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8. ZIVOTOPIS



1. UvOoD

Laboratorijske zivotinje su pokusne zivotinje koje se uzgajaju u svrhu koristenja
u pokusima ili u znanstvene ili obrazovne svrhe te za rad na izoliranim organima, tkivima
1 trupovima u tu svrhu usmréenih Zivotinja 1 za proizvodnju bioloskih pripravaka, i to:
mi$ (Mus musculus), stakor (Rattus norvegicus),zamorci¢ (Cavia porcellus),zlatni hréak
(Mesocricetus auratus), kineski hr¢ak (Cricetulus griseus), mongolski skaka¢ (Meriones
unguiculatus),kuni¢ (Oryctolagus cuniculus), pas (Canis familiaris), macka (Felis catus),
sve vrste primata koji ne ukljucuju Covjeka, zaba Xenopus (laevis, tropicalis) i Rana
(temporaria, pipens) i zebrica (Danio rerio) (Zakon o zastiti zivotinja, NN107/2017).

U ovom diplomskom radu razmatraju se osnovni postulati u prehrani i drzanju
najcesce koristenih laboratorijskih Zivotinja — miseva i Stakora.

Hranidba je znanost koja proucava hranu za Zivotinje te njihove hranidbene
potrebe, proizvodnost i zdravlje. Kod svih zivotinja hranidba je najznacajniji vanjski
¢imbenik u uspjesnom uzgoju (Masek i Brozi¢, 2019.).

Uskladivanje standardizacije istrazivanja (ponovljivosti rezultata i smanjenje
varijabilnosti) s dobrobiti (nacin na koji se Zivotinja nosi s okolis§em) najc¢eséi je problem
hranidbe kod pokusnih zivotinja. Tijekom istrazivanja glodavce se naj¢e$¢e hrani bez
ogranicenja, iz prakti¢nih razloga, no postoji veliki broj istrazivanja o Stetnom ucinku
takvog nacina hranjenja (npr. debljanje, bolesti srca, pove¢ana pojavnost tumora). S
obzirom da takav nacin hranjenja nema nikakve sli¢nosti s hranjenjem u prirodnim
uvjetima, pitanje je je li bas u skladu s dobrobiti. Medutim, zivot glodavaca u prirodi isto
tako nije potpuno u skladu s dobrobiti budu¢i da Zivotinje ne mogu uvijek zadovoljiti
svoje prehrambene potrebe hranom dostatnom u koli¢ini 1 kvaliteti, te da su izloZene
predatorima (Masek i Brozi¢, 2019.).

Laboratorijske Zivotinje nemaju moguénost izmaknuti nepovoljnim uvjetima
smjestaja i drzanja, na primjer, kako bi pronasle hranu i vodu ili povoljnije mjesto za
razmnozavanje. Sve njihove fizioloske i1 etoloske potrebe moraju biti zadovoljene u
laboratoriju, odnosno, primarnom smjestajnom objektu (kavez). Te potrebe moraju biti
zadovoljene ili ¢e ugroziti zdravlje Zivotinje (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.).
Nuzno je primjenjivati nacelo pet sloboda koji izmedu ostalih S§titi i dobrobit

laboratorijskih zivotinja. Sloboda od gladi i Zedi podrazumijeva da zivotinji mora biti



dostupna optimalna prehrana kako bi osigurale rast, reprodukciju i dugovje¢nost. Sloboda
od neudobnosti znaci da zivotinja mora imati prikladno skloniste i okolisnu temperaturu
te udobno mjesto za odmaranje. Sloboda od boli, ozljeda i bolesti podrazumijeva
spreCavanje pojave te pravodobnu dijagnostiku i lije¢enje bolesti i ozljeda. Sloboda od
straha, stresa i tjeskobe znaci da uvjeti zivota ne smiju uzrokovati mentalnu patnju. | na
kraju, sloboda o¢itovanja ponasanja svojstvenog vrsti znac¢i da zivotinji mora biti osiguran
prostor koji dopusta normalno kretanje bez prenapucenosti te drustveni kontakt (Elicher,
2019.).

