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

SaZetak:

Genetsko odstupanie se odvija u svakoj samostalnoj misjoj
uzgojnoj koloniji i posjeduje potencijal da negativno utjece
na eksperimentainu reproducibilnost i znanstvene zakljucke.
Spontane mutacije uzrokovane genetskim odstupanjem
mogu ostati neprimjecene godinama sve dok takve mutacije
same za sebe ne postanu cilj specificnog znanstvenog
istraZivanja. Makar se takve mutacije ne mogu u potpunosti
sprijeciti, posljeditno genetsko odstupanije te njihov utjecaj
na znanstvena otkrica moze se umanijiti promisljenim i
pazljivim gospodarenjem misjom zajednicom.

Buduci se pojedine misje zajednice razlikuju po veli€ini

i strategijama gospodarenja, primjena cjelovite i tocne
nomenklature migjih sojeva kao i popisivanje (evidencija)
izvornih podsojeva pozeljna je i korisna praksa za cijelu
znanstvenu zajednicu.

Znataj genetske stabilnosti miSeva, sudionika
istrazivanja

ProsjeCnom istrazivaCu bioloSkih znanosti misje genetsko
podrijetio nije znanstveni ¢imbenik o kojem detaljnije
promislja. Glavni prioriteti znanstvenika su osiguranje
financiranja istraZivanja, razumijevanje znacajki istrazivane
bolesti te publiciranje rezultata istraZivanja.

Ipak, uspjesno postizanje ovih cilieva moguce je jedino
ako se u mi$joj koloniji na kojoj se provodi istrazivanje
provode mjere odrzavanja genetske stabilnosti te prevencije
genetskog odstupanija.

Pokusni miSevi su jedinstveni, Zivi elementi znanstvenog
istraZivanja i kao takvi se mijenjaju tijekom svog Zivota,

EVERY STEP OF THE WAY

i 8to je od veceg znacCaja, iz jedne generacije u drugu.
Naposlijetku, nasljedne promjene u DNK slijedu osnova
su raznolikosti vrsta i evolucije u divljini. Cak i u odsustvu
evolucijskog pritiska, DNK slijed je podloZan promjenama.

Na prvi pogled, takve mutacije se ¢ine tihim, beznacajnim
fluktuacijama u genotipu pojedinca. Ipak, ove naizgled
beznacajne mutacije mogu ozbiljno ugroziti eksperimentainu
reproducibilnost.

Znanstvenici koji provode istrazivanjima na miSevima
suoceni su sa zagonetkom. Uzgoj miSeva za potrebe
provedbe in vivo istraZivanja posjeduje svojstven rizik
koji propagira genetsku raznolikost pa posljedicno tome i
raznolikost eksperimentalnih ishoda.

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

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

Detaljno izvjeStavanije sluzbene nomenklature proizvodaca
misjeg soja i uzgojnih postupaka kod publiciranja rezultata
i prijava projekata samo su neke od jednostavnih pozeljnin
praksi koje mogu istraZivaci primjeniti a koje unapreduju
reproducibilnost in vivo istraZivanja i odgovornu primjenu
Zivotinja u istim.



Kako dolazi do genetskog odstupanja i koja je
njegova ucestalost u misjim zajednicama
Visoko srodivanije ili parenje brace i sestara (engl.
inbreeding) uspjesna je metoda kojom se smanjuje
heterozigotnost na svakom genskom lokusu misa
Cime se postize jednoliki fenotip i osiguravaju osnove
eksperimentalne reproducibilnosti.

Genetska homozigotnost omogucéava usporedbu jedne
varijable od interesa izmedu kontrolne i eksperimentaine
grupe te se posljedicne razlike u o€itanjima mogu dovesti u
vezu sa varijablom koja se istrazuje.

Slicno principima koji su zastupljeni u divljini, genotip dvaju
populacija uzgojenih identi¢nim ,inbreeding“ postupkom u
izolaciji s vremenom ¢e se postupno promijeniti.

Spontane mutacije se mogu pojaviti u vidu polimorfizma
jednog nukleotida, brisanja, inverzija, duplikacija $to su

tek neke od gresaka koje su utvrdene u vrijeme DNK
replikacije i mejoze. Ovaj proces nasumicnih pojava,
nestajanja i trajnog fiksiranja spontanih mutacija u misjoj
populaciji zovemo genetskim odstupanjem (Lee Silver,
1995). Pojavnost i koli€ina genetskog odstupanja unutar
aktivne rasplodne zajednice varira ali se pretpostavlja da je
dosta Cesta. ProsjeCno trajanje aktivnog perioda rasploda

u miSeva je 3-4 mjeseca a spolna zrelost nastupa sa 5-8
tjedana starosti. Potomstvo obitno dolazi na svijet 3 tjedna
nakon parenja roditelja. Izracun mjere spontanih mutacija u
populaciji od preko milijun miSeva temeljen na promjenama
boje krzna ukazuje na to da jedna fenotipska mutacija moze
nastupiti svako 1,8 rasplodnih generacija (Drake et al.,
1998; Russel and Russel, 1996).

Rizik od Sirenja spontane mutacije unutar rasplodne linije
veci je u manjim populacijama (Figura 1A). Svaka mutacija
prisutna u misjoj roditeljskoj rasplodnoj liniji naslijediti ¢e se
u otprilike pola potomstva koje Ce biti heterozigotno za tu
mutaciju (Figura 1B). U visoko srodenim rasplodnim misjim
zajednicama, postoji 25% $anse da se ovakve mutacije
fiksiraju (postanu homozigotne) (Chamary and Hurst, 2004;
Drake et al., 1998).
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Figura 1: Rizik Sirenja spontane mutacije veci je u malim
nego u velikim kolonijama.

A) Rizik Sirenja spontane mutacije je ve¢i u manjoj
koloniji nego u velikoj koloniji.

Vjerojatnost da e se u raspoldne svrhe koristiti mi$ sa
slucajnom mutacijom (svijetlo plava boja) je veca u manjoj
nego u velikoj koloniji.

B) U svakom slijede¢em rasplodnom ciklusu, postoji

25% Sanse da ¢e nova mutacija biti zastupljenija u misjoj
zajednici. Na primjer, Mendelsko nasljedstvo predvida da ¢e
F1 (engl. filial_prva generacija visoko srodenih potomaka)
biti sastavljena od 50% divljih tipova (siva boja) i 50%
heterozigota za mutaciju boje krzna (svijetlo plava boja).

