/ /www jax.org/jax-mice-and-
services/find-and-order-jax-
mice/why-jax-mice/ genetic-quality-
control-program).  Ovaj  program
integrira visoki stupanj odgovornosti
kod provedbe brojnih principa koji se
rutinski provode i u uzgojnim
nastambama brojnih drugih krajnjih
korisnika.

Profesionalno  osoblje  koje
gospodari  rasplodnom  kolonijom
obuceno je da uspjesno identificira
fenotipske varijante koje se ocituju
razlikama u boji krzna, za specifi¢ni soj
netipi¢noj veli¢ini tijela, tezini, skeletnoj
strukturi, promjenama u ponaSanju i
reproduktivnim performansama,
povedanoj  incidenciji =~ tumorskih
oboljenja i smanjenu Zzivotnog vijeka.
Svaki mi$ kod kojeg se utvrdio odmak
od ocekivanih, za soj specifi¢nih
karakteristika, postaje predmet
dodatnih analiza porijekla rodoslovlja i
po potrebi se uklanja iz rasplodne
kolonije.

PoZeljno je Zeljeno rodoslovlje
misjih kolonija odrzavati tako da se
njima gospodari na lokacijama koje su
odvojene od brojéano mnadmocnih
rasplodnih i distribucijskih kolonija.
Visokosrodeni sojevi se redovito
analiticki pregledaju i probiru ciljajuci
genetske anomalije ili dokaze genetske
kontaminacije koristeci SNP

(polimorfizam jednog nukleotida)
panel analiza, kako su u publikaciji
objavili Petkov i sur., 2004.

JAX™ miSevi uzgojeni u Charles
River (CR u tekstu) uzgojnim
nastambama diljem Europe i Japana

JL i CR posjeduju ugovor o
suradnji kojim se osigurava redovita
opskrba regionalnih uzgajivaca diljem
Europe, Japana, Koreje i Tajvana JAX™
miSevima iz Amerike kao i istrazivaca
koji provode biomedicinska
istrazivanja u istim regijama. Slijedeci
stroge uzgojne protokole te protokole
kontrole kvalitete, europski i japanski
CR uzgajivaci proizvode JAX™ sojeve
miSeva koji su mikrobioloskom i
genetskom kvalitetom ekvivalentni
sojevima koji se uzgajaju u JL uzgojnim
nastambama diljem SAD. Za sve
dodatne informacije pogledati link
www.criver.com/jaxmice.

Zakljucak
Genetsko odstupanje je
neizbjezna posljedica aktivnog

rasploda misje kolonije i pojava je koja
moZe negativno utjecati na zakljucke i

reproducibilnost znanstvenog
istrazivanja koje se provodi na
zivotinjama.  lako se  genetsko

odstupanje ne moZze u cijelosti
eliminirati iz =~ uzgoja,  principi
gospodarenja kolonijom miSeva mogu
se  uspjeSno  implementirati u
individualnim uzgojnim nastambama
krajnjih korisnika kao i u velikim
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misjim  repozitorijima te = kod
komercijalnih  uzgajivaca, c¢ime se
garantira genetska stabilnost
proizvedenih misjih kolonija.
Reproducibilnost i znanstvena otkrica
ovise o0 pazljivom izvjeStavanju
potpune  nomenklature  koristenih
misjih sojeva, kao i uzgojnih principa
koji su doveli do uspostave kolonije
odredenog misjeg podsoja.
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Principi odrZzavanja
osposobljenosti
(bodovanje trajnog
stru¢nog usavr$avanja) u
podrudju znanosti o
laboratorijskim
zivotinjama (engl.
Laboratory Animal
Science-LAS u tekstu)

Pripremila: Dasa Seveljevi¢-Jaran
(radna verzija, 17. Studenog 2021)

Evaluirali i odobrili ¢lanovi CroLASA
radne skupine (imenovanje radne
skupine na redovnoj skupstini
CroLASA, Travanj 2021): Vesna
Benkovié, Kresimir Sever, Ilija Brizi¢

Europska komisija je 2014.
objavila najnovije smjernice (minimalne
zahtjeve za osposobljavanje) o razvoju
zajednickog okvira za obrazovanje i
osposobljavanje u skladu sa zahtjevima
¢lanaka 23. i 24. Direktive 2010/63/EU
(Direktiva u tekstu) o zastiti Zivotinja
koje se koriste u znanstvene svrhe.

Smjernice su se razvile kao
odgovor na potrebu za uskladenoséu i
zajednickim EU okvirom za osiguranje
osposobljenosti  te  mobilnosti i
zaposljavanja profesionalnog osoblja
diljem EU. Svakoj se drzavi c¢lanici
prepusta tumacenje treba li provesti
ove opcenite smjernice te na koji nacin.

U predlozenom okviru za obrazovanje i
osposobljavanje i povezanih ishoda
ufenja  prepoznaje se da bi
osposobljavanje trebalo biti povezano s
potrebama.