Smjestaj zivotinje u kvalitetnim uvjetima rezultirat ¢e vjerodostojnijim
rezultatima u raznim istrazivanjima i testiranjima. U toksikologiji, staro uvjerenje da je
najbolji nacin da rezultati budu standardizirani drzati zivotinje u oskudnim uvjetima vise
je puta osporavan u znanstvenoj literaturi radi toga $to stres i anksioznost nastali zbog
neprikladnog smjestaja utjeCu na zivotinje pa tako i na rezultate i to na nepredvidive
nacine (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.).

Nadalje, Russel i Brunch su 1959. godine u svojoj knjizi ,,Nac¢ela humanih
pokusnih tehnika‘“ postavili temelje znanstvene discipline koja treba poboljsati postupke
u radu s laboratorijskim Zivotinjama te pridonijeti kvaliteti istrazivanja u kojima se te
zivotinje Koriste. Pravila kojima bi se mogli isklju¢iti neCovje¢ni postupci prema
Zivotinjama u pokusu rezultirala je stvaranjem 3R nacela: Raplacement (zamjena),
Reduction (smanjenje) i Refinement (poboljsanje) (Bubi¢ Spoljar i sur., 2019.).

Zamjena podrazumijeva koristenje modela koji ,,ne osjecaju” u znanstvenim
istrazivanjima umjesto zivih kraljeznjaka koji su sposobni ,,0sjecati*“. Smanjenje implicira
na redukciju broja Zivotinja u pokusu, do broja koji je neophodan za postizanje preciznih
rezultata. Poboljsanje obuhvaca smanjenje pojavljivanja necovje¢nih postupaka nad
onim zivotinjama Koje ¢e se, nakon primjene prva dva nacela, ipak koristiti. (Bubié
Spoljar i sur., 2019.).

3R nacela razvijala su se tijekom proteklih pedeset godina te su osigurala okvir za
humano izvodenje pokusnih postupaka nad zivotinjama. Postupno su postala dijelom
nacionalnih zakonodavstava koja se odnose na koristenje pokusnih zivotinja u
znanstvenim organizacijama ili organizacijama koje nov¢ano podupiru istrazivanja na
zivotinjama (Bubi¢ Spoljar i sur., 2019.). Kako bi se u¢inkovito nadziralo koristenje
zivotinja u pokusima s ciljem osiguravanja njihove dobrobiti, do danas su objavljene
brojne upute i zacrtavani okviri za postupanje, a vec¢ina ih se oslanjala upravo na 3R

pravilo (Bubi¢ Spoljar i sur., 2019.).



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIJIH ISTRAZIVANJA

2. 1. Specifi¢nosti probavnog sustava, probave i prehrane glodavaca

Glodavci (Rodentia) su karakteristi¢ni po svojoj strukturi zubiju. Imaju 16 ili 20
zubi te se u svakoj polovici ¢eljusti nalazi po jedan sjekuti¢ (Dens incisivus) koji se naziva
zubom glodavcem. Iza sjekutica se nalazi prazan prostor — Diastema. Donji sjekutici
najcesce su duzi od gornjih, a o¢njaci nisu razvijeni. Uglavnom imaju samo trajne zube,
od rodenja. Iznimka su vrste iz nadporodice Cavioidea koje imaju i mlije¢ne zube, ali ih
trajni zubi zamjenjuju jo$ prije rodenja. Zubi glodavaca nemaju korijen ve¢ tijekom

cijelog zivota rastu iz zubne Supljine (Sprott, 2018.).