Ako se slu¢ajno za rasplod odabralo dva heterozigota, F2
(druga generacija visoko srodenih potomaka) ¢e sadrZavati
25% divljih, 50% heterozigota i 25% homozigota (tamno
plava). Ovakva raspodjela se nastavlja sve dok cijela
kolonija ne postane homozigotna za doticnu mutaciju (F3,
F4). Genom, medutim, moZe napraviti odmak u oba smjera
ovisno o genotipu rasplodnih miSeva — vjerojatnost da ce se
mutacija fiksirati je jednaka vjerojatnosti da ¢e ona zauvijek
nestati iz kolonije.
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Pokazatelji koji potvrduju da je dosSlo do genetskog
odstupanja: obiljeZja podsojeva

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

kolonije (hitp://www.informatics.jax.org/maihome/nomen/

strains.shtml#substrains).

Buduci genetsko odstupanje moze biti razlicito u dvije
populacije visoko srodenih miSeva koji su potekli od

istih roditelja, obiljeZje podsoja najvaznija je komponenta
nomenklature. ObiljeZje podsoja u svom opisu sadrZi
jedinstveni laboratorijski kod kojeg dodjeluje ameriCki institut
za istraZivanja na laboratorijskim Zivotinjama (ILAR engl.
Institute for Laboratory Animal Research) (https:/www.

nationalacademies.org/ilar/lab-code-database).

Pomocu laboratorijskog koda identificira se laboratorij

ili istrazivac koji je proizveo ili odrzava koloniju doticnog
misjeg soja (Tabela 1).

Buduci su laboratorijski kodovi sloZeni, rodoslovlje soja se
moZe procitati iz samog naziva soja/koda.

Na primjer, americki “National Institutes of Health” (NIH
engl. drzavni zdravstveni instituti (N)) je dugi niz godina
uzgajao soj C57BL/6NJ a sada taj soj uzgaja i distribuira
,The Jackson Laboratory“ (J) (Figura 3). Ekstenzija u
nomenklaturi uglavnom ukazuje na to da su izmedu dva soja
potvrdene genetske razlike.

L ot

Crl Charles River Laboratories

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

Rj Centre D’Elevage R. Janvier

Tac Taconic Farms, Inc.

Tabela 1: NajceSc¢i laboratorijski kodovi koji se koriste u
nomenklaturi podsojeva

ILAR dodieljuje i odrzava jedinstvene identifikatore za
institute, laboratorije ili pojedinacne znanstvenike koji su
zasluzni za kreiranje i uspostavu rasplodne kolonije nekog
novog misjeg soja.

Suspektne genetske razlike izmedu rasplodnih generacija
(narastaja)

Svaki visoko srodeni soj koji se odrZavao neovisno od
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roditeljskog kroz 20 uzastopnih rasplodnih generacija (u
trajanju od 5-6 godina) najvjerojatnije se genetski razlikuje
od predaka pa se zato smatra podsojem.

Dodatno, uzgoj novih naraStaja/generacija ima kumulativni
ucinak na genetsko odstupanje pa tako, ako su dva
laboratorija otkupila od uzgajivaca misje sojeve istog
porijekla a potom je svaki laboratorij taj soj odrzavao i
uzgajao kroz 10 generacija uzastopnih visoko srodenih
parenja, svaki laboratorij je tako uzgojio jedinstveni podsoj
koji se smatra 20 rasplodnih generacija razdvojen od onog
u drugom laboratoriju (Figura 2).

Prve zajednice visoko srodenih migjih sojeva (ukljucivsi
C57BL/6, DBA, C3H, BALB, CBA i druge) koje su koriStene
u bioloSkim istrazivanjima uspostavljene su pred gotovo
100 godina i danas se ¢esto primjenjuju u iste svrhe.

Kako su suvremene zajednice tih sojeva razdvojene za 200
i viSe generacija od svojih predaka te kako ih mnogobrojne
svjetske instucije uzgajaju, u svim tim suvremenim
podsojevima je kroz stoljetni vremenski period doSlo do
znacajnog (kumulativnog) genetskog odstupanja u odnosu
na ishodisni soj od kojeg svi potjecu.

Uzimajuci u obzir nastalo genetsko odstupanje, mogucée

je da se fenotipska vidljiva obiljezja u populaciji danasnjin
sojeva razlikuju od onih koja su zabiljeZzena u ishodiSnim
populacijama, pred stotinjak godina.