Nastavno na objavu komisije,
FELASA (Federation of European
Laboratory Animal Science
Asspociations - Savez europskih
udruZenja za znanost o laboratorijskim
zivotinjama) je 2018. u svom sluzbenom
¢asopisu Laboratory Animals objavila
detaljnije obrazovne smjernice za tzv.
modularno obrazovanje po funkcijama
(autor Marcel Gyger i suradnici) svih
osoba uklju¢enih u koristenje Zivotinja i
skrb o njima za potrebe provedbe
znanstvenih  eksperimenata  (vidi
tabularni prikaz predloZzenog okvira
modularnog osposobljavanja, nize).

U  Hrvatskoj, = Ministarstvo
poljoprivrede (Nadlezno Ministarstvo -
NM u tekstu) vodi registar pravnih ili
tizickih osoba koji provode
osposobljavanje  u skladu sa
minimalnim zahtjevima Direktive u
podrucdju zastite Zivotinja koje se koriste
u znanstvene svrhe. Takoder, NM vodi
evidenciju radnog iskustva pojedinca
na odgovarajuéem  podrudju te

njen/njegov specifi¢ni broj
(identifikator) potvrde ¢
osposobljavanju.

Pravne ili fizicke osobe koje
provode osposobljavanje mogu biti
fleksibilne u pogledu odabira sadrZaja
tecaja, materijala za osposobljavanje i
metoda rada kojima ce se zajedno
postici ishodi ucenja na nacin kojim se
ispunjavaju njihovi
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nacionalni/lokalni/institucijski ~ i/ili
pojedinacni/skupni zahtjevi. Isti mogu
ostvariti svoje diskrecijsko pravo pri
uklju¢ivanju dodatnih informacija u
provodenje osposobljavanja
usmjerenog na pojedine potrebe.

Kako bi ispunile obveze na
temelju c¢lanka 23, drzave c¢lanice
obvezne su osigurati da je osoblje
odgovarajuce osposobljeno, bez obzira
da li je osposobljavanje ste¢eno lokalno,
regionalno, nacionalno ili
medunarodno. Pouzdanost u
standarde osposobljavanja i ishode
nuzna je i zahtjeva uspostavu
povjerenja i poboljsane komunikacije
kako bi se medu drzavama ¢lanicama
ostvarilo uzajamno priznavanje. Svi
tecajevi trebaju ukljucivati neki oblik
neovisnog nadzora /odobrenja, a to se
treba primjenjivati i na lokalne fj.
interne tecajeve osposobljavanja.

Sustav za promicanje uzajamnog
priznavanja i kvalitete osposobljavanja
na razini EU-a treba biti isplativ uz
minimalno administrativno
opterecenje. S obzirom na to da za ove
potrebe nema dostupnih posebnih
financijskih sredstava, moguce koristi
trebale bi biti dovoljno privlacne
zajednici korisnika i zainteresiranim
sudionicima procesa struc¢nog
usavrsavanja.

Terminologija
Osposobljenost - kombinacija znanja,

vjestina i  ponaSanja koja se
upotrebljava za povecanje uspjesnosti

(8iri koncept kojim su obuhvaceni
vjestine, znanje i iskustvo).

Kompetencija - sposobnost osobe da
uspjesno izvrsi zadatak (mnogo uzi
pojam, naglasak na aktivnosti ili
zadatku).

Minimalni zahtjevi za obrazovanje u LAS
podrucju, tzv. modularno obrazovanje, po
funkcijama - funkcije A-D predvidene
¢lankom 23 Direktive, stavkom 2.5 (u
Hrvatskoj su pri NM-u registrirane 4
pravne osobe za osposobljavanje).

Trajno strucno usavrsavanje (TSU) -
cjelozivotno sustavno usavr$avanje
osoba koje su ukljucene u istrazivacke
postupke na laboratorijskim
zivotinjama. Hrvatska udruga
CroLASA wuz podrsku NadleZznog
Ministarstva osigurava neophodni broj
(virtualnih) TSU tecajeva godisnje za
razli¢ite funkcije (A-D), <¢ime se
osigurava ciljani broj godisnjih TSU
bodova, predviden ovim pravilnikom.

TSU shema bodovanja - opisuje proces
stjecanja cjelozivotnog osposobljavanja
(odrzavanje osposobljenosti) osoba koje
sudjeluju u znanstvenim istraZivanjima
na zivotinjama bodovanjem
provedenog stru¢nog osposobljavanja.

Zadatak - zadaci utvrdeni npr. u
¢lancima 24 (povjerenik za zastitu
dobrobiti Zivotinja itd.), 25 (imenovani
veterinar) i 38 (eticka procjena projekta)
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Kongres/simpozij - skup veceg broja
znanstvenika i stru¢njaka  koji
sveobuhvatno obraduje jedno ili vise
podrudja iz biomedicine u skladu s
minimalnim zahtjevima Direktive za
osposobljavanjem osoba. Znanstveni i
organizacijski odbor radna su tijela
kongresa/simpozija.

Strucno znanstveni skup - skup koji se
bavi uZom temom iz podrudja
biomedicine. Organizacijski odbor
radno je tijelo stru¢no znanstvenog
skupa.