Slika 1. Tipi¢no zubalo glodavaca (Izvor: https://www.wikiwand.com/sh/Glodavci)
Glodavci imaju jednostavan zeludac, sa Zljezdanim i nezljezdanim dijelom te ne

mogu povracati. Nabor na miSi¢nom tkivu u ezofagogastricnom spoju tvori fizicku
barijeru za koju glodavci nemaju dovoljnu jaku jednjacku muskulaturu da bi je mogli
nadvladati. Takoder, imaju manjak sposobnosti da koordiniraju razli¢ite misi¢e potrebne
za povracanje. Glodavci, kao i ostali biljozderi imaju mikrobnu fermentacijsku komoru
potrebnu za probavu celuloze iz biljaka (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.). Strategija
glodavaca, suprotno prezivacima, je omoguciti $to brzi prolaz hrane kroz probavni sustav
kako bi se potaknuo koli¢inom znacajniji i ¢e$¢i unos (Bjornhag, 1987.). Vecina
glodavaca je koprofag odn. jede vlastiti feces pri ¢emu vitamini i aminokiseline koje je
sintetizirala mikroflora, a nisu se apsorbirali u probavnom sustavu tako postaju dostupni.
(Yarto-Jaramillo, 2015.).



Glodavci su se prilagodili hranidbi razli¢itih namirnica; sjemenki, zrnja, korijenja,
lis¢a i voca, beskraljeznjaka te ¢ak 1 malih riba (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.). U
laboratoriju su najc¢esce hranjeni ad libitum prehranom baziranom na peletima Zitarica, a
iz hranilica koje su smjeStene na povisenom kako bi se izbjegla kontaminacija izmetom.
Hranilice bi se trebale Cistiti na tjednoj bazi, no ucestalost ¢iS¢enja ovisi o mnogo faktora
kao S$to su sustav drzanja, gustoca jedinki te prisustvo tek okocene mladuncadi.

Voda je glodavcima osim za hidrataciju potrebna i kao lubrikant hrane. Kod
miSeva, ukoliko dode do insuficijencije tekucine javljaju se poteskoce s hranjenjem. Voda
moze biti omoguéena u automatiziranim pojilicama ili bocama. Ona u bocama se
kontaminira slinom i fecesom te je potrebno ucestalo ¢is¢enje. Automatizirani sustavi
osiguravaju da Zivotinje uvijek imaju dostupnu dovoljnu koli¢inu vode. Kada su bolesni,

misevi ¢e piti jako malo vode i brzo ¢e dehidrirati (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.).
2.1. 1. MiSevi

Za odrzavanje bazalnog metabolizma miSeva, dnevno je potrebno oko 160 kcal za
jedinke koje nemaju geneticke ili stresom izazvane abnormalnosti. Hrana moze biti u
peletima, u prahu ili u gelu. Prehrana za odrzavanje obi¢no sadrzi 4 do 5% masti, 12 do
14% proteina, a za rast i reprodukciju 7 do 11% masti i 12 do 14% proteina (Cheetham i
sur., 2009.). Dnevno je potrebno priblizno 5 do 8 ml vode i 4 do 8 g suhe mase po jedinki
(Hedrich i sur., 2004.). Medutim, na unos hrane i vode utje¢e temperatura okolisa pa tako
poveéanje temperature na 29 do 33°C znacajno smanjuje konzumaciju (Overton i
Williams, 2004.). S druge strane, prekomjerna konzumacija moze dovesti do pretilosti te
povecéane pojavnosti tumora (Fawcett, 2012.). Poslastice, koje se koriste za obogacivanje
okolisa ili radi motivacije Zivotinje, takoder treba uzeti u obzir kod procjene ukupne
prehrane (Rownland, 2007.).

Osim okolisne temperature, konzumacija hrane i vode su pod utjecajem
drustvenog okruzenja, ciklusa svjetlosti i mraka te polozaja kaveza na polici. Fiziologija
organizma takoder moze imati veliki utjecaj. Naime, jedinke u laktaciji ili tijekom
graviditeta konzumiraju povecanu koli¢inu hrane (Rownland, 2007.). Takoder, miSevi
mogu i odbiti novu vrstu hrane kada im se ponudi prvi put (File, 2001.).