A

. \

Lab A LabB
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Sibling Matings

10 Generations
Sibling Matings

Figura 2: Razvoj podsoja

Podsoj se razvije nakon 20 uzastopnih visoko srodenih
(brat x sestra) parenja (engl. inbreeding). lako ova dva
laboratorija (iz gornjeg primjera) nisu pojedinacno provela
20 uzastopnih ciklusa parenja u visokom srodstvu,
Laboratorij A i B odrZavaju sojeve koji su razdvojeni sa 20
rasplodnih generacija. Dodavanije laboratorijskin kodova na
imena sojeva generalni je pokazatelj da je izmedu dva soja
doSlo do genetskog odstupanja.
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Poznate genetske razlike izmedu podsojeva koje se neocCekivani eksperimentalni rezultati ne bi smieli biti tek
manifestiraju i kao fenotipske razlike povod da se pokus kvalificira kao “neuspje$an” ve¢ bi
Podsojevi visokosrodenih migeva se osim u genotipu trebali pobuditi sumnju da su upravo slucajne genetske
ponekad razlikuju i po fenotipskim obiljezjima. mutacije krivci za razvoj neoCekivanog i nezelienog fenotipa
- . . i rezultata.
Spontane mutacije uvijek ne uzrokuju vidljive promjene u
fenotipu; one se mogu fiksirati u homozigotnoj populaciji Na primier, roditeljski visoko srodeni soj G3H posluzio je
miSeva bez vidljivih manifestacija i promjena na fenotipu Jackson Laboratory (JL dalje u tekstu) istrazivacima za
kroz duzi niz godina te kao takve neprimjetno proéi ispod uspostavu dva podsoja koji se naizgled nisu razlikovali duzi
radara istrazivaca koji gospodare misjom kolonijom niz godina. Dr. Walter Heston uzgojio je soj 1930. godine
koriste¢i miSeve u znanstvenim istrazivanjima; tek su (sada poznat kao C3H/HeJ). 1952. godine, Heston je
vidijive fenotipske promjene ocigledni dokaz da je doslo do  predao neke miseve iz svog uzgoja JL istrazivacu, Dr. Henry
genetskog odstupanja. Outzen-u (taj soj je sada poznat kao C3H/HeOuJ). Krajem
Cesto je u bazicnim istrazivanjima na pr. fenotipski ucinak 1960-tih, utvrdeno je da je Hestonov soj otporan na izazov
izraZaja mutacije gena predmet znanstvenog istrazivanja; lipopolisaharidom (LPS), dok je Outzen-ov soj ostao osjetljiv
u svim ostalim sluajevima (primjenjena istrazivanja), na izazov LPS-om. Kasnije je mutacija dovedena u vezu sa
C57BL/6J 000664
12951/SvimJ 002448 Y 133
A 000646 Y 177
AKR/J 000648 Y 114
B6.129P2-Apogre/ 002052 Y 7 Y
BALB/cJ 000651 Y 93
BALB/cByJ 001026 118 Y
C3H/HeJ 000659 Y 158 Y
C57BL/6NJ 005304 Y 2 Y
CAST/E 000928 Y 97
CBA/J 000656 Y 110 Y
DBA/1J 000670 36 Y
DBA/2J 000671 Y 166 Y
FVB/NJ 001800 Y 133 Y
LP/J 000676 Y 84
NOD/ShiLtJ 001976 Y 106 Y
NOD.CB17-Prkdcs¢/J 001303 Y 8 Y
NZO/HILY) 002105 Y 49
PWK/PhJ 003715 Y 43
SPRET/EiJ 001146 Y 34
WSB/EiJ 001145 Y 67

Tabela 2: Genetske sekvence i fenotipske znacajke su specifiéne za podsoj

Samo su ,,J“ misji podsojevi u potpunosti sekvencirani a rezultati sekvenciranja pohranjeni su u Ensembl bazu podataka (gdje
Y znacCi da). Mnogi podsojevi imaju zabiljeZeni polimorfizam jednog nukleotida a genotipska osnova C57BL/6J podsoja sluZi
kao referentna (kontrola). Pored SNP (polimorfizam jednog nukleotida) informacije, tisuce za podsoj specificnih fenotipiskih
karakteristika neovisno se kvantificiralo i rezultati pohranjeni u MPD (baza miSjih fenotipova) bazi podataka dostupni su za
analizu. Velik broj JL sojeva se distribuira posredstvom Charles Rivera (CR) u Europi i Japanu i ti sojevi su zasticeni Jackson
Laboratory (JL) patentom koji garantira provodenje programa genetske stabilnosti (GSP engl. Genetic Stability Program).

Strategije smanjenja genetskog odstupanja (engl. genetic drift) i poveéanja eksperimentalne reproducibilnosti u istrazivanjima na miSevima 4



genom TIr4 koji je odgovoran za prepoznavanje patogena
i aktivaciju urodenog imunosnog sustava. (Poltorak et
al., 1998a; Watson et al., 1978). Dok substitucija baze

C u A na nukleotidu 2342 u genu Tir4 nije naposljetku
identificirana, mutacija se fiksirala u Heston-ovom podsoju,
vjerojatno u periodu izmedu 1958 i 1965 (Poltorak et al.,
1998b). Da nekim slu¢ajem Heston-ov C3H podsoj nikad
nije bio tretiran LPS-om, vrlo vjerojatno se Tir4 mutacija
ne bi identificirala te bi zakljucci iz povijesnih istraZivanja
iz podrucja bazicne imunologije na ovim sojevima bili
osporeni.

Podsojevi sadrze specificne genomske sljedove
(sekvence)

Postojanje genetskog odstupanja osim slu¢ajnim otkricem
moze se sa sigurno$céu identificirati i potvrditi postupkom
sekvenciranja genoma novonastalog misjeg podsoja i
njegovom usporedbom sa refenerentnim (ishodisnim)
genomom. C57BL/6J Zenka je prva posluZila za kompletno
sekvenciranje mi§jeg genoma u sklopu “Mouse Genome
Sequencing Consortium” (hrv. konzorcij za sekvenciranje
misjeg genoma).

Do danas je kompletno sekvencirano 15 glavnih visoko
srodenih misjih sojeva i svi su pripadnici ,,J“ podsojeva,
Sto je sluZbeni ILAR kod za ,Jackson Laboratory“ (JL dalje
u tekstu) sojeve (Adams et al., 2015, www.ensembl.org/
Mus_musculus/Info/Strains ) (Tabela 2)

Dodatnih 20 + visoko srodenih sojeva se sekvenciralo
Citajuci kratke redosljede kako bi se identificiralo
polimorfizam jednog nukleotida (SNP engl. Single
Nucleotide Polymorphism), indele i relativne strukturne
varijacije u odnosu na referentnu C57BL/6J genetsku
osnovu (Frazer et al., www.sanger.ac.uk/science/data/

mouse-genomes-project).
Furthermore, known SNP data for specific substrains can

be found and compared in the “Mouse Phenome Database”
(MPD hrv. baza migjih fenotipova).

Dodatno, poznate SNP (polimorfizam jednog nukleotida)
podatke za pojedine podsojeve moZe se pronadi i
usporedivati u prije spomenutoj MPD bazi Sto je unificirana
kolekcija genotipskih i fenotipskih karakteristika najcesce
koristenih misjih sojeva (http://phenome.jax.org).
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Genotipska osnova miSjih sojeva utjece na
znanstvene zakljucke

Kako je ranije opisano na primjeru genetskog odstupanja
dokazanom za C3H misji soj, podsojevi mogu razviti
spontane mutacije koje imaju potencijala utjecati na
rezultate i zakljuCke istrazivanja.

Ako se eksperimente na Zivotinjama ne provodi u skladu sa
dobrim istraZivackim praksama, kao na primjer primjenom
podsojeva odgovarajucih genotipova, rezultati mogu ozbiljno
ugroziti eksperimentalnu reproducibilnost.

Bez obzira na to da li su spontane mutacije nastale u
uzgojnoj nastambi proizvodaca ili u pojedinacnim uzgojnim
nastambama krajnjih korisnika, kako znanstveni istraZivac
koji provodi in vivo istrazivanja moZe znati koji je podsoj
najbolji za ostvarenie ciljeva njegovih istrazivanja?