Tecaj/webinar - obrazovni program koji
sadrzi jedan modul ili viSe njih,
osmisljen za ispunjavanje potreba za
osposobljavanjem osoba utvrdenih u
Direktivi (minimalni zahtjevi za
osposobljavanjem).

Tecajevi strucnog usavrsavanja
obuhvacdaju teoretske i prakti¢ne
postupke temeljene na novim stru¢nim
i znanstvenim spoznajama Kkoji se
primjenjuju u biomedicini.

1) Minimalni zahtjevi za obrazovanje
iz LAS podrudja: pravna podloga
Direktive 2010/63/EU - ¢lanak 23,
stavka 1: osposobljavanje provode
pravne i fizicke osobe registrirane kod
NM-a

Drzave c¢lanice osiguravaju da
svaki uzgajiva¢, dobavlja¢ i korisnik
ima dovoljno osposobljenog osoblja na
lokaciji.

Osoblje mora biti odgovarajuce
obrazovano i osposobljeno prije

obnasanja bilo kojeg od sljedec¢ih
poslova (funkcija):

A = osoba koja izvodi zahvate na
zivotinjama: tehnicar

B = osoba koja osmisljava
postupke i projekte: voditelj projekta
(engl. Principal Investigator), direktor
studije (engl. Study Director)

C = osoba koja skrbi za Zivotinje:
timaritelj

D = osoba koja wusmréuje
zivotinje

Osobe koje obnasaju poslove iz
tocke B obicno bi trebale imati
sveucilisnu diplomu ili ekvivalent tome
u odgovarajucoj znanstvenoj disciplini.
To je vazan preduvijet koji osigurava da
takve osobe mogu  ucinkovito
primijeniti nacela zamjene, smanjenja i
poboljsanja (3R u tekstu) te specificna
komparativha znanja o raznim
zivotinjskim vrstama pri osmisljavanju
postupaka i projekata te donijeti
odgovarajuce eticke i znanstvene
prosudbe.

Za funkcije iz tocke A, Cili D ne
bi se trebale zahtijevati nikakve
posebne obrazovne kvalifikacije, a
osobe na tim poslovima ¢e se nadzirati
u provodenju svojih zadataka dok ne
postignu potrebnu stru¢nu
osposobljenost.

Vrijeme potrebno pojedincima
za postizanje ishoda ucenja i
dovrsavanje modularnog
osposobljavanja znatno ¢e se razlikovati
ovisno 0 pojedincu, metodi
poducavanja i procjeni. Trajanje
razdoblja nadzora i vrijeme utro$eno na
postizanje osposobljenosti jednako ce se
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tako razlikovati, na primjer zbog
ucestalosti/dostupnosti zadatka koji se

izvrSava, tehni¢cke  slozenosti i
sposobnosti pojedinca.
Cilj je minimalnog

osposobljavanja postizanje temeljnog
znanja i/ili razumijevanja uz ideju da bi
se temeljitije razumijevanje te stru¢nost
u vjeStinama trebali najbolje razviti
putem primjene teorije u praksi do
trenutka procjene  osposobljenosti.
Osposobljavanje bi se trebalo smatrati
kontinuiranim procesom, od pocetnoga
modularnog  osposobljavanja  kroz
razdoblje rada pod mnadzorom do
postizanja osposobljenosti.

Pojedinci odrzavaju
osposobljenost ~ procesom  trajnog
obrazovanja (trajno stru¢no
usavrsavanje).

Ako za vrijeme obnasanja nekog
od poslova na Zzivotinjama postoji
vjerojatnost da im se uzrokuje bol,
patnja, stres ili trajno ostecenje, prije
rada pod nadzorom rukovatelj Zivotinje
treba optimalno zavrs$iti odgovarajuci
modul za  osposobljavanje. U
suprotnome, polaznik osposobljavanja
moze zapoceti s radom pod nadzorom.

Modularna struktura obrazovanja, po
funkcijama

Ovdje predstavljeni moduli
proizisli su iz objavljenih FELASA
smjernica (dostupne u Prilogu II ovog
dokumenta) autora Gyger M i

suradnika (FELASA accreditation of
education and training courses in
laboratory animal science according to
the Directive 2010/63/EU. Laboratory
Animals journal 2018.) te ukljucuju
module koji se smatraju minimalnim
osposobljavanjem potrebnim prije nego
Sto se osobama dopusti obnasanje
funkcija (A-D) i neki dodatni moduli
potrebni za izvrSavanje specificnih
zadataka.

Opsirnije informacije o sadrzaju
modula i povezanih ishoda ucenja
dostupne su u: Radni dokument EU
Komisije o razvoju zajednickog okvira
za oObrazovanje i osposobljavanje,
Bruxelles, 2014.

(http:/ /www.crolasa.com/wp-
content/uploads/2021/06/Obrazovan
ie_osposobliavanje okvir 2010 63 EU-
HR.pdf).

