Europska
o komisij Ja

DIREKTIVA 2010/63IEU
_# 0 ZASTITI ZIVOTINJA KOJE
. SE KORISTE U ZNANSTVENE SVRHE

o
'y
»

GENETSKI IZMIJENJENE
_ ZIVOTINJE

© Novo'No




Europska komisija nije odgovorna za bilo kakve posljedice koje proizlaze iz ponovne uporabe ove publikacije.
Luxembourg: Ured za publikacije Europske unije, 2022

© Europska unija, 2022

Politika ponovne uporabe dokumenata Europske komisije uredena je na temelju Odluke Komisije 2011/833/EU od 12.
prosinca 2011. o ponovnoj uporabi dokumenata Komisije (SL L 330, 14.12.2011,, str. 39.).

Osim ako je navedeno drukcije, ponovna uporaba ovog dokumenta dopustena je u skladu s licencijom Creative Commons
Attribution 4.0 International (CC-BY 4.0) (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). To znaci da je ponovna uporaba
dopuStena uz navodenje relevantnih podataka i svih izmjena.

Za svaku uporabu ili reprodukciju elemenata koji nisu u vlasnistvu Europske unije mozda ce biti potrebno zatraZziti
dopustenje izravno od odgovarajucih nositelja prava.

Print ISBN 978-92-76-52175-4 doi:10.2779/348089 KH-09-22-172-HR-C
PDF ISBN 978-92-76-52193-8 doi:10.2779/898546 KH-09-22-172-HR-N



Okvir za genetski izmijenjene Zivotinje na temelju
Direktive 2010/63/EU o zastiti Zivotinja koje se Koriste u
znanstvene svrhe



NadleZna nacionalna tijela za provedbu Direktive 2010/63/EU o zaStiti Zivotinja koje se
koriste u znanstvene svrhe

Radni dokument o genetski izmijenjenim Zivotinjama za ispunjavanje zahtjeva iz
Direktive

- koji zamjenjuje sporazumni dokument od 22. i 23. oZujka 2012. —
Bruxelles, 25. i 26. studenoga 2021.

Radi olakSavanja provedbe Direktive 2010/63/EU o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene
svrhe Komisija je 2011. uspostavila dvije stru¢ne radne skupine: 1. za izradu zajednickog
obrasca za statisticka izvje$c¢a i 2. za procjenu tezine postupaka.

Rezultat rada bile su smjernice o genetski izmijenjenim Zzivotinjama, koje su potvrdile
nacionalne kontaktne to¢ke drzava ¢lanica za provedbu Direktive 2010/63/EU na sastanku od
22. do 23. ozujka 2012., nakon cega je na sastanku od 11. do 12. srpnja 2012. potvrden plan
procjene dobrobiti za genetski izmijenjene linije (dostupan u Prilogu). Ispravak Priloga potvrden
je 23. sijecnja 2013.

Medutim, zbog brzog tehnoloskog razvoja u proteklom desetlje¢u i ocitih poteskoca u
postizanju jednakog razumijevanja o tome koje je odobrenje potrebno i kad te o tome kako
izvjeS¢ivati o Zivotinjama koje se koriste za stvaranje i odrzavanje genetski izmijenjenih linija,
Europska komisija odrzala je 27. 1 28. lipnja 2018. u Bruxellesu sastanak dodatne stru¢ne radne
skupine o stvaranju, uzgoju i odrZavanju genetski izmijenjenih Zivotinja. Nakon sastanka
uspostavljeno je nekoliko podskupina za izradu okvird za procjenu dobrobiti za najcesce
koriStene genetski izmijenjene vrste i jo§ jedna podskupina za utvrdivanje elemenata
informacija koje bi trebale pratiti genetski izmijenjene Zivotinje kad se one Salju izmedu
objekata ili na mjesta izvan EU-a radi osiguravanja da su uspostavljene primjerene prakse
uzgoja i skrbi kako bi se pomoglo u optimalnoj primjeni praksi za smanjenje patnji i koristenja
te poboljsanje koriStenja zivotinja.

Sve drzave ¢lanice i glavne organizacije dionici pozvane su da imenuju strucnjake koji ¢e
pridonijeti i sudjelovati u raspravama. Ovaj je dokument izraden na temelju rada svih prethodno
navedenih stru¢nih radnih skupina, rasprava s drzavama ¢lanicama i pravnih savjeta Komisije.
Nadlezna nacionalna tijela za provedbu Direktive 2010/63/EU potvrdila su ga na sastanku od
25. do 26. studenoga 2021.

Izjava o odricanju od odgovornosti

Dokument je namijenjen kao smjernice za pomo¢ drZavama c¢lanicama i drugim
subjektima na koje utjece Direktiva 2010/63/EU o zaStiti Zivotinja koje se Kkoriste u
znanstvene svrhe (kako je izmijenjena Uredbom (EU) 2019/1010 Europskog parlamenta i
Vijeéa) kako bi se uspostavilo zajednicko poimanje odredbi te direktive i olakSala njezina
provedba. Sve primjedbe trebalo bi razmatrati u kontekstu Direktive 2010/63/EU i
Provedbene odluke Komisije (EU) 2020/569. Sadrzajem dokumenta ne uvode se dodatne
obveze uz one utvrdene u Direktivi.

Samo je Sud Europske unije ovlasten tumaciti pravo Unije s pravno obvezuju¢om ovlasti.
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Uvod

Genetski izmijenjene zivotinje ¢inile su 2017. gotovo trec¢inu (2,59 milijuna) svih Zivotinja koje
se u EU-u koriste za znanstveno istraZivanje i ispitivanje'. MiSevi i zebrice najéeS¢e su
prijavljene vrste genetski izmijenjenih Zivotinja, iako je prijavljen i znatan broj Zaba iz roda
Xenopus, kunica 1 Stakora, ali 1 manji broj drugih vrsta kao §to su zamorci, psi, svinje, ovce,
domace kokosi i druge vrste riba. Genetski izmijenjeno bilo je 64 % zebrica koje su se koristile
za istrazivanje 1 ispitivanje te 38 % miSeva.

Prema clanku 1. u vezi s ¢lancima 3. 1 17. Direktive 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se
koriste u znanstvene svrhe (dalje u tekstu ,,Direktiva”) stvaranje i odrZavanje genetski
izmijenjenih Zivotinja smatra se znanstvenim ,,postupkom” ako rodenje ili valjenje moze
zivotinjama prouzrociti bol, patnju, stres ili trajno oSte¢enje u jednakoj ili ve¢oj mjeri od uboda
igle izvedenog u skladu s dobrom veterinarskom praksom. Stoga definicija postupka, uz
zivotinje koje se izravno koriste za istrazivanje i ispitivanje, obuhvaca i Zivotinje potrebne za
stvaranje novih genetski izmijenjenih (GA) linija i Zivotinje koje se koriste za odrzavanje
(uzgoj) postojecih genetski izmijenjenih linija sa Stetnim fenotipom. Tako je 2017., uz genetski
izmijenjene zivotinje koje su se koristile za istrazivanje i ispitivanje, u stvaranje i odrzavanje
genetski izmijenjenih Zivotinja bilo uklju¢eno gotovo 1,3 milijuna Zivotinja®. Nadalje, kao
posljedica programa za stvaranje i uzgoj genetski izmijenih Zivotinja kojima se osigurava
dovoljna dostupnost potrebnih genetski izmijenjenih linija prijavljeno je da je usmréeno jos 6,1
milijun Zivotinja koje se nisu koristile u postupku?.

Stoga je vazno posvetiti paznju tehnikama proizvodnje i odrZzavanja genetski izmijenjenih
zivotinja te specificnim znacajkama koje se prenose kao posljedica genetskih izmjena kako bi
se primijenilo nac¢elo zamjene, smanjenja i poboljSanja (,,tri R”: engl. replacement, reduction,
refinement) u praksama stvaranja, uzgoja i upotrebe tih Zivotinja te skrbi za njih. Osim toga,
kako bi se olakSalo jednako razumijevanje zahtjeva iz Direktive, smatralo se da su potrebne
dodatne smjernice o odgovaraju¢im administrativnim postupcima i obvezama izvjes¢ivanja koji
proizlaze iz Direktive i povezane Provedbene odluke Komisije (EU) 2020/569.

U prvom dijelu ovih smjernica utvrdeni su pravni okvir i formalne obveze na temelju Direktive
te se navode informacije o klju¢nim elementima koje treba obuhvatiti i opisati za potrebe
podnoSenja zahtjeva za projekt i procjenu kako bi se pridonijelo uskladenosti.

U drugom dijelu razmatra se primjena zamjene, smanjenja i poboljSanja u aktivnostima i
postupcima povezanima sa stvaranjem i odrzavanjem genetski izmijenjenih linija, koje bi
uzgajivaci, korisnici, procjenitelji projekta i inspektori trebali pazljivo uzeti u obzir, te se navode
neka opca nacela koja treba primjenjivati.

! Europska komisija, Statisticko izvjes¢e za 2019., Radni dokument sluzbi Komisije, SWD(2020) 10 final, (2020).
% Europska komisija, Radni dokument sluzbi Komisije SWD(2017) 353 final/2 (2017).
3 Europska komisija ; Jzvjes¢e o provedbi Direktive 2010/63/EU, Radni dokument sluzbi Komisije, SWD(2020) 15 final, (2020).




U tre¢em 1 Cetvrtom dijelu smjernica objasSnjava se plan procjene dobrobiti za genetski
izmijenjene linije koji je potreban kako bi se olakSala identifikacija u¢inaka genetske izmjene
radi:

- omogucivanja klasifikacije genetski izmijenjene linije prema tome smatra li se da ima
Stetan ili neStetan fenotip

- pruZzanja alata za pracenje zdravlja i dobrobiti genetski izmijenjenih Zivotinja

- olakSavanja primjerene skrbi i smjestaja prilagodenih potrebama linije

- davanja potrebnih informacija o skrbi i dobrobiti za genetski izmijenjene Zivotinje kad
se one premjestaju u drugi objekt.

Izradeno je nekoliko predlozaka za korisnike kako bi se dale prakti¢ne i korisne smjernice o
sljede¢im podrucjima:

- U odjeljku A predloska procjene dobrobiti za sve vrste i vremenske to¢ke opisuju
se relevantne informacije kao $to su opis i ime linije, genetska izmjena i pojedinosti o
procjeni (datum, procjenjivac) te se navodi zavrSna predvidena klasifikacija po tezini
dodijeljena liniji.

- U odjeljku B predloSka procjene dobrobiti za specificne vrste opisuju se elementi i
nalazi specificni za vrstu koja se procjenjuje.

- QOdjeljak C — Predlozak za premjeStanje sa zahtjevima za skrb i uzgoj za genetski
izmijenjene Zivotinje temelji se na nalazima procjene dobrobiti i daje informacije o
pitanjima dobrobiti na koja treba paziti za odredenu liniju, posebnim potrebama u
pogledu smjestaja i skrbi i/ili prijedlozima za strategije poboljSanja.

Sva tri dokumenta zajedno ¢e €initi nuzne informacije koje bi trebale pratiti genetski izmijenjene
zivotinje kad se one premjestaju unutar objekta ili izmedu objekata.

Naposljetku, u petom dijelu raspravlja se o pravnim obvezama izvjeS¢ivanja povezanima s
genetski izmijenjenim zivotinjama tijekom stvaranja i odrZavanja linija te se daju daljnje
smjernice za osiguravanje uskladenosti sa zahtjevima za godiSnje statisticko izvjes¢ivanje i
petogodisnje izvjescivanje o provedbi.



Prvi dio: Administrativni postupci koji ukljucuju genetski
izmijenjene Zivotinje

1. Kontekst

Od 2011. sazvano je nekoliko strucnih radnih skupina kako bi se raspravilo o tome kako bi
genetski izmijenjene Zivotinje trebalo razmatrati u kontekstu Direktive. Ishodi tih skupina
rezultirali su prihva¢anjem Radnog dokumenta o genetski izmijenjenim Zivotinjama* i
donoSenjem Provedbene odluke Komisije 2012/707/EU, u kojoj se, medu ostalim, detaljno
opisuje postupanje s genetski izmijenjenim zivotinjama u okviru statistickog izvjes¢ivanja.

Na temelju teksta Direktive odabrani pristup bio je odvajanje genetski izmijenjenih linija za
koje je utvrdeno da su Stetne od onih koje se smatraju nestetnima. Razlog je uglavnom bio
uklanjanje potrebe za posebnim odobrenjem projekta i povezanog administrativnog optere¢enja
za nestetne linije za koje ne postoji mogucnost rizika od boli, patnje, stresa ili trajnog oSte¢enja
kako je navedeno u definiciji ,,postupka” iz ¢lanka 3. tocke 1. Medutim, u tom kontekstu vazno
je napomenuti da su, neovisno o tome je li za aktivnost potrebno izri¢ito odobrenje projekta, sve
zivotinje koje se uzgajaju za znanstvenu upotrebu obuhvaéene podru¢jem primjene Direktive,
pa ih stoga smiju uzgajati samo odobreni objekti koji ispunjavaju zahtjeve iz tog propisa.

U praksi je odvajanje Stetnih linija od neStetnih uzrokovalo poteskoc¢e i nadleznim tijelima i
gospodarskim subjektima, a posljedica su bile nedosljednosti u praksi odredivanja smatra li se
linija Stetnom, kriterijima koji se koriste za odlucivanje, a zatim i izvjeS¢ivanju drzava ¢lanica.
Osim toga, razlike u pristupima za odobrenja projekata za stvaranje novih genetski izmijenjenih
linija (od odobrenja projekta za jednu liniju do projekata koju ukljucuju viSe genetski
izmijenjenih linija) sprijecile su uspostavu jednakih uvjeta za gospodarske subjekte, $to je jedan
od klju¢nih ciljeva Direktive. Ta su pitanja istaknuta i u izvjeS€u o preispitivanju Direktive
objavljenome 2017.° i u prvom izvjeS¢u EU-a o provedbi Direktive, objavljenome 2020.3
Nacionalne kontaktne tocke drzava ¢lanica smatrale su da bi bila korisna daljnja pojaSnjenja i
smjernice. Veca jasnoca i tocnost uvedene su Provedbenom odlukom Komisije (EU) 2020/569,
koja zamjenjuje Odluku 2012/707/EU.

U prvom dijelu smjernica o genetski izmijenjenim Zivotinjama razmatrat ¢e se glavna nacela i
kljuéni elementi povezani s primjenom, procjenom i odobrenjem projekata koji ukljucuju
stvaranje 1 odrzavanje genetski izmijenjenih Zivotinja.

2. Pravni okvir

Podrucje primjene Direktive 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe
ukljucuje stvaranje, odrzavanje na zivotu i upotrebu genetski izmijenjenih Zivotinja u Uniji.
Provedbenom odlukom Komisije (EU) 2020/569 daju se daljnje upute za prakti¢nu provedbu.

* Nadlezna nacionalna tijela za provedbu Direktive 2010/63/EU o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe, Radni dokument o
genetski izmijenjenim Zivotinjama (2013).
3 Europska komisija, Izvjesce u skladu s ¢lankom 58. Direktive 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (2017).




Kako je prethodno opisano, Direktiva se primjenjuje na sve zivotinje koje se koriste u
znanstvene svrhe, neovisno o tome jesu li genetski izmijenjene (Stetno ili neStetno) ili
obi¢ne/nemutirane. Uzgajivaci Zivotinja moraju imati odobrenje i poslovati u skladu s
Direktivom. Nadzor vrSe nadlezna tijela koja su obvezna provoditi redovite inspekcije
uzgajivaca, dobavljaca i korisnika Zivotinja. Aktivnosti na koje se primjenjuje definicija
,»postupka” mogu se provoditi samo u okviru odobrenog projekta. Odobrenje projekta moguce
je samo na temelju zadovoljavajuée procjene projekta koju provodi nadlezno tijelo. U procjeni
projekta mora biti osigurana uskladenost s naelom zamjene, smanjenja i poboljSanja te
nadlezno tijelo mora biti uvjereno da je Steta koja se nanosi zivotinjama opravdana oc¢ekivanim
koristima, pri ¢emu se uzimaju u obzir eticka nacela.

Kako bi se odredilo na koje se aktivnosti primjenjuje definicija postupka pa je za njih potrebno
odobrenje projekta, u ¢lanku 3. tocki 1. Direktive u definiciju ,,postupka” ukljucene su sve
aktivnosti koje namjerno prouzroce ili mogu prouzrociti rodenje ili valjenje Zivotinje ili
stvaranje i odrZzavanje na Zivotu genetski modificirane Zivotinjske linije, koje Zivotinji
mogu prouzrociti odredenu razinu boli, patnje, stresa ili trajnog oSte¢enja u jednakoj ili
vecoj mjeri od uboda igle izvedenog u skladu s dobrom veterinarskom praksom.

Kako je navedeno u Provedbenoj odluci Komisije (EU) 2020/569, za potrebe Direktive
»genetski izmijenjene Zivotinje (GAA)” ukljucuju genetski modificirane Zivotinje (transgene
zivotinje, zivotinje s ,,izbijenim” genom (knock-out) ili drukcije genetske izmjene) i Zivotinje s

mutacijom koja se javlja prirodno ili Zivotinje s izazvanom mutacijom u skladu s definicijom iz
¢lanka 3. tocke 1.

Nadalje, u ¢lanku 3. tocki 1. odreduje se prag minimalne boli, patnje, stresa i trajnog oStecenja
iznad kojeg se aktivnost smatra ,,postupkom” i zahtijeva odobrenje u okviru projekta (¢lanak 12.
stavak 2.).

U ¢lanku 17. navodi se da se smatra da je ,,postupak” okoncan kad nema vise daljnjih opazanja
za navedeni postupak ili kad se u slu¢aju novih genetski modificiranih linija Zivotinja kod
njihovih potomaka ne primjecuje i ne ocekuje da ¢e osjecati bol, patnju, stres ili trajno
oStecenje koje je jednako ili vece od onog izazvanog ubodom igle.

U Provedbenoj odluci Komisije (EU) 2020/569 dalje se opisuje da se nova linija smatra
,uspostavljenom” kad je prijenos genetske izmjene stabilan (potrebne su najmanje dvije
generacije) 1 dovrSena je procjena dobrobiti. Potrebni su znanstveni podaci o vjerojatnim
ucincima genetske promjene i o vremenu kad ¢e se te promjene vjerojatno manifestirati. Na
temelju informacija/dokaza dobivenih za vrijeme procjene dobrobiti i drugih znanstvenih
podataka odredit ¢e se hoce li se linija razvrstati kao Stetna ili neStetna kad se uzgaja i odrzava
kao uspostavljena linija. U kontekstu odrzavanja uspostavljenih linija u ¢lanku 1. stavku 2.
navodi se, medu ostalim, da uklanjanje boli, patnje, stresa ili trajnog oStecenja s pomocu
uspjeSnog koriStenja anestezije, analgezije ili drugih metoda ne iskljucuje koriStenje
zivotinja u postupcima iz podrucja primjene Direktive. Za uzgoj genetski izmijenjenih linija
koje zadrZavaju rizik od razvoja Stetnog fenotipa (npr. rizik od infekcije zbog oslabljenog
imunosnog sustava), neovisno o primijenjenom poboljSanju (prepreka / uvjeti bioloske
sigurnosti), potrebno je odobrenje projekta u skladu s clankom 1. stavkom 2. jer primjena
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poboljsanja ne uklanja rizik u potpunosti, ve¢ ga samo smanjuje u tom kontekstu (pozitivne
intervencije potrebne za smanjenje rizika).

Sli¢no tome, za predvidene poremecaje koji se javljaju u odredenoj dobi moze se predvidjeti da
¢e se Stetni ucinci javiti poslije, kako Zivotinje stare, npr. poviseni krvni tlak. Ako se Zivotinje
povremeno usmréuju kako bi se sprijecio nastup Stetnih ucinaka, to ne uklanja rizik za liniju,
ve¢ samo za pojedinacne zivotinje koje su usmréene. Stoga se te linije moraju klasificirati kao
Stetne i za njihovo je drZanje potrebno odobrenje projekta.

U rijetkim se slucajevima u istrazivanjima koja obuhvacaju cijeli zivotni vijek Zivotinja moze
utvrditi da nema Stete ni skracenja zivotnog vijeka kod zivotinja s tim poremecajima koji se
javljaju u odredenoj dobi. Ako se to dokaze, linija se moze reklasificirati kao neStetna i od tog
trenutka viSe ne bi bila potrebna odobrenja projekta.

Naposljetku, vazno je podsjetiti na definiciju projekta iz ¢lanka 3. tocke 2., u kojoj se navodi da
,projekt” znaci program rada koji ima definirani znanstveni cilj i ukljucuje jedan ili vise
postupaka (primjeri su dostupni u Dodatku II.).

3. Aktivnosti na koje se primjenjuje definicija projekta i za koje je potrebno
odobrenje projekta

U skladu s prethodnim odredbama Direktive stvaranje nove genetski izmijenjene linije u nacelu
se smatra postupkom jer se posljedice stvaranja nove linije ne mogu uvijek u potpunosti odrediti
unaprijed.

Iznimka su slucajevi u kojima se krizaju / povratno krizaju dvije linije s neStetnim fenotipom i
u kojima se moZze razumno ocekivati da nova linija nece dovesti do Stetnog fenotipa. Zahtjev za
odobrenje projekta tad se mozda nece primjenjivati. Tu bi odluku trebalo jasno evidentirati u
objektu u kojem se uzgajaju zivotinje. Ako se stvaraju potomci, potrebno je potvrditi da linija
ne pokazuje nikakve znacajke Stetnog fenotipa primjenom procjene dobrobiti kako je opisano u
odjeljku 3. Sve te zivotinje ostaju pod zastitom i1 kontrolom objekta kao zivotinje uzgojene za
znanstvenu upotrebu.

Odrzavanje uspostavljene genetski izmijenjene linije smatra se postupkom ako linija nosi
Stetan fenotip.

Osim toga, za vrijeme stvaranja i odrZzavanja genetski izmijenjenih linija provodi se nekoliko
posebnih aktivnosti, kao $to su superovulacija, vazektomija, prijenos embrija i uzorkovanje
tkiva za potrebe genotipizacije. Na veéinu tih aktivnosti primjenjuje se definicija ,,postupka” iz
¢lanka 3. tocke 1. Direktive.

Zauzorkovanje tkiva trebalo bi koristiti najmanje invazivnu metodu koja daje primjeren uzorak
DNK-a u smislu koli¢ine i kvalitete za provedbu pouzdanog postupka genotipizacije. Ta bi
metoda, ako je moguce, trebala istodobno osigurati pouzdanu identifikaciju/oznacivanje. Ako
se koristi viSak tkiva iz metode identifikacije/oznacivanja, to se ne smatra postupkom (¢lanak 1.
stavak 5. tocka (e)).



U tablici u nastavku nalazi se pregled najceS¢ih aktivnosti i uvjeta u kojima se na njih
primjenjuje zahtjev za odobrenje projekta.
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Aktivnost Komentar Potrebno je odobrenje projekta Nije potrebno odobrenje projekta
Stvaranje nove | Genetska Za stvaranje nove genetski izmijenjene linije potrebno
genetski izmijenjene | manipulacija je odobrenje projekta.
linije gameta ili
zametaka
KriZzanje Za stvaranje nove genetski izmijenjene linije kriZanjem | Ako se stvara nova genetski izmijenjena linija krizanjem

postojecih
linija

razlicitih linija radi stvaranja nove genetski izmijenjene
linije pri kojemu se ne moZe unaprijed odrediti da ce
fenotip nove linije biti nestetan potrebno je odobrenje
projekta kako je navedeno u Provedbenoj odluci
Komisije (EU) 2020/569 (Prilog Ill. dio B odjeljak B —
Kategorije za unos podataka — tocka 8.) za obveze
statistickog izvjeséivanja o upotrebi Zivotinja.

/ povratnim krizanjem dviju linija s neStetnim
fenotipom i ako se moze razumno ocekivati da nova
linija ne¢e dovesti do Stetnog fenotipa, zahtjev za
odobrenje projekta mozda se nece primjenjivati. U tim
slu¢ajevima nadleZno tijelo mora razmotriti nacela
odlucivanja u objektu i uvjeriti se da su uspostavljeni
postupci za brzo dobivanje odobrenja projekta ako se
pokaZe da su ta predvidanja bila netocna.

Mutageneza

Koristi se izlaganje kemikalijama ili ozracivanje kako bi
se izazvale slucajne mutacije zametnih stanica koje su
u mnogim slucajevima Stetne za potomke. Za izlaganje
roditelja i potomaka potrebno je odobrenje projekta.

Zivotinje sa
spontanom
Stetnom

mutacijom

Do mutacija dolazi spontano u uzgoju i u nekim
sluc¢ajevima dovode do Stetnih znacajki koje su
znanstveno zanimljive. Ako se takve Zivotinje
odrzavaju, uzgajaju, dobavljaju i/ili koriste u
znanstvene svrhe, potrebno je odobrenje projekta.

Stetne

Zivotinja/legla, ali se odmah usmrcuju, Stetna znacajka

mutacije javljaju se kod pojedinacnih

identificira se i roditelji se vise ne koriste za uzgo;j.

Neke nemutirane linije kod kojih je doslo do

srodstvenog parenja ponekad pokazuju Stetne

znacajke, kao Sto je hidrocefalus u B6 miseva. Te linije
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ne odrzavaju se za ispitivanje hidrocefalusa. Sve
Zivotinje kod kojih je identificirana takva znacajka
odmah ce se usmrtiti. Poduzet ée se mjere za

smanjenje ucestalosti znacajke selektivnim uzgojem.

Odrzavanje
postojece  genetski
izmijenjene linije

Fenotip linije

Uzgoj postojece linije sa Stetnim fenotipom.

Linije za koje procjena dobrobiti (kako je opisana u
trecem dijelu) pokazuje da za nju postoji rizik od
Stetnog fenotipa iznad praga minimalne boli, patnje,
stresa ili trajnog ostecenja tijekom Zivotnog vijeka
Zivotinje.

Za uzgoj stetnih linija krizanjem het x het ili het x
nemutirani tip radi smanjenja/uklanjanja rizika od
izrazavanja Stetnog fenotipa i dalje je potrebno
odobrenje.

Uzgoj postojece linije s nestetnim fenotipom.

Linije za koje procjena dobrobiti (kako je opisana u
trecem dijelu) ne pokazuje Stetu iznad praga
minimalne boli, patnje, stresa ili trajnog ostecenja do
koje ¢e vjerojatno doci tijekom Zivotnog Vvijeka
Zivotinje, npr. neke linije sa zelenim fluorescentnim
proteinom (GFP).

Ako se kod Zivotinja iz neStetne genetski izmijenjene
linije (tj. onih koje se uzgajaju bez odobrenja projekta)
jave Stetni ucinci, treba preispitati procjenu dobrobiti i
aZurirati je, a liniju ponovno klasificirati iz nestetne u
Stetnu. Odmabh treba traziti odobrenje nadleznog tijela
za odrzavanije linije i daljnji uzgoj Zivotinja.

Imunokompro
mitirane linije

Imunokompromitirane linije posebno su podlozne
infekciji kao posljedica izmjene gena i moraju se drzati
u posebnom smjestaju, kao Sto je odredeno bioloski
sigurno okruzenje radi njihove zastite, a mozZe im
trebati i dodatna skrb uz onu koja je potrebna za
odrzavanje zdravlja i dobrobiti obicnih Zivotinja. Za
takve se linije smatra da imaju Stetan fenotip i za njih je
potrebno odobrenje projekta (tocka 11.7. odjeljka A
dijela B Priloga Ill. Provedbenoj odluci Komisije (EU)
2020/569).
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Linija sa
Stetnim

fenotipom koji
se javlja u

Stetni fenotipi uklju¢uju genetski izmijenjene linije kod
kojih se taj fenotip javlja u odredenoj dobi. U
tocki 11.7. dijelaB Prilogalll. Provedbenoj odluci
Komisije (EU) 2020/569 navodi se da ,[t]o ukljuduje,

odredenoj medu ostalim, Zivotinje kojima treba [...] dodatna skrb
dobi uz onu koja je potrebna za odrzavanje zdravlja i
dobrobiti obi¢nih Zivotinja”.
Cre-lox linije Za uzgoj krizanih Cre-lox linija kako bi izrazile Stetan | Za uzgoj nekrizanih Cre ili lox linija kod kojih se ne javlja
fenotip potrebno je odobrenje projekta. Stetan fenotip nije potrebno odobrenje projekta.
Inducirane ili | Primijenjen je agens za indukciju kako bi se ,aktivirao” | Linije kod kojih je genetska modifikacija fenotipa

potisnute linije

Stetan fenotip.

aktivna samo nakon tretmana agensima za indukciju
(npr. tamoksifen, tetraciklin itd.): smatra se da do
trenutka induciranja nemaju Stetan fenotip i nije
potrebno odobrenje prije induciranja.

Linije kod kojih je genetski utemeljen fenotip potisnut
tretmanom agensima za potiskivanje (kao Sto je
tetraciklin) pa Zivotinje ne pokazuju Stetan fenotip —
potrebno je odobrenje projekta jer je potrebna
posebna aktivnost kako bi se linija odrzala nestetnom.

U tocki 11.7. odjeljku A dijelu B Priloga Ill. Provedbenoj
odluci Komisije (EU) 2020/569 navodi se da ,to
ukljucuje, medu ostalim, Zivotinje kojima treba [...]
dodatna skrb uz onu koja je potrebna za odrZavanje
zdravlja i dobrobiti obi¢nih Zivotinja”.
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Reporterske Prisutnost gena reportera u genomu i molekula koje

linije nastaju iz tih gena ne dovodi sama po sebi do tetnog
fenotipa. Stoga za uzgoj linija u koje su uvedeni samo
geni reporteri nije potrebno odobrenje.

Genetska Invazivno Uzorkovanje tkiva obrezivanjem usiju ako se ne provodi | Visak tkiva od identifikacije/oznacivanja Zivotinje (npr.
karakterizacija uzorkovanje za potrebe identifikacije/oznacdivanja, npr. ako se | oznacivanja usiju, ali ne ukljuéujuéi rezanje vrhova
tkiva primjenjuje alternativna metoda identifikacije kao Sto | repova ili obrezivanje peraja).

je mikrocipiranje.

Uzorkovanje tkiva rezanjem vrhova repova ili

obrezivanjem peraja (to nisu metode primjerene za

identifikaciju/oznacivanje jedinki).

Uzorkovanje tkiva rezanjem kosStanih ¢lanaka / prstiju | Visak tkiva od identifikacije/oznacivanja uklanjanjem

ako se ne koristi za identifikaciju/oznacivanje. jednog distalnog clanka ako se to i dalje smatra
najhumanijom metodom za identifikaciju pojedinacnih
Zivotinja kao Sto su novorodeni glodavci.

Uzorak  krvi (nije metoda primjerena za

identifikaciju/oznacivanje jedinki).
Tkivo dobiveno invazivnom metodom, ali tek nakon Sto
se potvrdi smrt (sekcija).

Neinvazivno Metode koje su ispod praga minimalne boli, patnje,

stresa ili trajnog ostecenja (kako je definirano u
Clanku 3. tocki1.) kao Sto su upotreba izmeta,
uzorkovanje dlake.
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Metode promatranja, npr. boja krzna, ultraljubic¢asto
fluorescentno svjetlo.

Vazektomija

Kirurski postupak potreban kod muZjaka kako bi se
omogucila njihova upotreba za izazivanje laine
trudnocde. Odobrenje je potrebno samo za kirurski
postupak (naknadno prirodno parenje nije postupak,
vidjeti u nastavku).

Superovulacija

Injekcije potrebne u znanstvene svrhe i stoga iznad
praga minimalne boli, patnje, stresa ili trajnog
ostecenja, pa je stoga rije¢ o postupcima.

Prijenos embrija

Potrebna je kirurska implantacija ili umetanje cijevi
putem cerviksa (nekirurski prijenos embrija), Sto je
iznad praga minimalne boli, patnje, stresa ili trajnog
ostecenja, pa je stoga rije¢ o postupcima.