Na Zalost, nema jednostavnog odgovora na to pitanje.

Najbolji nain da se utvrdi da li varijabla genotip ima utjecaja
na ciljeve istrazivanja jest da se istovremeno provedu
identicni pokusi na razli¢itim podsojevima i usporede krajniji
rezultati.

Kako je to u praksi nemoguce sprovesti, najbolji nacin da
se utvrdi utjecaj genotipa na rezultate istrazivanja jest da
se 0 tome educira putem publikacija drugih istrazivaca i da
se nastavi dopunjavati specificna znanja o tome koristeci
se u istraZivanjima identinim, strogo genetski definiranim
podsojevima.

C57BL/6 podsojevi
Izmedu svih podsojeva visoko srodenih misjih sojeva
postoje razlike.

C57BL/6 soj je najceSce koriSten u in vivo istrazivanjima i
kao takav najceSce citiran u publikacijama, u preko 37000
publikacija u PubMed-u (Tabela 3).

Ovaj rad ¢e se fokusirati samo na publikacije koje opisuju
razlike izmedu Clanova C57BL/6 obitelji podsojeva.
Trenutacno postoji preko 16000 publikacija u sklopu
kojih su istrazivanja provedena na originalnom C57BL/6J
podsoju.

Maniji broj publikacija postoji u sklopu kojih su istrazivanja
provedena na podsojevima proizislim iz originalnog
C57BL/6J soja.



Figura 3: Povijest razvoja
C57BL/6 podsojeva

Clarence Cook Little, osnivac
“the Jackson Laboratory” 1921.
godine uspostavio je prvu
stabilnu koloniju misjeg C57BL/6
soja.

U meduvremenu, soj je
distribuiran stotinama instituta
i tisu¢ama laboratorija krajnjih
korisnika diliem svijeta.

Zahvaljujuci spontanim
mutacijama koje su dovele do
genetskog odstupanja, svaki
C57BL/6 podsoj je usrodstvu
sa ostalim ali istovremeno svaki
podsoj posjeduije jedinstvene
poznate i nepoznate razlike u
sekvencama vlastitog genoma.
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Otprilike, 1200 publikacija opisuije istraZivanja provedena na
podsojevima originalnog C57BL/6N soja.

U nadolazec¢im godinama, ocekuje se da ¢e primjena
C57BL/6N podsojeva znacajno narasti jer ¢e svih 20000
gena mijeg genoma biti ciljano u C57BL/6N embrionalnim
matinim stanicama u sklopu projekta ,International
Knockout Mouse Consortium (IKMC)* (hrv. medunarodni
konzorcij “knockout (KO)” miSeva) koji se temelji na

tehnologiji ciljane mutacije (www.mousephenotype.orq).

C57BL/6 37122
C57BL/6ByJ 112

C57BL/6J 16390
C57BL/6J0laHsd 53
C57BL/6JBomTac 11
C57BL/6JRj 7
C57BL/6N 1182
C57BL/6NCH 71
C57BL/6NJ 11
C57BL/6NHsd 41
C57BL/6NTac 78

Tabela 3: Zastupljenost podsojeva C57BL/6 u
znanstvenim publikacijama

U vrijeme publiciranja ovog rada, C57BL/6J i C57BL/6N su
bili termini koriSteni za pretrazivanje PubMed baze podataka.

lzvorni (originalni) JL C57BL/6J podsoj poslan je 1951.
godine u americki drzavni zdravstveni institut (National
Institute of Health, NIH).

Tako nastali C57BL/6N podsoj je kasnije distribuiran u
nekoliko instituta, 1974. u CR laboratorije (danadniji soj
C57BL/6NCrl), u Harlan (danas Envigo) iste godine i
ponovno 1988. (danasnji soj C57BL/6NHsd) te u Taconic
1991. godine (danasnji soj C57BL/6NTac).

2005. godine N podsoj se vratio u JL i danas je poznat kao
C57BL/6NJ podsoj.

Trenutacno, najmanje 100 rasplodnih generacija razdvaja
C57BL/6J od C57BL/6N podsojeva (Figura 3).
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Nekoliko publikacija demostrira nasljedne fenotipske razlike
izmedu J i N podsojeva koje su nastale kao posljedica
kumulativnog genetskog odstupanija.

Mievi su vazni Zivotinjski modeli za proucavanje uloge
gena koji su sekvencionirani ali ¢ija funkcija nije utvrdena
pa se tako, ovisno 0 specificnosti znanstvenog pitanja, neki
podsojevi viSe preferiraju i CeSce koriste u istrazivackoj
praksi od ostalih (Bryant, 2011). Neki klasicni i suvremeniji
primjeri su navedeni, kako slijedi:

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

¢ (57BL/6J miSevi pokazuju sklonost prema alkoholu
i redovito ga konzumiraju do¢im to ne vrijedi za
C57BL/6NCrl soj miSeva (Mulligan et al., 2008).
Studijama mapiranja genskog lokusa i kvantificiranja
utjecaja gena na fenotipske osobine ova dva podsoja
moguce je osigurati bolje razumijevanje uloge ovih gena
u razvoju miSje te ljudske ovisnosti na alkohol.

C57BL/6N podsojevi posjeduju alele Crbrd8 odgovorne
za razvoj retinalne degeneracije dok C57BL/6J podspoj
posjeduje divlji tip alela (Mattapallil et al., 2012)

C57BL/6J0laHsd miSevi su homozigotni za mutaciju
koja prouzrokuje spontano brisanje gena odgovornih za
upravljanje sinteze proteina alfa sinuklein i multimerin-1
(Specht and Schoepfer, 2001, 2004). Nakupljanje

alfa sinukleina u centralnom zivéanom sustavu nalaz

je tipiCan za Parkinsonovu bolest: mutacija prisutna u
C57BL/6J0laHsd podsoju izgleda ne utjeCe na prionima
potaknutu sinaptotoksicnost (Asuni et al., 2010) ali
generalno utjeCe na degeneraciju motorickih neurona
(Pelkonen and Yavich, 2011; Pena-Oliver et al., 2012).

C57BL/6JolaHsd miSevi osim toga imaju smanjenu
gustoéu kostiju u usporedbi sa C57BL/6J i
C57BL/6JRccHsd podsojevima (Liron et al., 2017).