U nize navedenoj Tablici 1
prikazana je modularna struktura
obrazovanja po funkcijama.
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Tablica 1: Modularna struktura obrazovanja po funkcijama

EUID | Opis modula EU funkcija
A|B|C|D

1 Nacionalno zakonodavstvo T|T|T]|T
2 Etika, dobrobit zivotinja i 3R nacela T|T|T]|T

3.1 Komparativna biologija - za specifi¢ne vrste (teorija) | T | T | T | T

3.2. Komparativna biologija - za specifi¢ne vrste (praksa) | U | U | U | U
4 Skrb, zdravstvena zastita i gospodarenje Zivotinjama | T | T | T | T
5 Prepoznavanje boli, patnje i stresa - za specifi¢ne T|T | T]|T

vrste

6.1 Humane metode usmréivanja (teorija) T|T|T]|T

6.2 Humane metode usmréivanja (vjestine) SV|SV|SvV | U
7 Minimalno invazivni zahvati bez anestezije - za U|U

specifi¢ne vrste (teorija)
8 Minimalno invazivni zahvati bez anestezije - za U
specifi¢ne vrste (praksa)

9 Etika, dobrobit zivotinja i 3R nacela (druga razina) U

10 Osmisljavanje postupaka i projekata (prvarazina) |SV | U

6.2 Osmisljavanje postupaka i projekata (druga razina) U

20 Anestezija za manje kirurske zahvate T | T

21 Napredna anestezija za kirurske i dugotrajne zahvate | T | T

22 Kirurska dobra praksa SV | SV

23 Napredni uzgoj Zivotinja, skrb i prakse obogacivanja SV

kaveza
24 Imenovani veterinar D
25 Eticka evaluacija projekata D

T: temeljni moduli (engl. core modules); moduli su koji su neophodni/ obavezm za
obnasanje svih funkcija A-D; U: (uvjetni) moduli, nuzni za specifi¢ne funkcije (engl.
function-specific (prerequisite) modules); SV: dodatni moduli i moduli za ucenje
specijaliziranih vjestina te cjeloZivotnog ucenja (engl. task-specific modules); D: drugi
dodatni modul (engl. other modules)
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2) Trajno stru¢no usavrsavanje (TSU) i
odrzavanje osposobljenosti
(princip/shema bodovanja): u
nadleznosti CroLASA-e, uz podrsku
NM-a koje, na zajednic¢ki zahtjev
CroLASA-e i osobe koja produljuje LAS
licencu, istu odobrava i registrira
promjenu u statusu licence.

Clankom 23, stavkom 3 Direktive
zahtijeva se da osoblje trajno odrzava
osposobljenost ~ shemom  trajnog
(cjeloZivotnog) stru¢nog usavrsavanja -
TSU u tekstu (engl. Continuing
Professional Development - CPD).

TSU shema bodovanja

Temelji se na dodjeljivanju bodova
za sudjelovanje u stru¢nim obrazovnim
aktivnostima kroz period od 5 godina,
od kojih se 50 % mora postici
pohadanjem modularnog obrazovanja
koje podlijeze temeljitim revizijama
stru¢nog tijela, a u skladu su sa

FELASA smjernicama.

Ostalih 50 % moZe se ostvariti
aktivnostima (domadim i
medunarodnim) koje, prema

potrebama i specifi¢cnostima posla,
prepoznaje i priznaje poslodavac ili ih
organizira za svoje zaposlenike na
radnom mjestu (lokalni ili interni
teCajevi se razlikuju ovisno u
specificnosti  poslovnih zadatka i
njihovoj tehnickoj sloZenosti).

Potvrda o sudjelovanju na TSU
tecaju treba sadrzavati ime sudionika
(vidi primjere evidencija obrazovanja
nize u dokumentu), naziv pravne
osobe/pravnih osoba koje provode
obrazovanje te naslov aktivnosti kao i
predvideni  broj TSU  bodova

dodijeljenih  svakoj aktivnosti na
rasporedu.

Potvrde se izdaju svakodnevno,
zavrSetkom pojedinac¢nih aktivnosti ili
nakon zavrSetka svih aktivnosti
najdalje unutar 15 dana, a izdaju se na
izri¢it zahtjev sudionika ako nije
drugacije unaprijed dogovoreno.

Godisnji  plan  trajnog
usavrsavanja - TSU u Hrovatskoj

strucnog

Shema TSU bodovanja slijedi
jednostavni princip po kojem jedan sat
obrazovanja vrijedi 1 TSU bod (iznimke
su izlistane niZe u Bodovnoj listi):

- osoba koja obnasa poslove D i C
treba godisnje ostvariti 3 TSU boda (tj.
minimalno 15 kroz 5 godina)

- osoba koja obnasa funkcije Ci A
treba godisnje ostvariti 3 TSU boda
godisnje (t. minimalno 15 kroz 5
godina)

- osoba koja obnasa funkciju B
treba godisnje ostvariti 5 TSU boda
godisnje (minimalno 25 kroz 5 godina)

- osobe koje obnaSaju specifi¢ne
funkcije kao $to su imenovani veterinar,
povjerenik za zastitu dobrobiti zivotinja
i slicne funkcije, trebaju godisnje
ostvariti 7 TSU boda (minimalno 35
TSU boda kroz 5 godina).