Prirodno parenje

Prirodno parenje kod kojeg jedan roditelj nosi Stetan
fenotip.

Ako ce krizanjem nastati Stetan fenotip, npr. za Cre-lox
krizanja potrebno je odobrenje projekta za rodenje ili
valjenje potomaka (¢lanak 3. tocka 1.).

Ako se krizaju / povratno kriZaju dvije linije s neStetnim
fenotipom i ako se moze razumno ocekivati da nova
linija nece dovesti do Stetnog fenotipa, zahtjev za
odobrenje projekta nece se primjenjivati.

Ako se Zivotinje nakon oporavka od vazektomije koriste
za parenje radi izazivanja lazne trudnocde, to nije
postupak.

Presadivanje

Ako se provodi iskljucivo u znanstvene svrhe, npr. ako
prisutni patogeni mogu utjecati na imunosni sustav, ali
nije ugrozeno zdravlje Zivotinja.

Ako se provodi u korist zdravlja i/ili dobrobiti kolonije,
tj. ako je potrebno ukloniti patogen jer ¢e u suprotnom
do¢i do loseg zdravlja Zivotinja, npr. virus hepatitisa
misa (MHV).
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Krioprezervacija

Tehnike kod kojih se koriste Zive Zivotinje potrebne za
krioprezervaciju u znanstvene svrhe kad se provode
radi oCuvanja linije.

Ako se provodi radi ocuvanja linije upotrebom

zamrznute sperme usmréenih Zivotinja.
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Kad se razmatraju pojedinacni postupci, odluka o tome je li potrebno odobrenje projekta
temelji se na cilju aktivnosti, tj. provodi li se ona u znanstvene svrhe ili radi dobrobiti te
zivotinje ili njezine kolonije. Neka daljnja pojasnjenja navedena su u dvama primjerima u
nastavku.

Presadivanje

Mikrobi mogu biti patogeni ili komenzalni. Mnoga presadivanja potrebna su kako bi se uklonili
komenzalni organizmi koji mogu utjecati na znanost. Ako se presadivanje ne provodi radi
dobrobiti zivotinja i provodi se radi stvaranja ili zadrZavanja Zivotinja/kolonija primjerene
kvalitete i dosljednosti za dobru znanost, to se obavlja u znanstvene svrhe i presadivanje se
mora obavljati u skladu sa zahtjevima Direktive, ukljuuju¢i odobrenje projekta,
osposobljavanje osoba koje sudjeluju itd. Medutim, ako imenovani veterinar odredi da je
presadivanje u interesu dobrobiti Zivotinje ili kolonije radi uklanjanja patogena iz kolonije, na
to se ne bi primjenjivala definicija ,,postupka” i ne bi bilo potrebno odobrenje projekta na
temelju Direktive. To bi se obavljalo na temelju relevantnog veterinarskog zakonodavstva u
drzavi €lanici. KoriSteni postupci odlucivanja, brojevi itd. trebali bi se navesti u veterinarskoj
zdravstvenoj dokumentaciji (okvir za obrazovanje i osposobljavanje, modul 24 24.15), a
postupke bi trebali provoditi veterinari ili osobe kojima oni zakonski mogu delegirati tu zada¢u
(ako je relevantno na lokalnoj razini). To omogucuje odredenu fleksibilnost, ali odluka se mora
evidentirati na odgovarajuci nacin i biti opravdana na temelju mjerodavnog zakonodavstva.

Krioprezervacija

Krioprezervacija (superovulacija s uzimanjem jajaSaca/embrija nakon usmréivanja ili
prikupljanje sperme sa zamrzavanjem gameta/embrija, rekonstrukcija specifi€ne genetski
izmijenjene linije) provodi se u svrhu odrZavanja znanstvenog integriteta i primjerenosti
genetski izmijenjene linije, npr. kako bi se sprijeio genski pomak utvrden u koloniji. Za
upotrebu zivih zivotinja za krioprezervaciju u znanstvene svrhe potrebno je odobrenje projekta.
Krioprezervacija nije obuhvacena definicijom ,,postupka” samo ako se obavlja upotrebom
zamrznute sperme usmréenih Zivotinja.

4. Dijagram toka zahtjeva za odobrenje projekta za stvaranje i odrZavanje
genetski izmijenjenih linija
Na dijagramu toka na sljedecoj stranici prikazani su glavni koraci od stvaranja do uspostave i

odrzavanja genetski izmijenjene linije te povezani zahtjevi za odobrenje projekta, navedeni u
podruc¢jima oznac¢enima crvenom bojom. MoZe se preuzeti kao plakat na sljedecoj stranici:

https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pubs_posters_en.htm.
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Dijagram toka zahtjeva za odobrenje projekta za stvaranje i odrZavanje genetski
izmijenjenih linija

Birth of offspring
Genotyping
Confirmation that genetic alteration is present
Breeding until stable transmission of the desired genetic alteration
Characterisation of phenotype
Welfare Assessment
- with subsequent decision on the
classification of the line

( ZO==-PN=NOT~CP =AM-O0XT )

—
C
R
E
A
T

|
o
N
E
S
T
A
B
L
|
S
H
M
E
N
T

/

If unexpected problems arise and animals from a non-harmful
line are considered harmful after re-evaluationfwelfare
assessment then line to be moved and maintained under

Project Authorisation.
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(*) Crossing/backcrossing two lines of non-harmful phenotype and where it can be reasonably expected that the new line will
not result in a harmful phenotype




5. Vrste projekata i postupaka za odobravanje

Potreban je ujednacen pristup odobrenju projekata koji ukljuCuju stvaranje i odrzavanje
genetski izmijenjenih linija kako bi se ostvarili ciljevi Direktive usmjereni na stvaranje
jednakih uvjeta za sve gospodarske subjekte u cijeloj Uniji. Unato¢ nastojanjima da se olaksa
ujednacena primjena Direktive, povratne informacije korisnika iz 2016. za preispitivanje iz
¢lanka 58. Direktive® ukazale su na to da dolazi do znatnih razlika u postupcima odobrenja
projekta s obzirom na proizvodnju genetski izmijenjenih Zivotinja, od zahtjeva za zaseban
prijedlog projekta za svaku novu genetski izmijenjenu liniju do vecée fleksibilnosti koju nude
viSekratni genericki projekti u kojima se viSe linija moze stvoriti i odrzavati u okviru jednog
odobrenja projekta. Zbog toga nastaju nejednakosti u troSkovima i kaSnjenja u provedbi
istrazivanja. Odgovori na preispitivanje ukazali su 1 na poteSko¢e u premjestanju genetski
izmijenjenih Zivotinja izmedu drzava Clanica zbog razli¢itih pristupa odobrenju i razli¢itih
klasifikacija linija (Stetne linije naspram nestetnih), Sto bi moglo ugroziti dobrobit Zivotinja.

Tehnike uredivanja gena znatno su se razvile od donoSenja Direktive. Jedna od najveéih
promjena, koja je posljedica uvodenja tehnika CRISPR/Cas9, odnosi se na pristupac¢nost novih
tehnologija i brzinu postupka stvaranja. Zahvaljujuéi toj tehnologiji, viSe linija moze se stvoriti
u mnogo manje vremena nego primjenom prethodnih metoda, §to omogucuje progresivni
odabir linija koje treba nastaviti razvijati. Taj razvoj do kojeg je doSlo nakon donoSenja
Direktive jo$ viSe utjeCe na povezane administrativne postupke u drzavama c¢lanicama /
regijama u kojima je projekt odobren na razini jedne linije, a ne viSe linija unutar odredene
bolesti ili istrazivackog podrucja.

U tom kontekstu vazno je podsjetiti da se projekt definira kao ,,program rada koji ima definirani
znanstveni cilj”. Direktivom se nadalje zahtijeva da se procjena projekta provodi toliko detaljno
koliko je primjereno za projekt i da pritom omogucuje realisti¢nu procjenu Stete i ocekivanih
koristi te osigurava primjenu zamjene, smanjenja i pobolj$anja u projektu.

Clankom 38. poziva se na nuznu fleksibilnost s obzirom na stupanj detaljnosti potreban u
procjeni projekta, dok se clanom 40. stavkom 4., a u nekim slucajevima 1 ¢lankom 42.,
omogucuje pojednostavnjenje administrativnih postupaka. Stvaranje novih genetski
izmijenjenih linija razlikuje se od odrzavanja uspostavljanih genetski izmijenjenih Zivotinja u
svrhu proizvodnje. Medutim, mora se uzeti u obzir da projekti ¢esto ukljucuju i stvaranje i
odrzavanje genetski izmijenjenih linija.

Zahtjev za projekt stoga mora biti dovoljno detaljan kako bi omogucio provedbu procjene
projekta u skladu s obvezama iz Direktive i istodobno smanjio administrativno opterecenje i
za gospodarske subjekte i1 za nadlezna tijela.

Izmjene projekata za stvaranje i odrzavanje genetski izmijenjenih linija obraduju se u
odjeljku 7.

Aktivnosti za koje se mora dobiti odobrenje projekta ukljucuju:

- stvaranje novih genetski izmijenjenih linija (iznimka su slu¢ajevi u kojima se stvara
nova genetski izmijenjena linija krizanjem / povratnim krizanjem dviju linija s
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nestetnim fenotipom i u kojima se moZe razumno ocekivati da nova linija nece
dovesti do Stetnog fenotipa — u njima se zahtjev za odobrenje projekta mozda nece
primjenjivati)

- tehnike potrebne za stvaranje novih linija, npr. vazektomija, superovulacija

- odrZavanje uspostavljenih Stetnih genetski izmijenjenih linija

- uzorkovanje tkiva (neovisno o fenotipu linije kad se za potrebe genotipizacije
primjenjuju metode uzorkovanja tkiva koje su iznad praga).

Stoga je vazno napomenuti da ¢ak i ako za odrzavanje linije s neStetnim fenotipom nije
potrebno odobrenje projekta, objekt ¢e vjerojatno morati dobiti odobrenje projekta za postupke
kao Sto je invazivno uzorkovanje tkiva za potrebe genotipizacije.

Preporuke

Kako bi se uskladile i pojednostavnile administrativne prakse u svrhu smanjenja
administrativnog opterecenja i znanstvene zajednice 1 nadleznih tijela te kako bi se osigurala
uskladenost s nacelom zamjene, smanjenja i poboljSanja, trebalo bi razmisliti o sljede¢im
pitanjima:

» prelazak s projekata koji ukljucuju samo stvaranje pojedinacnih linija na projekte koji
ukljucuju stvaranje linija za definirano podrucje bolesti ili drugu usmjerenu
projektnu temu

» kombiniranje svih aktivnosti povezanih s genetski izmijenjenim linijama, tj. stvaranja,
uzgoja, odrzavanja i drugih postupaka povezanih s genetski izmijenjenim Zivotinjama,
u jedan projekt

» razina detaljnosti u zahtjevu za projekt:

o s jedne strane kako bi se osiguralo da su u dovoljnoj mjeri zastupljeni svi elementi
koji su potrebni za procjenu uskladenosti projekta s nacelom zamjene, smanjenja i
poboljsanja te za poboljSanje dobrobiti zivotinja (ukljucujuéi zahtjeve u pogledu
skrbi 1 smjestaja)

o sdruge strane kako bi se informacije koje se traze ogranicCile na elemente relevantne
za procjenu Stete 1 koristi (ukljucujuéi potencijalno predlozeno ponovno koristenje)

» upotreba visekratnih generickih projekata kako je predvideno u ¢lanku 40. stavku 4.
Direktive, npr. odobrenja koja se odnose na vise linija potrebnih za ispitivanje
patogeneze bolesti motoneurona, kod kojih ¢e fenotipi biti sli¢ni ili se na drugi nacin
mogu opisati u okviru integriranog programa rada.

6. Kljucni elementi zahtjeva za projekt potrebni za procjenu projekta

Procjena projekta mora osigurati uskladenost sa zahtjevima Direktive, medu ostalim da su
ukljuceni svi potrebni elementi iz Priloga VI. Direktivi te provedba zamjene, smanjenja i
poboljsanja s obzirom na te aktivnosti. U tre¢em dijelu ovog dokumenta daje se niz preporuka
o nac¢inima na koje bi se zamjena, smanjenje i poboljSanje mogli provesti u okviru razli¢itih
aktivnosti povezanih sa stvaranjem i odrZzavanjem genetski izmijenjenih linija.
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Vazno je da zahtjev za projekt bude dovoljno detaljan kako bi omogucio da se procijeni jesu li
ti elementi uzeti u obzir na odgovarajué¢i nacin kako bi se omogucila procjena.

U dijelu A Dodatka II. nalaze se primjeri vrste informacija potrebnih u zahtjevu za projekt za
stvaranje i odrzavanje genetski izmijenjenih Zivotinja, a u dijelu B Dodatka II. opisuju se
pitanja i razmatranja koja treba sagledati u tom zahtjevu za vrijeme procjene projekta.

7. Izmjene odobrenja projekta

U clanku 44. navodi se da se izmjene zahtijevaju samo ako promjene mogu negativno utjecati
na dobrobit zivotinja. Takve promjene u projektu mogu uzrokovati povecanje broja Zivotinja,
uvodenje nove vrste ili povecanje tezine u odnosu na ono §to je izvorno odobreno.

U kontekstu projekata za stvaranje i odrzavanje genetski izmijenjenih linija proizvodnja novih
linija vjerojatno ¢e povecati broj potrebnih Zivotinja, a dovrSetak procjena dobrobiti moze
rezultirati promjenom tezine. Ako se nove linije mogu predvidjeti u trenutku podnoSenja
zahtjeva, mogu se ukljuciti kao skupina, npr. linije u kojima se oznacuju neuroni ili linije koje
pokazuju znakove miSi¢ne distrofije. Medutim, za mnoge ¢e projekte tijekom njihova trajanja
biti potrebne izmjene, npr. povecanje potraznje, promjene u znanstvenom usmjerenju ili
dodavanje novih ciljeva.

Jos$ je jedan primjer potreba za postupkom za brzo postupanje s izmjenama kad se utvrde
dodatna pitanja povezana s dobrobiti povrh onih koja su se razmatrala u pocetku. Primjeri
ukljucuju:

1. Stetne linije kod kojih je tezina veca od ocekivane (npr. ako je tezina unaprijed
klasificirana kao blaga, ali se u praksi utvrdi da zivotinje iskuse umjerenu tezinu)

2. neocekivane Stetne ucinke u liniji koja je izvorno klasificirana kao neStetna, koji
zahtijevaju da se na liniju primijeni odobrenje projekta.

Struktura i sadrzaj zahtjeva za projekt i pojedinosti potrebne za postupak odobrenja mogu
znatno utjecati na broj izmjena koje mogu biti potrebne u petogodiSnjem razdoblju.

Preporuke

Uzeti u obzir strukturu i klju¢ne elemente zahtjeva kako bi se smanjio broj izmjena, a
istodobno omogucila dovoljna razina pojedinosti za provedbu procjene projekta.

Ograniciti zahtjev za izmjene samo na promjene koje mogu negativno utjecati na
dobrobit Zivotinja ili koje su potrebne za ponovnu procjenu analize Stete i koristi.
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Drugi dio: Zamjena, smanjenje i poboljSanje u stvaranju, uzgoju i
odrzavanju genetski izmijenjenih Zivotinja

Primjena zamjene, smanjenja i poboljSanja u praksama stvaranja, odrZavanja i uzgoja
genetski izmijenjenih Zivotinja

Zamjenu, smanjenje i poboljSanje dobrobiti Zivotinja trebalo bi razmotriti u svim fazama, od
osmiSljavanja projekta do stvaranja, uzgoja i nabave genetski izmijenjenih linija Zivotinja.

U drugom dijelu ovih smjernica isti¢u se podrucja u kojima bi primjeni zamjene, smanjenja i
poboljsanja trebalo posvetiti posebnu pozornost u tom kontekstu.

1. Dostupnost postojecih linija genetski izmijenjenih Zivotinja

Ne bi trebalo stvarati liniju ako je ona ve¢ dostupna ili ako je dostupna alternativa kojom ¢e se
posti¢i isti znanstveni ishod. Medutim, nekoliko potesko¢a moze otezati dostupnost
informacija o genetski izmijenjenim linijama koje ve¢ postoje ili pristup tim linijama.

Postoji nekoliko specijaliziranih baza podataka o uspostavljenim genetski izmijenjenim
linijama. Primjeri tih baza podataka navedeni su u Dodatku I. Medutim, ¢esto se dogada da se
stalno uspostavljaju nove baze podataka, dok se stare briSu ili se ne odrzavaju. Nadalje, ne
postoji konsolidirana platforma za razmjenu informacija medu organizacijama ili istrazivackim
objektima o postoje¢im linijama za razli€ite vrste i sojeve.

Modeli genetski izmijenjenih Zivotinja ne dijele se nuzno medu pojedinacnim istrazivackim
skupinama unutar objekata, a jo§ manje s vanjskim subjektima, bilo da je rije¢ o istrazivackim
skupinama izvan vlastitog objekta i/ili zemlje ili putem otvorenog pristupa.

slu¢ajevima, sprecavaju pristup tehnologijama i novim linijama genetski izmijenjenih
Zivotinja.

Zdravstveni status mozda nije primjeren. U tom slucaju treba odluciti je li bolje presadivanje u
zivotinje s primjerenim statusom bez patogena ili ponovno stvaranje linije.

Preporuke:

Kako bi se izbjeglo nepotrebno udvostrucivanje, potrebno je sustavno pretraziti
postojece genetski izmijenjene linije u dostupnim bazama podataka prije nego Sto se
odluci stvoriti novu liniju. Liniju bi trebalo udvostruciti samo ako za to postoji posebno
znanstveno opravdanje, u slucaju nedostupnosti ili ako postoji problem s pristupom
postojecoj liniji.

Vazno je redovito preispitivati status baza podataka (odrzavaju li se kontinuirano) koje
se koriste za pretrazivanje postojecih linija i osigurati temeljito pretrazivanje kako bi se
utvrdile nove baze podataka koje su mozda izradene u meduvremenu.
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Zajednicka platforma za razmjenu informacija o postojecim linijama za razlicite vrste i
sojeve bila bi uzajamno korisna za smanjenje troSka udvostrucivanja (vrijeme i resursi)
1 pridonijela bi smanjenju patnje i poboljSanju dobrobiti Zivotinja.

Istrazivacke skupine i tijela za dobrobit Zivotinja trebala bi preispitati internu upotrebu
genetski izmijenjenih zivotinja kako bi se osiguralo da ne dode do udvostrucivanja
unutar objekta. Ako su Cesto koriSteni modeli u vlasniStvu pojedinac¢nih skupina,
racionalizacija na jednu koloniju za uzgoj omogucuje bolje planiranje za ucinkovitiju
upotrebu zivotinja, smanjenje viSaka i ve¢u kontrolu nad pitanjima kao Sto je genski
pomak.

Istrazivacke skupine trebale bi razmisliti o vanjskoj nabavi genetski izmijenjenih
zivotinja kako bi se izbjeglo udvostrucivanje potrebno za uzgoj i upravljanje
kolonijama genetski izmijenjenih Zivotinja, a koje je svojstveno za viSe rasprSenih
kolonija. Konsolidacija linija, kao $to su one koje nose specifi¢ne rekombinaze, uvjetne
alele ili gene reportere, poboljsala bi u¢inkovitost i smanjila viskove i na nacionalnoj i
medunarodnoj razini.

Zajednica korisnika trebala bi uloziti napore u poboljSanje otvorene razmjene
informacija o postojecim genetski izmijenjenim linijama i njihove nabave na obostranu
korist te u azuriranje baza podataka kojima ima pristup.

Za evidentiranje informacija o genetski izmijenjenim linijama i pretraZivanje postojecih
genetski izmijenjenih linija trebalo bi koristiti standardne opise upotrebom dogovorene
terminologije za nomenklaturu
(http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/strains.shtml) i  dobrobit (npr.

www.mousewelfareterms.org).

Repozitoriji (baze podataka i prostori za krioskladiStenje) trebali bi sadrzavati
informacije o fenotipu, dizajnu mutacije, dobrobiti, smjestaju i potrebama u pogledu
skrbi. Dosljednosti na razini Europe pomoglo bi navodenje informacija o tome je li
fenotip linije klasificiran kao Stetan ili neStetan.

Zajednica korisnika genetski izmijenjenih Zivotinja trebala bi uzeti u obzir
osmis$ljavanje strategija za utvrdivanje i prevladavanje pitanja povjerljivosti i/ili
intelektualnog vlasniStva radi smanjenja nepotrebnog udvostrucivanja genetski
izmijenjenih linija.

Trebalo bi odrediti standardizirani skup informacija koje prate Zivotinje kad se one
premjestaju u novi objekt (vidjeti etvrti dio ovih smjernica).

2. Odabir metode stvaranja novih linija genetski izmijenjenih Zivotinja

Sad je dostupno nekoliko metoda za stvaranje novih linija genetski izmijenjenih Zivotinja.
, Iradicionalne” metode genetske manipulacije velikim su dijelom zamijenile tehnologije
uredivanja gena posredovane endonukleazom, medu kojima prevladava CRISPR (grupirane
pravilno razmaknute kratke ponavljaju¢e palindromske sekvence povezanih nukleaza) / Cas.
Neizbjezno je da ¢e se uz razvoj tehnika genetske manipulacije poceti primjenjivati nove
metode koje omogucuju vecu kontrolu. Potencijalne poteskoée i dalje su mozaicizam,
nepredvidive promjene na ciljnom mjestu i neciljni uéinci. Mozda ¢e biti potrebni stru¢njaci
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kako bi se prevladale/umanjile te poteskoce. Za nasumi¢nu transgenezu potrebno je dobro
opravdanje zbog nepredvidivih rezultata neciljane integracije u kodiranje ili sustav
regulatornoga genoma. Medutim, embrionalne mati¢ne stanice i dalje imaju ulogu u stvaranju
novih modela kad su cilj sloZzene promjene genoma, posebno homologna rekombinacija duljih
dijelova genoma.

Tehnologija CRISPR/Cas9 potaknula je i omogucila stvaranje novih genetski izmijenjenih
zivotinja na nacin koji mnogim znanstvenicima olakSava stvaranje nove linije u odnosu na
prethodne metodologije.

Odabir metode koja ¢e se primijeniti obi¢no ¢e se temeljiti na znanstvenim potrebama. Sve su
metode povezane s razliCitim poteSkocama i prilikama i za znanost i s obzirom na provedbu
zamjene, smanjenja i poboljSanja, a posebno broj potrebnih zivotinja. Na broj zivotinja utjece
i slozenost Zeljenog modela, tj. koliko je paralelnih genetskih manipulacija potrebno.

Trebalo bi uspostaviti sustave za potvrdivanje gena koji se prouCavaju 1 regija
umetanja/brisanja, a rasplodne linije uvijek bi trebale biti sljedive uz jasnu dokumentaciju.

Testovi za odredivanje genotipa trebali bi biti specifi¢ni za genetsku izmjenu soja (tj. specificne
za alel), a ne za uobicajeni transgen kao Sto su CRe, GFP, neo itd. jer su ti genetski sljedovi
uobicajeni u laboratorijskim zalihama i op¢im testovima nece se mo¢i utvrditi mijeSanje sojeva
koji su nositelji.

Preporuke:

Trebalo bi razmotriti nacin optimizacije tocne manipulacije metodom odabranom za
stvaranje novih linija te nacin probira i kontrole neZeljenih molekularnih dogadaja. Ako
specijalizirano znanje o kontroli genetske kvalitete potrebno za osiguravanje ucinkovite
1 djelotvorne proizvodnje nije dostupno lokalno, treba razmotriti eksternalizaciju te
zadacée drugima.

=

Treba pazljivo potvrditi ispunjava li gen koji se prouc¢ava znanstvene potrebe.

=

Neovisno o odabranoj metodi, za vrijeme stvaranja novih linija potrebna je komponenta
za osiguravanje kvalitete kako bi se osiguralo Zeljenu strukturu mutacije i njezino
predvideno odrzavanje u programu uzgoja. Komponente za osiguravanje kvalitete
trebalo bi imati u vidu u okviru odrzavanja genetskog integriteta modela koji se
proizvodi.

Trebalo bi izbjegavati proSirenje nabave Zivotinja iz linija koje nisu uspostavljene i/ili

dobro okarakterizirane.

Kako bi se osigurao dobar genetski integritet, trebalo bi uvesti koriStenje
sekvencioniraju¢ih, pouzdanih protokola za genotipizaciju.

3. PoboljSanja u postupcima u kojima se koriste glodavci (miSevi i Stakori)

Mnogo je prilika za poboljSanje u uobic¢ajenim postupcima koji se provode u svrhu stvaranja i
odrzavanja genetski izmijenjenih linija. Buduéi da se ucinak tih elemenata razlikuje (npr.
ovisno o dobi ili liniji), vazno je da se o odlukama u pogledu elemenata navedenih u nastavku
raspravlja i da se uzimaju u obzir na pojedinacnoj osnovi.
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Superovulacija

- Pozadinski soj moze utjecati na broj dobivenih potomaka, a stoga i na broj koriStenih
zivotinja. Medutim, najvaZzniji je cimbenik znanstveni zahtjev za zavrsni pozadinski soj
na kojemu je potrebna genetska izmjena kako bi se optimizirala proizvodnja i izbjeglo
povratno krizanje.

- Na proizvodnju oocita i embrija utjecu i dob i tjelesna masa Zzenki. Kod superovulacije
nezrela zenka daje viSe oocita i pozeljnija je pri proizvodnji oocita za in vitro oplodnju
(IVF) ili embrija za krioprezervaciju. Stoga se preporucuju mlade zenke koje nisu
ovulirale. U ve¢ini jedinica ne bi se spajale mlade (male) Zenke s velikim potencijalno
previse energeticnim muzjacima.

- Zakrioprezervaciju bi prije stvaranja i zamrzavanja embrija trebalo razmotriti
upotrebu sperme prikupljene od usmréenih muzjaka. To je humanija metoda koja
smanjuje broj zivotinja potrebnih za arhiviranje.

- Trebalo bi osigurati primjeren i najhumaniji sustav stimulacije hormona, ukljucujuci
najbolje vrijeme/intervale, dob i tjelesnu masu zenki, pri ¢emu u obzir treba uzeti i
znanstvene potrebe 1 dobrobit zivotinja.

Vazektomija

- Cimbenici koje treba uzeti u obzir za upotrebu sterilnih muzjaka:

o ukupna uspjesnost u parenju genetski sterilnih zivotinja (moguce je da je manja)
u usporedbi sa Zivotinjama na kojima je obavljena vazektomija i

o utjecaj na broj ako je potrebno odrzavati koloniju za uzgoj radi opskrbe genetski
sterilnim muZzjacima (Sto moze dovesti do povecéanja viska zivotinja, osim ako
se koriste u druge svrhe).

- Ako je potrebno pripremiti muzjake za vazektomiju, trebalo bi prouciti najnovije
znanstvene dokaze kako bi se utvrdilo je li skrotalni rez pozeljniji od abdominalnog
pristupa.

- Za uCinkovito parenje i uzrokovanje lazne trudnoce Zenki, uspjesnost muzjaka trebalo
bi pratiti i prema potrebi ih zamijeniti kako bi se osigurale energi¢nost i u¢inkovitost.

Prijenos embrija

- Odabir pozadinskog soja utje¢e na sposobnost skrbi/njege za mladunce.

- Dob i tjelesnu masu muzjaka koji se koriste za izazivanje lazne trudnoce trebalo bi
odabrati tako da se izbjegnu svi negativni ucinci na dobrobit Zenki.

- Upotreba kirurSkog naspram nekirurskog prijenosa embrija (NSET): iako se moZzda ¢ini
da je NSET najhumanija metoda, trenutacno nije primjeren za embrije u vrlo ranoj fazi
(0,5 dana nakon oplodnje) u kojoj su stope uspjesnosti niske. Medutim, trebalo bi ga
uzeti u obzir za kasnije embrionalne faze prije implantacije.

- KirurSki pristup: moguce je implantirati embrije jednostrukim ili dvostranim rezom.
Mogucénosti bi se trebale razmotriti uz savjet imenovanog veterinara, pri ¢emu treba
uzeti u obzir ocekivani uspjeh obaju pristupa i razlicite u¢inke na dobrobit.
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Induciranje i potiskivanje aktivnosti gena

- Cinjenica da se fenotip kod inducibilnih mutanata moze aktivirati neposredno prije
predvidenog koriStenja i da nije prisutan tijekom cijelog Zivota Zivotinje moze
pridonijeti poboljSanju jer se skracuje razdoblje u kojem Zivotinje trpe bol, patnju, stres
ili trajno oSte¢enje. Medutim, mora se uzeti u obzir da tvari koje se primjenjuju za
potiskivanje i induciranje izrazavanja gena (npr. tamoksifen) same mogu uzrokovati
nezeljene nuspojave, kao $to je gubitak tjelesne mase.

- Ako Zivotinja pokazuje Stetan fenotip, nastupom svih Stetnih znacajki trebalo bi
upravljati dobro definiranim paketom za skrb i/ili strogom primjenom humanog
usmréivanja.

4. Genetska karakterizacija

Genetska karakterizacija potrebna je kako bi se potvrdio zeljeni genotip zivotinje. Vazno je da
se karakterizacija ne obavlja samo pri stvaranju, ve¢ i kako bi se ocuvao potreban genotip
uzgojem i odrzavanjem. Mora se paziti da se sprijeci slu¢ajno krizanje, posebno u sustavima
otvorenih kaveza. Postoji mogucénost nehoticne kontaminacije. Dobro osposobljavanje
istrazitelja, medu ostalim o dobroj praksi postupanja sa Zivotinjama i upotrebi sigurnih kaveza,
to¢nom odabiru zivotinja i evidentiranju te primjeni pouzdanog informacijskog sustava za
upravljanje uzgojem, trebalo bi smanjiti ,,slucajan” uzgoj i istaknuti vaznost genetske kvalitete
/ genskog pomaka.

S vremenom ¢e do¢i do genskog pomaka. Redovito osvjezavanje u genetski kontroliranu
podlogu ili iz krioprezerviranih populacija najbolja je praksa u upravljanju svim genetski
izmijenjenim linijjama. Kad se linija stvara interno ili kod prodavatelja, trebalo bi paziti da se
radi s definiranom pozadinom. Kad se primaju Zivotinje ili se radi s naslijedenim linijama,
trebalo bi ih temeljito analizirati prije koriStenja za dobivanje znanstvenih podataka.

Upotreba panela za genetski integritet za procjenu integriteta pozadinskog soja kljucna je iz
perspektive znanstvenih podataka kako bi se izbjegli moguéi zbunjujuéi ¢imbenici. Brigu o
genetskoj kvaliteti trebalo bi, prema potrebi, evidentirati i objaviti te ukljuciti u dokumentaciju
za prijenos kako bi se institucije ili organizacije koje primaju zivotinje moglo uvjeriti u
kontrolu kvalitete koja se primjenjivala na odredeni model genetski izmijenjenih Zivotinja.

Genetska karakterizacija moze se obavljati na viSe nacina, koji se krecu od neinvazivnih
metoda (npr. opazanje) do iznimno invazivnih metoda u kojima se koristi uzorkovanje tkiva
(npr. rezanje repa ili ¢lanka (prsta)). Trebalo bi koristiti najhumaniju metodologiju uskladenu
s to¢nim znanstvenim ishodom.

Uzorci za provjeru genotipa mogu se uzimati od zZivotinja koje umru ili se usmrte u koloniji,
na primjer od viska zivotinja.