(C57BL/6NHsd miSevi nose Dock2 mutaciju koja
utjeCe na procese signaliziranja B-stanica i imunolosku
toleranciju Sto nije odlika vecine C57BL/6 podsojeva
(Mahajan et al., 2016)



U slijede¢em primjeru, rezultati desetogodisnijin znanstvenih
istrazivanja jednog laboratorija dovedeni su u pitanje jer

su se pogresno temeljili na dva genetski znacajno razlicita
C57BL/6 soja (https://www.jax.org/news-and-insights/
jax-blog/2016/may/why-it-took-2-years-for-a-harvard-
research-lab-to-get-back-to-research). U objavljenim
originalnim studijama autori su koristili nedefinirani C57BL/6
podsoj i njegovu genetsku podlogu za kreiranje Siae ,Knock
Out* miSa (Cariappa et al., 2009).

Siae gen, stajalo je u njihovoj izvornoj publikaciji iz 2009.,
sudionik je procesa razvoja B-stanica i signaliziranja.

MiSevi nositelji Siae mutacije su potom spareni sa
specificnim JL C57BL/6J podsojem kako bi se na potonii
soj prebacila Siae mutacija kroz najmanje 20 generacija
parenja u visokom srodstvu.

Uslijedilo je neugodno iznenadenje kada se sa pokusima na
miSevima C57BL/6J osnove nije uspjelo ponoviti prijasnje
rezultate (Mahajan et al., 2016).

Nakon viSe godina provodenja dodatnih analiza na nekoliko
komercijalno dostupnih C57BL/6 podsojeva utvrdeno je

da je u C57BL/6NHsd miSeva doslo do pojave i fiksiranja
spontane mutacije Dock2 koja je potvrdena kao stvarni
uzrok promjena u funkcijama B-stanica.

Ovaj primjer trebao bi posluZiti kao pouka da je u in vivo
istraZivanjima pozeljno detaljno pracenje i razumijevanje
genetskog porijekla miSeva koji se koriste.

Zbog postojanja genetskog odstupanja i razlika u genotipu,
visoko srodeni miSevi se ne bi smijeli naizmjenicno koristiti.
Korisno je znati kod provodenja ciljanih in vivo istrazivanja
da utjecaj spontanih mutacija sa posljedicnim genetskim
odstupanjem i promjenom fenotipa soja moze ovisiti te biti
potaknuto nekolicinom eksperimentalnih ¢imbenika.

Tako je utvrdeno da je Nnt mutacija u C57BL/6J soju u in
vitro uvjetima zasluzna za smanjenje inzulinske sekrecije
doCim taj efekt izostaje in vivo, u C57BL/6J miSeva,
nositelja Nnt mutacije (Freeman et al., 2006).

U drugoj studiji nisu utvrdene znacajne razlike u sekreciji
inzulina in vitro ili in vivo u C57BL/6J i C57BL/6NTac
podsojeva (Wong et al., 2010).

Nadalje, status Nnt mutacije te njena uloga u razvoju
hranom izazvane pretilosti kao i u procesima inzulinskog
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odaziva nije jasan i mozda ovisi o sadrZaju masti u prehrani
(Nicholson et al., 2010).

U skladu s time, dva J podsoja (J, JWehi) i Cetiri N podsoja
(NTac, NHsd, NCrl, NJ) na prehrani formulom siroma3noj
mastima razvila su sli¢ne profile inzulinske sekrecije nakon
izazova glukozom.

Medutim, kada je C57BL/6NJ podsoj primao hranu bogatu
mastima, na izazov glukozom demonstrirao je reducirani
inzulinski odaziv koji se nije mogao objasniti razlikama u
statusu Nnt gena, tjelesne tezine, udjela tjelesnih masti,
razlikama u prehrani ili statusu beta stanica gusterace (Hull
etal., 2017).

Postoje jos neke razlike medu C57BL/6 podsojevima koje
su obradene u publikacijama.

Bryant i suradnici saZeli su u svom radu iz 2008 razlike u
ponaSanju medu podsojevima a koje se tiCu anksioznosti,
boli i reakcije na amfetamine.

Sire gledano, razlike medu podsojevima C57BL/6J i
C57BL/6Ntac usporedene su u iscrpnim unificiranim
istraZivanjima fenotipova koji su ukljuivali 413 parametara
(EMPReSS) a istraZivanja su provedena u 4 neovisna
centra “European Mouse Diseases Clinic, EUMODIC” (hrv.
europski konzorcij klinika za misje bolesti) (Simon et al.,
2013).

U sva Cetiri centra, rezultati dobiveni na J i Ntac miSevima
razlikovali su se u nekoliko istrazenih podrucja, uljucivsii
reakciju na podrazaj, lokomotornu akivnost, jainu hvata,
kardiovaskularne karakteristike, metaboliCke parametre i
Klinicku kemiju.

Uzimajuci sve u obzir, genetska osnova je tek jedna
komponenta eksperimentalnog dizajna koja moze utjecati
na reproducibilnost i koju treba imati na umu kada se
generalizira sa zakljuccima o bioloSkim procesima.
Zabrinjava Cinjenica da u preko 37000 publiciranih radova
koji u PubMed bazi opisuiju istrazivanja na “C57BL/6” soju
vecina autora ne navodi koriSteni podsoj.

Prakse gospodarenja misjom kolonijom koje
ograni¢avaju genetski pomak

Sve su uzgojne kolonije podlozne mutacijama i
posliedicnom genetskom odstupaniju. Ipak, poznate su
strategije gospodarenja misjom kolonijom koje ograni¢avaju
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genetsko odstupanje pa tako i nepoZeljne posljedice po
eskperimentalnu reproducibilnost. Navedene strategije
podrazumijevaju upotrebu praviine nomenklature,

promisljene prakse parenja i krioprezervaciju misjin embrija.

U nastavku slijede neke od najboljih praksi koje valja
primjeniti kod gospodarenja misjom kolonijom.

Nomenklatura i pravilno izvjeStavanje

Pravilno izvieStavanje nomenklature misjeg soja nuzno je
kako bi se osigurao nedvojbeni identitet soja na kojem se
provode istraZivanja.