Obaveza strucnog usavrsavanja

Osoba koja obnasa poslove funkcije
A-D, u cilju ostvarivanja uvjeta za
produljenje odobrenja za samostalan
rad (licence) obvezna je u razdoblju
vazenja licence (pet godina) steci
najmanje  15-35 bodova  prema
godisnjem planu TSU (gore) i Bodovnoj
listi (dolje).
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Ako osoba koja obnasa funkcije A-
D u petogodiSnjem vremenskom
razdoblju ne ostvari propisani broj
bodova po 0snovi stru¢nog
usavrsavanja za produljenje odobrenja
za rad (licence), ista je obvezna
najkasnije u roku 6 mjeseci predociti
CroLASA-i dokaze o sakupljenim
propisanim bodovima, Sto je uvjet
obnavljanja licence.

Osoba koja produljuje odobrenje za
rad duzna je CroLASA-i predati zahtjev
za produljenje licence, u kojoj se navodi
datum isteka licence te ostvareni broj
bodova uz potvrdu poslodavca (4.
odjela za ljudske resurse ili odjela
osiguranja kvalitete) da je TSU
bodovanje proslo predvidene
nezavisne interne kontrole.

CroLASA ¢e u dogovoru s

Nadleznim  Ministarstvom  izdati
obnovljenu licencu (na temelju
postojee  evidencije u  posjedu

Nadleznog Ministarstva o kategoriji
osposobljenosti i broju potvrde o
osposobljavanju).

Okvir za uzajamno prihvacanje strucnog
osposobljavanja

Nacela za okvir za uzajamno
odobravanje (iznimno akreditaciju, npr.
FELASA E&T akreditacija) potrebna su
kao temelj za uzajamno prihvacanje
osposobljavanja provedenog  na
drugom mjestu.

Trenutacno ne postoji jedinstveni ili

zajedni¢ki sustav za  dobivanje
,odobrenja” medu drZzavama
¢lanicama.

Na nivou EU dostupni su forum za
razmjenu informacija i sredis$nji arhiv o
dostupnosti/sadrzaju tecajeva
(ETPLAS - Education and Training
Platform for Laboratory Animal
Science, https://etplas.eu/courses/) a
mehanizmi/resursi ~ dostupni  za
osiguravanje informacija i dalje se
azuriraju na razli¢itim LAS relevantnim
portalima (npr. popis aktualnih LAS
tetajeva na portalu NORECOPA -
Norway's National Consensus Platform
for the advancement of "the 3 Rs',
https:/ /norecopa.no/education-
training/courses ).
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BODOVNA LISTA

1. Poslijediplomski studij / specijalizacija

Sustav vrednovanja (bodovanja) LAS strucnog usavrsavanja

Ukupan broj bodova

Poslijediplomski
studij
/specijalizacija

Sveucilisni poslijediplomski studij za stjecanje akademskog stupnja iz podrucja biomedicine i zdravstva

Polaznik (BSc, MSc ili PhD) 1 TSU bod/h
Predavac

Dodiplomski ili poslijediplomski studij 1 TSU bod/h
Ispiti s pisanim testom 2 TSU boda/h

2. Domaéi i medunarodni LAS skupovi: virtualni, hibridni ili in-vivo (kongresi, simpoziji, strucno znanstveni skupovi, modularni
tecajevi (2010/63/EU), TSU tecajevi, radionice etc)

Sustav vrednovanja (bodovanja) LAS strucnog usavrsavanja

Ukupan broj bodova

In vivo, hibridni i | aktivno sudjelovanje (clan organizacijskog i/ili znanstvenog povjerenstoa) 5 TSU boda/kongresu
virtualni LAS aktivno sudjelovanje, pozvani predavac, plenarno predavanje 4 TSU boda/h
znanstveni aktivno sudjelovanje, pozvani predavac 3TSU boda/h
skupovi aktivno sudjelovanje, poster prezentacija 2 TSU boda/h
pasivno sudjelovanje 1 TSU bod/h
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3. Publikacije

Sustav vrednovanja (bodovanja) LAS strucnog usavrsavanja Ukupan broj bodova
Objavljivanje radova
Prui autor, strucni radovi citirani u “CURRENT CONTENTS” .
ili “SCIENCE CITATION INDEX” éasopisu na temu 3R i zastite dobrobiti Zivotinja 5 TSU boda/publikaciji
Ko-autor strucni radovi i/ili znanstveni radovi citirani u “CURRENT CONTENTS” ili ep ees
“SCIENCE CITATION INDEX" casopisu na temu 3R i zastite dobrobiti Zivotinja 2 TSU boda/publikaciji
Publikacije Autorstva u znanstvenoj i strucnoj literaturi s
knjiga/udzbenik/prirucnik ey ees
boda/publikaciji
. PR 10 TSU
poglavlje u knjizi/udzbeniku boda/publikaciji
Urednistvo i revizija
urednik knjiga 5 TSU boda/reviziji
revizija znanstvenog rada (znanstvenog projekta) 5 TSU boda/reviziji
34
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4. Mentorstva