U nekim slu¢ajevima, ¢ak i ako su metode invazivne, tkivo se moze dobiti kao nusproizvod
oznacivanja zivotinja, npr. obrezivanje usiju. Na temelju Direktive na oznacivanje Zivotinje
radi identifikacije ne primjenjuje se definicija postupka, stoga nije potrebno odobrenje projekta.
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U izvjeséu EU-a o provedbi Direktive prvi su put navedene odredene informacije o metodama
koje se primjenjuju za genetsku karakterizaciju genetski izmijenjenih zivotinja. Medutim, zbog
manjka dovoljno kvalitetnih podataka o drugim vrstama mogle su se analizirati samo
informacije koje se odnose na miSeve. Rezultati su pokazali da je 2017. vise od polovine
uzoraka tkiva dobiveno kao viSak materijala od identifikacije/oznacivanja Zivotinje (89 % od
obrezivanja usiju i 11 % od rezanja kosStanih ¢lanaka). Znatan udio Zivotinja bio je podvrgnut
invazivnom uzorkovanju na temelju odobrenja projekta, koje se nije vrsilo na visku tkiva od
oznativanja, a ¢ini se da je biopsija repa uobi¢ajena metoda unutar te skupine. Cini se da bi se
velik dio toga odmah mogao zamijeniti humanijom metodom.

Primjena neinvazivnih metodologija uzorkovanja (ispod praga minimalne boli, patnje, stresa
ili trajnog oStecenja za koji je potrebno odobrenje projekta) €inila je manje od 2 % svega
uzorkovanja, pri ¢emu vecinu u toj kategoriji ¢ini upotreba postmortalnog materijala, a rijetko
se koristi opazanje, izlaganje specificnim uvjetima osvjetljenja ili uzorkovanje dlake.

Kad je rije¢ o invazivnim metodama uzorkovanja tkiva na temelju odobrenja projekta, najcesca
je biopsija repa (65 %), nakon ¢ega slijedi biopsija uha (20 %). Medutim, na biopsiju distalnog
Clanka i dalje se odnosilo 13 % invazivnih metoda. Vazno je napomenuti da neke drzave
Clanice vise ne dopustaju upotrebu biopsije distalnog ¢lanka za uzorkovanje tkiva ili snazno
odvracaju od nje. Ako genotipizaciju treba obaviti u prvom tjednu zivota, za miseve ¢e
amputacija distalnog ¢lanka i vrha repa mozda biti jedine moguce metode. Kod nezrelih miSeva
putovi boli nisu u potpunosti razvijeni. Trebalo bi predociti specifi¢no opravdanje o tome zaSto
su odabrane metode najhumanije.

Kao i sva tehnologija, Sto se viSe razvije i §to se ¢eS¢e koristi, to ¢e se moc¢i ucinkovitije
primjenjivati. Brzo dobivanje rezultata vazno je za bolje upravljanje kolonijom i planiranje
studija te kako bi se osiguralo u¢inkovito koristenje Zivotinja u najboljoj dobi.

Ostala pitanja koja treba razmotriti kako bi se smanjila patnja i poboljsala dobrobit Zivotinja
ukljucuju:

- upotrebu fluorescentnih markera (neinvazivnih) za odredivanje prisutnosti gena
- upotrebu tkiva od Zivotinja koje su usmréene u postupku karantene ili presadivanja
- uzorkovanje izlu¢enih suviSnih rasplodnih Zivotinja
- uzimanje $to manjeg uzorka tkiva
- odabir analiticke metode:
o bolja to¢nost omogucuje mnogo manji uzorak
o pouzdanost metode uklanja potrebu za drugim testiranjem/uzorkovanjem
- Cuvanje dijela tkiva ako bude potrebno ponoviti uzorak/analizu
- obavljanje tehnike biopsije repa, ako je potrebna, prije naprednijeg okoStavanja i
oziv¢enja (mlade Zivotinje)
- upotrebu lokalne i/ili opée anestezije i/ili analgezije, prema potrebi, kako bi se osigurala
najhumanija metodologija za sve metode uzorkovanja tkiva
- za zebrice genotipizaciju li¢inki, Sto omogucéuje uklanjanje neprimjerenog viska
zivotinja prije samostalnog hranjenja
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brzu analizu koja skracuje vrijeme u kojem se ribe moraju drzati u zasebnom smjestaju
na jedan ili dva dana — to su poboljSanja koja koriste neki objekti.

Preporuke:

= =

= =

Kad god je to moguce, trebalo bi koristiti neinvazivne metode uzorkovanja tkiva za
genotipizaciju.

Ako su potrebne invazivne metode, trebalo bi koristiti najhumaniju (najmanje bolnu)
metodu. Uzorkovanje repa gotovo se uvijek moze zamijeniti humanijom metodom i za
njegovo odobrenje bit ¢e potrebno vrlo dobro opravdanje.

Obvezi poboljSanja metoda uzorkovanja tkiva trebali bi se sustavno posvetiti osobe
odgovorne za kolonije, objekti (npr. tijela za dobrobit zivotinja) i tijela zaduzena za
procjenu projekta.

Ako se za identifikaciju/oznacivanje Zzivotinja Kkoriste invazivne metode (npr.
zarezivanje/probijanje uha), visak tkiva treba iskoristiti za genotipizaciju.

Procjenitelji projekta trebali bi osigurati da se primjereno opravda upotreba invazivnih
metoda koje se ne koriste za oznacivanje.

Tijela za dobrobit zivotinja imaju ulogu u pribavljanju i dijeljenju informacija o novim
neinvazivnim metodama uzorkovanja tkiva (npr. neinvazivno okularno uzorkovanje (iz
suza)) i tehnikama za poboljSanje invazivnih metoda uzorkovanja tkiva.

Ako se koristi invazivno uzorkovanje tkiva, trebalo bi razmotriti upotrebu
analgezije/anestezije (pritom treba uzeti u obzir potencijalne dodatne Stete zbog
primjere anestezije/analgezije).

Trebalo bi ukinuti upotrebu biopsije distalnog ¢lanka samo u svrhu uzorkovanja tkiva.
Budu¢i da su biopsija repa, biopsija uha i uklanjanje cijelog ili dijela prsta i dalje
najc¢es¢e koriStene metode u EU-u, inspekcijama bi se trebalo sustavno ispitivati
primjenjuju li se najhumanije metode identifikacije/oznacivanja i uzorkovanja tkiva.
Objekti bi trebali razviti sustave koji osiguravaju brzo dobivanje rezultata genotipa.
Objekti bi trebali razmotriti je li djelotvornije i1 ucinkovitije pruzati usluge
genotipizacije unutar organizacije ili koristiti vanjske profesionalne usluge
genotipizacije.

5. Procjena dobrobiti

U sveobuhvatnoj procjeni utvrdit ¢e se zabrinutosti za dobrobit zivotinja, koje se mogu
otkloniti primjenom strategija poboljSanja (ili smanjenja), ukljucujuéi odredivanje trenutka

humanog usmr¢ivanja.

Procjenom dobrobiti dobivaju se informacije o tome jesu li potrebni dodatni zahtjevi za uzgoj
i/ili skrb. Pomaze i u razlikovanju $tetnih i neStetnih linija te klasifikaciji po tezini za Stetne
linije u odobrenju projekta.

Neocekivane Stetne fenotipe moze uzrokovati genetska izmjena primijenjena na zivotinju. Kod
jednokratnih uc¢inaka / zdravstvenih problema treba razmotriti jesu li povezani s genetskim
ucinkom koji je posljedica genetske manipulacije. Mozda ¢e biti potrebna daljnja dijagnostika
1 u te rasprave treba ukljuciti imenovanog veterinara. Medutim, ponovljeni dosljedni znakovi
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koji se javljaju kod linije u mnogim slu¢ajevima ukazuju na genetsko podrijetlo. Osim toga,
promjene u okoliSu isto mogu utjecati na prirodu i pojavu klinickih znakova i primjenu
humanog usmréivanja.

Preporuke:

Priroda i vrijeme procjena trebali bi se temeljiti na ocekivanoj prirodi i viemenu pojave
klini¢kog uc¢inka genetske izmjene.

Trebalo bi paziti da se prate svi aspekti dobrobiti Zivotinja, a ako utjeCu na dobrobit
zivotinje, treba ih evidentirati i upravljati njima na odgovarajuci nacin.

Procjena bi trebala omoguditi odvajanje ucinka gena od uobicajenih pozadinskih
uc¢inaka / u¢inaka skrbi, ukljucujuci reproduktivnu uspjesnost, npr. stope gubitaka prije
odbijanja.

Odgovaraju¢i pozadinski soj ili referentnu liniju trebalo bi koristiti kao osnovu za
usporedbu kako bi se osiguralo da pozadinske znacajke ne poremete fenotip.

Procjene dobrobiti trebalo bi ponoviti ako se promijeni okruzenje (ukljucujuci
promjenu objekta).

Procjene dobrobiti trebalo bi ponoviti ako se kod linije primijete novi stalni znakovi
(ukljucujuéi razlic¢itu dob zivotinja).

U odjeljku o planovima procjene dobrobiti (vidjeti tre¢i dio ovih smjernica) nalaze se
detaljnije informacije o brojevima Zivotinja i klinickim parametrima koje treba ukljuciti u
procjenu dobrobiti te se predlazu standardizirani predloSci za pobolj$anje dosljednosti.

6. Uzgoj, skrb i odrzavanje te upravljanje viSkom

Smanjenje viskova

U EU-u je 2017. usmréeno 12,6 milijuna Zivotinja koje su se uzgajale u znanstvene svrhe, a
nisu iskoriStene. Gotovo 49 % njih potjece iz stvaranja novih genetski izmijenjenih linija ili
odrzavanja postojecih genetski izmijenjenih linija.

Neke zivotinje posebno se uzgajaju zbog organa i tkiva. Medutim, na temelju informacija koje
su trenutacno dostupne iz nekih drzava €lanica, te Zivotinje ¢ine priblizno 10 % svih Zivotinja
koje se uzgajaju i usmréuju, ali se ne iskoristavaju u postupcima. Zasad nije poznato koliki je
udio Zivotinja uzgojenih zbog njihovih organa/tkiva genetski izmijenjeno.

Smjernice za optimalno upravljanje kolonijom (npr. najbolji broj rasplodnih parova/trojki za
odrzavanje genetski izmijenjenih linija, ukljucujuéi programe uzgoja ili broj legla) podupiru
smanjenje broja zivotinja. Nekoliko organizacija i drzava ¢lanica objavilo je korisne smjernice
o na¢inu smanjenja viska i poboljSanja uc¢inkovitosti uzgoja genetski izmijenjenih zivotinja.

Izradeni su alati za samoprocjenu radi preispitivanja ucinkovitosti nekih aspekata uzgoja

genetski izmijenjenih Zivotinja. U objavljenim smjernicama javlja se nekoliko zajednickih
tema koje bi trebale poboljsati u€inkovitost proizvodnje i smanyjiti viSak.
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U¢inkovito upravljanje kolonijom ukljucuje nekoliko pitanja koja treba uzeti u obzir i koja bi
trebalo koristiti kao referentno mjerilo za dobru praksu. To ukljucuje sljedeca pitanja:

- osoba koja se odredi kao glavni upravitelj kolonije za sve kolonije

- redovita preispitivanja uspjesnosti kolonije i upravljanja na razini pojedinacne kolonije
1 na razini objekta

- osposobljavanje i potpora za upravitelje kolonije kako bi usvojili ili usavrsili potrebne
vjestine te kako bi im se pomoglo da savladaju teske situacije

- definirani pokazatelji uspjeSnosti uzgoja primjereni za soj za sve kolonije i
redovno/stalno pracenje u skladu s tim pokazateljima

- metodologija za procjenu sklonosti, preferencija i fenotipa specifi¢nih za soj radi
planiranja i uspostave optimalnih uvjeta za te sojeve

- uzimanje u obzir zahtjeva u pogledu okruzenja za sve sojeve i prema potrebi prilagodbe
specifi¢ne za soj

- razmatranje najbolje strategije za odrzavanje kolonija, pri ¢emu treba uspostaviti
ravnotezu izmedu genetskih potreba i prakti¢nih ogranicenja

- razmatranje najboljih kontrola za eksperimentalna krizanja

- izbjegavanje udvostrucivanja kolonija tako da se stave na raspolaganje razliCitim
istrazivackim skupinama

- izracun veli¢ine kolonije koji bi se trebao temeljiti na brojevima potrebnima za
ispunjavanje znanstvenih potreba i ostvarenje reproduktivne uspjeSnosti linije;
znanstvene potrebe ukljucivat ¢e dob, tjelesnu masu, spol i broj potreban u odredenom
razdoblju; reproduktivna uspjeSnost ukljuCivat ¢e razmatranje uspjeha u parenju,
veli¢ine legla, stopa smrtnosti, genotipa, rasplodnog vijeka i strategije za zamjenu
rasplodnih Zivotinja

- procjena kojom se odreduje moze li se viSak uzgojenih Zivotinja koristiti u drugim
studijama ili kao izvor organa/tkiva, posebno s obzirom na potomke nemutiranog tipa,
npr. nemutirani potomci odgovarajuée pozadine mogu se koristiti za stvaranje stanicnih
linija ili u pilot-studijama za drugi projekt; mozda ¢e biti potrebna odgovarajuca
odobrenja

- koriStenje obaju spolova radi poboljSanja znanstvene valjanosti ako za ishod pokusa
nije potreban odredeni spol, a to ¢e smanjiti i rasipanje genetski izmijenjenih Zivotinja.

Koristenje uvjetnih mutanata (npr. Cre x lox) i inducibilnih mutanata (npr. tamoksifenom)
moze pridonijeti poboljdanju. Cinjenica da se fenotip kod inducibilnih mutanata moze aktivirati
neposredno prije predvidenog koriStenja i da nije prisutan tijekom cijelog Zivota zivotinje moze
pridonijeti poboljSanju jer se skrac¢uje razdoblje u kojem zivotinje trpe bol, patnju, stres ili
trajno oStecenje.

Povecanjem slozenosti linija (npr. dvostruke ili trostruke mutacije) smanjuje se vjerojatna
ucestalost Zeljenih genetskih kombinacija. Time se povecava broj Zivotinja s neprimjerenim
genotipom, a time i broj Zivotinja koje su visak. Iako ¢e se neki od tih drugih genotipa Cesto
koristiti kao kontrole za viSestruki genotip od glavnog interesa, ¢ak i uz optimizirani uzgoj u
tim se slu¢ajevima moze ocekivati odredeni visak. U program uzgoja trebalo bi po moguénosti
ukljuciti izbjegavanje niskih Mendelovih omjera za Zivotinje koje se ispituju. Trebalo bi
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razmotriti fiksiranje alela, npr. tako da jedan alel bude homozigotan, a drugi ostane
heterozigotan kako bi se Mendelov omjer u Zivotinja koje se ispituju vratios 1 : 16 na 1 : 4.

Naposljetku, arhiviranje zamrznutih gameta i/ili embrija pomaze smanjiti broj zivotinja koje se

uzgajaju za odrzavanje linija koje se trenutacno ne koriste u postupcima. Olaksava i razmjenu
genetski izmijenjenih linija medu istrazivacima i tako puza dodatne prilike za smanjenje.

Preporuke:

U svakom bi objektu trebalo imenovati osobu koja ¢e osigurati da se u proizvodnji i
uzgoju genetski izmijenjenih Zivotinja ucinkovito primjenjuju zamjena, smanjenje i
poboljsanje.

Trebalo bi imenovati koordinatora genetski izmijenjenih zivotinja, posebice u ve¢im
objektima s nekoliko neovisnih znanstvenih programa i/ili nastambi za zivotinje kako
bi objekt zadrzao pregled nad potraznjom i dostupnosti genetski izmijenjenih linija.
Sustavi upravljanja kolonijom trebali bi omoguditi bolje uskladivanje ponude s
potraznjom 1 trebali bi se upotrebljavati za olakSavanje tog uskladivanja.

Prac¢enje i poboljSanje ucinkovitosti uzgoja i proizvodnje genetski izmijenjenih
linija/sojeva izradom internih referentnih mjerila i upotrebom redovitih periodi¢nih
samoprocjena unutar objekata i medu objektima, npr. koje provode tijela za dobrobit
Zivotinja.

Trebalo bi uspostaviti redovito pracenje genetske kvalitete za rano otkrivanje, npr.
genskog pomaka / slucajne kontaminacije, te strategije za rjeSavanje problema.

Za stvaranje novih linija trebalo bi koristiti odgovarajuce pozadinske sojeve kako bi se
izbjegla, u mjeri u kojoj je to moguce, potreba za povratnim krizanjem.

Potomke genetski izmijenjenih roditelja koji su genotipizirani kao nemutirani trebalo
bi razmotriti za koriStenje / ponovno koristenje u druge svrhe, npr. za opskrbu
krvlju/tkivom ili u obrazovne svrhe ili svrhe osposobljavanja za smanjenje ,,viska”.
Ako su potrebni slozeni modeli s viSe genetskih izmjena, trebalo bi pazljivo promisliti
1 planirati strategije za uzgoj i uzeti u obzir mijeSanje razli¢itih genetskih pozadina,
kontrole i broj zivotinja koje se uzgajaju.

Genetski izmijenjene linije trebalo bi arhivirati kao zamrznute gamete i/ili embrije kad
nisu potrebne za pokuse koji su u tijeku kao rutinski dio postupaka ili znanstvenih
programa objekta za proizvodnju genetski izmijenjenih Zivotinja.

Genetski izmijenjene linije trebalo bi prenositi izmedu objekata upotrebom gameta i/ili
embrija umjesto zivih zivotinja.

Trebalo bi uzeti u obzir upotrebu komercijalnih uzgajivaca jer bi se moglo postic¢i opée
smanjenje putem ekonomije razmjera kolonije.

Uspostava ravnoteze izmedu poboljSanja i smanjenja

Odrzavanje Stetnih homozigotnih linija smanjit ¢e broj Zivotinja potrebnih za zadovoljavanje

potraznje. Medutim, Stetne linije koje se odrzavaju u heterozigotnim (het) kolonijama smanjit
¢e broj Zivotinja koje ¢e iskusiti Stetu, ali povecat ¢e se broj zivotinja potrebnih za odrzavanje
kolonije. Uzgoj linija krizanjem het x het ili het x nemutirani tip smanjit ¢e rizik od izrazavanja
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Stetnog fenotipa, ali povecat ¢e se broj potrebnih Zivotinja. Za takva kriZanja i dalje je potrebno

.....

Preporuke:

Ako se pitanja povezana s dobrobiti opaze samo kod homozigotnih Zivotinja, trebalo bi
razmisliti o upotrebi heterozigotnih Zivotinja za potrebe uzgoja. Ta strategija mogla bi
povecati broj zivotinja koje su visak, ali ¢e se ukupno smanjiti patnja.

Pri uzgoju sloZenih krizanja genetski izmijenjenih Zivotinja, metodu proizvodnje
trebalo bi pazljivo planirati kako bi se smanjio visak.

Trebalo bi koristiti oba spola radi poboljSanja znanstvene valjanosti i smanjenja
rasipanja ako za ishod pokusa nije potreban odredeni spol.

Krioprezervacija

Krioprezervacija ima nekoliko koristi u primjeni, zastiti i dijeljenju genetski izmijenjenih linija.
To treba uzeti u obzir kad postoji razdoblje u kojem Zivotinje nisu potrebne.

Krioprezervacija ujedno olakSava i promice dijeljenje linija na nacin koji je pogodan za
dobrobit jer se prenose gamete ili embriji, a ne zive Zivotinje. MozZe se koristiti i za poboljSanje
zdravstvenog statusa kolonije i, za vrijeme aktivne upotrebe linije, za poboljsanje genetskog
integriteta. Genski pomak zaustavlja se krioprezervacijom. Za odrzavanje linije nisu potrebne
zivotinje, stoga krioprezervacija pridonosi ukupnom smanjenju moguceg viska Zivotinja.
Medutim, bit ¢e potrebne zivotinje za vracanje linije.

Krioprezervacija bi trebala biti sastavni dio plana objekta za uzgoj genetski izmijenjenih
zivotinja u slucaju katastrofe, npr. ako se nastambe za Zivotinje uniste u poZzaru ili se u koloniji
pojavi ozbiljna bolest, u hladnjaci je dostupno dovoljno materijala za uspostavu nove kolonije.

Preporuke:

Svi subjekti koji sudjeluju u proizvodnji i uzgoju genetski izmijenjenih Zivotinja trebali
bi imati pristup uslugama krioprezervacije.

Trebalo bi razmotriti broj i troSkove za dobrobit kod odrzavanja kolonija u odnosu na
krioprezervaciju.

Redovito bi trebalo pregledavati kolonije za uzgoj i strategije uspostavljenje za
krioprezervaciju kad sojevi viSe nisu potrebni.

Kako bi se poduprlo poboljSanje i smanjenje, trebalo bi razmotriti davanje prednosti
zamrzavanju sperme umjesto zamrzavanju embrija.

Krioprezervaciju bi trebalo koristiti kako bi se poduprla lakoca distribucije 1 dijeljenja
modela genetski izmijenjenih zivotinja.
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Treci dio: Planovi procjene dobrobiti za najéeS¢e genetski
izmijenjene vrste

1. Uvod

Ima li linija neStetan ili Stetan fenotip izravno utjece na regulatorne zahtjeve koji se odnose na
uzgoj i odrzavanje takve linije te povezane obveze izvje$¢ivanja. O tome se detaljnije raspravlja
u prvom i petom dijelu ovih smjernica.

Procjena dobrobiti potrebna je za sve novostvorene genetski izmijenjene linije kako bi se mogle
dobiti sve potrebne informacije za odgovarajucu skrb i smjestaj za tu liniju. Nadalje, ona pruza
osnovu za dokument za prijenos kako bi se u novi objekt ili novu znanstvenu skupinu unutar
objekta zajedno sa zivotinjama prenijele i sve vazne informacije. Naposljetku, u kombinaciji s
oc¢ekivanim ucincima gena na zivotinju (na primjer ve¢a podloznost Secernoj bolesti ili riziku
od infekcije), procjena dobrobiti omoguéuje odredivanje moze li se uspostavljenu genetski
izmijenjenu liniju na pocetku razvrstati kao liniju s neStetnim ili Stetnim fenotipom.

Uspjeh plana procjene dobrobiti ovisi o odabiru pokazatelja:

- koji su lako i pouzdano prepoznatljivi

- koji su ucinkoviti u davanju dobre ocjene dobrobiti

- koji su relevantni za vrstu i soj (prema potrebi), razvojnu fazu i znanstvenu studiju
- koje je lako provesti i koji ne uznemiruju Zivotinju previse te

- koji omogucuju dosljedno mjerenje, tumacenje i analizu.

Zajednicki pristup evidentiranju klinickih opazanja stoga je pozeljan cilj jer ¢e pomo¢i u
razvoju dosljednih pristupa klasifikaciji tezine. To bi olakSalo usporedbe klinickih nalaza medu
studijama 1 informiralo osobe koje sudjeluju u procjeni tezine, a mozda bi se moglo koristiti 1
za smanjenje tezine.

2. Opce napomene

Za potrebe procjene dobrobiti ne bi trebalo uzgajati dodatne zivotinje. Procjena bi se trebala
temeljiti isklju¢ivo na promatranju zivotinje, a Zivotinje ne bi trebalo izlagati nikakvim
intervencijama ni drugoj manipulaciji koje bi mogle izazvati bol, patnju, stres ili trajno
oStecenje iznad praga uboda igle.

Kod svake novoproizvedene genetske kombinacije nastalu liniju trebalo bi sustavno procijeniti.
U skladu s Provedbenom odlukom Komisije (EU) 2020/569 stvaranje nove genetski
izmijenjene linije obuhvaca i krizanje postojecih genetski izmijenjenih linija radi stvaranja
nove genetski izmijenjene linije pri kojemu se ne moZe unaprijed odrediti da ¢e fenotip
nove linije biti neStetan.
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Procjenu dobrobiti po moguénosti bi trebalo obaviti na znanstveno i statisticki opravdanom
broju zivotinja koji ne bi trebao biti manji od 14 i Zivotinje bi trebale dolaziti iz viSe legla.
Razlike u fenotipu medu spolovima trebalo bi uzeti u obzir za izracun veli¢ine uzorka ako se
ne mogu iskljuciti na znanstvenoj osnovi. Ako nije poznato da genotip ovisi o spolu, treba
procijeniti sedam Zenki i sedam muZzjaka. U procjenu dobrobiti trebalo bi ukljuciti Zivotinje
reprezentativnih dobnih skupina i relevantnih genotipa (heterozigotnog i homozigotnog).

Zivotinje odgovarajuée genetske pozadine (npr. nemutirani tip) ili definirane referentne linije
trebale bi sluziti kao kontrolna skupina.

Sve nepravilnosti u fenotipu koje se utvrde u genetski izmijenjenoj liniji trebalo bi usporediti s
njihovom pojavom u definiranoj referentnoj liniji. Ako se nepravilnost javlja i kod pozadinskog
soja, to treba uzeti u obzir. Trebalo bi koristiti statisticke testove kako bi se izracunalo je li
razina nepravilnosti uocena kod genetski izmijenjene linije znatno visa nego kod pozadinskog
soja (tj. kako bi se odredilo je li nepravilnost posljedica genetske modifikacije). U sluc¢ajevima
u kojima je fenotip koji je mozda posljedica genetske izmjene prisutan i kod pozadinskog soja
vjerojatno ¢e se morati povecati broj zivotinja koje se procjenjuju.

Podatke bi trebalo prikupljati u najmanje dva ciklusa razmnozavanja od generacije u kojoj je
prijenos genetske izmjene stabilan.

Klini¢ckim opazanjem ne mogu se uvijek pouzdano identificirati sva sporna pitanja koja su
posljedica genetske manipulacije. Medutim, ako se na znanstvenoj osnovi moze oc¢ekivati da
¢e genetska izmjena negativno utjecati na dobrobit zivotinja, sve bi takve Stete trebalo uzeti u
obzir i ukljuciti u kona¢no odredivanje toga je li linija Stetna. Invazivne metode trebale bi se
koristiti za dobivanje dopunskih informacija samo ako je to nuzno i posebno obrazloZeno u
odobrenju projekta, na primjer uzorak krvi za procjenu razina glukoze u navodnom modelu
Secerne bolesti.

Ako su dostupni, trebalo bi uzeti u obzir dodatne podatke iz drugih izvora, npr. rezultate
postupaka na zivotinjama ili podatke iz publikacija. Ako su dostupne dodatne informacije,
procjenu dobrobiti trebalo bi aZurirati za odredenu liniju.

Stupanj i1 ucestalost pracenja mozda ¢e trebati povecati s osnovnog svakodnevnog pracenja
ovisno o o¢ekivanim uc¢incima. Predloske iz odjeljaka A i B trebalo bi koristiti kao osnovu za
procjenu i trebalo bi ih dopuniti ocekivanim u€incima manipulacije gena ili ako se primijeti
neocekivani fenotip.

Rezultati procjene dobrobiti mogu se odnositi samo na dob zivotinja u trenutku provedbe
procjena i na specifi¢no okruzenje u kojem su se zivotinje procjenjivale. Ako se promjene
parametri, npr. dob ili okruzenje (drugi objekt), procjenu dobrobiti trebalo bi potvrditi
dodatnim opazanjima.

Trebalo bi voditi to¢nu klinicku evidenciju i evidenciju o okruZenju te je preispitati ako dode
do smrti kako bi se sprijecila daljnja smrtnost. Prema potrebi (npr. stopa smrtnosti visa od
ocekivane) trebalo bi provesti postmortalne preglede kako bi se pomoglo odrediti uzrok smrti.
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Preispitivanje plodnosti isto moze biti korisno u procjeni utjece li genetska modifikacija
primjerice na stope zaceca, distocije, pobacaja ili mrtvorodenih zivotinja.

Procjenu pojedinacnih Zivotinja trebalo bi evidentirati i izvjeS¢ivati o njoj primjenom
visokokvalitetnih sustava koji omogucuju jednostavnu razmjenu informacija s drugima (obi¢no
uz potporu informacijskih tehnologija). Medutim, skupna procjena moze biti primjerenija npr.
za nezrele zivotinje kao §to su licinke ribe. Kako bi se olakSalo dosljedno evidentiranje rezultata
procjene, izradeni su predloSci za najceSce koriStene genetski izmijenjene vrste (vidjeti
odjeljak B).

Nadalje, vazno je sazeti informacije dobivene za vrijeme procjena dobrobiti i izvijestiti o njima
pri prijenosu genetski izmijenjene linije u drugu istrazivacku skupinu ili u drugi objekt kako bi
se odmah mogla primijeniti nacela zamjene, smanjenja i poboljSanja. Daljnje smjernice
ukljucene su u dokument o prijenosu genetski izmijenjenih zivotinja, ukljucujuéi zajednicki
predlozak za kretanje unutar i izmedu drzava ¢lanica.

Rezultati procjene dobrobiti trebali bi omoguditi klasifikaciju linije kao nestetne ili Stetne. Ako
se genetski izmijenjena linija ocijeni kao §tetna, procjenom bi trebalo odrediti odgovarajucu
klasifikaciju tezine (blaga, umjerena ili teSka) na temelju Priloga VIII. Direktivi 2010/63/EU.
Vise informacija dostupno je u Radnom dokumentu o okviru za ocjenjivanje tezine postupaka
(2012).

Procjenu dobrobiti trebalo bi preispitati i azurirati kad postane dostupno viSe informacija, a
dobavljac¢ima, uzgajivaima i drugim korisnicima trebalo bi dostaviti primjerene povratne
informacije ako su poznate.

Kad postanu dostupni podaci za viSe zZivotinja, klasifikaciju teZine linije trebalo bi preispitati,
posebno kod linija koje su odredene kao neStetne, jer vec¢i broj Zivotinja moze ukazati na
bioloski relevantan fenotip s niskom penetracijom koji nije o¢it u manjem uzorku.

Kako bi se osigurala dosljednost pristupa, procjenu dobrobiti trebalo bi obavljati kvalificirano
1 iskusno osoblje koje je dovrsilo primjereno osposobljavanje.
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3. Odjeljak A predloska procjene dobrobiti za sve vrste i vremenske tocke

Odjeljak A

Predlozak procjene dobrobiti

Ime vrste

Linija koja se
procjenjuje —

interno ime

Ime koje se koristi u smjestajnom objektu: ako je primjenjivo, navesti broj
soja

Linija koja se
procjenjuje —

medunarodno ime

Ime bi, prema potrebi, trebalo navesti u skladu s medunarodnim
standardima za nomenklaturu®’.

Strategija za uzgoj

Navesti najpozeljniju metodu za odrZzavanje kolonije, npr. heterozigot x
heterozigot, heterozigot x nemutirani tip, homozigot x homozigot ili neki
drugi oblik.

Opca procjena reproduktivne uspjesnosti, npr. muzjaci / Zenke / prosjecna
veli¢ina legla / smrtnost prije odbijanja / uspjesnost valjenja, u usporedbi s
nemutiranom kontrolnom skupinom.

Pozadinski soj

Ako je poznat, trebalo bi definirati pozadinski soj, npr. evidentiranjem
medunarodnog imena.

Vrsta genetske izmjene

Kratak opis vrste genetske izmjene, tehnike koja se koristi i ciljnog
programa®.

Treba navesti genetsku pozadinu nemutiranog tipa.

Informacije o
Zivotinjama u trenutku
procjene

Dob ili razvojna faza Zivotinja, brojevi (napomenuti ako je rije¢ o procjeni,
npr. larvalni oblici) i raspodjela po spolu

Informacije o uvjetima
smjestaja u trenutku
procjene

Vrsta smjestaja i okruZenje, npr. sustav osvjetljenja, temperatura, vlaznost,
obogacivanje okoliSa u kavezima, znacajke vode za vodene vrste (npr.
temperatura, pH-vrijednost, amonijak), poloZaj u jedinici za Zivotinje (npr.
razina kaveza/spremnika)

Ostale informacije
relevantne za procjenu

Sve ostale informacije koje su mogle utjecati na procjenu dobrobiti, npr.
gradevinski radovi, promjene osoblja, zdravstveni status u trenutku
procjene

¢ Medunarodni odbor za standardiziranu genetsku nomenklaturu mideva i Odbor za nomenklaturu genoma $takora, Guidelines for
nomenclature of mouse and rat strains (2018).