* U svakodnevnim rutinskim poslovima gospodarenja
kolonijom, preporu¢a se koristiti unapred racunalno
tiskane kavezne kartice u razli¢itim bojama sa
navodom pravilne nomenklature soja i njegovog
porijekla (podatci uzgajivaca) kao i osiguranje
sljedivosti istih podataka njihovim zapisom u
laboratorijske dnevnike. Prethodno racunalno tiskanje
kaveznih kartica smanjuje mogucnost greski kod rucnog
unosa podataka u kartice te poboljSava uskladenost
nomenklature relevantne za kvalitetno provodenije in vivo
istrazivanja. Primjena razlicitih boja kaveznih kartica za
razli¢ite sojeve narocito je korisna u prostorima u kojima
se istovremeno drZi viSe razlicitih misjih sojeva slicnog
izgleda i slicne nomenklature.

Preporucuje se primjena pravilne nomenklature

i prilikom odjelnih prezentacija u lezernoj,
»neformalnoj“ komunikaciji. Neformalna komunikacija
postaje ,formalna“ kada se podatke kona¢no obradi

za potrebe poster prezentacija, govornih prezentacija,
publikacija i prijava projekata za financijsku potporu.

U publikacijama i prijavama projekata za financijsku
potporu, preoporuca se primjena kompletne i
pravilne nomenklature te porijeklo podsoja kod prvog
navoda misjeg soja u tekstu. Definirati koja kratica
nomenklature soja Ce se koristiti kasnije u tekstu i u
podatcima. U poglavlju koje opisuje metodologiju,
navesti kompletnu nomenklaturu i porijeklo koristenih
podsojeva. Identificirati porijeklo soja, ime laboratorija,
instituta i/ili dobavlja€a te u tom slucaju evidentirati
kataloSki broj soja. Izvjestiti broj rasplodnih generacija i
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pri tom koriStene sheme parenja (vidi nize). Za dodatne
preporuke, konzultirati se sa ARRIVE preporukama

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

Parenje u visokom srodstvu, rodoslovlje i broj rasplodnih

generacija

Parenje u visokom srodstvu dopusta brzu identifikaciju

devijantnih fenotipova u misjoj koloniji.

Evidencija o rodoslovlju omogucava da se nepoZeljnom

mutacijom potencijalno afektirani i potvrdeno afektirani

visoko srodeni miSevi na vrijeme uklone iz kolonije (Figura

4).

Broj rasplodnih generacija omogucava brzu identifikaciju

potencijalne opasnosti od razvoja genetskog odstupanja u

koloniji.

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

« Rodoslovlje - BiljeZiti podatke raspodne Zenke i muZjaka
koji se koriste u svakom postupku parenja.

¢ Preporuca se uspostava i vodenje evidencije dva i vise
rodoslovlja unutar kolonije te pri tom nikad ne kriZati
raspolodne Zivotinje jednog rodoslovlja sa Zivotinjama
drugog rodoslovlja.

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

F = parenje u visokom srodstvu, brat x sestra

p = krioprezervacija

+ = razdvaja informacije o rasplodnim generacijama
Zivotinja

? = nepoznati brojevi rasplodnih generacija

Na primjer, “N6F12+F8” odnosi se na cikluse parenja

soja koji se krizao 6 puta sa ciliem prebacivanja poznate

mutacije, u visokom srodstvu pario se 12 puta a potom
se prebacio u drugi laboratorij gdje se pario u visokom
srodstvu jo$ 8 puta.

Uzimajuci u obzir da se novi podsoj kao posljedica
genetskog odstupanija javlja nakon 20 uzastopnih parenja
u visokom srodstvu, bilo bi pozeljno osvijeziti genotipsku
osnovu kolonije iz gornjeg primjera
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Figura 4: Odrzavanje kolonije poznatog rodoslovlja
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Pariti samo sestru x brata (krug x kvadrat), u paru (muZjak x Zenka) ili haremski (jedan muzjak x dvije Zenke), vodeci
evidenciju za 2 ili viSe rodoslovlja po koloniji (svjetlo plava vs. tamno plava), nikada ne mjeSajuci rasplodne Zivotinje jednog

rodoslovlja sa drugim.

Ako se nepozeljni fenotipovi (narancasto) pojave unutar kolonije jednog rodoslovlja, afektirani pojedinci se lakSe identificiraju

i uklone iz kolonije.

Neafektirane zivotinje (Rodoslovlje 1, svjetlo plavo) mogu se onda podijeliti u dva nova rodoslovlja, bez gubljenja vremena

na uspostavu nove kolonije.

Prikupljanje podataka i osiguranije kvalitete u koloniji
Osim §to treba paziti na sheme parenja u praksi, sojeve valja
redovito promatrati kako bi se uocile bilo kakve promjene u
fenotipu kolonije.

Kada se radi o pracenju dokaza genetskog odstupanja,
promjene u fenotipu mogu se pratiti kroz vidljive razlike ili
izmjerene razlike: na primjer, razlike u izgledu, u ponasanju,
raspolodnim rezultatima ili razlike u eksperimentalnim
oCitanjima.

Voditelj uzgojne nastambe i istrazivacCi su obuceni i u
poziciji da prvi identificiraju nastale fenotipske promjene, i
da, shodno tome, poduzmu mjere spre¢avanja genetskog
odstupanja.

Za neke suvremene sojeve, usporedba sa karakteristikama
genoma njihovih predaka moZze pomo i u spre¢avanju
daljnjeg genetskog odstupanja.

»Mouse Phenome Database”(hrv. baza misjih fenotipova)

je baza koja sadrZi informacije o karakteristikama sojeva i
moZze se pretraZivati koriste¢i ime soja ili fenotip a sadrzi i
sve protokole prikupljanja podataka (http://phenome.jax.org)
(Tabela 2).

Ako se unutar kolonije fenotip promijenio, genetsko
odstupanje mogudi je krivac za nastalu promjenu i kao takav
zasluzuje duznu paznju.

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

Pitanja koja pri tom treba uzesti u obzir:

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

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

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

Bez pazljivo vodenih biljezaka i referentnih podataka o

uspostavi i odrzavanju kolonije, nemoguce je utvrditi kada je

doSlo do promjene fenotipa.