Sustav vrednovanja (bodovanja) LAS strucnog usavrsavanja Ukupan broj bodova

mentorstvo magistarski, doktorski studij, specijalisticki studij > TSU .
Mentorstoa ’ ! boda/studentu/godini

Mentorstvo (strucni nadzor i treniranje novozaposlenih u znanstvenim istraZivanjima na 3TSU

Zivotinjama, na radnom mjestu) boda/zaposleniku/godini

5. Studijski boravci

Sustav vrednovanja (bodovanja) LAS strucnog usavrsavanja Ukupan broj bodova

Studijski boravci u zemlji i inozemstvu

3 TSU boda/ po

od 5 dana do mjesec dana .. -
promjeni sredine

Studijski boravci

5 TSU boda/po

viSe od mjesec dana .. .
promjeni sredine
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6. Ostali nacini usavrsavanja

Sustav vrednovanja (bodovanja) LAS strucnog usavrsavanja

Ukupan broj bodova

Hrvatsko drustvo za znanost o
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clan institucijskog etickog povjerenstva 3 TSU boda/godini
clan nacionalnog etickog povjerenstva 4 TSU boda/godini
Ostali nacini clan strucnog povjerenstva nominiranog od strane nadleznog ministarstva 4 TSU boda/godini
usavrsavanja clan ekspertne radne skupine (na pr. FELASA, COST akcije i sl.) 5 TSU boda/godini
,e-learning” LAS tecajevi 1 TSU bod/h
. . . 1 TSU bod/godisnjoj
privatna pretplata na strucne i znanstvene casopise pretplati
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Vodenje evidencije obrazovanja i osposobljavanja (primjeri obrazaca)

Ime i prezime: Datum podetka: Potpis Inicijali I !

1. Evidencija osposobljavanja za modul

Modul Temeljni/ Pruzatelj osposobljavanja Datum Datum Potvrdio
Za specifiéni Vrsta p ljavan p javanja (Ime i prezime /
posao/ ja (zavrietak) funkeija / potpis)
Daodatni (Pocetak)
Broj obrasca:
Datum izdavanja:
2.Postupci/Vjestine
Postupak Vrsta Polaznik pod nadzorom Postignuta osf j Postignut status voditelja

osposobljavanja

Datum Razina | Polaznik | Voditelj | Datum | Polaznik | Voditelj | Datum

d posob F b osposob | osposob
ljavanja | ljavanja ljavanja | ljavanja
(inicijali | (inicijali (inicijali | {inicijali

] ) } )

Polaznik | Voditelj
osposob | osposob
ljavanja | ljavanja
(inicijali | (inicijali

) ]

4—MNadzornik je prisutan tijekom provedenja postupka te pruZa izravan nadzor | savjete

3—Nad:zornik je svjestan provodenja postupaka i dostupan za hitnu intervenciju bude li potrebna (npr. nalazi se u blizini postupka)
2—Nadzornik je svjestan provoden]a postupaka i dostupan za prufanje savjeta prema potrebl (npr. nalazi se u blizini objekta)

1 - MNad:zornik je svjestan provodenja postupaka i dostupan za razgovor kako bl pruZio savjete prema potrebi (npr. telefanom)
0—Nije potreban nadzor

Broj obrasca:

Datum izdavanja:
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3.Trajno stru¢no usavrsavanje i vanjsko osposobljavanje

Unutarnja revizija

Polaznik Voditelj
Osposobljavanje Datum osposobljav | osposobljava
anja nja
(inicijali) (inicijali)

Opis | datum(i) te€aja i postignuti ishod / potvrda

Broj obrasca:

Datum izdavanja:

4.0p¢i moduli za osposobljavanje (npr. zdravlje i sigurnost;

zastita)
Zahtjev za osposobljavanje Polaznik pod nadzorom Postignuta osposobljenost Postignut status voditelja
(unutarnji) osposoblj j
Datum | Polazni | Voditelj | Datum | Polazni | Voditelj | Datum | Polazni | Voditelj
0sposo k 0Sposo k osposobl
osposo | bljavanj osposo | bljavanj osposo | javanja
bljavanj a bljavanj a bljavanj | (inicijali}
a (inicijali a (inicijali a
(inicijali (inicijali ) (inicijali

Broj obrasca:

Datum izdavanja:
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Kontrolna Lista
PREPARE Smjernica
Planning Research and
Experimental Procedures
on Animals:
Recommendations for
Excellence
(Pripreme za provedbu
istrazivanja na
laboratorijskim
zivotinjama u
znanstvene svrhe:
preporuke za izvrsnost)

Autori: Adrian J. Smitha, R. Eddie Clutton®,
Elliot Lilleye, Kristine E. Aa. Hansend &
Trond Brattelide

aNorecopa, c¢/o Norwegian Veterinary
Institute, Oslo, Norway; PRoyal (Dick) School of
Veterinary Studies, Midlothian, U.K.; <Research
Animals Department, Science Group, RSPCA,
West Sussex, U.K.; dSection of Experimental
Biomedicine, Faculty of Veterinary Medicine,
Norwegian University of Life Sciences, Oslo,
Norway; ¢Division for Research Management
and External Funding, Western Norway
University of Applied Sciences, 5020 Bergen,
Norway.