Jedinke lociraju hranu njuskanjem. Hranu obi¢no uzimaju u usta, pomaknu se na

zeljeno mjesto te manipuliraju hranom prednjim $apama (Fawcett, 2012).
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Kao i svi glodavci i miSevi imaju snaznu potrebnu za glodanjem. Takvo ponasanje
nije ograni¢eno na hranu te se moze 0odnositi i na predmete do kojih mogu doéi kroz
reSetke kaveza §to moze rezultirati oSte¢enjem sjekutica ili drugim materijalnim Stetama

(Pujo, 2021.; Bradley Bay, 2006.).

Slika 2. Sklonost miseva glodanju stranih predmeta (Izvor:
https://bestlifeonline.com/mice-electrical-fires/)

2. 1. 2. Stakori

Stakori se mogu u cijelosti hraniti ad libitum peletima koji sadrze 20 do 27%
proteina i 5% masti, dok veca koli¢ina proteina moze smanjiti reproduktivnu u¢inkovitost
(Koolhaas, 2010.). Stakori su oprezni pri hranjenju te ée odbiti konzumirati hranu koja
im je nepoznata. Davanje samih namirnica unutar kaveza, a ne u fiksiranim dozatorima,
moze potaknuti konzumaciju i omoguciti Stakorima zauzimanje normalnog poloZaja za
hranjenje (Animal Research Review, 2007.). Hrane se nocu (Siegel 1961.) te, kao i
misSevi, hranu prvo uzimaju u usta, a potom pronalaze mjesto za hranjenje (Lawlor,
2002.). Potrebno im je 5 do 10 g hrane na 100 g tjelesne mase dnevno. Mladi i odrasli za
odrzavanje bazalnog metabolizma pojedu 15 g dnevno, Zenke u graviditetu 15 do 20 g
dnevno te 40 do 30 g hrane u laktaciji. Kod starijih jedinki povoljne u¢inke moze imati
smanjivanje hrane na 80% od unosa pri ad libitum hranjenju. To moze produljiti njihov

zivotni vijek i smanjiti moguc¢nost nastanka neoplazija (Koolhaas, 2010.). Hrana i voda
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ne smiju biti kontaminirani te je, ukoliko je moguée, potrebno mijenjati vrstu hrane
(Newberne, 1975.).

2. 1. 3. Utjecaj fitoestrogena na rezultate istrazivanja

Studije su pokazale da se fitoestrogeni daidzein i genistein nalaze u hrani
glodavaca u dovoljnoj koli¢ini da uzrokuju promjene in vivo na krajnje djelovanje
hormona i uzrokuju promjene rezultata studija koje su istrazivale estrogenu,
reproduktivnu ili karcinogenu aktivnost razli¢itih komponenti (Boettger-Tong i sur,
1998.).

Vecina studija koja je ukljucivala fitoestrogene otkrila je njihovo dobro djelovanje
na zdravlje ljudi. No manje je pozornosti bilo posveéeno ucincima prehrane
fitoestrogenima na kancerogeno djelovanje na laboratorijske Zivotinje. Studije na
Zivotinjama kasnije su pokazale da konzumacijom soje dolazi do smanjene incidencije
razvoja tumora. Ti ucinci fitoestrogena mogli bi biti povezani sa sposobnos$cu
fitoestrogena da se ponasaju kao anti-estrogeni. Mehanizam djelovanja nije potpuno
razjaSnjen, ali se vjeruje da ukljucuje hormonalnu i nehormonalnu aktivnost izoflavona
(Thigpen i sur., 1999.).

Hranjenje miSeva S prehranom koja sadrzi 30% soje Stiti jetru od razvoja
karcinoma induciranog prekursorima nitrozamina, dibutilaminom i nitritom
(Fitzsimmons i sur. 1989.). Stakori koji su konzumirali prehranu baziranu na soji razvili
su 40% manje tumora mlijecne Zlijezde nakon aplikacije kancerogena u odnosu na Stakore
koji nisu hranjeni sojom (Barnes i sur., 1990.). Takoder, tek okoceni $takori kojima je
apliciran genistein, a zatim kada su sazreli i dimetilbenz-antracen kako bi inducirao
kancerogenezu mlije¢ne Zlijezde, imali su znacajno smanjenu latenciju razvoja tumora
kao i smanjenu pojavnost istih (Lamartiniere, 1995.).