Postupci osvjezavanja genetske osnove kolonije
Nakon uspostave kolonije s potomstvom dobivenim
uzastopnim visoko srodnim (engl. inbreeding) parenjem
kroz 5-10 rasplodnih generacija, miSje kolonije bi trebalo
osvjeZiti, kako bi se sprijecilo akumuliranje genetskog
odstupanija u koloniji. Metode osvjezavanja genetskog
osnova kolonije mogu ukljucivati slijede¢e postupke:

* Prebacivanje Zeljenog fenotipa na odredeni soj miseva
(engl. backcrossing)
L,aenetically Engineered Mutant Mouse (GEMM)“ (hrv.
miSevi mutanti dobiveni transgenicnom tehnologijom)
sojevi su genetski modificiranih miSeva koji se mogu
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kriZati sa odgovarajucim visokosrodenim ili hibridnim
sojem dostupnim kod renomiranih komercijalnih
uzgajivaca koji u svojoj uzgojnoj praksi primjenjuju
metode ograniCavanja pojave genetskog odstupanja.
Krizanje sa svrhom prebacivanja zeljenog fenotipa
odnosno poznate mutacije (engl. backcrossing) na
ciljani soj treba provesti koriste¢i muske i Zenske
rasplodne Zivotinje kako bi se osiguralo da se oba
spolna kromosoma osvjeze. Ako se soj (heterozigotni
ili homozigotni) kriza do statusa divljeg tipa, tada
visokosrodeni misji soj kojeg isporuci komercijalni
proizvodac kolonije miSeva u divljem tipu sluzi da

Se osvjeZi genetska osnova kolonije miSeva krajnjeg
korisnika. Kod evidentiranja rasplodne generacije, svako
krizanje ili osvjeZivanje oznaci se sa dodatnim ,N* (vidi
prijadnje poglavlje).

Nabava novih rasplodnih (roditeljskih) parova

Kolonija visokosrodenih miSeva kod krajnjeg korisnika se
moze obnoviti nabavom i uvodenjem novog rasplodnog
para miSeva direktno od komercijalnog uzgajivaca ili iz
pouzdanog repozitorija koji u uzgojnog praksi provode
mijere osiguranja genetske kvalitete Zivotinja odnosno
mijere sprecavanja genetskog odstupanja.

Obnova kolonije bioloSkim materijalima iz
kriorepozitorija

Genetsko odstupanje moZe se pouzdano sprijeciti samo
prestankom parenja Zivotnja. Krioprezervacija sperme

ili embrija misjih sojeva jedinstvenog genotipa te onih
koji se rijetko koriste u istraZivanjima pouzdana je mjera
sprecavanja genetskog odstupanja i mjera je prevencije
gubitka vrijednog soja transgenic¢nih miseva kao i mjera
smanjenja troSkova odrzavanja kolonije. Krioskladisteni
bioloski materijal sluzi da se obnovi kolonija miSeva
koja je doZivjela greske u rasplodnoj praksi, genetsko
odstupanie ili je pak izumrla zbog pojave zarazne bolesti
ili prirodne katastrofe.

Potvrda genetske osnove (genotipa) kolonije

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

 Sekvencirati genom. Sekvenciranje SNP niza
(polimorfizam jednog nukleotida) nece idenitificirati
genetsko odstupanije u koloniji. Jedini pouzdani nacin da
se utvrdi genetsko odstupanije unutar soja jest provesti
potpuni analitiCki pregled i probir genoma te njegovu
usporedbu sa referentnim t.j. ishodiSnim genomom
njihovih predaka.

Napredne metode limitranja genetskog odstupanja
Koliki je rizik da laboratorij (krajnji korisnik) koji je utvrdio
genetsko odstupanje u svojoj aktivnoj rasplodnoj koloniji
nabavkom rasplodnog para iz repozitorija uzgajivaca

u svoju rasplodnu koloniju uvede nepoZeljnu genetsku
kontaminaciju, nastalu kod uzgajivaca?

Misji repozitoriji i uzgajivaci, u pravilu, odrzavaju puno vece
kolonije u kojima rjede dolazi do genetskog odstupanja
(Figura 1A).

Dodatno, brojni repozitoriji i uzgajivaci profesionalno
primjenjuju gore spomenute strategije gospodarenja
kolonijom, kao Sto su primjena potpune nomenklature,
parenje u visokom srodstvu, krioprezervaciju ali i druge,
naprednije metode.

Da bi se procijenio stupanj genetskog dstupanja u velikim
rasplodnim populacijama JL, analticki se pregledalo visoko
srodene C57BL/6J miSeve razdvojene sa 69 rasplodnih
generacija i 19 godina neprekinutog parenja.

Izmedu ove dvije populacije, identificirano je 669
jedinstvenih SNP (polimorfizam jednog nukleotida). Od
njih, sedam je promjenilo slijed amino kiselina ili mjesto
izrezivanja RNK (ribonukleinske kiseling).

Prema procjenama i analizama, svako 10 generacija pojavi
se potentna mutacija (7 SNPs/69 rasplodnih generacija)
sposobna mijenjati funkciju proteina, pri tom ne raCunajuci
vece promijene kao Sto su delecije, inverzije, duplikacije koje
imaju Stetne fenotipske posljedice.

Ako uzmemo u obzir da u prosjeku obuka dodiplomskog ili
poslijediplomskog studenta u laboratoriju traje 5 a potom
njegova karijera voditelja in vivo studija 20 i viSe godina,
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u misjoj zajednici na kojoj je svo to vrijeme provodio
istrazivanja vrlo vjerojatno je nastupilo znacajnije genetsko
odstupanje.

JL dulji niz godina distribuira miSeve u sve zemlje svijeta i
krajnjim korisnicima garantira sojeve miSeva sa stabilnim

i reproducibilnim genomom a Sto je izazov koji od JL
uzgajivaca zahtjeva provodenije ekstremnih mjera sa svrhom
ograni¢avanja genetskog odstupanja.

JL sojevi su zaSticeni od akumuliranja genetskog odstupanja
zahvaljujuci primjeni kombinacije slijedecih praksi.

Svi sojevi koj nose ,J“ kod odrzavaju se kroz jedan i/ili oba
programa osmiSljena da ogranice i detektiraju genetsko
odstupanie a to su program genetske stabilnosti (GSP) i
program genetske kontrole kvalitete.

Sojevi oznaceni ,,J“ kodom ukljucuju sve sojeve koji su
uzgojeni i distribuirani u JL diliem SAD kao i one koji su
uzgojeni i distribuirani iz CR uzgojnih nastambi diljem
Europe i Japana.