PREPARE se sastoji od smjernica za
pripremu i provedbu istrazivanja na
zivotinjama koje su komplementarne sa
ARRIVE smjernicama za izvjeStavanje
rezultata istraZivanja na Zivotinjama.

PREPARE kontrolna lista pokriva
tri Sira podrucdja koja osiguravaju

kvalitetu  pripreme i  provedbe
istrazivanja na laboratorijskim
zivotinjama (in-vivo

istrazivanje/ projekt dalje u tekstu):

1. Opis (svrha i sadrzaj) znanstvene
studije

2. Komunikacija izmedu znanstvenika
(voditelja projekta, korisnika nastambe)
i osoblja koje upravlja nastambom za
laboratorijske zivotinje

3. Kontrola kvalitete svih komponenti
in-vivo istrazivanja

Kod priprema studije ne treba se
striktno drzati navedenog redosljeda
buduci se podrucja preklapaju.

PREPARE kontrolna lista moze se
po potrebi prilagoditi i specijalnim
oblicima istrazivanja kao na primjer
onima u okviru terenskih studija.
PREPARE  sadrzi i  smjernice
upravljanja nastambom za
laboratorijske Zzivotinje buduéi dobre
prakse gospodarenja Zivotinjama utjecu
na kvalitetu in-vivo istraZivanja koja se
u nastambi provode. Cjelovita verzija
smjernica te brojne poveznice na srodne
globalne sadrzaje dostupne su na

Norecopa mreznoj stranici
https:/ /norecopa.no/ PREPARE.
PREPARE kontrolna lista

dinamicni je dokument koji ce se
nadopunjavati budud¢im smjernicama
koje generalno proizlaze iz najnovijih
znanstvenih spoznaja u podrudju
znanosti o laboratorijskim Zivotinjama.
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Podrucdje Preporuke

A) Opis studije

e  Iznesite jasnu hipotezu sa primarnim i sekundarnim ishodima studije.

1. Pregled literature e Razmislite o provedbi sistemati¢nog pregleda literature.

o  Napravite izbor klju¢nih stru¢njaka i baza podataka koje ¢e te u postupku
priprema konzultirati te klju¢ne rijeci za pretraZivanje "on-line" literature.

e  Ocijenite prikladnost odabrane Zivotinjske vrste i njenih bioloskih
svojstava ciljevima istrazivanja, planirajuci mjere zastite dobrobiti
zivotinja i smanjenje boli i nelagode kad i gdje je to moguce.

e  Ocijenite reproducibilnost projekta i njegov translacijski potencijal.

2. Uskladenost projekta e QOcijenite uskladenost projekta sa zakonima za koristenje zivotinja u
sa zakonskim znanstvene svrhe i sa zakonima koji ureduju druga podrudja kao na
odredbama primjer transport Zivotinja, zastita radnika na radnom mjestu i sli¢no.

e  Proucite europske zakonske odredbe i relevantne smjernice dobrih praksi
is tim u vezi pravovremeno zatrazite projektnu autorizaciju te eticku
evaluaciju projekta.

e  Napisite netehnicki sazetak studije.

3. Eticke stavke, analiza e U komunikaciji sa institucijskim eti¢kim povjerenstvom provijerite da li je
$teta i koristi i sli¢ni istrazivacki projekt u proslosti bio predmet eticke procjene.

e  Sa zivotinjama postupajte u skladu sa 3R nacelima (nacela zamjene,

definiranje humanih
smanjenja i pobolj$anja) te 3S nacelima ("'good science, good sense, good

ishoda studije (engl. i ) )
HEP) senS{bllltlfes - r}acel.a 'dobre znanstvene prakse, zdravog razuma i
suosjecanja sa zivotinjama).
e  Razmislite o predbiljezbi in-vivo istrazivanja te objavi negativnih rezultata.
e  Provedite detaljnu analizu Steta i koristi te obrazloZite moguce Stete.
e  Diskutirajte o ishodima ucenja ako se Zivotinje koriste u svrhu educiranja
novih stru¢njaka.
e  Procijenite tezinu (kumulativnu bolnost) in-vivo postupaka u projektu.
o  Definirajte objektivne, jednostavno mjerljive, humane i nedvosmislene
krajnje tocke kao i ranije ishode projekta (engl. Humane End Points_HEP).
e  Opravdajte smrtni ishod ako je on o¢ekivani ishod projekta.
4. Dizajn pokusa i e  Provedite pilot studije, izrac¢un ciljane snage studije i stupnja statisticke
statisticke analize znacajnosti.

o Definirajte eksperimentalnu jedinicu i broj Zivotinja sudionica pokusa.

e  Izaberite metodu randomizacije, sprijecite pristranost promatraca i jasno
definirajte klini¢ki relevantne kriterije ukljucivanja i isklju¢ivanja sudionica
pokusa.