Kod Lobund Wistar $takora hranjenih visokom razinom izoflavona uocena je
manja pojavnost induciranog raka prostate u odnosu na Stakore hranjene istom hranom s
manjom koli¢inom izoflavona (Pollard i Luckert, 1997.).

Fitoestrogeni se mogu ponasati i kao antioksidansi. Hepatokarcinogeneza je u
zenki Stakora inducirana primjenom dietlinitrozamina i fenobarbitala. Konzumacijom
izoflavona iz soje normalizirala se aktivnost jetrene glutation-peroksidaze —

antioksidantnog enzima potisnutog fenobarbitalom (Lee i sur., 1995.).
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Nedavno je otkriveno da je prehrana glodavca koja sadrzi visoke kolicine
diadzeina (14 mg/kg) i geinsteina (210 mg/kg) dovela do gotovo maksimalnog
uterotropnog odgovora i1 ovariektomirala 30 dana stare Sprague Dawley Stakore te
utjecala na njihovu normalnu reakciju pri primjeni estradiola. Poznato je da se
fitoestrogeni, u malim ili velikim koli¢inama, mogu kompetitivno vezati za receptore
estrogena u uterusu, stoga imaju potencijal zna¢ajno utjecati na rezultate istrazivanja koja

ukljucuju primjenu egzogenih estrogena (Setchell and Adlercreutu, 1988.).
2. 1. 4. Utjecaj nacina hranjenja na rezultate istrazivanja

2. 1. 4. 1. Hranjenje u prirodnom okolisu

Zivi su organizmi u prirodi neprestance pod utjecajem vanjskih podraZaja kod
kojih mnogi imaju pravilne ili ritmic¢ke uzorke, to su npr. mjeseeve mijene, no¢ i dan,
godisnja doba te godis$nji obrasci svjetlosti, temperature, dostupnost hrane i tako dalje. S
obzirom da su takve promjene u prirodi obi¢no predvidljive, Zivotinje im se mogu
fizioloski prilagoditi. Sposobnost predvidanja nekih prirodnih dogadaja od velike je
vaznosti za prezivljavanje stoga moze biti povezana s Cinjenicom da sposobnost
predvidanja i kontrole ¢esto ima u¢inak na smanjenja stresa kod Zivotinja (Moraal i sur.,

2012.).

Slika 3. Hranjenje misa u prirodi
(Izvor: https://www.homestratosphere.com/types-of-mice/)
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2. 1. 4. 2. Hranjenje u obrocima

Premda se rasporedi hranjenja koriste za povecanje standardizacije pokusa,
uglavnom su priliéno neprirodni. Takvi rasporedi ometaju prirodne ritmove pijenja,
hranjenja i spavanja (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.).

Poremecaji se pojavljuju i u ritmovima fizioloskih procesa, a koji su povezani s
hranom. OC¢iti primjer je povecanje koncentracije glukoze te aktivnosti metabolizma za
vrijeme i poslije jela. U¢inci su veéi $to je pojedena koli¢ina hrane tijekom obroka veca

(Hart i sur., 1995.).
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Graf 1.Koncentracija glukoze u krvi (A, C) i inzulina u plazmi (B, D) poslije
kontroliranog obroka i obroka s visokim udjelom masti (Izvor:
https://www.pnas.org/content/96/26/14843)

Takoder, gotovo svaka probavna ili metaboli¢ka varijabla mijenja se ukoliko
zivotinja oc¢ekuje obrok. Ovakve promjene nazivaju se cefalicnim odgovorima jer su
mnoge od njih pokrenute signalima iz mozga. Ipak, kada se Sest jednakih obroka s
jednakim intervalima rasporedi tijekom dnevnog ciklusa, ovakvi odgovori se ne javljaju
(Strubbe i Woods, 2004.). No tamo gdje istrazivanje zahtijeva raspored hranjenja od
jednog ili dva obroka dnevno, cefali¢ni odgovori ucestala su pojava. Svakako je pozeljnije

hraniti Zivotinje ¢eS¢e u manjim obrocima jer Stakori obi¢no pojedu osam do deset obroka
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dnevno. Dobrobit zivotinja svakako je narusena prisilnim umjetnim rasporedom hranjenja
(Strubbe, 1992.).