Da bi se osigurala kontinuirana kvaliteta na svim uzgojnim
lokacijama, prakse gospodarenja kolonijama redovito
revidira i iznova odobrava JL.

To podrazumijeva i primjenu identicnih krioskladistenih
bioloskih materijala koji se redovito uvode u postojece
Zive kolonije (GSP, slijedece poglavlje) ili se koriste u svrhu
provedbe redovite obnove raspolodne kolonije. Zajedno,
ove aktivnosti efikasno preveniraju genetsko odstupanje
podsojeva.

Program genetske stabilnosti (GSP) za najcesce
koriStene visoko srodene (engl. inbred) ,,J“ sojeve
NajceSce koriSteni visoko srodeni ,J“ sojevi odrzavaju

se primjenom jedinstvenih strategija koje preveniraju
akumulaciju genetskog odstupanja unutar misje rasplodne
kolonije.

Americki ured za patentne i robne marke izdao je 2009 i

2012 JL-u patente za GSP program (https://www.jax.org/
jax-mice-and-services/ find-and-order-jax-mice/why-jax-

mice/patented-genetic-stability-program).

Strategije smanjenja genetskog odstupanja (engl. genetic drift) i pove¢anja eksperimentalne reproducibilnosti u istrazivanjima na miSevima
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Sojevi uzgojeni po principima GSP-a krioskladiSte se kao
dvostani¢ni embriji koji se iznova uvode (mikorinjiciranje
embrija u jajovod — embriotransfer) u maticnu rasplodnu
populaciju kako bi se u njoj izbjegla akumulacija genetskog
odstupanja.

Bez ovakve prakse, maticna rasplodna kolonija odrzavala bi
se iskljuCivo parenjem u visokom srodstvu, izmedu brace i
sestara.

Prije primjene patentiranih programa osiguranja kvalitete,
redovita obnova maticne raspolodne kolonije provodila se
dva do Cetiri puta godiSnje odabirom optimalnog brat-sestra
rasplodnog para za uspostavu transgeni¢nog potomstva
poznatog genetskog statusa (engl. founder colony).

Sa ovakvim pristupom, danaSnja mati¢na rasplodna kolonija
bi se genetski razlikovala od svojih predaka, zahvaljujuci
nastalom genetskom odstupaniju.

GSP praksa nalaze da se zamjena rasploda provodi pomocu
zaliha krioskladistenih embrija visokosrodenih sojeva koji svi
vuku porijeklo do ishodisne kolonije predaka.

Zaliha zamrznutih embrija se Koristi za obnovu rasplodne
kolonije svako pet (5) generacija.

Periodi¢no, obnova rasplodne kolonije uvodenjem
zamrznutih embrija (embriotransfer) smanjuje broj
raspolodnih generacija nakon kojih se provodi nova obnova
rasplodne kolonije.

Prema tome, ,J“ sojevi kojima se gospodari prem GSP
principima, zasticeni su od genetskog odstupanja bez obzira
na lokaciju uzgojne nastambe u kojoj se nalaze i bez obzira
na ,starost” to jest broj rasplodnih generacija misje kolonije
(Tabela 3).

Program kontrole genetske kvalitete

Osim primjene GSP principa u rasplodnoj praksi, ,J“ sojevi
se jos odrzavaju i po principima kontrole genetske kvalitete
(GQC) (https://www.jax.org/jax-mice-and-services/find-

program).
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Ovaj program integrira visoki stupanj odgovornosti kod
provedbe brojnih principa koji se rutinski provode i u
uzgojnim nastambama brojnih drugih krajnjin korisnika.

Profesionalno osoblje koje gospodari rasplodnom
kolonijom obuceno je da uspjesno identificira fenotipske
varijante koje se ocCituju razlikama u boji krzna, za
specificni soj netipicnoj veliCini tijela, teZini, skeletnoj
strukturi, promjenama u ponasaniju i reproduktivnim
performansama, pove¢anoj incidenciji tumorskih oboljenja
i smanjenu Zivotnog vijeka.

Svaki mi$ u kojem se utvrdio odmak od ocekivanih, za soj
specificnih karakteristika, postaje predmet dodatnih analiza
porijekla rodoslovlja i po potrebi se uklanja iz raspolodne
kolonije.

Pozeljno je zelieno rodoslovlje misjih kolonija odrzavati tako
da se njima gospodari na lokacijama koje su odvojene od
broj¢ano nadmocnih rasplodnih i distribucijskih kolonija.

Visokosrodeni sojevi se redovito analitiCki pregledaju i
probiru ciljajuci genetske anomalije ili dokaze genetske
kontaminacije koriste¢i SNP (polimorfizam jednog
nukleotida) panel analiza, kako su u publikaciji objavili
Petkov et al., 2004.

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

JL i CR posjeduju ugovor o suradnii kojim se osigurava
redovita opskrba regionalnih uzgajivaca diliem Europe,
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Japana, Koreje i Tajvana JAX™ miSevima iz Amerike kao i
istrazivaca koji provode biomedicinska istrazivanja u istim
regijama. Slijedeci stroge uzgojne protokole te protokole
kontrole kvalitete, europski i japanski CR uzgajivaci
proizvode JAX™ sojeve miSeva koji su mikrobioloskom

i genetskom kvalitetom ekvivalentni sojevima koji se
uzgajaju u JL uzgojnim nastambama diljem SAD.

Za sve dodatne informacije molim pogledati link www.
criver.com/jaxmice.

Zakljuéak

Genetsko odstupanie je neizbjezna posljedica aktivnog
rasploda misje kolonije i pojava je koja moZe negativno
utjecati na zakljucke i reproducibilnost znanstvenog
istraZivanja koje se provodi na Zivotinjama.

lako se genetsko odstupanje ne moze u cijelosti eliminirati
iz uzgoja, principi gospodarenja kolonijom miSeva mogu
se uspjeSno implementirati u individualnim uzgojnim
nastambama krajnjih korisnika kao i u velikim misjim
repozitorijima te kod komercijalnih uzgajivaca, ¢ime se
garantira genetska stabilnost proizvedenih misjih kolonija.
Reproducibilnost i znanstvena otkrica ovise 0 pazljivom
izvieStavanju potpune nomenklature koristenih misjin

sojeva kao i uzgojnih principa koji su doveli do uspostave
kolonije odredenog misjeg podsoja.
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