7 Odbor za nomenklaturu zebrica (ZNC), ZEIN Zebrafish Nomenclature Conventions, (2019).
8 Za vrstu modifikacije (navesti broj kopija ako je poznat i primjenjiv), gen na koji se djeluje, uzorak nasljedivanja, povezanost sa spolom
itd. i/ili uputiti na / priloziti detaljan opis — po mogucnosti relevantna publikacija o stvaranju linije (vidjeti i odjeljak ,,Ostale relevantne

informacije”).

36




Ostale relevantne
informacije

Publikacije; poveznice na internetske stranice

Klasifikacija postupaka
po teZini

Na temelju Priloga VIII. Direktivi 2010/63/EU

lzvor

Objekt u kojem su Zivotinje stvorene ili u kojem su se zadnje drzale

Procjenjivaci

Datum
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4. Odjeljak B predloska procjene dobrobiti za specifi¢ne vrste

Plan procjene dobrobiti genetski izmijenjenih glodavaca

Preporuke specifi¢ne za procjenu dobrobiti glodavaca:

» Procjenu bi trebalo provoditi ubrzo nakon rodenja, u vrijeme odbijanja i ponovno nakon
postizanja spolne zrelosti te u starijih Zivotinja ako se ocekuje da ¢e se bolest javiti u
kasnijoj fazi.

> Zivotinje odgovarajuée genetske pozadine ili definirane referentne linije sluze kao
kontrolna skupina. Tijekom uspostave linije posebno su prikladni nemutirani ¢lanovi
istog legla ako su dostupni.

» Moze biti korisno izraditi krivulju rasta za liniju.

Dodatna razmatranja za novorodene zivotinje i legla utvrdena su u tablicama u nastavku.
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Odjeljak B — PredloZak za procjenu dobrobiti glodavaca

Izgled / tjelesne funkcije / okruZenje / ponasanja / pokazatelji specifi¢ni za postupak / slobodna opaZanja

Kategorije vise

Podrucja na koja se

Specifi¢ni pokazatelji koje treba pratiti

razine treba usredotociti pri
promatranju Zivotinja
Izgled Stanje tijela Gubitak/povecanje tjelesne mase

Pretilost

Mrsavost

Ocjena stanja tijela, ako je dostupna

Stanje krzna i koze

Piloerekcija

Raséupanost / nedostatak njegovanja dlake

Masno krzno

Gubitak dlake

Dehidracija — boranje koze

Lezije koZe — oticanje, kraste, Cirevi, ozljede/rane

Mrlje od fekalija ili urina

Iscjedak Iz o€iju, nosa, urogenitalni, mrlje od porfirina u nekih vrsta, npr. Stakora
Oci Upale, zamucene ili poveéane
Zatvorene/poluzatvorene/natecene
Ostecenje/ozljeda oka (npr. ulceracija roznice)
Usta Slinjenje
Malokluzija/preveliki zubi
Ostalo »,Bolan izraz lica” — npr. poluzatvorene oci i izbocenja na nosu u miseva
Stezanje u trbuhu
Natecen dio tijela, npr. nadutost trbuha
Tjelesne funkcije | Disanje Ubrzano disanje (tahipneja)

Otezano disanje (hiperpneja)
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Vrlo otezano disanje (dispneja, dahtanje)

Hroptanje ili drugi zvuk pri disanju

Unos hrane

Povecan/smanjen

Unos vode

Povecan/smanjen

Tjelesna temperatura

PoviSena/snizena; izmjerena tjelesna temperatura ako je dostupna (kontaktno ili beskontaktno mjerenje
temperature); boja ekstremiteta u glodavaca

Osjetila Znakovi oStecenog vida, sluha ili ravnoteze
Okruzenje OkruZenje u nastambi, | Prisutnost i ¢vrstoca izmeta
ukljucujudi stelju, | Mokra stelja, npr. zbog poliurije
materijal za izradu | Prisutnost krvi
gnijezda, predmete za | Koristi li Zivotinja predmete za obogaéivanje, npr. materijal za izradu gnijezda, igracke za 7vakanje
obogadivanje
Ponasanja Socijalna interakcija Promjena uobifajenog temperamenta — bojaZljive/agresivne interakcije s drugim Zivotinjama; tjeskobno

ponasanje (npr. izraZzeni odgovori bijega, skrivanje)

Izoliranost ili povlacenje od drugih Zivotinja u socijalnoj skupini

NepozZeljna ponasanja

Ponavljajuce/stereotipno ponasanje

Grickanje dlake u glodavaca (engl. barbering), trihotilomanija

Samoozljedivanje

Povecéana agresivnost prema ljudima ili drugim Zivotinjama

Drzanje i mobilnost

Neuobicajeno drzanje

Neuobicajen hod; hromost; nedovoljno kretanje / letargija / nevoljko kretanje pri stimulaciji

Nekoordinirano kretanje

Izbocen trbuh, nagnuta glava

Ostalo

Tremori

Napadaji/konvulzije/gréevi/trzaji

Glasanje, spontano ili izazvano. (Napomena — glodavci se obicno glasaju u ultrazvu¢nom rasponu, pa je glasanje
koje se Cuje poseban razlog za zabrinutost.)
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Smrtnost (ili rano usmrcivanje zbog Stetnih znakova) prije o¢ekivanog Zivotnog vijeka ili najdulje trajanje Zivota

Pokazatelji Odreduju se na temelju | Na primjer, u modelu za multiplu sklerozu mogli bi ukljucivati: gubitak tonusa repa, slabost straznjih udova,
specificni za | pojedinacnog projekta, | slabost prednjih udova, paralizu, gubitak kontrole mjehura
postupak njegovih

Stetnih ucinaka

predvidenih pokazatelja

tih ucinaka
Slobodna Plan procjene dobrobiti uvijek bi trebao ukljucivati mogucnost biljeZzenja potencijalnih opaZanja neocekivanih negativnih ucinaka na
opazanja dobrobit.

Dodatna razmatranja za procjenu dobrobiti novorodenih Zivotinja do odbijanja

Kriteriji

Sto promatrati

Klinicki znakovi

Na primjer deformacije, veli¢ina, boja koze, edemi

Rast i neuobicajeni razvoj / kasnjenje u razvoju (npr. vrijeme otvaranja ociju, rast krzna)

Znakovi u | Na primjer pojacana aktivnost, agresivnost, prekomjerno glasanje, letargija/nereagiranje
ponasanju

Bijela mrlja | Postoje li mladunci bez bijele mrlje?

(samo za

novorodene

Zivotinje)
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Majcinsko
ponasanje

Postoje li znakovi loSeg majcinskog ponasanja (npr. kanibalizam, nezadrzavanje mladunaca na
okupu u kavezu, veliki gubici prije odbijanja)?

Leglo

Velicina legla; homogenost legla
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Plan procjene dobrobiti genetski izmijenjenih riba (koStunjace, prave kosStunjace)

Preporuke specifi¢ne za procjenu dobrobiti riba

Primarna procjena dobrobiti genetski izmijenjenih linija riba treba biti usredotoena na
promatranje vidljivih izmjena na ribama. Ako postanu dostupni novi znanstveni uvidi u
percepciju boli u riba i njihova ponaSanja povezana s boli, oni se uzimaju u obzir u svim
buduéim azuriranjima procjene dobrobiti.

Ove se smjernice primjenjuju na sve vrste koStunjaca. Trebalo bi navesti ime to¢ne vrste linije
koja se procjenjuje. Preporucuje se da se dobrobit koStunjaca procjenjuje barem u dvije faze:

1. faza li¢inke u trenutku samostalnog hranjenja

2. odrasle, spolno zrele Zivotinje

3. starije Zivotinje trebalo bi procijeniti ako se o¢ekuje da ¢e se bolest javiti u kasnijoj
fazi.

Konacna procjena genetski izmijenjenih koStunjaca trebala bi se temeljiti na opazanju barem u
tim razvojnim fazama.

Vremenska tocka u kojoj se li¢inke pocinju samostalno hraniti ovisi o vrsti ribe (predlozeno je
pet dana nakon oplodnje (dpf) za zebrice (Danio rerio) (pri temperaturi vode od 28 °C) u skladu
s Provedbenom odlukom Komisije 2020/569/EU i 12 dana nakon oplodnje za medake (Oryzias
latipes)). Moze se znatno razlikovati ovisno o uvjetima uzgoja (uglavnom temperaturi vode).
Nacelo kojim se treba voditi upotreba je vremena kad se probavni put u potpunosti otvori i riba
bi obi¢no aktivno uzimala hranu.

Vrijeme spolne zrelosti isto ovisi o vrsti ribe 1 uvjetima smjestaja. Za zebricu i medaku moze
se smatrati da je spolno zrela nakon priblizno 12 — 16 tjedana pri temperaturi vode od 28 °C.

Pojava bilo kakve izmjene kao posljedica genetske manipulacije moze ovisiti o specificnim
uvjetima smjeStaja u odredenoj nastambi. Stoga se uvjeti smjesStaja (ukljucujuéi hranjenje)
moraju uzeti u obzir u procjeni dobrobiti i moraju se evidentirati.

Za procjenu dobrobiti genetski izmijenjenih koStunjac¢a u obzir bi trebalo uzeti sljedeca
nacela:

- Procjena se temelji iskljuivo na promatranju zivotinja u okruzenju u kojem su
smjestene (npr. petrijeva zdjelica, akvarij).

- Za procjenu odraslih, spolno zrelih riba nije potrebno koristiti iste jedinke koje su se
koristile za procjenu u fazi li¢inke jer obi¢no nije moguce trajno oznaciti li¢inke.

- Sve izmjene sagledaju se s obzirom na specifiénu nemutiranu pozadinu i uvjete
smjestaja odredene nastambe, a to treba evidentirati za kona¢nu procjenu dobrobiti.
Napomena: za izmjene navedene u sljede¢im dvjema tablicama pretpostavlja se da se
javljaju samo povremeno (do 1 %) kod nemutiranih riba ako se drze u nastambama koje
se dobro odrzavaju u skladu s Prilogom III. Direktivi 2010/63/EU. Vrijednosti se mogu
razlikovati medu objektima.
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- Zaprocjenu smrtnosti genetski izmijenjenih riba na razini populacije trebalo bi koristiti
primjerene stope smrtnosti za nemutirani tip.
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Odjeljak B — PredloZak za procjenu dobrobiti riba

Opazanja su strukturirana u sljedecih Sest kategorija. Treba imati na umu da razvoj riba uvelike ovisi o vrsti 1 uvjetima smjestaja (npr. temperatura
vode i1 hranjenje). Opazene izmjene uvijek bi trebalo sagledati s obzirom na specifi¢nu nemutiranu pozadinu i uvjete smjestaja odredene nastambe.

Licinke / izgled / tjelesne funkcije / ponasanja / pokazatelji specifi¢ni za postupak / slobodna opaZanja

Kategorije vise razine

Podrucja na koja se treba usredotociti pri
promatranju Zivotinja

Specifi¢ni pokazatelji koje treba pratiti

Li¢inke

Prije samostalnog hranjenja
Naznaciti ako se navode procijenjene
vrijednosti

Prosjecna veliCina legla izraZzena kao broj jajasaca (ili primjeri)

Vrijeme od mrijestenja do samostalnog hranjena (ako se temperatura vode
razlikuje od uobicajenih uvjeta smjestaja, treba navesti to¢nu temperaturu
vode)

Valjenje kao postotak svih jajasaca u leglu, po mogucnosti evidentirati pet dana
nakon oplodnje za zebrice

Stopa preZivljavanja licinki u trenutku samostalnog hranjenja (npr. za zebrice pet
dana nakon oplodnje, za medake 12 dana nakon oplodnje) kao postotak svih
izlegnutih jajasaca

Buduci da se prezZivljavanje li¢inki u kasnijoj fazi stabilizira, stopu preZivljavanja
kao postotak svih licinki trebalo bi evidentirati u drugoj vremenskoj tocki prije
spolnog sazrijevanja (npr. za zebrice 28 dana nakon oplodnje)

U vrijeme samostalnog hranjenja

Morfologija, npr. zaostajanje u razvoju / neuobicajeni razvoj, veli¢ina, koza,
peraje, svi oblici oticanja, neuobicajeno istezanje, sréani edemi, neotvoreni riblji
mjehur

Ponasanje pri plivanju i aktivnost, npr. stalno plivanje na dnu spremnika ili blizu
povrsine, poloZaj u vodi

spolno zrelih kostunjaca

Podrucja na koja se treba usredotociti pri promatranju odraslih,

Izgled

Stanje tijela

Varijabilnost u duljini, prevelika/premala veli¢ina za dob (procjena)

Neuhranjenost
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Pretilost/oticanje

Promijenjen oblik, npr. nepravilnosti kraljeznice

Promjene na perajama ili nedostatak peraja (navesti Sto i kako)

Promjene na skrznim poklopcima i nedostatak skrznih poklopaca (operkulum)

Stanje ljuske i koze

Promjene na ljusci/kozi

Crvena koza

Tamnija/svjetlija pigmentacija

Ostale promjene u boji koze

Cirevi

Lokalizirane otekline / tumor

Tjelesne funkcije Disanje Povecana stopa otvaranja i zatvaranja Skrznih poklopaca
Gutanje na povrsini
Unos hrane Promjene u hranjenju (navesti)
Ostalo Navesti
Ponasanja Plivanje Pojacana/smanjena aktivnost (medu ostalim na podrazaj)

KruZenje / okretanje pri plivanju / spiralno plivanje

Trljanje o stijenke/dno spremnika, ,,udaranje” uz dno spremnika

Plivanje na dnu spremnika

Plivanje na povrsini

Socijalna interakcija

Agresivnost

Ostala pitanja povezana s populacijom

Gubitak ponasanja tipi¢nog za jato, odvajanje od jata

Plodnost, posebno za muzjake i Zenke. UkljuCujuéi podloZznost nemogucnosti

izbacivanja jajasaca.

Smrtnost (ili rano usmréivanje zbog Stetnih znakova) prije ocekivanog Zivotnog

vijeka ili najdulje trajanje Zivota

Pokazatelji specificni za
postupak

Odreduju se na temelju pojedinacnog
projekta, njegovih mogucih stetnih ucinaka i
predvidenih pokazatelja tih ucinaka
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Slobodna opazanja

Plan procjene teZine uvijek bi trebao ukljucivati moguénost biljeZzenja potencijalnih opaZzanja neocekivanih negativnih ucinaka na
dobrobit.
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Dodatna razmatranja za procjenu dobrobiti licinki

Li¢inke se procjenjuju isklju¢ivo opazanjem zivotinje — mikroskopijom, u petrijevoj zdjelici ili
akvariju, ovisno o veli¢ini. Za procjenu dobrobiti mora se koristiti reprezentativan broj li¢inki
(ilegld). Za dopunu procjene dobrobiti treba uzeti u obzir posebne aspekte li¢inki prije vremena
samostalnog hranjenja.

Dodatna razmatranja za procjenu dobrobiti spolno zrelih, odraslih jedinki

Procjena odrasle i (po moguénosti) spolno zrele ribe provodi se opazanjem Zivotinje u akvariju.
Sve ribe koje se promatraju po moguénosti bi trebalo drzati u istoj skupini jer bi odvajanje riba
radi procjene uzrokovalo dodatan stres.

Op¢enito, iako se zasebna procjena spolova ne smatra nuznom, oba bi spola trebalo ukljuciti u
procjenu. Ako postoje naznake da su uocene nepravilnosti specifi¢ne za odredeni spol, procjena
dobrobiti odraslih, spolno zrelih riba mora se obaviti zasebno za muzjake i Zenke.
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Plan procjene dobrobiti genetski izmijenjenih domacéih ili mini svinja

Preporuke specifi¢ne za procjenu dobrobiti domacih ili mini svinja:

Procjena dobrobiti trebala bi ukljucivati zivotinje reprezentativnih dobnih skupina:

- ubrzo nakon rodenja, oko odvajanja (zivotinje stare 4 —5 tjedana) i ponovno nakon
spolne zrelosti (zivotinje stare priblizno 4 — 6 mjeseci) i u dodatnim vremenskim
tockama koje se smatraju primjerenima u skladu s prognostickim preispitivanjima
moguceg ucinka izmjene gena, npr. ako pojava bolesti ovisi o dobi

- najmanje sedam muZzjaka i sedam Zenki iz viSe legla (u leglu mini svinja ima mali broj
potomaka, a i broj genetski izmijenjenih rasplodnih Zivotinja i broj zivotinja obi¢no su
mnogo manji nego za druge vrste).
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Odjeljak B — PredloZak za procjenu dobrobiti domacih ili mini svinja

Izgled / tjelesne funkcije / okruZenje / ponasanja / pokazatelji specifi¢ni za postupak / slobodna opaZanja

Kategorije vise razine

Podrucja na koja se treba usredotociti pri
promatranju Zivotinja

Specifi¢ni pokazatelji koje treba pratiti

Izgled

Stanje tijela

Odstupanja od krivulje rasta

Pretilost ili vecéa velic¢ina

Mrsavost ili manja velic¢ina

Odstupanja u ocjeni stanja tijela

Stanje krzna i koze

Odstupanje u boji koze

Odstupanja u teksturi koze

Odstupanja u kvaliteti dlake (npr. debelo krzno)

Gubitak dlake ili alopecija

Objesena koza zbog npr. dehidriranosti ili izgladnjelosti

Lezije koZe — oticanje, kraste, Cirevi, ozljede/rane

Dermatitis ili ekcem

Iscjedak Iz o€iju, nosa, urogenitalni ili proljev

Oci Mikroftalmija
Natecdene ili zatvorene/poluzatvorene
Ostecenje/ozljeda oka (npr. ulceracija roznice ili znakovi sljepoce)

Usta Slinjenje
Malokluzija/preveliki zubi

Ostalo Malformacije (npr. deformacije kostura ili nepravilnosti kao Sto je hidrocefalus)
Morfoloske, neuroloske ili miSiéno-kostane nepravilnosti
Natecen dio tijela (npr. nadutost trbuha) ili tumori

Tjelesne funkcije Disanje Ubrzano disanje (tahipneja)

Duboko disanje (hiperpneja)

Otezano disanje (dispneja, dahtanje)
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Hroptanje ili drugi zvuk pri disanju

Unos hrane

Povecan/smanjen

Unos vode

Povecan/smanjen

Tjelesna temperatura

PoviSena/snizena; izmjerena tjelesna temperatura ako je dostupna (npr.
kontaktno ili beskontaktno mjerenje temperature)

Osjetila Znakovi oStec¢enog vida, sluha ili ravnoteze
Okruzenje Okruzenje u nastambi, ukljucujuci stelju, | Prisutnost i ¢vrstoca izmeta
materijal za izradu gnijezda, predmete za | Prekomjerno mokrenje
obogacivanje Prisutnost tragova povracanja ili krvi
Koristi li Zivotinja predmete za obogacivanje, npr. materijal za izradu gnijezda,
igracke za Zzvakanje
Ponasanja Socijalna interakcija Pokazuje li Zivotinja cijeli raspon ponasanja primjerenih za soj, ukljucujudi

socijalnu interakciju, rovanje, hodanje, tr¢anje, spavanje

Izoliranost ili povlacenje od drugih Zivotinja u socijalnoj skupini

NepozZeljna ponasanja

Ponavljajuce/stereotipno ponasanje

Dulja neaktivnost

Povecéana agresivnost prema ljudima ili drugim Zivotinjama

Drzanje i mobilnost

Neuobicajeno drzanje (npr. prasad s rasirenim nogama)

Neuobicajen hod; hromost; nedovoljno kretanje / letargija / nevoljko kretanje pri
stimulaciji

Nekoordinirano ili tesko kretanje ili poteskoce u orijentaciji

Izbocen trbuh, nagnuta glava

Ostalo

Krutost ili tremori

Napadaji/konvulzije/gréevi/trzaji

Glasanje, spontano ili izazvano

Smrtnost (ili rano usmrcivanje zbog Stetnih znakova) prije ocekivanog Zivotnog
vijeka ili najdulje trajanje Zivota
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Pokazatelji specificni za
postupak

Odreduju se na temelju pojedinacnog
projekta, njegovih mogudih Stetnih ucinaka i

predvidenih pokazatelja tih ucinaka

Slobodna opazanja

Plan procjene teZine uvijek bi trebao ukljucivati moguénost biljeZenja potencijalnih opaZzanja neocekivanih negativnih uc¢inaka na

dobrobit.

Dodatna razmatranja za procjenu dobrobiti novorodenih Zivotinja

KRITERUI

STO PROMATRATI

Boja koze i izgled
novorodenih Zivotinja

Pokazuju li neki prasciéi znakove neuobicajene boje koZze (npr. anemija,
slaba cirkulacija)? Je li im koZa objesena (znak dehidriranosti ili
izgladnjelosti)? lzgledaju li ,Cupavo” (znak poteskoce u odrzavanju
uobicajene tjelesne temperature)?

Aktivnost
novorodenih Zivotinja

Pokazuju li nekakvu neuobicajenu aktivnost? Jesu li novorodene Zivotinje
aktivne i krecu li se slobodno? Disu li normalno? Je li njihovo drZanje
neuobicajeno (npr. prasad s rasirenim nogama)?

Interakcija
novorodenih Zivotinja
s krmacom i
ponasanje pri sisanju

Jesu li novorodene Zivotinje dobile kolostrum? Jesu li zainteresirane za
sisanje i mogu li sisati? Cini li se da normalno konzumiraju mlijeko? Jesu
li izolirane od krmace ili izvora topline? Dolazi li kod vimena do tuce i
agresivnosti?

Postoje li znakovi loSeg majcinskog ponasanja?

Leglo

Je li gestacija bila potpuna? Je li prasenje bilo uobicajeno? Je li bilo
nepravilnosti s obzirom na veli¢inu legla, homogenost legla te rast i razvoj
prasadi?
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Plan procjene dobrobiti genetski izmijenjenih kokosi

Preporuke specificne za procjenu dobrobiti kokosi:

Vazno je ukljuciti zivotinje reprezentativnih dobnih skupina:
- Treba uzeti u obzir stope uspjeha valjenja.

- Procjena se obavlja ubrzo nakon valjenja (obi¢no u inkubatoru) i u drugim primjerenim
vremenskim to¢kama* kod odraslih jedinki te starijih jedinki ili jedinki u najvecoj dobi
do koje se Zivotinje drze.

- Procjenjuje se najmanje sedam muZzjaka i sedam Zenki iz vise legla jaja.

- Potrebna je usporedba sa sli¢nim Zivotinjama koje nisu genetski izmijenjene kad god je
to moguce.

* U dodatnim vremenskim toc¢kama koje se smatraju primjerenima u skladu s prognostickim
preispitivanjima moguceg ucinka izmjene gena, npr. ako pojava bolesti ovisi o dobi.

Vazno je znati je li ptica iz linije nesilica ili brojlera jer ¢e to utjecati na hranjenje i fenotip, a
o tome mogu stvarno ovisiti i potrebne razlike u okruzenju i promjene prehrane.
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Odjeljak B — PredloZak za procjenu dobrobiti kokosi

Izgled / tjelesne funkcije / okruZenje / ponasanja / pokazatelji specifi¢ni za postupak / slobodna opazanja

Kategorije vise razine Podrucja na koja se treba usredotociti pri Specifi¢ni pokazatelji koje treba pratiti
promatranju Zivotinja

Izgled Stanje tijela / oblik / rast Malformacije, neuobicajeni razvoj, deformacija kostura, rasirene noge

Odstupanja u rastu i od ocekivane veli¢ine

Stanje tijela — specifi¢no za nesilice/brojlere

Gubitak/povedanje tjelesne mase

Stanje perja i koze Neuobicajeni razvoj perja

Lose stanje perja / razbaruseno / prljavo

Podrucja gubitka perja, vise Cupanja perja od ocekivanog

Dehidracija — boranje koze

Lezije koZe — osjetljivost/oticanje, kraste, Cirevi, ozljede/rane

Iscjedak Iz o€iju, nosa, necisnice (kloake)

Oci Upale ili zamuéene

Zatvorene/poluzatvorene/natecene

Ostecenje/ozljeda oka (npr. ulceracija roznice)

Kljun / probavni sustav Problemi s guSom, kao $to je zacepljena gusa

Deformiran kljun, kresta ili rese

Ostalo Boja i oblik resa i kreste — blijede/crvene/plavicaste; tvrde ili meke

Natecen dio tijela, npr. nadutost trbuha

Tjelesne funkcije Disanje Ubrzano disanje (tahipneja)

Duboko disanje (hiperpneja)

Otezano disanje (dispneja, dahtanje)

Hroptanje ili drugi zvuk pri disanju

Unos hrane/vode Povecan/smanjen




Sposobnost pronalaska hrane i vode nakon valjenja kako je ocekivano; trebaju
pomoc ili drzanje s kontrolama (kao pratnja)

Tjelesna temperatura

PoviSena/snizena; izmjerena tjelesna temperatura ako je dostupna (npr.
kontaktno ili beskontaktno mjerenje temperature); boja ekstremiteta

Osjetila

Znakovi oStecenog vida, sluha ili ravnoteze

Razmnozavanje

Neuobicajena stopa odrzivih embrija pri pregledu jaja pod svjetlom (manja od
ocekivanih 90 %)

Niska stopa valjenja zbog nemogucénosti razbijanja jajeta (Zivotinja je zarobljena
u ljusci)

UspjesSnost nesenja kokosi, poCetak dobi za nesenje, stopa proizvodnje jaja u
razdoblju nesenja, nepravilnosti jajeta, ¢vrstoca ljuske, kvarenje jaja

Okruzenje OkruZenje u nastambi, ukljucujuci stelju, | Prisutnost i ¢vrstoca izmeta

materijal za izradu gnijezda, predmete za | Prekomjerno/neuobicajeno prljanje podloge

obogacivanje Koristi li Zivotinja predmete za obogadivanje, npr. pjescanik, precku za sjedenje
Ponasanja Socijalna interakcija Zivotinje obi¢no pokazuju cijeli raspon ponasanja primjerenih za soj, ukljuéujuci

¢is¢enje, hodanje, tréanje, grebanje, valjanje u prasini, sjedenje na precki, kratak
,let”, traZzenje hrane

Neuobicajena aktivnost, kao Sto je hiperaktivnost

Promjena u uobi¢ajenom temperamentu

Izoliranost ili povlacenje od drugih ptica u socijalnoj skupini

NepozZeljna ponasanja

Bojazljive/agresivne interakcije s drugim pticama, tjeskobno ponasanje (npr.
izrazeni odgovori bijega, skrivanje)

Pojacano glasanje pri rukovanju Zivotinjom

Ponavljajuce/stereotipno ponasanje

Cupanje perja

Dulja neaktivnost (moZe ukazivati na kronican stres ili depresiju (anhedonija) i/ili
bolest/bol), osobito ako je povezana s pogrbljenim drzanjem i/ili razbarusenim ili

neodrZavanim perjem
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Povecdana agresivnost prema ljudima ili drugim Zivotinjama

Drzanje i mobilnost

Neuobicajeno drzanje, pogrbljenost

Poteskoce u orijentaciji

Neuobicajen hod; hromost; nedovoljno kretanje / letargija / nevoljko kretanje pri
stimulaciji

Ostalo

Tremori

Krutost

Napadaji/konvulzije/gréevi/trzaji

Glasanje, spontano ili izazvano

Smrtnost (ili rano usmréivanje zbog Stetnih znakova) prije ocekivanog Zivotnog
vijeka ili najdulje trajanje Zivota

Pokazatelji specificni za
postupak

Odreduju se na temelju pojedinacnog
projekta, njegovih mogudih Stetnih ucinaka i
predvidenih pokazatelja tih ucinaka.

Slobodna opazanja

Plan procjene tezZine uvijek bi trebao ukljucivati moguénost biljeZzenja potencijalnih opazanja neocekivanih negativnih ucinaka na

dobrobit.
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Cetvrti dio: Prijenos informacija o dobrobiti genetski
izmijenjenih Zivotinja

1. Klju¢na nacela

Kad se genetski izmijenjene Zivotinje prenose unutar i izmedu ustanova, vazno je da s njima
putuju i specificne informacije o njihovim potrebama u pogledu dobrobiti. To ¢e svim osobama
koje brinu o zivotinjama ili ih koriste omoguciti da razumiju posebne znacajke zivotinja (ili
sojeva ili linija) koje primaju, zajedno sa svim posebnim zahtjevima koji se mogu primjenjivati
na zivotinje u pogledu njihove dobrobiti kako bi se odmah mogla primijeniti poboljSanja.

Te se informacije mogu prenositi u razli¢itim oblicima, uklju¢uju¢i dokument u papirnatom
obliku, elektronicki spis ili bazu podataka. Vazno je da pruzaju prilagodene i smislene
informacije te da budu lako dostupne svim osobama koje skrbe za genetski izmijenjenu
zivotinju na svim lokacijama tako da sve Zivotinje (ili skupine Zivotinja) primaju dosljednu
skrb tijekom cijelog Zivota.

Koje bi se informacije trebale prenositi sa zivotinjama?

Uz sve relevantne podatke o stvaranju, uzgoju, nomenklaturi i genetskoj pozadini (dio A
procjene dobrobiti), u dokumente za prijenos trebalo bi ukljuciti jasan opis fenotipa i sve
druge znacajke koje se uoce u procjeni dobrobiti (dio B procjene dobrobiti).

Pri prijenosu Zzivotinja iz neStetnih linija posebno je vazno izvijestiti o informacijama o
uvjetima u kojima je provedena pocetna klasifikacija, npr. zdravstveni status ili okolisni uvjeti,
jer te promjene mogu utjecati na posljedice genetske modifikacije na dobrobit Zivotinja, $to
moze uzrokovati reklasifikaciju iz neStetne linije u Stetnu.

Kako bi se olakSale primjerene prakse smjestaja, skrbi i pracenja, uz to je vazno evidentirati
informacije o potencijalnim pitanjima u pogledu dobrobiti koja bi mogla biti povezana s
fenotipom, zajedno s odgovaraju¢im zahtjevima za skrb i uzgoj te moguéim strategijama
poboljsanja (dio C — Zahtjevi za skrb i uzgoj). Te informacije treba dostaviti zajedno sa
Zivotinjama.

Sljedece informacije trebalo bi ukljuciti za sve genotipe koji se mogu javiti (tj. heterozigoti i
homozigoti) kao posljedica razmnozavanja Zivotinja koje se prenose u novo okruzenje.

Treba dostaviti relevantne informacije o:

- fenotipima — jesu li opazeni promatranjem u kavezu ili akvariju — ukljucujuéi Zivotnu
fazu / dob ukljucenih Zivotinja

- skrbi za Zivotinje — pitanja povezana s uzgojem koja bi utjecala na zdravlje Zivotinja i
bilo kakva posebna skrb o Zivotinjama koja je potrebna (npr. dodaci prehrani,
obogacivanje)

- sterilnosti — pitanja povezana s plodnosti, rodenjem ili valjenjem ili roditeljskom skrbi
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- pojedinostima o soju — nomenklatura, genetska pozadina, informacije o genotipu. Te
su informacije poznate pod kraticom PASS.
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2. Odjeljak C — Predlozak za premjeStanje sa zahtjevima za skrb i uzgoj za genetski izmijenjene Zivotinje

Odjeljak C — Zahtjevi za skrb i uzgoj

abnormalni fetusi itd.))

Kratak opis fenotipa, ukljucujuéi korektivne mjere i usmrcivanje

Ukljuciti nepravilnosti u fenotipu i primjetljive znacajke do kojih mozZe dodi i navesti dob u kojoj se javljaju (npr. ubrzo nakon rodenja/valjenja, pri
odbijanju, samostalnom hranjenu ili tijekom spolnog sazrijevanja, kod odraslih jedinki ili tijekom razmnoZavanja (nemoguénost razvoja jaja, pobacaji,

Do

Vrsta znakova

Moguce posljedice
na dobrobit

Moguci tretman,
intervencije i
strategije
poboljsanja

Poseban smjestaj ili
skrb

Humano
usmréivanje

Klinicki znakovi

UkljuCujuci praéenje
izgleda, tjelesnih
funkcija i okruzenja

Znakovi u
ponasanju
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UspjesSnost uzgoja,
ukljucujudi
odrzivost
mladunaca/potoma
ka

Preuranjena smrt

60



Peti dio: IzvjeSéivanje o genetski izmijenjenim Zivotinjama

1. Op¢i pravni okvir

Opce obveze izvjescivanja utvrdene su u ¢lanku 54. Direktive. Detaljni zahtjevi utvrdeni su u
Provedbenoj odluci Komisije (EU) 2020/569.