2. 1. 4. 3. Hranjenje ad libitum i dugorocna restriktivna hranidba

Glodavci se hrane ad libitum u veéini eksperimentalnih studija. Ono moze biti
privlacno iz prakti¢nih razloga — jer ne postoji poseban sustav hranjenja niti je potrebno
previse brige o hrani. Medutim, na temelju rezultata toksikoloskih studija, takav je nacin
hranjenja upitan ako uzmemo u obzir i znanstveni aspekt i dobrobit Zivotinje. Dugoro¢no
ad libitum hranjenje ima negativne posljedice na zdravlje u odnosu na restriktivno
hranjenje (75% unosa ad libitum). To ukljucuje kraéi zivotni vijek, vece stope pretilosti,
razvoj degenerativnih bolesti bubrega i srca te pojavu tumora u mladoj dobi (Hart i
Turturro, 1997.). Potvrdeno je da Zzivotinje postaju izdrzljivije kada je unos hrane
ograni¢en, odnosno, bolje se nose sa stresorima tijekom pokusa i postupcima povezanima
s pokusom (Keenan i sur., 1999.).

U vedini slucajeva, prekomjerna tezina ne smatra se zdravstvenim problemom jer
laboratorijske Zivotinje ne doZive dob u kojoj se tegobe pojavljuju. Ipak, za istrazivanja
fiziologije starenja i bubrega postoje jasni razlozi za koriStenje restriktivne prehrane
umjesto ad libitum hranjenja (Keenan i sur., 1999.).

Keenan i sur. (1999) su pokazali da je ad libitum hranjenje najmanje kontrolirani
¢imbenik koji utje¢e na pokus U laboratorijskim istrazivanjima. Znatna odstupanja u
rezultatima pokusa na glodavcima pri ad libitum hranjenju uoc¢ena su u razdoblju od 1980.
do 1990., u nekim toksikoloskim pokusima (Keenan i sur., 1999.). Uzrok tome mogao bi
biti kontinuirani odabir brZe rastu¢ih nesrodnih jedinki jer se brz rast ¢esto smatrao
pokazateljem dobrog zdravlja i izdrzljivosti koji vode k boljoj reprodukciji. No brzi bi se
rast zapravo mogao povezati s kra¢im zivotnim vijekom. Kod ad libitum hranjenja,
tjelesna masnoc¢a moze biti vec¢a od 25%. Kod ograni¢avanja unosa hrane na 85% ad
libitum unosa, masnoca ¢e biti manja od 10% Sto je ekvivalentno postotku masti kod
Zivotinja u prirodi (Moraal i sur., 2012.).

Pri ad libitum hranjenju Zivotinje mogu proizvoljno birati koli¢inu hrane koju ¢e
konzumirati. No po definiciji, kod istrazivanja gdje su zivotinje hranjene fiksno
odredenom koli¢inom hrane standardizacija eksperimenta automatski se poboljsSava.
Prilikom testiranja kloral hidrata u S$takorima ad libitum, odnosno hranidbeno
ogranicenim uvjetima, utvrdeno je da do znacajne razlike u aktivnosti jetrenog enzima

laurinske kiseline izmedu kontrolne i testne skupine dolazi pri dozi od 100 mg/kg. U
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skupini sa slobodnim uvjetima bilo je potrebno 86, a u hranidbeno ogranic¢enoj skupini
samo 7 Zivotinja za dokazivanje statisticki znacajne razlike. (Leakey i sur., 2003.).