B) Komunikacija izmedu znanstvenika (korisnika nastambe) i osoblja nastambe

e Organizirajte sastanke sa svim sudionicima istrazivackog projekta na

5. Ciljevi, trajanje i samom pocetku izrade projekta.

financiranje studije; e  Definirajte okvirno trajanje projekta te potrebne resurse za provedbu
raspodjela radnih priprema, skrbi o zivotinjama, provedbu in-vivo procedura te procedura
zaduZenja (vodenje

rojekta) zbrinjavanja otpada i provodenja dekontaminacije.
Pro] e Definirajte i transparentno priop¢ite svim sudionicima ocekivane troskove
provedbe projekta.

e Razradite detalnji plan raspodjele radnih zaduZenja za sve faze projekta.
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6. Evaluacija nastambe
za laboratorijske
Zivotinje

Procijenite prikladnost raspolozive opreme i standardnih operativnih
procedura u nastambi za laboratorijske Zivotinje potrebama i ciljevima
projekta te definirajte potrebe za dodatnom opremom i novim
procedurama.

Definirajte najrizi¢nije faze projekta za ¢iju ¢e uspjesnu provedbu trebati
osigurati dodatno znanstveno i tehnicko osoblje.

7. Edukacija i
osposobljavanje osoblja

Procijenite trenuta¢ni nivo kompetencija osoblja i identificrajte one koje
treba dodatno educirati u specificnom podrucju i osposobiti prije
provodenja studije.

8. Zdravstveni rizici,
postupci zbrinjavanja
otpada i
dekontaminacije

Izvrsite procjenu rizika u suradnji sa osobljem nastambe, za sve direktne i
indirektne sudionike projekta i laboratorijske Zivotinje.

Utvrdite postojanje relevantnih smjernica dobrih praksi i po potrebi
izradite specifi¢ne smjernice za svaku fazu projekta.

Definirajte na¢ine dekontaminacije odnosno neskodljivog zbrinjavanja
svih kategorija otpada koji se generira u vrijeme provedbe projekta.

C) Kontrola kvalitete svih komponenti in-vivo istrazivanja

9. Testne tvari i

procedure

Osigurajte maksimalnu koli¢inu informacija o testnim tvarima i rizicima
prilikom njihovog rukovanja i primjene in-vivo.

Razmislite o izvedivosti i valjanosti pokusnih procedura te potrebnim
kompetencijama (na pr. sigurno rukovanje opasnim kemikalijama)
projektnog osoblja.

10. Pokusne Zivotinje

Definirajte osnovne karakteristike Zivotinja koje udovoljavaju ciljevima
istrazivanja i standarde izvjeStavanja rezultata in-vivo istraZivanja.
Koristite najmanji moguci broj Zivotinja koji nece ugroziti statisticku
snagu studije.

11. Karantena i
zdravstveni nadzor

Definirajte Zeljeni zdravstveni (mikrobioloski i genetski) status Zivotinja,
eventualne potrebe za njihovim prijevozom i provedbom bio-sigurnosnih
mjera nakon njihove dostave u nastambu te za vrijeme provedbe pokusa
kao i nacine zdravstvenog nadzora zZivotinja i potencijalnih zdravstvenih
rizika za osoblje.

12. Uvjeti drzanja i
gospodarenje
zivotinjama

Uzmite u obzir za Zivotinjsku vrstu specifi¢na instinktivna i svrsishodna
ponasanja i u suradnji sa struénim osobljem definirajte optimalne uvjete
drzanja i dodatke kavezu.

Odredite trajanje aklimatizacije ili karantene, optimalne uvjete skrbi,
mikroklimatske uvjete te sve limitirajuce okolnosti odredene in-vivo
protokolom (npr. trajanje i frekvenciju prisilnog gladovanja Zivotinja,
pojedinacni smjestaj Zivotinja i sli¢no).

13. Eksperimentalne
procedure

Razradite opcije pobolj$anja stresnih procedura oznac¢avanja, rukovanja,
obuzdavanja, i nakon zavrsetka pokusa, prilikom eventualnog vrac¢anja
zivotinja na slobodu ili njihovog smjestaja kod udomitelja.

Razradite opcije pobolj$anja bolnih procedura prilikom primjene testnih
tvari, uzorkovanja tkiva, analgezije i anestezije, kirurskih zahvata i drugih
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14. Eutanazija, ponovno e  Konzultirajte relevantne zakonske odredbe i vazeée smjernice dobrih

koristenje Zivotinja u praksi na vrijeme, prije provedbe projekta.

projektima, vraéanje e Definirajte glavne i zamjenske metode humane eutanazije.

Zivotinja na slobodu i e  Procijenite kompetencije osoblja zaduzenog za eutanaziju Zivotinja iz

domli . projekta.

udomljavanje

15. Razudba (post e Izradite detaljni protokol sa svim fazama razudbe, osigurajte sljedivost

mortem procedure) svih preuzetih uzoraka odnosno identifikatore svih zivotinja, Zivotinjskih
uzoraka i podataka proizislih iz in-vivo istraZivanja te definirajte njihove
lokacije i prikladne uvjete skladistenja i eventualnog transporta.
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