Direktiva sadrzava dvije vrste obveza izvjes¢ivanja koje ukljucuju genetski izmijenjene
Zivotinje:

1) Godisnje statisticko izvjes¢ivanje ukljucuje statisticke podatke o koristenju Zivotinja,
medu ostalim u svrhu stvaranja i odrZavanja genetski izmijenjenih Zivotinja. Za
aktivnosti na koje se primjenjuje definicija ,,postupka” potrebno je odobrenje projekta,
a na zivotinje koje se koriste u projektima opcenito se primjenjuju obveze godiSnjeg
statistickog izvjesc¢ivanja.

Detaljni zahtjevi dostupni su u Prilogu III. Provedenoj odluci Komisije (EU) 2020/569.

2) Osim toga, drzave Clanice obvezne su svakih pet godina prikupiti informacije o
provedbi Direktive. To obuhvacda dvije specifi¢ne kategorije podataka od uzgajivaca i
korisnika genetski izmijenjenih Zivotinja o njihovu stvaranju i odrZavanju, a ukljucuje
posljednju godinu petogodisnjeg ciklusa izvjeséivanja:

o sve ostale zivotinje koje nisu ukljucene u godisSnje statisticko izvjeSéivanje,
ukljucujuéi one koje su posljedica stvaranja i odrzavanja genetski izmijenjenih
linija (Zivotinje koje su uzgojene, usmréene i koje nisu koriStene) te

o reprezentativne informacije o metodama uzorkovanja tkiva u svrhu genetske
karakterizacije (genotipizacije) — te Zivotinje mogu biti, ali nisu nuzno ukljuc¢ene
1 u godiSnja statisticka izvjesc¢a, ovisno o vrsti primijenjene metode uzorkovanja
tkiva (vidjeti 70. stranicu).

Detaljni zahtjevi dostupni su u Prilogu II. Provedenoj odluci Komisije (EU) 2020/569.

2. Dijagram toka zahtjeva za statistiCko izvjeS¢ivanje i izvjeS¢ivanje o
provedbi za stvaranje, odrZavanje i koriStenje genetski izmijenjenih
Zivotinja

Na dijagramu toka na sljedecoj stranici nalazi se saZetak zahtjeva za izvjes$¢ivanje i za godi$nje
statistiCko izvjeS¢ivanje (tamnoplavi okviri) 1 petogodisnja izvjeS¢a o provedbi (svjetlozeleni
okviri).

Dijagram toka moze se preuzeti kao plakat na sljedecoj stranici:
https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pubs_posters_en.htm.
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Godisnji statisticki podaci:
Izvjesée o provedbi:

o Zivotinjama koje se koriste za

stvaranje (ukljucujuci roditelje) svakih pet godina u posljednjoj godini ciklusa
izvjeScuje se u godisnjim statistickim izvjeSc¢ivanja o provedbi: sljedeca izvjesca
podacima u okviru obuhvacaju 2022., 2027. i 2032.
temeljnog/primijenjenog
istrazivanja u svrhu kojeg se linija Zivotinje koje se koriste za stvaranje:
stvara ukljuciti samo genetski uobicajene
potomke nemutiranog tipa (ako nisu
Jedina iznimka u godisnjim koristeni (pa se o njima nije izvjesS¢ivalo na
statistickim podacima ne izvjeséuje drugi nacin) u drugim postupcima)
se o nemutiranim potomcima

Procjena dobrobiti — s naknadnom odlukom o klasifikaciji linije

NESTETAN FENOTIP STETAN FENOTIP

Metoda uzorkovanja tkiva za genotipizaciju:

uzorkovanje tkiva ispod praga (neinvazivno) l
l uzorkovanje tkiva iznad praga

Odobrenje Odobrenje projekta

projekta

lzvjeSce o provedbi: [EleTs [t RS €L T4 Godisnji statisticki podaci u okviru ,,odrzavanja

" podaci u okviru kolonija...”:
sve nekoriStene . .
G »odriavanja .V v T
Zivotinje koje su e sve nekoriStene Zivotinje koje su usmréene i koje su

i . kolonija...”: . . o

usmréene i nisu pokazale Stetan fenotip i/ili koje su genotipizirane
genotipizirane sve nekoriStene primjenom invazivne metode (koja se ne provodi u svrhu
primjenom Zivotinje koje su oznacivanja)

invazivnih metoda. usmréene i
genotipizirane lzvjesée o provedbi:

primjenom invazivne

metode (koja se ne sve nekoriStene Zivotinje koje su usmréene, a nisu pokazale

provodi u svrhu Stetan fenotip i nisu genotipizirane primjenom invazivne

oznacivanja) metode

Zivotinje koje nisu usmréene te koje se i dalje koriste u postupcima

Odobrenje projekta

Godisniji statisticki podaci: o svim Zivotinjama koje se koriste u postupcima izvjescuje se u godisnjim

statistickim podacima nakon dovrsetka postupka i u svrhu u koju je taj postupak proveden.
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3.1. GodiSnje statisticko izvjeS¢ivanje

Pravni zahtjevi koji se odnose na genetski izmijenjene zivotinje i zahtjeve za godiSnje
statisti¢ko izvje§éivanje

U Prilogu III. Provedenoj odluci Komisije (EU) 2020/569:

- udijelu A odredene su kategorije podataka koje treba koristiti
- udijelu B navedene su opce upute i upute za detaljne kategorije podataka.

U svrhu godi$njeg statistickog izvje$¢ivanja o zivotinjama se izvjeS¢uje samo jednom na kraju
postupka — obic¢no izvjescuje nositelj projekta koji dovrsava , koriStenje”. U svrhu statistickog
izvjeS¢ivanja vazno je razlikovati ,,koristenje”, ,,stalno koristenje” i ,,ponovno koristenje” (vise
informacija dostupno je u Radnom dokumentu o odredenim ¢lancima Direktive 2010/63/EU?).

IzvijeSéivanje o zivotinjama koje se koriste za stvaranje genetski izmijenjenih linija

Sve genetski izmijenjene linije narucuju se u odredenu znanstvenu svrhu. O postupcima
povezanima sa stvaranjem novih genetski izmijenjenih linija mora se izvjes¢ivati u odnosu na
specificno istrazivacko podrucje za koje se linija stvara. Stoga subjekti koji traze liniju i oni
koji stvaraju nove linije moraju raspravljati i izraditi dokumentaciju kako bi se osigurala
tocnost izvjes¢ivanja koje provodi nositelj projekta.

« ,Stvaranje” je razvoj nove linije genetski izmijenjenih Zivotinja namjernom
genetskom izmjenom (npr. genetsko umetanje/brisanje/uredivanje, kemijska
mutageneza ili druga manipulacija gamete ili embrija ili krizanje dvaju postojecih
linija).

Kako je opisano u odjeljku 3. prvog dijela ovih smjernica, stvaranje nove genetski izmijenjene
linije nacelno se smatra postupkom. O zivotinjama koje se koriste u stvaranju izvjeS¢uje se u
godi$njim statistickim izvje$¢ima, osim o potomcima koji se genotipiziraju neinvazivnim
metodama 1 za koje se pokaze da su nemutirani, tj. ne nose genetsku mutaciju. O tim
nemutiranim zivotinjama izvjeséuje se samo u petogodisnjem izvjes¢u o provedbi — vidjeti 65.
stranicu.

Iznimka su slucajevi u kojima se krizaju / povratno krizaju dvije linije s neStetnim fenotipom
iu kojima se moze razumno o¢ekivati da nova linija nece dovesti do Stetnog fenotipa. Zahtjev
za odobrenje projekta tad se mozda nece primjenjivati, pa se o tim Zivotinjama nece izvjes¢ivati
u godisnjim statistickim izvje$¢ima osim ako su primijenjene invazivne metode genotipizacije.

Pri izvjeséivanju o Zivotinjama u godiSnjem statistickom izvje$¢u vazno je zasebno uzeti u
obzir oba roditelja i potomke jer se o svim zivotinjama moze razlicito izvjes¢ivati ovisno o, na
primjer, genotipu i fenotipu koji pokazu i njihovoj sudbini (vidjeti tablicu u nastavku).

? https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Consensus_document.pdf
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IzvijeSéivanje o zivotinjama koje se koriste za odrzavanje genetski izmijenjenih linija

Kad se linija uspostavi, nakon dovrSetka procjene dobrobiti i klasifikacije na neStetne i Stetne
fenotipe te klasifikacije prema tezini (ukljucujuéi razmatranje heterozigota i homozigota),
izvjeS¢ivati bi trebalo pod kategorijom ,,Odrzavanje kolonija uspostavljenih genetski
izmijenjenih zivotinja koje se ne koriste u drugim postupcima”, osim ako se zivotinje prenesu
za stalno koriStenje u znanstvenim postupcima za koje je potreban taj genotip.

O Zivotinjama iz linije koja je okarakterizirana kao neStetna izvjeS¢ivat ¢e se u godiSnjem
statistiCkom izvjeS¢u ako se primjenjuju invazivne metode genotipizacije i Zivotinja se
usmréuje i ako se Zivotinja drzi zivom i ima nepredvideni genotip. O tome se izvjeS¢uje kao
o prvom koriStenju. O Zivotinjama s predvidenim genotipom koje se i dalje koriste u
znanstvenim postupcima za koje je potreban taj genotip izvjes¢ivat ¢e se samo na kraju cijelog
postupka tog stalnog koristenja.

Zivotinje iz uspostavljene linije koja je razvrstana kao $tetna bit ¢e podlozne izvjes¢ivanju u
godi$njim statistiCkim izvjeS¢ima, tj. zivotinje koje pokazuju Stetu i/ili koje su podvrgnute
invazivnim metodama genotipizacije i usmréene te godine bez naknadnog koriStenja u
znanstvenom postupku.

Detaljne informacije o zahtjevima za izvjes$¢ivanje nalaze se u tablici na sljedecoj stranici.

Izvieséivanje o zivotinjama koje se kre¢u medu postupcima, projektima, objektima i/ili
drzavama ¢lanicama

Ako se zivotinje kre¢u medu projektima i/ili objektima (unutar drzave clanice ili izmedu
drzava), kako bi se omogucilo to¢no izvjes¢ivanje na kraju zivota/postupka (,,koristenje”), pri
premjestaju Zivotinja trebalo bi dostaviti 1 informacije koje pokazuju kojoj skupini Zivotinja
pripada:

- zivotinje koje nisu podvrgnute nikakvom postupku u prvom objektu

» onjima izvjeS¢uje primatelj ako ih koristi u znanstvenom postupku po zavrsetku
tog postupka

» (napomena: o Zivotinjama koje nisu podvrgnute nikakvom postupku u objektu
koji ih prima ne izvjeS¢uje se u godiSnjem statistiCkom izvjes¢u, ali o njima
mora izvijestiti objekt u kojem se usmréuju ako se usmréuju u godini
evidentiranja za petogodisnje izvjesc¢e o provedbi — vidjeti odjeljak 3.2.)

- zivotinja je podvrgnuta stalnom koriStenju (npr. genotipizirana je invazivhom metodom
kako bi se potvrdio odgovarajuci genotip i premjestena je radi koriStenja u znanstvenom
postupku za koji je potreban taj genotip)

» o njima izvjeScuje primatelj na kraju postupka

- zivotinja na kojoj je zavrSeno ,,koriStenje” (npr. genotipizirana je invazivnom metodom

kojom je odredeno da nema predvideni genotip) i premjesta se radi ponovnog koristenja
» 0 njima izvjeS¢uje 1 prvi odobreni korisnik koji je genotipizirao zivotinje u
okviru prvog koriStenja i primatelj na kraju ponovnog koristenja.
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U sljede¢e dvije tablice navedeni su uobiCajeni postupci u okviru odrzavanja genetski
izmijenjenih Zivotinja i prikazana je shema odlucivanja koja olakSava odredivanje treba li o
zivotinji izvijestiti u godiSnjem statistiCkom izvjes¢u u okviru odrzavanja.
1. U prvoj tablici prikazane su zivotinje uzgojene iz uspostavljene genetski izmijenjene
linije s neStetnim fenotipom.
2. U drugoj tablici prikazane su Zivotinje uzgojene iz uspostavljene genetski izmijenjene
linije sa Stetnim fenotipom.
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ZIVOTINJE 1Z ODRZAVANJA POSTOJECE LINUE S NESTETNIM FENOTIPOM

Treba li nositelj

Se L projekta
Je li Zivotinja e i
. Je li Zivotinja e L (objekt) u
genotipizirana Je li Zivotinja "
. . podvrgnuta , godisnjim
e . invazivnom . X X usmréena u e
Je li Zivotinja Je li genotip drugim e statistickim
. X . metodom . izvjestajnoj .

Kakav je genotip pretrpjela A potvrden kako postupcima . . izvje$¢ima L .
Y . .. uzorkovanja R i godini, a nije o Napomene Prijavljena stvarna teZina
Zivotinje? Stetne ucinke . i je osim N izvijestiti o

. tkiva koja se A . o koristena u o
zbog genotipa? . predvideno? odrzavanja ili K Zivotinji za
ne koristi za A drugim . i
A . uzorkovanja A odrzavanje
identifikaciju? ) postupcima? i
10 tkivall? genetski
izmijenjene
linije?
Nije genetski . Izvje$cuje se samo jednom u pet godina u sklopu izvjeséa o .
R ne ne nije potrebno ne da NE ) nije potrebno
izmijenjen provedbi.
lako su informacije o teZini samog uzorkovanja tkiva potrebne o, ..
. X L ., . .. Najveca dosegnuta teZina
Nije genetski . samo u godini prije petogodiSnjeg izvjes¢a o provedbi, preporucuje o .
R ne da nije potrebno ne da DA . o .. kao posljedica uzorkovanja
izmijenjen se zabiljeZiti metodu uzorkovanja tkiva s povezanom teZinom kako ki
iva
bi se olaksala izrada petogodisnjeg izvjesca o provedbi.
Genetski . Nestetne genetski izmijenjene Zivotinje — izvjeS¢uje se samo .
. ne ne nevazno ne da NE . X ., . nije potrebno
izmijenjen jednom u pet godina u sklopu izvje$c¢a o provedbi.
Ako do stetnih u¢inaka dode kod nekoliko Zivotinja, treba ponoviti
procjenu dobrobiti Zivotinja i prema potrebi razmotriti
reklasifikaciju iz nestetne linije u Stetnu.
Genetski neocekivano . .
. ne nevazno ne da NE nije potrebno
izmijenjen da

Ako se linija reklasificira kao Stetna, za njezino odrzavanje bit ¢e
potrebno odobrenje projekta.

19 To se odnosi na sve invazivne metode uzorkovanja tkiva ako se tkivo ne dobiva od oznagivanja Zivotinje.

U rijetkom slu¢aju kad je prijenos embrija potreban samo radi uklanjanja komenzalnih organizama iz kolonije za uzgoj (tj. ne radi pobolj$anja zdravlja ili dobrobiti kolonije, nego zbog toga §to je to potrebno u znanstvene svrhe), postupke

koji se provode (npr. prijenos embrija, superovulacija prema potrebi) trebalo bi ukljuciti u godis$nja statistiCka izvjes$c¢a i evidentirati tezinu kao najveéu dosegnutu tezinu koja je posljedica navedenog postupka.




Izvje$cuje se samo jednom u pet godina u sklopu izvjeséa o
provedbi.

Genetski

neocekivano

Ako do stetnih u¢inaka dode kod nekoliko Zivotinja, treba ponoviti
procjenu dobrobiti Zivotinja i prema potrebi razmotriti

da nevasno ne da reklasifikaciju iz nestetne linije u Stetnu.
izmijenjen da DA
Ako se linija reklasificira kao Stetna, za njezino odrzavanje bit ¢e
potrebno odobrenje projekta.
Preporucuje se zabiljeZiti metodu uzorkovanja tkiva s povezanom o, ..

X .. ) L. e, Najveca dosegnuta teZina
Genetski . teZinom kako bi se olak3ala izrada petogodisnjeg izvjeséa o o .
. ne da nevazno ne da DA . o i Y kao posljedica uzorkovanja

izmijenjen provedbi koje ¢e biti potrebno za te Zivotinje, zajedno s godiSnjim ki
iva
statistickim izvjes¢ima.
TeZinu uzorkovanja tkiva
Invazivno uzorkovanje tkiva (kad se potvrdi ocekivani fenotip i treba priopditi krajnjem
Genetski d p - Zivotinju se ne usmrti) prvi je dio stalnog koristenja; krajniji korisnik korisniku kako bi je mogao
ne a a ne ne
izmijenjen treba evidentirati Zivotinju u godi$njim statistickim izvje$éima uzeti u obzir za zavrsno
nakon dovrsetka posljednjeg koristenja. izvjeséivanje o stvarnoj
tezini.
Invazivno uzorkovanje tkiva (kad se ne potvrdi o¢ekivani fenotip i
Zivotinju se ne usmrti) smatra se prvim koriStenjem te Zivotinje; Najve¢a dosegnuta te¥ina
Genetski ne da gen.ot.|p nije ne ne DA sva naknadna kori$tenja smatraju se ponovnim koristenjem. kao posljedica uzorkovanja
T primjeren - . o :
izmijenjen Preporucuje se zabiljeziti metodu uzorkovanja tkiva s povezanom tkiva

teZzinom kako bi se olaksala izrada petogodisnjeg izvjeséa o
provedbi.
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2. ZIVOTINJE IZ ODRZAVANJA POSTOJECE LINIJE SA STETNIM FENOTIPOM

Jeli

Je li Zivotinja

Treba li nositelj
projekta (objekt) u

e Je li Zivotinja Jeli podvrgnuta e godisnjim
Zivotinja L X i Je li Zivotinja e
) genotipizirana genotip drugim , statistickim
. . pretrpjela . . . usmrcena u e
Kakav je genotip . invazivnom potvrden postupcima e . izvjesc¢ima izvijestiti o .
Ve Stetne R i izvjestajnoj godini, a o Napomene Prijavljena stvarna teZina
Zivotinje? .. metodom kako je osim N Y o Zivotinji za
ucinke A . . o nije koriStena u . )
uzorkovanja predvideno odrzavanja ili ) . n,odrzavanje”
zbog ) i drugim postupcima? i
A tkiva'2? ? uzorkovanja genetski
genotipa? . AT
tkiva'®? izmijenjenih
Zivotinja?
.. . nije Izvjescuje se samo jednom u pet godina u sklopu L

Nije genetski ne ne ne da NE L, N nije primjenjivo
R potrebno izvjeséa o provedbi.
izmijenjen
. 5 . Preporucuje se zabiljezZiti metodu uzorkovanja tkiva o .

Nije genetski nije .. . . Najveéa dosegnuta teZina kao
R ne da ne da DA s povezanom teZzinom kako bi se olaksala izrada o L
izmijenjen potrebno Y . posljedica uzorkovanja tkiva

petogodisnjeg izvjesc¢a o provedbi.
Genetski . Izvjescuje se samo jednom u pet godina u sklopu L
. ne ne nevazno ne da NE o, N nije primjenjivo
izmijenjen izvjeséa o provedbi.
A Najveca dosegnuta teZina kao
Genetski . . .
e . da ne nevazno ne da DA posljedica Stetnih uc¢inaka zbog
izmijenjen )
genotipa
3 Preporucuje se zabiljezZiti metodu uzorkovanja tkiva L "
Genetski . .. . L Najveéa dosegnuta teZina kao
. ne da nevaino ne da DA s povezanom teZzinom kako bi se olaksala izrada o L
izmijenjen v, . posljedica uzorkovanja tkiva
petogodiSnjeg izvjesc¢a o provedbi.
- o o Najveca dosegnuta teZina, pri ¢emu se
3 Preporucuje se zabiljeZiti metodu uzorkovanja tkiva . . . .
Genetski . .. . . uzimaju u obzir i rezultat Stetnih
o da da nevazno ne da DA s povezanom teZzinom kako bi se olaksala izrada .. Lo .
izmijenjen ucinaka kao posljedica genotipa i

petogodisnjeg izvjeséa o provedbi.

rezultat uzorkovanja tkiva

12 To se odnosi na sve invazivne metode uzorkovanja tkiva ako se tkivo ne dobiva od oznagivanja Zivotinje.

13 U rijetkom slu¢aju kad je prijenos embrija potreban samo radi uklanjanja komenzalnih organizama iz kolonije za uzgoj (tj. ne radi pobolj$anja zdravlja ili dobrobiti kolonije, nego zbog toga §to je to potrebno u znanstvene svrhe), postupke

koji se provode (npr. prijenos embrija, superovulacija prema potrebi) trebalo bi ukljuciti u godisnja statistiCka izvjes$ca i evidentirati tezinu kao najveéu dosegnutu tezinu koja je posljedica navedenog postupka.




Zivotinja nije usmréena, ve¢ je podvrgnuta
invazivnom uzorkovanju tkiva koje je prvi dio

Zivotinja moZda jest ili mozda nije
pretrpjela Stetne ucinke kao posljedica
genotipa. Najvecu teZinu, pri éemu se

Genetski . . o T uzimaju u obzir i ucinci genotipa i
. ne da da ne ne NE stalnog koriStenja; krajnji korisnik treba o .
izmijenjen . el . L uzorkovanja tkiva, treba priopiti
evidentirati Zivotinju u godisnjim statistickim . L. .
. N . krajnjem korisniku kako bi je mogao
izvieS¢ima nakon dovrsetka koristenja. . . o
uzeti u obzir za zavrsno izvjes¢ivanje o
stvarnoj tezini.
Zivotinja moZda jest ili mozda nije
5 .. , .. pretrpjela Stetne ucinke kao posljedica
Zivotinja nije usmréena, vec je podvrgnuta B . -
. . X i . - genotipa. Najvecu tezinu, pri Cemu se
) invazivnom uzorkovanju tkiva koje je prvi dio . . L
Genetski . . o T uzimaju u obzir i ucinci genotipa i
. da da da ne ne NE stalnog koriStenja; krajnji korisnik treba o .
izmijenjen . el . L uzorkovanja tkiva, treba priopciti
evidentirati Zivotinju u godiSnjim statisti¢kim . o o
. N . krajnjem korisniku kako bi je mogao
izvieS¢ima nakon dovrsetka koristenja. . . o
uzeti u obzir za zavrsno izvjes¢ivanje o
stvarnoj tezini.
Invazivno uzorkovanje tkiva (kad se ne potvrdi
ocekivani fenotip i Zivotinju se ne usmrti, vec se
ostavlja Zivom radi koristenja u drugoj studiji za
koju je potreban taj genotip ili za studiju u kojoj
. o enotip nije vazan) smatra se prvim koriStenjem te o, ..
Genetski genotip nije & . p . . ) pv . j Najveca dosegnuta teZina kao
. ne da . ne ne DA Zivotinje; sva naknadna koriStenja smatraju se - o
izmijenjen primjeren posljedica uzorkovanja tkiva

ponovnim koristenjem.

Preporucuje se zabiljeZiti metodu uzorkovanja tkiva
s povezanom tezinom kako bi se olaksala izrada
petogodisnjeg izvjeséa o provedbi.
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3.2. IzvjeSce o provedbi svakih pet godina

Pravni zahtjevi koji se odnose na genetski izmijenjene zivotinje i izvje$c¢a o provedbi drzava
¢lanica

U Prilogu II. Provedbenoj odluci Komisije (EU) 2020/569 zahtijeva se izvjeS¢ivanje svakih pet
godina u dvama zasebnim podruc¢jima koja ukljucuju genetski izmijenjene Zivotinje. To su:

- zivotinje koje su uzgojene, usmréene i koje nisu koristene te koje su posljedica stvaranja
ili odrzavanja genetski izmijenjene linije

- zivotinje koje su podvrgnute uzorkovanju tkiva, neovisno o metodi koja se koristi za
dobivanje tog tkiva.

Detaljni pravni zahtjevi dostupni su u dijelu C tocki2. i dijelu D tocki3.1. Priloga II.
Provedenoj odluci Komisije (EU) 2020/569.

Zivotinje koje su uzgojene, usmrcéene i koje nisu kori$tene

Direktivom se zahtijeva da se jednom svakih pet godina izvijesti o tocnom broju svih zivotinja
koje su potrebne za potporu istrazivanju i ispitivanju u EU-u. To se dijelom dobiva iz godi$njih
statistiCkih podataka za tu godinu, koji ukljucuju sve Zivotinje koje su se koristile u postupcima,
a drugi dio za utvrdivanje ukupnog broja dovr$ava se jednom svakih pet godina brojenjem svih
ostalih Zivotinja koje su uzgojene, usmréene i nisu koriStene u postupcima. Ta kategorija
obuhvaca i obi¢ne Zivotinje i Zivotinje iz stvaranja i odrzavanja genetski izmijenjenih linija.

U usporedbi s podacima za 2017., za buduca izvjesca zivotinje koje su usmréene radi dobivanja
organa/tkiva treba iskazivati zasebno.

Vazno je napomenuti da o informacijama koje se daju za ovu kategoriju podataka ne izvjes¢uju
samo Korisnici, ve¢ i uzgajivaci Zivotinja.

Pri izvje$¢ivanju o Zivotinjama iz stvaranja i uzgoja genetski izmijenjenih linija za potrebe
izvjeS¢a o provedbi vazno je zasebno uzeti u obzir oba roditelja i potomke jer se o svim
zivotinjama moze razlicito izvjeS¢ivati ovisno o genotipu i fenotipu koji pokazu.

Ako se uzgaja genetski izmijenjena linija, o njoj bi trebalo izvjeS¢ivati kao o genetski
izmijenjenoj, osim ako se potvrdi (npr. genotipizacijom, bojom krzna) da ona nije genetski
izmijenjena.

Drzave ¢lanice koriste razli¢ite metode za prikupljanje tih podataka. Radi jasnoce u zajednici
uzgajivaca i korisnika zivotinja neke drzave ¢lanice odlucile su prikupljati te podatke svake
godine.

Europska komisija izradila je dobrovoljni alat za pomo¢ u to¢nom prikupljanju tih podataka
primjenom predloska u Excelu (,,Predlozak za podatke korisnika/uzgajivaa za potrebe
izvjeS¢a o provedbi drzava Clanica”, vrsta evidencije IR2). MoZe se upotrebljavati za
evidentiranje godis$njih podataka.

Zahtjevi za izvjeS¢ivanje detaljno su opisani u tablici na 68. stranici. Medutim, s obzirom na to
da se alati za izvjeS¢ivanje razli€itih zemalja mogu razlikovati, u tablici se upucuje samo na
alate koje izradila Komisija.
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Preporuke:

» Drzave clanice trebale bi osigurati da odgovarajuc¢a nadlezna tijela i znanstvena
zajednica budu svjesni da postoje i da su im dostupni tocni i najnoviji alati za
prikupljanje podataka o Zivotinjama koje su uzgojene, usmrcene i koje nisu koriStene
prije pocetka pete godine u petogodiSnjem ciklusu izvjes¢ivanja.

Uzorkovanje tkiva

Za razliku od tocnog broja svih Zivotinja koje su uzgojene, usmréene i koje nisu koristene,
drzave C¢lanice duzne su dostaviti reprezentativne podatke o uzorkovanju tkiva. Cilj izvjeséa o
uzorkovanju tkiva nije utvrditi ukupan broj zivotinja ¢ije je tkivo uzorkovano. Umjesto toga,
ono omogucuje analizu na razini EU-a o vrstama zivotinja, udjelima razli¢itih metoda
uzorkovanja tkiva koje se primjenjuju i njihovoj povezanoj tezini kako bi se procijenio
napredak u provedbi nacela zamjene, smanjenja i pobolj$anja u svrhu uzorkovanja tkiva.

Nacini na koji drzave ¢lanice tumace i prikupljaju reprezentativne podatke znatno se razlikuju.
Kako bi se smanjila zabuna u korisni¢koj zajednici i pojednostavnili zahtjevi za izvjeS¢ivanje,
neke drzave ¢lanice odlucile su svake godine prikupljati sve podatke od svih uzgajivaca i
korisnika. Druge drzave ¢lanice prikupljale su podatke samo posljednje godine petogodiSnjeg
ciklusa izvjeS¢ivanja. U nekim sluc¢ajevima podaci su se prikupljali iz svih objekata, a u
drugima samo iz reprezentativnog broja objekata. U nekim slucajevima iz svih su se
relevantnih objekata prikupljali djelomicni podaci (npr. za Sest mjeseci izvjestajnog razdoblja).
U budu¢im petogodi$njim izvjeS¢ima o provedbi navest ¢e se kriteriji koje drzave clanice
koriste za odabir i podnoSenje podataka kako bi se osiguralo da su dostavljene informacije
reprezentativne. Drzave Clanice trebale bi odrediti te kriterije i na vrijeme ih priop¢iti
znanstvenoj zajednici.

Kao i o podacima o Zivotinjama koje su uzgojene, usmréene i koje nisu koriStene, o
informacijama o uzorkovanju tkiva izvjeS¢uju i korisnici i uzgajivaci Zivotinja.

Za razliku od izvjeS¢ivanja o Zivotinjama koje su uzgojene, usmréene i koje nisu koristene,
neke Zivotinje o kojima se izvjeS¢uje u okviru uzorkovanja tkiva mozda ¢e biti ukljucene i u
godisnje statisticko izvjes¢ivanje ako je Zivotinja podvrgnuta drugim znanstvenim postupcima
(¢ak 1 ako je uzorak tkiva dobiven neinvazivhom metodom ili ako se za genetsku
karakterizaciju koristio visak tkiva od oznacivanja) ili ako je na Zivotinji izvrSena invazivna
metoda uzorkovanja tkiva.

Potrebne su informacije za sve vrste podvrgnute uzorkovanju tkiva. Za sve vrste zivotinja treba
izvijestiti o broju zivotinja prema vrsti primijenjene metode i, ako je rije¢ o invazivnim
metodama, povezanoj distribuciji teZine.

Kako bi olaksala prikupljanje podataka o metodama uzorkovanja tkiva i njihovoj povezanoj
tezini, Europska komisija izradila je dva dobrovoljna komplementarna alata koji se koriste u tu
svrhu:
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- za Zivotinje o kojima se izvje§¢uje u godiSnjim statistickim izvjeS¢ima u predlosku
za godisnje statisticko izvje$¢ivanje u Excelu dostupna su dodatna dobrovoljna polja
(X —Z) u kojima se mogu zabiljeziti informacije o uzorkovanju tkiva i

X Y 74
Method of tissue sampling Specify other method Severity of genotyping
N

[IG2] Invasive genotyping: ear biopsy

[IG3] Invasive genotyping: tail biopsy

[IG6] Invasive genotyping: fin biopsy

[IG4] Invasive genotyping: toe clipping

[IG5] Invasive genotyping: other

[ST1] Surplus tissue from the marking of an animal via ear punc
[ST2] Surplus tissue from the marking of an animal via toe clipp

- za Zivotinje o kojima se ne izvjeS¢uje u godiSnjim statistickim izvje§¢ima moze se
koristiti dobrovoljan list u Excelu za dodatne podatke korisnika (,,Predlozak za podatke
korisnika/uzgajivaca za potrebe izvjeS¢a o provedbi drzava ¢lanica”, vrsta evidencije
IR1) radi biljezenja neinvazivnog uzorkovanja tkiva i upotrebe viska materijala od
identifikacije/oznacivanja zivotinje.

A J K
Entry data
Record type * |Method of tissue li Specify other method
[IR1] Tissue sampling (non-invasive genotyping or from surplus tissue)
| [ST1] Surplus tissue from the marking of an animal via ear punch
NG1] Non-invasive genof g: hair sampling

[NG2] Non-invasive genoty,

[NG3] Non-invasive genotyping: post mortem
[NG4] Non-invasive genotyping: other

-
[ST2] Surplus tissue from the marking of an animal via toe dlipping I
I

Ti komplementarni alati, ako se koriste zajedno, pridonijet ¢e to¢nom izvjes¢ivanju. Ako se
jedan izostavi, drzava Clanica na raspolaganje treba staviti drugi alat kako bi se osiguralo
evidentiranje svih potrebnih informacija i izvjes¢ivanje o njima u izvjeséu o provedbi.

Ako se u drzavi €lanici upotrebljavaju prethodno opisani alati, u tablici u nastavku prikazuje
se koji alat treba upotrebljavati u kojim slucajevima, kako izvjes¢ivati o stvarnoj tezini
povezanoj s uzorkovanjem tkiva i tko bi trebao izvjes¢ivati.

IzvjeScéivanje o metodama uzorkovanja tkiva U SVRHU PETOGODISNJEG I1ZVJESCA O PROVEDBI
UPOTREBOM ALATA EUROPSKE KOMISIJE

Zivotinja se koristi u (prvom / e L
. lzvjeséivanj
stalnom / jo$ jednom)* postupku lzvieséivani
S .. SR e uz pomoé jescivanje
Zivotinju nakon uzorkovanja tkiva X dod .
se nakon dobrovoljn odavanjem
uzorkov og lista u relevantnih
Metoda anja Excelul® informacija u Napomene
genotipizacije ) godisnje
tkiva U istom U drugom _ statistitko
usmréuj objektu objektu s
e vrsta izvjesce
evidencije: "
[R1] stupci X-Z

!4 Dobrovoljni list u Excelu ,,Predlozak za podatke korisnika/uzgajivada za potrebe izvje$éa o provedbi drzava ¢lanica”.
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uzorkovanj
e tkiva

Neinvazivna
metoda ili iz
viska tkiva od
oznacivanja
Zivotinje?

da

ne

ne

DA

Izvjescuje objekt u kojem je Zivotinja
genotipizirana i usmréena.
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Neinvazivna Informacije o uzorkovanju tkiva dodaju
metoda ili iz se upotrebom stupaca X — Z u godisnjem
vigka tkiva od ne ik - DA statistickom izvjeséivanju nakon
oznativanja dovrsetka koristenja te Zivotinje u
Zivotinje? postupku.
Neinvazivna
metoda ili iz O metodi uzorkovanja tkiva izvjesc¢uje
vitka tkiva od ne - da DA objekt u kojem je uzorkovano tkivo
oznadivanja Zivotinje.
Zivotinje?
Invazivna O uzorkovanju tkiva izvjes¢uje se kao o
metoda jedinom koritenju u godisnjim
uzorkovanja statisti¢kim izvje$éima u okviru
tkiva — ne iz viska da ne ne DA odrzavanja ili stvaranja — stvarna teZina
tkiva od uzorkovanja tkiva navodi se i u stupcu
oznacivanja ST70,273.
Zivotinje
Za tu Ce se Zivotinju izvijestiti o dvjema
Invazivna da, tezinama: za glavno koristenje i za
metoda stalno uzorkovanje tkiva. O stvarnoj teZini
uzorkovanja koristenje za cijelog postupka (uklju¢ujuci u¢inak
tkiva — ne iz viska 3 koje je ne DA invazivnoga genotipiziranja) izvje$¢uje se
tkiva od potreban taj u stupcu ,T”. TeZina u stupcu ,Z” trebala
oznativanja genotip bi se odnositi samo na stvarnu teZinu
Zivotinje uzorkovanja tkiva3.
da, Invaz.ivvno.u’z’orkovanje tkiva je prvo
Invazivna u drugom ,,korlstenji ' i:ak.nidnpa u.iotr.eb.ak
»ponovno koristenje”. Prvi korisni
uzomr‘:(:::ija po;;;pnlijueza mora i.zvije'stit? o stvarnoj tei.ini
tkiva — ne iz vitka ne botreban ne DA uzorkovanja tkiva i u stupcu ,7”i,2”. O
tkiva od e uzorkovanju tkiva izvje§éujevse kao o
oznativanja genotip prv'orT’nvk.or@te.miJ“u godlsnprn
sivotinje statisti¢kim izvjeS¢ima u okviru
odrzavanja ili stvaranja3.
O uzorkovanju tkiva izvjes¢uje se samo
na kraju cijelog postupka, a izvjescuje
objekt koji je dovrsio , koriStenje”. Za tu
ey e se Zivotinju izvijestiti o dvjema
Invazivna stalno teinama: za glavno koristenje i za
metoda kori§tenje uzorkovanje tkiva. O stvarnoj tezini
uzorkovanja .. cijelog postupka (ukljuéujuéi uéinak
tkiva — ne iz viska ne ne za kOje e DA invazivnoga genotipiziranja) izvje$¢uje se
tkiva od potreban u stupcu , T”. TeZina u stupcu ,Z” trebala
ozvr?aéi?/a'nja taj genotip bi se odnositi samo na uzorkovanje
Zivotinje tkiva3. Informacije o invazivnom
uzorkovanju tkiva (metoda i stvarna
teZina) trebale su biti dostavljene sa
Zivotinjom.
da, O uzorkovaniju tkiva kao o ,prvom
u drugom koristenju” izvjes¢uje objekt u kojem je
Invazivna uzorkovano tkivo Zivotinje (u okviru
metoda postupku stvaranja ili odrZavanja) — stvarna teZina
uzorkovanja zZa kOji nije u stupcima ,T” i ,,Z” stoga se odnosi na
tkiva — ne iz viska ne ne potreban DA stvarnu tezinu uzorkovanja tkiva3.
tkiva od . Informacija o tome da je Zivotinja veé¢
oznacivanja odredeni prvi put koriStena trebala bi se slati sa
Zivotinje genotip Zivotinjom. Primjenjuju se uvjeti za
ponovno koristenje.
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1.

Prvo koristenje: uzorkovanje tkiva provedeno je neinvazivhom metodom ili upotrebom
viska tkiva od oznacivanja Zivotinje, pa se uzorkovanje ne smatra postupkom te ¢e se
potencijalni naknadni postupak smatrati prvim koriStenjem.

Stalno koriStenje: tkivo Zivotinje uzorkovano je invazivnom metodom, predvideni genotip
potvrden je i Zivotinja je koriStena (= stalno koriStenje) u postupku za koji je bio potreban
taj genotip.

Ponovno koriStenje u drugom postupku: tkivo Zivotinje uzorkovano je invazivnom

metodom (= prvo koristenje), ali se zivotinja zatim koristi u postupku za koji nije potreban
predvideni genotip.

Neinvazivno uzorkovanje tkiva / koriStenje viska tkiva od oznacivanja zivotinje ne smatra
se postupkom / koriStenjem zivotinje.

Stvarna tezina koja se navodi u stupcu ,,Z” trebala bi se odnositi samo na stvarnu tezinu
uzorkovanja tkiva, za razliku od stvarne teZine koja se navodi u stupcu ,,T” 1 koja bi trebala
odrazavati najvecu tezinu koju zivotinja iskusi tijekom cijelog koristenja (tj. ukljucujuci
ucinke genotipa, genotipizacije i tezine koju Zivotinja iskusi za vrijeme drugih elemenata
postupka).

Preporuke:

» Drzave Clanice trebale bi na vrijeme odrediti kriterije uzorkovanja za ,,reprezentativne
podatke” za prikupljanje podataka o uzorkovanju tkiva i o tome obavijestiti
odgovarajuca nadlezna tijela i znanstvenu zajednicu.

» Drzave clanice trebale bi osigurati da odgovarajuc¢a nadlezna tijela i znanstvena
zajednica imaju najnovije alate i informacije o zahtjevima za prikupljanje podataka o
uzorkovanju tkiva.
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Dodaci

Dodatak I.: Primjeri baza podataka genetski izmijenjenih linija

Poveznice provjerene u ozujku 2020.

1. Nepotpuni popis primjera baza podataka genetski izmijenjenih linija:
- http://www.informatics.jax.org/
- https://www.infrafrontier.eu/
- https://archive.har.mrc.ac.uk/index
- https://www.mousephenotype.org/

- http://zfin.org/
- https://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp.

2. Stranica za probir (screening) ljudskih gena i genetskih poremecaja: https://omim.org
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Dodatak II.: Zahtjev za projekt i procjena projekta za stvaranje i
odrzavanje genetski izmijenjenih linija

Uvod

U ¢lancima od 36. do 44. Direktive 2010/63/EU utvrdeni su zahtjevi za prijedlog, procjenu i
odobrenje projekta.

Dio A ovog Dodatka (na temelju Priloga VI. Direktivi) odnosi se i na podnositelje zahtjeva za
projekt i na procjenitelje. U njemu su utvrdeni zahtjevi za informacije koje su posebno vazne
za razmatranje u zahtjevu za stvaranje i/ili odrzavanje genetski izmijenjenih linija.

U clanku 37. utvrdeni su elementi koje treba ukljuciti u zahtjev za odobrenje projekta:

- prijedlog projekta
- netehnicki sazetak projekta i
- podaci o elementima iz Priloga VI. Direktivi.

Dio B ovog Dodatka uglavnom je namijenjen procjeniteljima projekta. Usmjeren je na
postupak procjene projekta i u njemu se isti€u glavna pitanja koja se razmatraju i nacin na koji
se ona mogu sagledati za vrijeme procjene. Taj dio moZe biti koristan i podnositeljima zahtjeva
za projekt jer omogucuje bolje razumijevanje pitanja koja se moraju uzeti u obzir u postupku
procjene kako bi se osiguralo da su ispunjene obveze iz Direktive.

Vise informacija o zahtjevima iz Direktive dostupno je u Smjernicama EU-a za procjenu

projekata i retroaktivnu ocjenu.

Dio A: Ogledni primjeri klju¢nih informacija u zahtjevu za projekt s genetski izmijenjenim
Zivotinjama

Prijedlog projekta

U prijedlogu se utvrduju klju€na znanstvena pitanja na koja treba odgovoriti, ukljucujuéi
namjenu projekta (kako je utvrdeno u ¢lanku 5.). Prijedlog projekta je podnesak nadleznim
tijelima koji sadrzava pojedinosti o planiranim aktivnostima i u kojem se trazi odobrenje za taj
projekt. Ako je to primjereno i dopusSteno u predmetnoj drzavi Clanici, trebalo bi razmotriti
upotrebu visekratnih generickih projekata

(https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Consensus_document.pdf) i

pojednostavnjenih administrativnih postupaka kako je odredeno u ¢lanku 40. stavku 4. i
Clanku 42.

Ako se uzgajaju i odrZzavaju samo genetski izmijenjene linije s neStetnim fenotipom, ali se
primjenjuju invazivne metode uzorkovanja tkiva, potrebno je odobrenje projekta. Takav
projekt moze biti jednostavan, s glavnim fokusom na poboljSanje i predvidenu klasifikaciju tih
postupaka po tezini.
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Projekti za stvaranje i odrzavanje genetski izmijenjenih Zivotinja obi¢no su potrebni u svrhu
temeljnog ili primijenjenog istrazivanja. U tim projektima trebalo bi utvrditi trenutacno stanje
znanstvenih spoznaja na kojima se projekt temelji. Prema potrebi trebalo bi ukljuciti ciljeve
ostvarene u prethodnim projektima i odrediti tocne ciljeve koje bi trebalo ostvariti u tom
projektu. Znanstveni slu€aj trebalo bi prikazati precizno i poduprijeti glavnom literaturom /
preglednom literature. Iako nece biti moguée navesti detaljne znanstvene ciljeve ako se
genetski izmijenjene linije proizvode za druge, podnositelj zahtjeva mora dobiti informacije o
linijama koje treba stvoriti i njihovoj svrsi od korisnika/kupaca Zivotinja ako mu to nije
poznato.

U prijedlogu treba objasniti za$to nije moguce ostvariti znanstvene ciljeve bez upotrebe
genetski izmijenjenih zivotinja, koliko ¢e se Zivotinja koristiti, zaSto su potrebne nove
genetski izmijenjene linije te potvrditi da nisu dostupne druge primjerene linije. Mozda ¢e za
usluzne projekte trebati uspostavi sustav (vidjeti u nastavku) ako informacije dostavljaju
klijenti i ako ih treba preispitati.

Netehnicki sazetak projekta

Predlozak za netehnicki sazetak projekta nalazi se u dijelu A Priloga I. Provedbenoj odluci
Komisije (EU) 2020/569, a smjernice za podnosenje bit ¢e dostupne naknadno na stranici
https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pubs_guidance_en.htm.

Popis elemenata iz ¢lanka 37. stavka 1. to¢ke (c) i Priloga VL

U tablici u nastavku navedeni su elementi iz Priloga VI. koji se moraju uzeti u obzir u zahtjevu
za projekt. Oni se zatim razraduju u nastavku u kontekstu genetski izmijenjenih zivotinja kako
bi se osiguralo da zahtjev procjeniteljima projekta daje dovoljno informacija kako bi mogli
odluciti trebaju li preporuciti odobrenje.

Element iz Priloga VI. Numerirani odjeljci u kojima
se u nastavku raspravlja o
elementu
I. | Primjerenost i opravdanost sljedeceg: 1.3,1b,1.c 1.d, 1.e, 2., 3.
(a) koristenja  Zivotinja  ukljucujuéi  njihovo
podrijetlo, procijenjen broj, vrstu i stupanj
razvoja
(b) postupaka. 1, 2.
Il. | Upotreba metoda za zamjenu, smanjenje i poboljSanje

AT ) 1.f,1.g, 1.h, 3.
koriStenja Zivotinja u postupcima.

lll. | Planirana upotreba anestezije, analgezije i drugih metoda za

. . 3.c.i.
ublazavanje bolova.

IV. | Smanjenje, izbjegavanje i ublaZzavanje svih oblika patnje

3.c,1f, 1g 1.h
Zivotinja, od rodenja do smrti, kad je to potrebno. G b 26

V. | Koristenje humanih metoda okoncanja. 3.c.v.
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VI. | Eksperimentalna ili opservacijska strategija i statisticki plan za 3,4.,5.
smanjenje broja Zivotinja, boli, patnje, stresa i utjecaja na okolis,
kad je potrebno.

VII. | Ponovna upotreba Zivotinja i kumulativni udinak upotrebe na 3.b.iv., 3.c.vii.
Zivotinje.

VIII.| PredloZzena klasifikacija po teZini postupka. 4.

IX. | Izbjegavanje neopravdanog dupliciranja postupaka kad je 3.a.i.
primjereno.

X. | Uvjeti smjestaja, uzgoja i skrbi za Zivotinje. 3.c.iv.

XI. | Metode usmrdivanja. 3.c.vi.

XIl. | Osposobljenost osoba ukljuéenih u projekt. 6.3, 6.b

Elementi u nastavku obuhvacaju i stvaranje i odrzavanje genetski izmijenjenih linija, s
namjerom da bi se mogli kombinirati u istom projektu, a treba ih koristiti prema potrebi.
Redoslijed nije onakav kao iz prethodnog popisa, ve¢ je prikazan tako da se moze lakSe pratiti

pri sastavljanju zahtjeva za projekt.

Trenutacno se u Europi stvaranje, uzgoj i koriStenje genetski izmijenjenih Zivotinja mogu

razvrstati u Cetiri vrste kategorija:

1.

Taj

Znanstveni projekt, koji ukljucuje uzgoj, odrzavanje i koriStenje Zivotinja te moZe
ukljucivati stvaranje novih linija (ukljucujuéi krizanje postojecih genetski izmijenjenih
linija). Sve relevantne informacije bit ¢e dostupne podnositelju zahtjeva te bi postupci
podnosenja zahtjeva i procjene trebali biti jednostavni.

Projekt za pruzanje usluga tipa A — uzgoj i odrZzavanje uspostavljenih Stetnih genetski
izmijenjenih linija radi dostave znanstvenim istrazivackim skupinama, npr. ob/ob i
lepr miSevi. Te linije Cesto ¢e se uzgajati i odrzavati na komercijalnoj osnovi, ¢esto izvan
objekta za koriStenje. Stetni udinci linija bit ¢e poznati pa se $teta uzima u obzir na
odgovarajuci nacin.

Projekt za pruzanje usluga tipa B — u tom sluCaju stvaranje, uzgoj i odrzavanje
genetski izmijenjenih Zivotinja obavljaju se kao centralizirana usluga unutar
istrazivackog objekta. Sve relevantne informacije lako su dostupne kod znanstvenika koji
narucuje liniju i povratne informacije jednostavno se Salju pruzatelju usluga.

Projekt za pruzanje usluga tipa C —u tom slucaju skupina s visokom razinom stru¢nosti
nalazi se u objektu, koji je neovisan od znanstvenog korisnika / istraZivackog objekta,
1 mozZe biti u potpunosti komercijalna. U tom se slu¢aju genski konstrukti Salju sa zahtjevom
za stvaranje nove linije Zivotinja i obavljanje svih potrebnih aktivnosti za proizvodnju
uspostavljene genetski izmijenjene linije. To se zatim obic¢no Salje korisniku za uzgoj i
odrzavanje. Glavna je funkcija te vrste projekta stvaranje novih linija iz genskih
konstrukcija.

popis vrsta projekata nije sveobuhvatan i moguce su druge kombinacije postupaka.
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U tekstu u nastavku s jedne se strane govori o znanstvenim projektima, a s druge strane o

usluznim projektima.

1.

Primjerenost i opravdanost postupaka

Potrebne su popratne informacije kako bi se razumio kontekst zahtjeva unutar relevantnog
znanstvenog podrucja (ili manje ucestalo, regulatornog okvira).

a.

Op¢i cilj stvaranja i/ili odrzavanja genetski izmijenjenih linija trebao bi biti jasan tako da
izgledna postignuc¢a c¢ine temelj za procjenu koristi koje ¢e se vjerojatno ostvariti
projektom. Treba osigurati da popratne informacije budu specifi¢ne i daju pregled podrucja
upotrebe te navesti zasto su postupci potrebni iz znanstvenog, medicinskog, veterinarskog
ili forenzickog gledista. Glavne tocke treba poduprijeti literaturom (i/ili regulatornim
smjernicama) i ishodima prethodnog rada.

Za usluzne projekte treba opisati uslugu koja ¢e se pruzati i kako ¢e pruzanje usluge koristiti
korisnicima u smislu dodane prednosti u odnosu na situaciju u kojoj bi korisnici sami
obavljali uslugu koju traze. Mora biti jasno koje su namjene relevantne za projekt i mozda
¢e trebati pribaviti informacije od klijenata kako bi se odredila namjena i dokazalo da je
razumno ocekivati koristi od uzgoja Zivotinja.

Namjena — za projekte za stvaranje i odrzavanje genetski izmijenjenih Zivotinja postupci
se mogu odobriti samo za utvrdene namjene (Clanak 5. Direktive). Iz informacija navedenih
u zahtjevu trebalo bi biti o€ito koja se od tih namjena primjenjuje:
(a) temeljna istrazivanja
(b) translacijska ili primijenjena istrazivanja s bilo kojom od sljede¢ih namjena:
1. zaStita, prevencija, dijagnosticiranje ili lijeCenje bolesti, boleZljivosti ili drugih
nepravilnosti ili njihovih u¢inaka kod ljudi, Zivotinja ili biljaka
ii. ocjena, otkrivanje, reguliranje ili izmjena fizioloSkih stanja kod ljudi, zivotinja
ili biljaka ili
iii. dobrobit Zivotinja i poboljSanje proizvodnih uvjeta za Zivotinje iz uzgoja za
poljoprivredne potrebe
(c) za bilo koji cilj iz toCke (b) pri razvoju, proizvodnji ili ispitivanju kvalitete,
ucinkovitosti i sigurnosti lijeka, prehrambenih proizvoda i hrane za Zivotinje te drugih
tvari ili proizvoda
(d) zastita prirodnog okoliSa u interesu zdravlja ili dobrobiti ljudi ili zivotinja
(e) istrazivanja usmjerena na zastitu vrsta
(f) visokoskolsko obrazovanje ili osposobljavanje za stjecanje, odrzavanje ili
unapredivanje strukovnih vjestina
(g) forenzicka ispitivanja.

O namjenama iz tocaka od (d) do (g) vrlo se rijetko izvjes¢uje kad je rijec¢ o upotrebi
genetski izmijenjenih Zivotinja. Ako se namjerava stvoriti genetski izmijenjene Zivotinje
za namjene iz to¢aka od (d) do (g), preporucuje se uspostava kontakta s
nacionalnim/regionalnim/nadleznim tijelom kako bi se odredilo je li namjena to¢no
odredena. Za projekte koji ukljuCuju samo odrzavanje postojecih linija u netehni¢kom
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C.

e.

sazetku projekta i u statistickom izvje$¢ivanju trebalo bi odabrati ,,odrzavanje”. Medutim,
vazno je objasniti opée podrucje upotrebe u dijelu zahtjeva za projekt s informacijama o
kontekstu i u netehni¢kom sazetku projekta.

Ciljevi projekta

Za znanstvene projekte trebalo bi jasno navesti znanstvene ciljeve. Velika ve¢ina (> 95 %)
novih genetski izmijenjenih linija proizvodi se u svrhu temeljnih istrazivanja (ostatak za
translacijska/primijenjena istrazivanja). Te se linije koriste kao potpora za projekte
odobrene za istrazivanje specifi¢nih ciljeva u znanstvenoj disciplini. Kao primjer moze se
navesti neuroloski projekt u kojem se istrazuju geni koji sudjeluju u demijelinizaciji
(oStecenje zivaca) radi razvoja strategija za lijeCenje teSkih bolesti kao §to je multipla
skleroza. U tom se projektu moze traziti odobrenje za razvoj nekoliko novih genetski
izmijenjenih linija radi istraZivanja patogeneze (uzroka) demijelinizacije. Taj bi projekt
mogao ukljucivati sve postupke potrebne za stvaranje, odrzavanje i naknadna znanstvena
koriStenja tih zivotinja u okviru jednog definiranog programa rada.

Za znanstveni projekt u zahtjevu trebalo bi odgovoriti na pitanja kao §to su:

- Zasto su takve zivotinje/linije potrebne?

- Koji su razlozi za odabranu vrstu?

- U kojim ¢e se studijama koristiti?

- Koji ¢e se znanstveni ishodi/ciljevi ostvariti stvaranjem tih Zivotinja?

- ZaSto su potrebni svi postupci koji se traze za stvaranje, uzgoj i odrzavanje tih

genetski izmijenjenih linija?

Za razliku od toga, za usluzne projekte u zahtjevu morat ¢e se definirati ciljevi povezani s
isporukom visokokvalitetne usluge koja ¢e drugima omogucditi ostvarivanje znanstvenih
koristi.

Ako je dostupno stru¢no znanje za razvoj genetski izmijenjenih Zivotinja (unutar
istrazivackog objekta kao usluzni projekt tipa B ili u drugom objektu kao usluzni projekt
tipa C), moguc¢ je zahtjev za projekt za stvaranje novih genetski izmijenjenih linija kojima
¢e se ispunjavati potrebe vise istrazivackih skupina. Treba razmotriti upotrebu tog stru¢nog
znanja za pruzanje ucinkovite usluge koja odgovara na potrebe i interne i Sire znanstvene
zajednice. Za usluzni projekt u zahtjevu bi trebalo odgovoriti na pitanja kao Sto su:

- potraznja za uslugom

- vrste zivotinja koje ¢e se nuditi i relevantno iskustvo sa svakom vrstom

- kako ¢e podnositelj zahtjeva odrediti koriStenje 1 namjenu Zivotinja (prije
stvaranja/odrZavanja)

- koje bi prednosti ta usluga pruzila krajnjim korisnicima

- zaSto su potrebni svi postupci koji se traze za stvaranje, uzgoj i odrzavanje tih genetski
izmijenjenih linija?

Ako je to primjereno i dopuSteno u predmetnoj drzavi Clanici, projekti s genetski
izmijenjenim Zivotinjama mogli bi se odobriti kao viSekratni genericki projekti kako je
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2.

utvrdeno u ¢lanku 40. Medutim, ti viSekratni genericki projekti i dalje moraju osigurati da
se za svaku novu liniju moze tocno utvrditi namjena postupaka kako se zahtijeva
Clankom 5. Direktive (vidjeti prethodnu toc¢ku 1.b) u smislu odobrenja i da se ona
evidentira. Za usluzne projekte u zahtjevu treba opisati interne operativne postupke za
narucivanje novih linija od klijenta, ukljucujuéi organizaciju, upravljanje i preispitivanje
zahtjeva unutar objekta. Ti bi postupci trebali pokazati pouzdano upravljanje i kontrolu
kvalitete internog postupka odluc¢ivanja. U tim slucajevima interni postupak jamci
upravljanje razvojem nove linije kako bi se osiguralo da su lokalni postupci dovoljni da bi
se ispunili zahtjevi odobrenja projekta. Dobro vodenje evidencije iznimno je vazno i treba
nastojati da evidencija o odlucivanju za sve linije naknadno bude dostupna i otvorena za
inspekciju/pregled koje vrSi nadlezno tijelo kako bi se osigurala stalna ucinkovitost
internog nadzora. Vazno je da se u zahtjevu i naknadnom odobrenju u potpunosti navedu
ukupni predvideni broj Zivotinja i povezane tezine postupaka. Nakon stvaranja i uspostave
nove linije ¢esto je potrebno odrzavati te uspostavljene linije. Stoga, prije nego Sto se
zivotinje premjeste za stalno koristenje u korisnickom projektu, treba razmisliti o projektu
u kojem se kombiniraju stvaranje i odrzavanje. Ako je potrebno samo odrzavanje
uspostavljenih linija, one se mogu uzgajati i odrzavati u specijaliziranom projektu
uzgoja/odrzavanja (usluzni projekt tipa A) prije dostave drugom korisniku radi stalnog
koristenja u okviru njegova odobrenog projekta. Odobrenje za usluge moze se odnositi na
viSekratni genericki projekt, ali nije izgledno da ¢e se odobrenje projekta krajnjeg korisnika
odnositi na visekratni genericki projekt.

Za znanstvene projekte trebalo bi razmotriti bi li bilo ucinkovitije proizvoditi linije u
specijaliziranom mjestu za stvaranje u kojem ucinkovitost moze biti veca, zbog ¢ega u
projekt za znanstvenu upotrebu ne bi bilo potrebno ukljuciti vazektomiju, superovulaciju
ni postupke primanja embrija.

Za znanstvene projekte u kojima se linije ne stvaraju u istom istrazivackom objektu u obzir
treba uzeti stres koji uzrokuje prijevoz Zivotinja, a koji bi trebalo smanjiti ako iz drugog
objekta nije moguce uvoziti/donositi gamete/embrije. Kvaliteta izvora trebala bi biti na
visokoj razini ako se koristi specijalizirana usluga, ali kupac treba primijeniti duznu paznju.

Trebalo bi ukljuciti rasprave o tome moze li do¢i do neciljnih ucinaka i opservacijsku
strategiju za njihovo otkrivanje (odjeljak 2. drugog dijela).

Znacaj i uéinak potencijalnih Koristi

U zahtjevima treba jasno odgovoriti na sljedeca pitanja:

a. Koje su koristi proizvodnje genetski izmijenjenih linija?

b. Kome ¢e ishodi biti korisni?

c. Kako ¢e oni imati koristi ili koji ¢e biti u¢inak ishoda tog projekta?
d. Kad ¢e se ostvariti koristi (ako je moguce odrediti)?
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Ako se trazi odobrenje projekta koji je osmiSljen za proizvodnju viSe genetski izmijenjenih
linija, koje su mozda raznolike, u razlicite istrazivacke svrhe (obi¢no kod usluznih projekata),
ukljucujuéi visekratne genericke projekte, glavne koristi mogu biti pruzanje visokokvalitetne,
uc¢inkovite i djelotvorne usluge kupcima koju pruzaju vrlo iskusni specijalizirani stru¢njaci koji
stvaraju precizne, visokokvalitetne genetski izmijenjene Zivotinje, pri ¢emu se u okviru usluge
maksimalno smanjuju Steta za dobrobit i broj Zivotinja.

Za zahtjeve za stvaranje (i odrzavanje) genetski izmijenjenih linija u svrhu temeljnih
istrazivanja (znanstveni projekti) trebalo bi uvesti obvezu §irenja rezultata.

Za zahtjeve za odobrenje usluznih projekata trebalo bi uvesti obvezu smanjenja viska zivotinja
i dijeljenja linija ako je to izvedivo.

3. Uvodenje/ukljudivanje metoda za zamjenu, smanjenje i poboljSanje KkoriStenja
Zivotinja u postupcima

Detaljne informacije o nacinima primjene nacela zamjene, smanjenja i poboljSanja dostupne
su u drugom dijelu ovih smjernica. Vrlo je vazno da podnositelj zahtjeva u zahtjevu dokaze
da je uzeo u obzir sve relevantne aspekte.

O primjerima klju¢nih elemenata raspravlja se u nastavku.

a. Zamjena
U zahtjevu treba objasniti zasto je koriStenje zivotinja nuzno, koje su se alternative
razmatrale i zasto se ne mogu koristiti. U tom odjeljku treba i smjestiti rad sa
zivotinjama u kontekst cjelokupnog znanstvenog programa, tj. koje se alternative
koriste za aspekte projekta i kakvi su njihovi doprinosi.
To primjerice moze ukljucivati sljedeca pitanja:
i.  pretrazivanja koja su provedena te ¢e se i dalje provoditi kako bi se utvrdilo

jesu li linije dostupne ili ¢e postati dostupne negdje drugdje kako bi se
izbjeglo nepotrebno udvostrucivanje

ii. razmatranja upotrebe drugih vrsta zivotinja koje su izvan podrucja primjene
Direktive, kao §to su Drosophila ili Caenorhabditis elegans.

b. Smanjenje
To bi trebalo ukljucivati razmatranje eksperimentalne ili opservacijske strategije / strategije
uzgoja za smanjenje broja zivotinja. Statisticki plan rijetko ima ulogu u fazi stvaranja genetski
izmijenjenih zivotinja. Medutim, dobro upravljanje kolonijom u kojem se uskladuju ponuda i
potraznja klju¢no je za smanjenje. Primjeri pitanja na koja treba odgovoriti:
i.  razmatranje najprimjerenije genske tehnologije za najucinkovitije
ostvarenje znanstvenog cilja
ii.  nacin primjene pracenja zivotinja, gameta, potomaka itd. za ucinkovito
stvaranje 1 uzgoj zZivotinja
iii.  razmatranje krioprezervacije radi smanjenja potrebe za odrZavanjem
velikog broja zivih zivotinja
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1v.

V1.

pojedinosti o svim predloZzenim ponovnim koriStenjima zivotinja i njihovim
kumulativnim ucincima na Zivotinju — npr. nemutirani potomci koji su
genotipizirani invazivnom metodom, a zatim se koriste za superovulaciju
radi dobivanja nemutiranih jaja za genetsku manipulaciju

koriStenje zivotinja za dobivanje organa/tkiva

pojasnjenje nacina na koji je procijenjen navedeni broj zivotinja koji se trazi,
npr. broj linija koje treba uzgojiti/stvoriti ili broj Zivotinja za koje se trazi
kirurski postupak.

c. Poboljsanje
Opc¢e izjave o tome da ¢e se primijeniti poboljSanja nece biti dovoljne. Podnositelji zahtjeva
trebaju objasniti kako ¢e se koriStenje Zivotinja poboljsati u predvidenim postupcima,

ukljucujuéi smanjenje, izbjegavanje i ublazavanje svih oblika patnje zivotinja, od rodenja do

smrti, kad je to potrebno:

ii.

1il.

1v.

V.

Objasniti planirano koriStenje anestezije, analgezije i drugih metoda
ublazavanja boli kod kirurSkih postupaka potrebnih za stvaranje nove
genetski izmijenjene linije: npr. vazektomija, kirurSki prijenos embrija;
Objasniti zivotne faze koje ¢e se koristiti —uklju¢ujuéi upotrebu vrlo mladih
zenki za razmnoZzavanje / vadenje jajaSaca.

Objasniti odabir metoda uzorkovanja tkiva — upotreba viska tkiva od
oznacivanja zivotinja ili, ako se predlazu invazivne metode, opravdanje
zaSto nisu primjerene neinvazivne metode i koje ¢e se metode lokalne
anestezije/analgezije koristiti.

Objasniti uvjete smjeStaja, uzgoja 1 skrbi za Zivotinje — npr.
imunokompromitirane zivotinje drzat ¢e se u uvjetima koji osiguravaju
prepreku kako bi se smanjila vjerojatnost infekcije, koristit ¢e se posebna
hrana, npr. dulje davanje vlazne kaSe ako se ofekuje da ¢e mladunci biti
mali za svoju dob u odnosu na ono $to je uobicajeno, povecanje temperature
u nastambi za Zivotinje bez dlake.

Objasniti primjenu humanog usmréivanja — posebno vazno za Stetne
fenotipe, osobito ako Steta ima veliki u¢inak. Vazno moze biti humano
usmréivanje povezano s dobi — npr. usmréivanje prije dobi od Sest mjeseci
kad se [fenotip] prvi put ocituje.

Objasniti metode usmréivanja — mora se odabrati najhumanija metoda
usmréivanja, npr. metoda iz Priloga IV. koristi se za usmréivanje majki
primateljica nakon odbijanja legla dobivenog kirurSkom implantacijom. U
nekim ¢e se sluCajevima, ako su potrebna tkiva genetski izmijenjenih
zivotinja, u odobrenje uzgoja i odrzavanja kao izuzee mozda morati
ukljuc¢iti metoda koja nije navedena u PriloguIV. ako je to jedino
,kori§tenje”. Za metode koje nisu navedene u Prilogu IV. treba navesti
posebno opravdanje, npr. potrebna je upotreba perfuzijske fiksacije kako bi
se oCuvala mikroanatomija u nekim znanstvenim slucajevima.
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Vii. Objasniti ostale sudbine zivotinja — sudbina Zivotinja za uzgoj koje se vise
ne koriste, ponovno koriStenje nemutiranih Zivotinja.

viii.  Opisati postupke uspostavljene kako bi se osiguralo koriStenje novih
tehnika poboljSanja za trajanja projekta.

4. Klasifikacija postupaka po teZini

Nakon dovrSetka postupaka, zajedno s poboljSanjima koja treba primijeniti, trebalo bi biti
moguce svakom postupku dodijeliti predvidenu tezinu.

Za znanstvene projekte kod predvidene tezine morat ¢e se uzeti u obzir razmatranje tezine
stalnog koristenja i ucinci same linije. U nekim sluc¢ajevima, ako odobrenje ne obuhvaca uzgoj
ili odrzavanje, trebalo bi raspraviti o postupku za odredivanje tezine do trenutka isporuke od
uzgajivaca jer su te informacije potrebne za izvjeS¢ivanje o stvarnoj tezini na kraju postupka.

U zahtjev treba ukljuciti informacije o postupcima koji ¢e se koristiti u stvaranju i odrzavanju
genetski izmijenjenih linija, Stetnim ucincima do kojih moZe do¢i i metodama koje ¢e se
primjenjivati za smanjenje u¢inaka na Zivotinje.

Za usluzne projekte tipa A trebat ¢e uzeti u obzir Stete koje uzrokuje invazivna genotipizacija
koja se ne koristi za identifikaciju te odrzavanje u kojem ¢e postojati u¢inak na dobrobit zbog
samih genetski izmijenjenih linija.

Za usluzne projekte tipa B i C, uz Stete opisane za usluzne projekte tipa A za uzgoj i odrzavanje,
u obzir treba uzeti i Stete koje proizlaze iz postupaka stvaranja (ukljucujuci nepredvidljivost
Steta u novim genetski izmijenjenim linijama).

Za sve postupke treba predloziti klasifikaciju tezine, koja odrazava najvecu oc¢ekivanu tezinu.
Informacije o ciljnom genu trebale bi omoguciti donoSenje utemeljene odluke o vjerojatnom
najgorem scenariju za sve pojedinacne zivotinje. Predvidena teZina trebala bi se odrediti kao
,teska” iz predostroznosti samo ako se ne moze donijeti utemeljena odluka, ali trebalo bi opisati
rano usmrcivanje kako bi se Stete Sto viSe smanjile.

Za postupke koji se primjenjuju na Zivotinje potrebne su informacije o:
- ucestalosti/trajanju postupaka
- vjerojatnosti Stetnih uc¢inaka
- stupnju tezine i metodologiji za njezino smanjenje
- planu pracenja, protokolima procjene dobrobiti
- humanom usmréivanju i pokretac¢ima intervencija.

Za rutinski potrebne postupke, kao §to su prijenos embrija, superovulacija i kirurSka
implantacija embrija, potomke koji se proizvode sa Stetnim fenotipom ili invazivno
uzorkovanje tkiva treba objasniti moguce Stetne uc¢inke, metode koje se primjenjuju za njihovo
smanjenje, kao $to je analgezija, te osigurati primjenu najhumanijih metoda.

Pri stvaranju novih linija treba razmotriti moguce Stetne ucinke na potomke. Oni se mogu
predvidjeti na temelju informacija o genima koji se mijenjaju ili informacija o drugim linijama
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sa slicnim izmjenama. Medutim, kod nekih se linija mogu javiti neoc¢ekivani Stetni u¢inci — ako
njihova tezina bude vec¢a od predvidene, mozda ¢e trebati traziti izmjenu projekta.

Tezinu bi trebalo odrediti u skladu s odgovaraju¢im kriterijima za klasificiranje iz odjeljka II.
i primjerima iz Priloga VIII. te smjernicama EU-a o okviru za tezinu, koje ukljuc¢uju primjer
slucaja genetski izmijenjenih zivotinja (model 6., 62. stranica).

Uz najvedu tezinu svakog postupka (predvidena klasifikacija postupaka po tezini) vazno je
dokazati koje su realisti¢ne ocekivane Stete cijelog projekta, pri cemu treba uzeti u obzir cijeli
projekt i sve postupke. To ¢e procjenitelju projekta olaksati provedbu procjene Stete i koristi.
Tablica iz netehniC¢kog sazetka projekta moze biti korisno sredstvo za sazimanje tih

informacija.
Navedite vrste i broj Vrsta Predviden Predvideni broj po tezini postupka
Zivotinja koje se planiraju i ukupni
N : Nepovrat
koristiti. broj P Blaga | Umjerena | Teska
Navedite stupanj teZine na
postupka i broj Zivotinja u Mg 5400 0 5000 | 300 100
svakoj kategoriji tezine (po
vrsti). Zebrica | 10500 0 7500 | 2500 500

5. Ucinak na okoli§

Prema potrebi treba smanjiti uc¢inak na okoli§ — osim nemoguénosti pustanja genetski
izmijenjenih zivotinja na slobodu to gotovo nikad nije znacajno za ovu vrstu projekta.

6. Analiza Stete i Koristi

Analiza $tete 1 koristi koju obavljaju procjenitelji ukljucuje odredivanje vjerojatnosti uspjesnog
ostvarenja predlozenih koristi. U zahtjevu treba dokazati da su koristi vece od Stete.

a. Podrucje genetskih izmjena zivotinja brzo se razvija i potrebno je specificno
stru¢no znanje i iskustvo osoba koje sudjeluju u projektu. To se nadovezuje na
opce zahtjeve za osposobljenost i pruza potrebne informacije koje omogucéuju
procjenu vjerojatnosti uspjeha. Ukljucuje vjestine, znanje i iskustvo za u¢inkovito
i djelotvorno vodenje projekta, ukljucujuci iskustvo koje ¢e omoguditi odabir
metoda genske manipulacije / uredivanja gena i odrZzavanje integriteta linija nakon
njihove uspostave. Vazni su prethodni rezultati istrazivacke skupine te kvaliteta 1
pouzdanost rada koji je prethodio projektu. lako prethodno iskustvo nije nuzno,
novi istraziva¢ ima manju vjerojatnost za uspjeh i procjenitelji bi to trebali uzeti u
obzir u analizi Stete i koristi, pri cemu treba uzeti u obzir struéno znanje dostupno
u projektu. Nove istrazivace u tom podrucju nece se sprecavati da traze odobrenja
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ako je vjerojatnost uspjeha onoga sto traze dovoljno velika. Zahtjevi za usluzne
projekte, ukljucujuéi one klasificirane kao visekratni genericki projekti, moraju
dokazati da postoji dovoljna razina vjestina i iskustva za odluc¢ivanje o tome moze
li se rad koji drugi traze (za tip B unutar ili tip C izvan objekta) opravdano obaviti
u okviru predloZzenog projekta (vidjeti odjeljak 1., u kojem se nalaze primjeri vrsta
odluka koje ¢e podnositelj zahtjeva mozda morati donijeti).

. Uspjesni ishodi vjerojatno ¢e biti izgledniji i ako se u projektu raspolaze
odgovaraju¢im resursima u smislu osoblja, opreme i financijskih sredstava.

Dokazati da su koristi veée od Stete jednostavnije je za zahtjeve za specifi¢na
znanstvena podruc¢ja. To moze biti teze ako se zahtjev podnosi za viSekratni
generi¢ki projekt. U tom bi slucaju trebalo dokazati vrijednost same usluge,
zajedno s vjerojatnim koristima za znanost genetski izmijenjenih linija koje ¢e se
ukljuciti u odobrenje projekta.
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Dio B: Ogledni primjer procjene prijedloga projekta s genetski izmijenjenim Zivotinjama

Rije¢ je o postupku u dva koraka. Kad procjenitelj daje misljenje o zahtjevu, trebao bi provjeriti jesu li prethodno opisane informacije uklju¢ene u
zahtjev. To je provjera prikazana u prvoj tablici u nastavku. Ako su ukljucene sve informacije, moze se prije¢i na procjenu (iz druge tablice), ali
potpuna procjena nije moguca bez dovoljno informacija. Za svaki relevantni odjeljak treba unakrsno usporediti prethodne elemente kako bi se
osiguralo da kvaliteta dostavljenih informacija omogucuje donosSenje odluke o svim kriterijima i da je u skladu s pravnim zahtjevima. Razmatranja
i ishodi u nastavku razlikovat ¢e se prema vrstama odobrenja kako je opisano u dijelu A. U nekim slu¢ajevima pitanja i primjeri ishoda procjene
primjenjuju se na sve vrste. Navedeni su neki primjeri u kojima postoje razlike.

1. U procjeni projekta treba provjeriti ispunjava li projekt sljedece kriterije:

Kriteriji potrebni u
procjeni projekta:

Razmatranja nacina na koji procjenitelji projekta
mogu ispuniti zahtjeve za provjeru

Primjeri ishoda procjene u kojima se obraduju potrebni kljucni
elementi

(a) | projekt je utemeljen sa
znanstvenog ili
obrazovnog stajalista ili se
zahtijeva zakonodavstvom

Za znanstvene projekte procjenitelj projekta
treba dovoljno informacija kako bi mogao odluditi
je li znanost ,vrijedna truda”.

ILI

Za usluzne projekte, ukljucujuéi visekratne
genericke projekte, procjenitelji trebaju dovoljno
informacija:

- 0 nacinu na koji ¢e se opravdanje za koristenje
Zivotinja odrediti tijekom Zivotnog ciklusa
projekta za svaku liniju ili skupinu i

- o nacinu utvrdivanja znanstvenih (ili
drugih) koristi i
- o koristima specijalizirane usluge koja se

pruza drugima.

U projektu ¢e se na Zivotinjama izvesti mutacije u putovima za
koje se zna ili pretpostavlja da su povezani s razvojem
demijelinizacije. Zivotinje proizvedene na taj nacin koristit ¢e se
za daljnje opisivanje putova u nadi da ¢e se utvrditi terapeutski
cilijevi za daljnji razvoj. OcCekuje se da c¢e se za vrijeme tog
petogodisnjeg projekta utvrditi nekoliko tih ciljeva. Ti ¢e se ciljevi
obznaniti drugim znanstvenicima i potencijalnim farmaceutskim
ili biotehnoloskim drustvima objavom u znanstvenim c¢asopisima.
Za taj je rad dostupna visoka razina znanstveno ocijenjenih
sredstava. Skupina je dosad objavljivala u eminentnim ¢asopisima
i pokazala je dobre dokaze napretka u proteklih pet godina, Sto
ukazuje na to da je vjerojatnost uspjeha velika.

ILl

Za usluzni projekt tipa A sve linije koje treba uzgojiti i odrzavati
jesu uspostavljene linije povezane s pretilosti. Preuzeta je obveza
da ée se Zivotinje dobavljati samo odobrenim objektima koji imaju
odobrenje projekta za taj rad, a to ¢e dokazati dostavom broja
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odobrenja projekta. Skupina je iskusna u ucinkovitim postupcima
uzgoja u kojima se uskladuju ponuda i potraznja.

ILI

Za usluzne projekte tipa B i C podnositelj zahtjeva poznati je
strucénjak u podrudju transgene tehnologije i pridonio je izradi
smjernica o najboljoj praksi u tom podrucju. Svi postupci koji se
traze obavljali su se u proteklih 10 godina i postoje dokazi o
poboljsanjima i mjerama koje su smanjile visak Zivotinja. Ta je
skupina ostvarila veliko poboljSanje u osiguravanju kvalitete linija
i genetskog integriteta. Opisani su sustavi dobrog upravljanja
kako bi se osiguralo da nijedna nova linija nije ve¢ dostupna
negdje drugdje i da ¢e koristi proizvodnje svih linija biti ve¢e od
Stete koja se ocekuje u potrebnim postupcima stvaranja.
Proizvodnju svih linija financira klijent, a njega ¢e se provijeriti
kako bi se potvrdilo da je stvaran znanstvenik/korisnik s visokim
ocekivanjem kvalitetnog znanstvenog ishoda. Predlosci evidencije
o internim postupcima trebali bi dati sve potrebne informacije za
odlucivanje i navedeno je da ¢e biti dostupni za inspekciju.

(b)

svrha projekta opravdava
koristenje Zivotinja i

Ovdje odluka ukljuCuje razmatranje ocekivanih
koristi i odredivanje potencijalne upotrebe
alternativa.

Buduc¢i da demijelinizacija uzrokuje niz bolesti koje dovode do
invaliditeta od mlade dobi, a Cesto i preuranjene smrti, te da taj
projekt pruza moguénost utvrdivanja mogucih terapeutskih
cilijeva za poboljsanje ishoda, u tu su svrhu opravdani stvaranje,
uzgoj i odrzavanje te koristenje genetski izmijenjenih Zivotinja.

Podnositelj zahtjeva dokazao je pretrazivanjem, i procjenitelji se
slazu, da ne postoje alternativhe metode koje mogu zamijeniti
koriStenje genetski izmijenjenih Zivotinja za taj projekt.

(c)

projekt je osmisljen tako
da omogucduje provodenje
postupaka na Sto je vise
moguce human i okolisno
osvijesten nacin.

Procjenitelj treba biti uvjeren da nije svjestan
nikakvih poboljSanja koja bi se mogla ukljuciti (a
da se i dalje ostvare
znanstveni/obrazovni/regulatorni ishodi). U¢inak

Navedeno je dovoljno informacija o pracenju Zivotinja kako bi se
uocCili znakovi povezani s demijelinizacijom i ukljuCene su
primjerene krajnje toCke za obavljanje procjene (vidjeti u
nastavku).
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na okoli$ vjerojatno nece biti relevantan za tu
vrstu projekta.

U nekim slucajevima ranije verzije projekta nece sadrzavati dovoljno informacija da bi se mogla provjeriti ta pitanja. U tim bi slucajevima podnositelju
zahtjeva trebalo vratiti konkretne napomene i trebalo bi ga pozvati da dopuni/izmijeni zahtjev. U vecini slucajeva te bi napomene trebalo kombinirati sa
svim dodatnim informacijama koje su potrebne da bi se omogucio dovrsetak procjene projekta.
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2. Procjena projekta posebno ukljucuje sljedece:

Elementi potrebni u
procjeni projekta:

Primjeri razmatranja nacina na koji procjenitelj projekta
mozZe ispuniti zahtjeve za procjenu

Primjeri ishoda procjene u kojima se obraduju potrebni klju¢ni elementi

(a)

procjena ciljeva
projekta,
predvidene
znanstvene koristi ili
obrazovne
vrijednosti

Procjenitelj projekta iz informacija iz zahtjeva treba
odrediti je li znanost ,vrijedna truda”. Na primjer, hoce li
opisano stvaranje genetski izmijenjenih Zivotinja dati uvid
u tijek ili posljedice bolesti? Kad bi znanje bilo dostupno,
je li izgledno da bi to dovelo do napretka u terapijama za
bolesnike koji pate od te bolesti? Je li izgledno da ¢e
modeli biti valjani? Sto bi se izgubilo ako se aktivnosti ne
bi provele?

ILI

Za usluzne projekte, ukljucujuéi visekratne genericke
projekte — koje su prednosti upotrebe centralizirane
usluge?

Hoce |i stvaranje i odrZavanje biti djelotvorniji i
ucinkovitiji ako se obavljaju na taj nacin? Hoce li biti
prednosti za dobrobit Zivotinja?

Je li odlucivanje o linijama koje bi trebalo proizvesti
pouzdano? Hoce li se opravdanje za koristenje Zivotinja
odrediti na temelju pojedinacne linije/skupine i kako ée
se odrediti znanstvena (ili druga) korist svake linije?

Za znanstveni projekt:

U okviru projekta stvorit ¢e se linije genetski izmijenjenih miseva koje ce se
koristiti za ispitivanje putova povezanih s taloZenjem mijelina i/ili
povezanih upalnih procesa. Oc¢ekuju se napreci u znanju na kojima ¢e se
temeljiti potencijalni nacini lijeCenja. lako se ne ocekuje da ¢e se za vrijeme
projekta razviti nacin lijecenja, postojece znanje u literaturi trebalo bi se
znatno prosiriti, Sto ¢e drugima omoguditi da se usmjere na vjerojatne
cilieve koji bi dugoroc¢no mogli poboljsati kvalitetu i trajanje Zivota tih
bolesnika.

i
Za usluzni projekt:

Vjestine tog tima trebale bi osigurati ucinkovitu i djelotvornu uslugu
stvaranja i odrzavanja visokokvalitetnih genetski izmijenjenih linija, Sto ¢e
biti osnova za razvoj znanosti, i temeljne i primijenjene za specificna
podrucja bolesti. Navedeno je da ce se sve linije proizvoditi samo nakon
paZljivog razmatranja specificnih koristi (u okviru definiranog podrucja
bolesti) do kojih ¢e vjerojatno doci, a namjene proizvodnje definirat ¢e se
kako je navedeno u clanku 5. i zatim se o njima moZe izvijestiti kako je
opisano u Provedbenoj odluci Komisije (EU) 2020/569.

(b)

procjena
uskladenosti
projekta sa
zahtjevom za:

i zamjenu
ii. smanjenje

Svi ti zahtjevi trebali bi se razmatrati zasebno. Upucuje li
podnositelj zahtjeva na neke od baza podataka
navedenih u (drugom dijelu, Prilogu 1.) ili na drugi nacin
dokazuje da je svjestan nacela zamjene, smanjenja i
poboljsanja u tom podrucju?
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poboljsanje

Jesu li provedena pretrazivanja kako bi se
pronasle postojece linije? Je li dokazano da je
stvaranje nuzno? Jesu li procjenitelji svjesni nekih
relevantnih alternativnih metoda koje
podnositelj zahtjeva nije odbacio kao
neprimjerene? Smatraju li procjenitelji da je
podnositelj zahtjeva iznio valjanu i potpunu
argumentaciju o tome da su Zivotinje potrebne?

Je li podnositelj zahtjeva primjereno objasnio
kako ¢e uskladiti ponudu i potraznju? Raspravlja
li se o strategijama upravljanja kolonijom, sto
upucuje na to da c¢e kontrola kvalitete biti
pouzdana i da ¢e se smanijiti viSak Zivotinja i/ili da
¢e se one prema potrebi ponovno koristiti?

Za znanstvene projekte: daje li se u tekstu

zahtjeva jamstvo da ée se za postizanje pouzdane
znanosti koristiti Sto manje Zivotinja?

ILI

Za usluZzne projekte: daje li se u tekstu zahtjeva
jamstvo da ¢e se za uskladivanje ponude i
potraznje koristiti Sto manje Zivotinja?

Razmatranja iz tocke 1.c trebaju potvrditi da ce
se koristiti najhumanije metode. Ovaj odjeljak
trebao bi slijediti nakon toga i procjenitelji bi
trebali moci odrediti predvidene ucinke svih
uklju¢enih postupaka. Podnositelj zahtjeva
trebao je objasniti postupke i njihove Stetne
ucinke na Zivotinje kako bi se mogla odrediti
ukupna Steta koja im se nanosi.

i. Za znanstveni projekt: skupina intenzivno radi sa stani¢nim linijama i

mijesanim kulturama, ali s obzirom na to da je Ziv€ano tkivo sloZena
interakcija stanicnih tipova, trenutacno se ¢ak ni visestani¢nim strukturno
usmjerenim jn vitro tehnikama ne mogu dobiti sve sastavnice koje se
ispituju.

Za sve vrste projekata: skupina je uputila na baze podataka u kojima ¢ée se

pretraZivati postojece linije.

ii. Za sve vrste projekata: opisane su strategije koje pokazuju da cée se

poduzeti sve primjerene mjere, kao sto su pozadinski soj i upravljanje
uzgojem kolonije, kako bi se Sto vise smanjio broj koji se trazi, a da se
pritom osiguraju genetski integritet i smanjenje genskog pomaka u
proizvedenim linijama.

Za znanstveni projekt i usluzni projekt tipa B i C: raspravlja se o

krioprezervaciji. Iz podataka o proizvodnji (stvaranje) jasno je da su
sustavi jednako ucinkoviti kao kod drugih skupina ili u mnogim
slucajevima i bolji. Postoje dokazi da su u proteklih pet godina prakse
aZurirane i poboljsane kako bi se povecala ucinkovitost i smanjio visak.
Ocekuje se da ¢e se s time nastaviti u sljededih pet godina.

iii. Za znanstveni projekt: ako ¢e se koristiti demijelinizirane genetski

izmijenjene linije, ofekuje se slabost, osim ako se ona kontrolira/sprijeci
predloZenim ispitnim tvarima koje mijenjaju bolest. Za kontrolne Zivotinje
i ako ispitivani proizvod nije djelotvoran, opisuje se podjela na faze, a faze
se uskladuju sa znanstvenim rezultatima potrebnima za svaki cilj.
Usmréuje se pri pojavi slabosti prednjih udova koja se ocituje slabom
snagom stiska, Sto se ocekuje za 80 % Zivotinja iz tih genetski izmijenjenih
linija. Zadrzat ¢e se 20 % Zivotinja dok se ne jave prvi sigurni znakovi
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Za sve projekte: procjenitelj bi trebao odrediti
hoce li se primijeniti dovoljno poboljsanja za
uzgoj Zivotinja sa Stetnim fenotipima. Trebao bi
uzeti u obzir vjerojatnost neocekivanih Stetnih
ucinaka u novim genetski izmijenjenim linijama.

Za usluZzne projekte tipa B i C i relevantne
znanstvene projekte: kako bi odredio hoce li se
na superovulaciju, vazektomiju ili transplantaciju
embrija u primatelje primijeniti dovoljna
poboljsanja, procjenitelj mora razumijeti
relevantne udjele Zivotinja koje e patiti te koliko
jako i dugo, a pri tom treba uzeti u obzir
poboljsanja i usmréivanje koji ¢e se primijeniti.
Korisna moZze biti 23. stranica Radnog
dokumenta o procjeni projekata i retroaktivnoj
ocjeni.

Te bi informacije trebalo upotrebljavati u
sliede¢em odjeljku, koji omoguduje odredivanje
klasifikacije teZine.

slabosti straznjih udova. Ni u jednoj fazi ne smije dod¢i do vidljivog ucinka
na sposobnost hranjenja, pijenja ili njegovanja. Ako je prisutna slabost
straznjih udova, smanijit ¢e se sposobnost kretanja. Kad se uoci slabost
prednjih udova, pracenje e se obavljati Cetiri puta dnevno kako bi se
osiguralo ograniceno trajanje slabosti straznjih udova (najvise 18 sati).

S obzirom na dostupne detaljne informacije o sigurnosti ispitivanih
terapeutika, udinci primjene ispitivanih proizvoda trebali bi biti blagi i
prolazni jer su posljedica samo nacina primjene.

I/1LI

Za znanstvene i usluZzne projekte: genotip vedine Zivotinja za uzgoj ne bi
trebao ukljucivati nikakve Stete ako biosigurnosna prepreka opisana u
zahtjevu ostane netaknuta, Sto je dosad bio slucaj. Neke bi Zivotinje
pokazale slabost ako bi se drZale dulje od Sest mjeseci, no Zivotinje koje se
koriste treba premjestiti u projekt/protokol x u dobi od Sest tjedana i bit ¢e
normalne u vrijeme procjene u kavezu do tog trenutka. Zivotinje za uzgoj
iz te linije zamijenit ¢e se kad napune Sest mjeseci ili prije toga.

Za sve linije sa Stetnim fenotipom treba sastavljati izvjes¢a o dobrobiti
genetski izmijenjenih Zivotinja kako bi se osigurali dobro pradenje i
komunikacija.

Za relevantne znanstvene projekte i za usluzne projekte tipa Bi C:

budu¢i da treba prakticirati pracenje na skali facijalnih grimasa uz
odgovarajuéu analgeziju kako odredi imenovani veterinar, moZe se
ocekivati dobra kontrola boli za sve Zivotinje, pa bi ucinci implantacije i
vazektomije trebali biti mali, a do potpunog povratka uobicajenih
ponasanja trebalo bi doci u roku od 24 sata.

Superovulacija uzrokuje trenutnu bol kod svih Zivotinja pri svakoj injekciji,
ali ucinak bi trebao biti minimalan.
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(c) | procjena i dodjela
klasifikacije po tezini
postupaka

Podnositelj zahtjeva duzan je dati misljenje o predvidenoj
klasifikaciji svih postupaka po teZini. Procjenitelji projekta
trebaju provijeriti ili odrediti i preraspodijeliti teZine za sve
postupke (ili nizove postupaka) tako da budu u skladu s
Prilogom VIII., pri ¢emu ih trebaju prilagoditi konkretnom
slu¢aju o kojem je rijec u skladu s odjeljkom Il. tog priloga
i svim dodatnim smjernicama EU-a i/ili drzava ¢lanica.
Ako je rijec o postupku provjere, trebalo bi potvrditi da su
navedene teZine tocne.

Mi [procjenitelji] slazemo se sa stajaliStem podnositelja zahtjeva o
tezinama dodijeljenima vecini postupaka kako je navedeno. Medutim,
vodila se rasprava o vjerojatnim tezinama nekih demijelinizirajudih linija,
posebno onih kod kojih izmjena i intervencije induciraju napredak do
teskog klinickog stanja. Argumente iznesene o pracenju, podjeli na faze i
primjeni ranog usmrcivanja po fazama smatramo uvjerljivima te, nakon
razmatranja relevantnih informacija za usporedbu iz Priloga VIII., smjernica
EU-a o primjerima teZine i publikacije autora Zintsch®®, smatramo da bi
postupku x trebalo dodijeliti predvidenu teZinu ,umjerena”, umjesto
,teska” kako je odredio podnositelj zahtjeva. Slazemo se da postupke y i z
treba klasificirati kao teske. Osoblje (znanstveno i tehni¢ko) ima dovoljno
iskustva u prepoznavanju tih znakova i ocekuje se da ¢e otkrivanje, kako je
opisano, biti dobro.

ILI
Za usluzni projekt tipa B:

slazemo se sa stajaliStem podnositelja zahtjeva o teZzinama dodijeljenima
postupcima kako je navedeno. Linije koje se odrZavaju neée premasiti
umjerenu teZzinu jer ¢e se sve linije za koje se ocekuje pojava teske
kategorije predati korisniku Sest tjedana prije olekivane pojave tezih
znakova ili ranije. Preuzima se obveza dostave procjena dobrobiti zajedno
sa Zivotinjama kako bi se omogudilo primjereno izvjesc¢ivanje krajnjeg
korisnika. Ako dode do neocekivanih Stetnih ucinaka, Zivotinje ée se
humano usmrtiti.

(d) | analiza stete i koristi
projekta, radi
procjene je li Steta

To treba odrediti nakon dovrsetka SVIH drugih aspekata
procjene jer treba ukljuciti sve informacije.

Za znanstveni projekt:

15 Zintzsch, A., Noe, E., ReiBmann, M., Ullmann, K., Krimer, S., Jerchow, B., Kluge, R., Gosele, C., Nickles, H., Puppe, A., Riilicke, T., Guidelines on severity assessment and classification of genetically altered

mouse and rat lines (2017).
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nanesena
Zivotinjama u smislu
patnje, boli i stresa
opravdana s obzirom
na ocekivani rezultat
i uzimajué¢i u obzir
eticka nacela te
moze li u konacnici
koristiti ljudima,
Zivotinjama ili
okolisu

Procjenitelji bi trebali pogledati stranice 25 —27 Radnog
dokumenta o procjeni projekata i retroaktivnoj ocjeni.
Trebali bi osigurati da su koristi povezane s podrucéjem
znanosti programa realisticne i specificne za opisane

postupke stvaranja, uzgoja i koriStenja genetski
izmijenjenih Zivotinja (ako je navedeno).
Ako je to relevantno, treba procijeniti prednosti

centralizirane usluge na temelju stru¢nog znanja i
prethodnih rezultata skupine u odnosu na druge skupine
koje stvaraju, uzgajaju i odrZavaju linije i koje obi¢no
imaju manje vjestina.

Procjenitelj zahtjeva za projekt duZan je uzeti u obzir
Stete koje Zivotinje mogu ili ¢ée vjerojatno iskusiti za
vrijeme projekta.

Treba razmotriti prethodno navedene stete, a pritom
treba uzeti u obazir:
- vjerojatnost Stetnih ucinaka kod potomaka,
osobito kod stvaranja
- plan pracenja; protokole procjene dobrobiti,
uzimajudi u obzir predloZzena poboljsanja
- stupanj teZine i metodologiju za smanjenje
teZine
- humano usmrdivanje i pokretace intervencija
- ucestalost/trajanje postupaka.

Kako bi procijenili vjerojatnu ukupnu Stetu u projektu,
procjenitelji bi trebali uzeti u obzir i ukupan broj Zivotinja
koji se traZi te broj Zivotinja za koje se predvida da ¢e
pretrpjeti predvidenu tezinu (najvecu) i udjele Zivotinja
koje e patiti u manjem stupniju.

podnositeljica zahtjeva dosad nije imala odobrenje, ali je radila u okviru
druge skupine koja je iskusna u tom podrucju i s tim vrstama, Sto povecava
vjerojatnost uspjeha. Prosla je kroz sve potrebno osposobljavanje kako je
utvrdeno u okviru za obrazovanje i osposobljavanje. Tim je malen, ali
smatramo da se opisani ciljevi mogu ostvariti. Pretrazivanjem
podnositeljice zahtjeva na traZilici PubMed otkrivene su odredene
publikacije u tom podrucju, medu ostalim u dvama vrlo utjecajnim
Casopisima.

Opisani stupanj pracenja i koristenje tablica za ocjenjivanje trebali bi
osigurati primjenu odgovarajuéeg usmréivanja kako bi se Steta ogranicila
na najveéu Stetu opisanu u ovom zahtjevu. Podnositeljica se obvezala
osposobiti nove ¢lanove osoblja za podjelu bolesti na faze i izravno ih
nadzirati dok ne steknu potrebne kompetencije.

Predvida se da ¢e se u projektu koristiti do 5400 miseva i 10 000 zebrica,
oko 400 za kirurske postupke, a ostatak za uzgoj. Ocekuje se da ce priblizno
samo 20 % zivotinja pokazati umjerene znakove, a 4 % teske, pri ¢emu ce
velik udio Zivotinja izgledati normalno do procjene u kavezu ili akvariju.

Smatramo da su koristi prosirenja znanja o uc¢inku manipulacije puta p na
proces demijelinizacije za znanstvenike u tom podrucju, koje ¢e se Siriti
publikacijama, prezentacijama i suradnjama, vece od predvidenih opisanih
Steta.

Za usluzni projekt tipa B:

podnositelj zahtjeva ima dobru povijest djelotvorne i ucinkovite
proizvodnje linija koje traze klijenti. Klijenti koji se vracaju svjedoce o toj
kvaliteti, posebno ako se uzme u obzir da su dostupne jeftinije opcije.
PretraZivanje na trazilici PubMed malog broja linija stvorenih i dostavljenih
u proteklih pet godina pokazuje visokokvalitetne rezultate u prestiznim
Casopisima i oni su korisni znanstvenoj zajednici u razli¢itim podrucjima.
Skupina je sudjelovala u osposobljavanju znanstvenika u podrucju
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Trebalo bi procijeniti vjerojatnost uspjeha tako da se
uzmu u obzir dostupno znanje i vjestine te vjerojatnost
da ¢e skupina na odgovaraju¢i nacin primijeniti
poboljsanja i pradenje. Vazna je povijest publikacija i/ili
prethodna proizvodnja genetski izmijenjenih Zivotinja.
Predlazu li se neke nove promjene kod kojih je moguda
manja vjerojatnost uspjeha nego kod etabliranih
metoda? U nekim slucajevima, unato¢ tome Sto je
vjerojatnost uspjeha manja, moguci ucinak koristi moze
biti vrlo velik ako projekt uspije, npr. nove tehnike.

genetskog integriteta i nacina uzgoja linija koji osigurava najpouzdanije
znanstvene rezultate.

Rijec je oiznimno kvalitetnom timu s dokazanom sposobnoséu ostvarivanja
rezultata kojima se genetski izmijenjene linije ucinkovito i djelotvorno
dostavljaju subjektima manje sposobnima dobiti tako kvalitetne linije.
Stupanj praéenja, osposobljavanje i koristenje tablica za ocjenjivanje
osiguravaju primjenu odgovarajuceg usmrcivanja kako bi se Steta ogranicila
na najvecu Stetu opisanu u ovom zahtjevu. Predvida se da Ce se u projektu
koristiti do 5400 miSeva i 10 000 zebrica, oko 400 za kirurske postupke, a
ostatak za uzgoj. Ocekuje se da ¢ée priblizno samo 20 % Zivotinja pokazati
umjerene znakove, a 4 % teske, pri cemu ¢e velik udio Zivotinja izgledati
normalno do procjene u kavezu ili akvariju.

Za uslugu je dokazana sposobnost ostvarivanja rezultata kojima se genetski
izmijenjene linije ucinkovito i djelotvorno dostavljaju subjektima manje
sposobnima dobiti tako kvalitetne linije. Stupanj pracenja, osposobljavanje
i koristenje tablica za ocjenjivanje osiguravaju primjenu odgovarajuceg
usmréivanja kako bi se Steta ogranicila na najvecu Stetu opisanu u ovom
zahtjevu. Predvida se da ée se u projektu koristiti do 5400 miseva i 10 000
zebrica, oko 400 za kirurske postupke, a ostatak za uzgoj. Ocekuje se da ce
priblizno samo 20 % Zivotinja pokazati umjerene znakove, pri cemu ¢e velik
udio Zivotinja izgledati normalno do procjene u kavezu ili akvariju.

Smatramo da su koristi koje koristenje ovog iznimno kvalitetnog tima za
pruzanje usluge drugim znanstvenicima ima za znanost, smanjenje i
dobrobit Zivotinja vece od predvidenih opisanih Steta.

procjena svih opravda

nja iz sljededih odredbi:

¢lanak 6. — metode
usmrdéivanja

Vjerojatno nece biti potrebna nikakva posebna
opravdanja/izuzeda koja se razlikuju od onih potrebnih za
sve projekte.

¢lanak 7. — ugrozene
vrste

Vjerojatno nece biti relevantno za projekte s genetski

izmijenjenim Zivotinjama.
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Clanak 8. — primati
osim Covjeka

Neuobicajeno, ali ako se traZi, potrebno je pailjivo
opravdanje (vidjeti
https://ec.europa.eu/info/sites/default/files/research a
nd _innovation/ege/ege ethics of genome editing-
opinion publication.pdf).

¢lanak 9. — Zivotinje

Nije relevantno za te projekte.

uzete iz prirodnog

okolisa

¢lanak 10. -  za | Ako se trazi, potrebno je paZljivo opravdanje.
koristenje u

postupcima  treba

uzgajati Zivotinje iz
Priloga l., osim ako
je opravdano
drukdije

¢lanak 11. — lutalice i
divlje Zivotinje

Vjerojatno nece biti relevantno za projekte s genetski
izmijenjenim Zivotinjama.

¢lanak 12. -
postupke treba
provoditi u objektu

Nema razloga zbog kojeg bi se ta vrsta projekta provodila
izvan objekta. Postoje drugi propisi koji zahtijevaju
ogranicavanje genetski izmijenjenih Zivotinja.

¢lanak 14. -
upotreba anestezije i
analgezije

To se moze posebno opisati u odjeljku o poboljSanjima
i/ili kod stetnih ucinaka protokola. Procjenitelji projekta
trebali bi odrediti je li jasno da ée se za kirurske postupke
koji se provode pri stvaranju (primatelji embrija,
vazektomija) dati anestezija i analgezija. Primjenjuje se i
za genotipizaciju, osim ako je metoda trenutna te bi
davanje anestezije/analgezije bilo traumaticnije.

Jasno su opisane vrste anestezije/analgezije, zajedno s planovima praéenja,
ukljucujuci skale facijalnih grimasa. Opisano je da su savjeti imenovanog
veterinara prihvaceni na pojedinacnoj osnovi. Veterinar je pokazao dobro i
najnovije znanje o suvremenoj praksi u tom podrucju. To ulijeva povjerenje
da ¢e se na Zivotinje primjenjivati optimalni planovi anestezije i analgezije.

Anestezija se razmatrala za oznacivanje usiju i utvrdeno je da je u ovom
slucaju traumaticnija od samog postupka, u kojem iskusno osoblje uho
zarezuje samo jednom primjenom metode busSenja. Slazemo se s tim
stajalistem.
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¢lanak 16. -
ponovno koristenje

Sve Zivotinje koje se uzgajaju radi koriStenja prenosit ¢e
se u skladu s protokolom za koristenje (stalno koristenje,
a ne ponovno koristenje). Ponovno koristenje moguce je,
na primjer ako se Zivotinje genotipiziraju invazivnom
metodom, ali se pokaZe da je rije¢ o nemutiranom tipu, a
te Zivotinje nisu potrebne kao kontrole. Ako bi se te
Zivotinje mogle koristiti u drugu svrhu, smanjio bi se broj
Zivotinja. Ako se to zatrazi, mora se jasno dokazati da ce
se postovati uvjeti iz ¢lanka 16. (ograniCenja tezine i
odredivanje koje provodi veterinar).

Planira se ponovno koristenje nekih nemutiranih Zivotinja, Sto je
neuobicajeno. lako se Zivotinje genotipiziraju obrezivanjem usiju, ova
skupina koristi identifikacijske cipove za olaksavanje izvjeSéivanja o
stalnom pradenju, pa se metoda uzorkovanja tkiva za genotipizaciju smatra
koristenjem. Nemutirane Zivotinje za koje je stvarna teZina odredena kao
,blaga” i koje bi se trebale ponovno koristiti pregledat ¢e imenovani
veterinar, koji ¢e dati savjet o tome je li opc¢e zdravstveno stanje Zivotinja
potpuno obnovljeno. Trazi se ponovno koristenje samo onih Zivotinja koje
ispunjavaju ta dva kriterija, i to u postupcima ¢ija teZzina nece biti veéa od
umjerene. To je u skladu s pravnim zahtjevima i mozZe se odobriti.

¢lanak 33. — treba
ispuniti zahtjeve za
skrb i smjestaj

Uz uskladenost s Prilogom lll. Direktivi za sve Zivotinje,
ako se predlaZe pojedinacni smjestaj miseva na kojima je
obavljena vazektomija, to treba opisati i opravdati.

Trebalo bi navesti da ¢e se sve Zivotinje koje su
imunokompromitirane ili bi mogle biti
imunokompromitirane drzati u pojedinacno ventiliranim
kavezima (najhumanija metoda) ako je to primjereno.

Treba navesti sve posebne zahtjeve za uzgoj i/ili skrb koji
su vazni za odredenu genetski izmijenjenu liniju koju
treba odobriti.

Navedeno je da ¢e se sve Zivotinje drzati u skladu sa standardima iz
Priloga lll.,, uz sljedece iznimke: pojedinacni smjestaj zrelih odraslih
muZjaka na kojima je obavljena vazektomija opravdan je jer razdvajanje za
vrijeme parenja moZda nede omoguditi ponovno mijesanje sestrinskih
skupina u razdobljima u kojima Zivotinje nisu u rasplodnim parovima.
Slazemo se da ¢e to moZda biti potrebno za neke jedinke i da istrazivacka
skupina poduzima mjere koje moZze kako bi zadrzala zajednicki smjestaj kad
je to moguce.

Ocekuje se pojedinacni smjestaj nekih Zivotinja nakon sSto se odrede za
ispitivanje. Uparivanje s nemutiranim Zivotinjama pokusava se unutar
kriterija koncepta pokusa, ali to jo$ nije usavrSeno pa se u tom kontekstu
ocekuje da je pojedinacni smjestaj zasad opravdan. To nece trajati dulje od
tri tjedna jer ¢e se dotad postici znanstvene krajnje tocke.

Za homozigotne mladunce iz linije x zna se da su posebno mali, stoga do
odbijanja necée dodi prije 28. dana.

(f)

odredivanje je |i i
kad je potrebno
provesti
retroaktivnhu ocjenu
projekta.

To obicno nece biti potrebno za tu vrstu projekta.
Medutim, ako je potreban protokol uzgoja s teskim
postupcima, bit ¢e potrebna retroaktivna ocjena.

Za znanstveni projekt: retroaktivna ocjena (RA) potrebna je zbog teskog
postupkay.

Za usluzni projekt: nije potrebna retroaktivna ocjena (RA). [Ako nisu
predvideni nikakvi teski postupci, Sto je obicno slucaj.]
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Dodatak IV.: Pojmovnik

Pojmovi Znacenje
. Dob u kojoj se kod jedinke pocinju javljati
Dob pojave . - -
znakovi bolesti ili poremedaja.
Alel Jedan od nekoliko razlicitih oblika gena koji se
e
nalaze na odredenom lokusu na kromosomu.
AWB Tijelo za dobrobit Zivotinja.

Pozadinski soj

Soj nemutiranog misa koji se koristi za stvaranje
gameta/embrija za genetsku modifikaciju i za
povratno krizanje.

CA

Nadlezno tijelo.

Komenzalni organizam

Organizam koji Zivi na ili u drugom organizmu i
ostvaruje korist od domacina, a ne nanosi mu
Stetu niti mu donosi korist.

Uvjetna linija

Genetski izmijenjena linija koja sadrzava
mutacije koje se mogu uvesti/aktivirati na
prostorno ogranic¢en nacin (npr. CRE-LOX
tehnologijom; vidjeti u nastavku).

Konvencionalno

Ovisno o kontekstu. Kod smjestaja Zivotinja to
bi bili kavezi s otvorom na vrhu s nizim
razinama higijenske kontrole bolesti i
zdravstvenog pregleda te bez npr. pojedinacno
ventiliranih kaveza ili presadivanja.

Stvaranje nove genetski izmijenjene Zivotinje

Razvoj nove genetski izmijenjene linije
namjernom genetskom izmjenom (npr.
genetsko umetanje/brisanje/uredivanje,
kemijska mutageneza ili druga manipulacija
gamete ili embrija ili krizanje dvaju postojecih
linija).

CRE-LOX

Tehnika molekularne biologije koja se koristi za
izvrSenje brisanja, umetanja, translokacije i
inverzije na specificnim mjestima u genomu.
Omoguduje uredivanje specifi¢no za tkivo i/ili
vremenski specificno uredivanje, $to nije
moguce kod metode CRISPR-Cas9. Potrebno je
kriZzanje dviju genetski izmijenjenih linija kako bi
se aktivirala genetska promjena.

CRISPR-Cas9

Tehnika molekularne biologije koja omogucuje
uredivanje genoma specificno za mjesto u
gotovo svim organizmima.

Krioprezervacija

Strategija za o¢uvanje uzoraka Zivotinjskoga
genetskog materijala (obi¢no sperme, oocita ili
embrija) na vrlo niskim temperaturama.
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Dpf

Dana nakon oplodnje.

DNK

Deoksiribonukleinska kiselina — tvar od koje se
sastoje geni.

Biopsija distalnog ¢lanka

Uklanjanje jednog distalnog ¢lanka na jednom
noznom prstu, koje se koristi u ograni¢enim
opravdanim okolnostima radi genotipizacije i
identifikacije nezrelih Zivotinja.

,Tezak ili otezan okot”: kad fetus za vrijeme

Distocija okota ne izlazi iz zdjelice zbog fizickih cimbenika
iako se maternica steze.
Biopsija uha Prikupljanje tkiva uha.

Zarezivanje/probijanje uha

Tehnika za identifikaciju/genotipizaciju
glodavaca u kojoj se koristi posebno Silo kako bi
se napravio mali zarez (od 0,5 do 2 mm) blizu
ruba uha ili probusila rupica na sredini uha.
PolozZaj oznake odreduje identifikacijski broj
prema unaprijed odredenom planu (npr. plan
koji su Hogan i dr. opisali u publikaciji
Manipulating the Mouse Embryo — A
Laboratory Manual (CSH Laboratory Press,
1994) omoguduje identifikaciju do 99 razlicitih
Zivotinja).

Embrionalne mati¢ne stanice (ES stanice ili ESC-
i) su pluripotentne matic¢ne stanice koje se

ES stanice o . . .
dobivaju iz unutarnje stani¢ne mase blastociste,
embrija u ranoj fazi prije implantacije.

EWG Struc¢na radna skupina.

Uspostavljena linija

Novi soj ili liniju genetski izmijenjenih Zivotinja
smatra se ,,uspostavljenima” kad je prijenos
genetske izmjene stabilan, za Sto su potrebne
najmanje dvije generacije, te je dovrsena
pocetna procjena dobrobiti i odredeno radi li se
o Stetnoj ili nestetno;j liniji.

Genetski izmijenjene Zivotinje — ukljucuju
genetski modificirane Zivotinje (transgene
Zivotinje, Zivotinje s ,izbijenim” genom (knock-

GAA . - D
out) ili drukdcije genetske izmjene) i Zivotinje s
mutacijom koja se javlja prirodno ili Zivotinje s
izazvanom mutacijom.
Gamete su zrele reproduktivne stanice

Gamete

organizma (spermiji, jajne stanice).

Genetska karakterizacija

Otkrivanje i opisivanje prisutnosti odredenih

genetskih znacajki (npr. alela) u organizmu.
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Genetski integritet

Kvaliteta koja se pripisuje modelu populacije
Zivotinja kad je njegov genetski sastav vjeran
izvornoj liniji. Odrzavanje genetskog integriteta
modela istraZivanja Zivotinja kljucno je za
poboljsanje obnovljivosti izmedu istrazivackih
pokusa. Integritet mogu ugroziti genetska
kontaminacija, genski pomak, nenamjerni
odabir i pogresno oznacivanje. Integritet se
mozZe osigurati genetskim pracenjem (metode
ukljuCuju biokemijske markere, fenotipsku
analizu i, odnedavno, analizu DNK mikrosatelita
i jednonukleotidnog polimorfizma (SNP)) te
pravilnim upravljanjem kolonijom.

Panel za genetski integritet

Skup definiranih i jedinstvenih tocaka u
genomu potrebnog pozadinskog soja koje treba
kontrolirati genetskim pracenjem kako bi se
procijenio genetski integritet. Baze i sljedovi bit
¢e ravnomjerno rasporedeni na autosomnim
kromosomima.

Genotipizacija

Postupak odredivanja razlika u genetskom
sastavu (genotipu) jedinke ispitivanjem slijeda
DNK-a jedinke upotrebom bioloskih testova i
usporedbom s referentnim slijedom.
Genotipizacija nije metoda identifikacije.

GFP

Zeleni fluorescentni protein: Cesto se koristi kao
reporter izrazavanja (npr. u odredenom
stani¢nom tipu jer se GFP moZze vizualizirati
fluorescentnom mikroskopijom).

Stetna linija

Linija Zivotinja sa Stetnim fenotipom.

Stetan fenotip

Zivotinja ili linija koja ¢e zbog genetske izmjene
vjerojatno iskusiti bol, patnju, stres ili trajno
ostecenje u jednakoj ili ve¢oj mjeri od uboda
igle izvedenog u skladu s dobrom
veterinarskom praksom.

Heterozigot

Jedinka s razli¢itim alelima na odredenom
lokusu.

Homozigot

Jedinka s istim alelom na odgovarajué¢em lokusu
na homolognim kromosomima.

Hidrocefalus

Stanje kod kojeg dolazi do nakupljanja
cerebrospinalne tekuéine u mozgu. Obi¢no

uzrokuje povecani pritisak u lubanii.

Imunokompromitirana linija

Linija koja je genetski izmijenjena tako da ne
mozZe razviti uobicajeni imunosni odgovor na

prisutnost stranih antigena.
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Inducibilna linija

Linija koja je genetski izmijenjena tako da
sadrZava tihe genetske informacije koje
znanstvenik mozZe inducirati (tj. aktivirati) na
vremenski ograni¢en nacin. Gen koji se
proucava izraZzava se tek nakon aktivacije u
kojoj se Zivotinji daje specifican agens za
indukciju (npr. tetraciklin). Sve dok se gen ne
izrazi na taj nacin, genetska manipulacija nece
uzrokovati nikakve Stetne ucinke.

Ovisno o kontekstu. Intelektualno vlasnistvo ili

P intraperitonealno.
Za dvije se linije kaZe da su izogene ako imaju
potpuno isti genetski sastav. Ukljuuje i

lzogeno slucajeve s istim genetskim sastavom, ali s
jednim razlicitim genom (onim koji se
proucava).

IVC-i Pojedinacno ventilirani kavezi.

IVF In vitro oplodnja.

Naslijedena linija

Starija linija Zivotinja koja je proizvedena na
nacin koji ne moze zajamciti monoklonalnost.

Studije koje obuhvacaju cijeli Zivotni vijek
Zivotinje

Znanstveno opaZanje i opaZzanje dobrobiti koji
se vr$e nad genetski izmijenjenim i kontrolnim
nemutiranim Zivotinjama tijekom cijelog
Zivotnog vijeka predvidenog za kontrolne
nemutirane Zivotinje.

Linija

Slijed generacija jedinki koje prenose i
nasljeduju niz genetskih ¢cimbenika koji
odreduju individualne znacajke.

LEPR

Misevi homozigotni za spontanu mutaciju
Secerne bolesti (Leprdb) pokazuju morbidnu
pretilost, kroni¢nu hiperglikemiju, atrofiju beta-
stanica gusterace i postaju hipoinzulinemicni.

Drzava ¢lanica.

Mendelov omjer

Omijer pojave razlicitih fenotipa u svim
krizanjima koja ukljucuju osobine pod
kontrolom jednoga genetskog markera na
jednom lokusu (Mendelova osobina). Primjer:
ako se pare dva roditelja (generacija P) koja se
razlikuju po jednoj genetskoj osobini za koju su
oboje homozigotni (nose isti alel na oba
kromosoma), svi potomci prve generacije (F1)
jednaki su ispitivanoj osobini prema genotipu
(svi su heterozigotni) i fenotip pokazuje
dominantnu znacajku. Ako se krizaju jedinke iz
generacije F1, potomci u generaciji F2 razlikuju
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se prema genotipu i fenotipu. U dominantno-
recesivnom nasljedivanju prosjecno 25 %
potomaka homozigotno je s dominantnom
znacajkom, 50 % je heterozigotno i pokazuje
dominantnu znacajku u fenotipu (genski
nosioci), a 25 % homozigotno je s recesivnom
znacajkom pa stoga u fenotipu izrazava
recesivnu znacajku. Omjer genotipa iznosi
1:2:1, aomjer fenotipaiznosi 3 : 1.

Mikroftalmija

Razvojni poremedaj u kojem je jedno ili su oba
oka neuobicajeno mala.

Mozaicizam

Prisutnost dviju ili vise stani¢nih linija s
razlicitim genotipima kod iste jedinke.
Mozaicizam se moZe javiti kod jedne jedinke
kao posljedica postzigotske mutacije. Medutim,
moze se javiti i zbog uvodenja embrionalnih
maticnih stanica u blastocistu, Sto dovodi do
razvoja jedne jedinke koja se sastoji od stanica
iz razlicitih linija.

Visekratni genericki projekt

U Radnom dokumentu o odredenim ¢lancima
Direktive 2010/63/EU o ¢lanku 40. navodi se da
,heki razredi projekata ukljucuju niz
standardnih postupaka koji se primjenjuju u
odredenu svrhu. Oni se ponekad nazivaju
,viSekratnim generickim projektima’. Postupci
su obic¢no ustaljeni i vierojatne posljedice za
Zivotinje dobro se razumiju te se mogu umanjiti
na odgovarajudi nacin. Nije izgledno da ¢e se za
vrijeme procjene projekta javiti neka nova il
sporna pitanja. Kao i kod pojednostavnjenog
administrativnog postupka iz ¢lanka 42.,
postupci koji se razmatraju u okviru visekratnih
generickih projekata moraju ispunjavati
regulatorne zahtjeve ILI biti potrebni za
proizvodniju ILI u dijagnosticke svrhe s pomocu
etabliranih metoda”.

Netaknute Zivotinje

Zivotinje koje se koriste u planu pokusa koje se
prethodno nisu koristile.

NCP Nacionalna kontaktna tocka.
Nekirurski prijenos embrija. Tehnika koja
podrazumijeva umetanje meke fleksibilne cijevi
NSET

putem cerviksa misa radi implantacije embrija
(blastociste) u maternicu.
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Netehnicki sazetak projekta: kako bi se
osiguralo informiranje javnosti, objektivne
NTS informacije o projektima u kojima se koriste
Zive Zivotinje moraju se objaviti na jeziku
razumljivom laicima.

(Direktiva 2010/63/EU, ¢lanak 43.)

Mutirani mis koji previse jede zbog mutacija u
enu odgovornom za proizvodnju leptina, pa
OB/OB ili pretili mig genu odgov ' profzvodnju feptin, b
postaje iznimno pretio. Sluzi kao Zivotinjski

model Secerne bolesti 2. tipa.

Ucinak izvan ciljnog podrucja: nespecifi¢ne i
nenamjerne genetske modifikacije, ukljucujuci
.. . . .. aktivnost gena u neciljnom tkivu ili poremecaj
Ucinak izvan ciljnog podrucja, OTE . .
potpuno razli¢itoga gena nasumicnim
umetanjem genetskog materijala koji uzrokuje

njegov poremecaj.

. Uocljiva fizicka svojstva organizma; ukljucuju
Fenotip . L. . . .
izgled, razvoj i ponasanje organizma.

. . Udio jedinki koje pokazuju odredenu znacajku
Penetracija fenotipa .
(fenotip) povezanu s alelom.

U ¢lanku 3. Direktive 2010/63/EU ,,postupak” se
definira kao ,,bilo koja invazivna ili neinvazivna
upotreba Zivotinja u pokusne ili druge
znanstvene svrhe [...] koja Zivotinji moze
prouzrociti odredenu razinu boli, patnje, stresa
ili trajnog osteéenja u jednakoj ili ve¢oj mjeri od
uboda igle izvedenog u skladu s dobrom
Postupak veterinarskom praksom”.

Stoga se prema Direktivi stvaranje i odrzavanje
genetski izmijenjenih Zivotinja smatra
znanstvenim , postupkom” ako rodenje ili
valjenje moze Zivotinjama prouzroditi bol,
patnju, stres ili trajno oStecenje u jednakoj ili
vecoj mjeri od uboda igle izvedenog u skladu s
dobrom veterinarskom praksom.

U zavr$nom izvjescéu (2009.) stru¢ne radne
skupine za klasifikaciju znanstvenih postupaka
na Zivotinjama po teZini navodi se: ,Svakom se
postupku dodjeljuje kategorija teZine. To ¢e
Klasifikacija postupaka po teZini pomodi u analizi Stete i koristi projekta.

Tezina postupka odreduje se u odnosu na
ocekivani stupanj boli, patnje, stresa ili trajnog
ostecenja koje ce Zivotinja iskusiti tijekom
trajanja postupaka. Postupak se sastoji od
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kombinacije jedne ili vise tehnickih radnji koje
se provode na Zivotinji, a mogu joj prouzroditi
bol, patnju, stres ili trajno ostecenje. Pri
odredivanju kategorije teZine uzimaju se u obzir
svi zahvati ili postupanje sa Zivotinjama u okviru
definiranog postupka. Kategorija teZine
dodjeljuje se na temelju najtezih ucinaka koje
¢e pojedinacna Zivotinja vjerojatno iskusiti
nakon primjene svih primjerenih tehnika
poboljsanja.”

Presadivanje

Uklanjanje slucajnih organizama, kao Sto su
virusi, bakterije i paraziti, iz linija Zivotinja za
istrazivanje, Sto obi¢no ukljucuje superovulaciju
zaraZene populacije i reimplantaciju embrija u
zamjenske majke koje imaju dobar zdravstveni
status.

Gen reporter

Geni reporteri jesu geni koji omoguduju
otkrivanje ili mjerenje izraZzavanja gena. Mogu
se spojiti na regulatorne sekvence ili gene koji
se proucavaju kako bi se dobila informacija o
mjestu i razinama izraZavanja. Geni reporteri
ukljucuju gene koji kodiraju za fluorescentne
proteine i enzime koji pretvaraju nevidljive
supstrate u svjetlece ili obojene proizvode.

Reporterska linija

Linija Zivotinja koja nosi gen reporter kako bi se
omogucilo pracenje izrazavanja gena in vivo.

Retroaktivna ocjena

Procjena sljededih pitanja na kraju projekta koju
obavlja nadleZno tijelo:

(a) jesu li postignuti ciljevi projekta

(b) Steta nanesena Zivotinjama, ukljucujudi broj
i vrstu koristenih Zivotinja, i tezina postupaka te
(c) svi elementi koji mogu doprinijeti daljnjoj
provedbi zahtjeva zamjene, smanjenja i
poboljsanja.

Vidjeti ¢lanak 39. Direktive 2010/63/EU.

UsluZni projekt

Projekt za pruZanje usluge drugim znanstvenim
korisnicima radi stvaranja i karakterizacije
genetski izmijenjenih linija do njihove
uspostave i/ili radi uzgoja i odrzavanja
uspostavljenih Stetnih genetski izmijenjenih
linija za dostavu znanstvenim istrazivackim
skupinama.

Soj

Sinonim za ,,liniju”.

Superovulacija

Postupak kojim se kod Zenke izaziva da otpusti

viSe jajasaca nego obicno.
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Potisnuta linija

Linija u kojoj je jedan gen deaktiviran (za razliku
od ,inducirane linije”).

Biopsija repa / rezanje vrhova repova

Stariji postupak za genotipizaciju transgenskih
Zivotinja koji ukljucuje rezanje distalnog dijela
repa Zivotinje.

Efektorske nukleaze nalik aktivatoru
transkripcije jesu restrikcijski enzimi koji se

TALEN-i o . e
mogu sintetizirati da presijeku specificne
sljedove DNK-a.

TriR/3R Zamjena, smanjenje, poboljsanje.

Koristenje, ponovno koristenje i stalno
koristenje

— ,Koristenje” Zivotinje u projektu traje od
pocetka primjene postupka (ili prvog
postupka/tehnike u nizu) do zavrsetka opazanja
ili prikupljanja podataka (ili drugih proizvoda) u
odredenu znanstvenu svrhu (obi¢no jedan
pokus ili ispitivanje).

— ,Ponovno koristenje” izraz je koji oznacava
naknadno koristenje Zivotinje na kojoj je vec
obavljen postupak (ili niz postupaka/tehnika) u
odredenu znanstvenu svrhu. U ¢lanku 16. o
ponovnom koristenju definira se kao koristenje
kad je moguce koristiti i drugu Zivotinju na kojoj
prethodno nije izveden nijedan postupak. U
tom clanku definiraju se i okolnosti u kojima je
moguce ponovno koristenje Zivotinje.

— lzraz ,,stalno koristenje” nije ukljucen u
Direktivu, ali moZe se upotrebljavati za opis
situacije u kojoj se jedno , koriStenje” Zivotinje
odvija u vise projekata ili u razli¢itim
postupcima u okviru istog projekta. Dodatno se
objasnjava u dijelu B tocki 2.2.3. Priloga III.
Odluci (EU) 2020/569. Tim je rjeSenjem moguce
pojednostavniti zahtjeve za projekt i izbjedi
nepotrebno ponavljanje. Stalno koristenje Cesto
se javlja kod genetski izmijenjenih Zivotinja iz
postupka ,uzgoja” u postupku ,koristenja”.

Vazektomija

Kirurski postupak za sterilizaciju Zivotinje u
kojem se sjemenska vrpca presijeca kako bi se
sprijecio prolazak sperme, ali se zadrZavaju
sjemenici.

Procjena dobrobiti

Sveobuhvatna procjena dobrobiti omogucuje
utvrdivanje dvojbi u pogledu dobrobiti. U njoj
¢e se utvrditi potreba za specijaliziranim
uzgojem/skrbi i moze pomodi u razlikovanju
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Stetnih i nestetnih linija. Detaljnija definicija
dostupna je u odjeljku 5. drugog dijela ovih
smjernica. Pojedinosti o nacinu provedbe
procjene dobrobiti dostupne su u tre¢em dijelu
ovih smjernica.

Nemutirani tip / divlji tip (u istraZivackim
dokumentima mozZe se skratiti kao WT)

Zivotinja na kojoj nisu izvréene genetske
izmjene.

ZFN-i

Nukleaze cinkovih prstiju su sinteticki proteini
koji se koriste za ciljanje gena.
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KONTAKT S EU-OM

Osobno

U cijeloj Europskoj uniji postoje stotine informacijskih centara Europe Direct. Adresu najbliZzeg centra moZete pronaci na:
https://europa.eu/european-union/contact_hr

Telefonom ili e-poStom

Europe Direct je sluzba koja odgovara na vasa pitanja o Europskoj uniji. MoZete im se obratiti:

— na besplatni telefonski broj: 00 800 6 7 8 9 10 11 (neki operateri naplacuju te pozive),

— na broj: +32 22999696 ili

— e-postom preko: https://europa.eu/european-union/contact_hr

TRAZENJE INFORMACIJA O EU-U

Na internetu

Informacije o Europskoj uniji na svim sluzbenim jezicima EU-a dostupne su na internetskim stranicama Europa: https://
europa.eu/european-union/index_hr

Publikacije EU-a

Besplatne publikacije EU-a i publikacije EU-a koje se plac¢aju moZete preuzeti ili naruciti preko internetske stranice: https://
op.europa.eu/hr/publications. Za viSe primjeraka besplatnih publikacija obratite se sluzbi Europe Direct ili najblizemu
informacijskom centru (vidjeti https://europa.eu/european-union/contact_hr).

Zakonodavstvo EU-a i povezani dokumenti

Za pristup pravnim informacijama iz EU-a, ukljucujuci cjelokupno zakonodavstvo EU-a od 1952. na svim sluzbenim
jezi¢nim verzijama, posjetite internetske stranice EUR-Lexa: http://eur-lex.europa.eu

Otvoreni podatci iz EU-a

Portal otvorenih podataka EU-a (http://data.europa.eu/euodp/hr) omogucuje pristup podatkovnim zbirkama iz EU-a. Podatci
se mogu besplatno preuzimati i ponovno uporabiti u komercijalne i nekomercijalne svrhe.



Ured za publikacije
Europske unije