To pokazuje da je smanjenje broja koristenih Zivotinja bilo moguce za 92% jer je
uc¢inak kloral hidrata mnogo znacajniji u hranidbeno ograni¢enim (u usporedbi s ad
libitum) uvjetima (Hart i sur. 1995.). Medutim, osim broja jedinki razmotriti se trebaju i
problemi dobrobiti kod restriktivnog hranjenja. Dugotrajno ogranicenje hrane moze
izazvati osjecaj gladi. To moze biti snazan stresor koji dovodi do abnormalnog ponaSanja

kao $to su stereotipije ¢ime je naruSena sama dobrobit Zivotinje (Dixon i sur., 2003.).
2. 1. 4. 4. Kratkorocno uskracéivanje hrane

Kratkoro¢no uskrac¢ivanje hrane kao $to je noéni post, ¢esto se Kkoristi u
istrazivanjima. Primjerice, takav post moze biti neophodan kada uzorci krvi trebaju biti
slobodni od masti za odredene analize. Ovakvi kratki periodi restrikcije hrane su potrebni
za odredene pokuse te mogu poboljsati standardizaciju i ponovljivost eksperimenata.
Medutim, uskraéivanje hrane u periodu od 24 sata u odnosu na ad libitum prehranu u
razli¢itih Zivotinja rezultira razli¢itim metaboli¢kim odgovorom zivotinje (Strubbe i sur.,
1986.). Nakon $to je Stakorima hrana oduzimana 24 sata ili dulje koriStene su sve zalihe
glikogena. Uskracivanje hrane Stakorima u razdoblju od 12 sati dovodi do pomaka od

metabolizma ugljikohidrata u metabolizam masti (Strubbe i sur., 1986.).
2. 1. 4.5. Prisilno hranjenje

U farmaceutskim 1 nutricionisti¢kim istrazivanjima, zivotinja je hranu loSeg okusa
spremna odbiti. U takvim se slu¢ajevima koristi prisilno hranjenje. Prisilno se hranjenje
moze koristiti kod primjene radioaktivnih izotopa ili imunosupresiva gdje je potrebno
precizno doziranje jer tvari Stetne za zdravlje ne smiju zavrsiti u okolisu. Medutim,
aplikacija obroka izravno u Zeludac u usporedbi s dobrovoljnom konzumacijom sli¢nog
obroka moze utjecati na rezultate pokusa (Vachon i sur., 1988.). U ovom istrazivanju
Vachona 1 sur., dobrovoljna konzumacija hrane dala je rezultate sli¢nije onima iz
istrazivanja provedenih na ljudima. Nedostatak Zelu¢ane sonde je $to zaobilazi sve
orofaringealne procese, ukljucujudi fizicke ucinke zZvakanja i dodavanja enzima sline koji
pokre¢u probavu. Prisilno hranjenje takoder moze uzrokovati stres kod Zivotinja §to
rezultira suzbijanjem gastrointestinalne aktivnosti. Medutim, ponavljanjem procesa

Zivotinje se mogu naviknuti na postupak, a nagradivanjem ublaziti negativni ucinci

16



prisilnog hranjenja te koristenje zeluCane cijevi postupno postaje manje stresno (Vachon
i sur., 1988.).

Slika 4. Hranjenje pokusne zivotinje sondom
(Izvor: https://oacu.oir.nih.gov/system/files/media/file/2021-
02/rodentadministration.pdf)

2. 2. Drzanje glodavaca

Glodavci se najceSce drze u ogradenim jedinicama s nadziranim zdravstvenim
statusom. Kavezi su najcesce plasti¢ni, oblika Kutije za cipele. Trebaju imati ¢vrsto dno,
obogacen okoli§, mjesto za kocenje i spavanje te skroviste. Vecina jedinki je drustvena i
mogu biti drzane u grupama kompatibilnih Zivotinja, no odrasli muzjaci miSeva mogu
pokazivati agresiju te su ponekad smjesteni pojedinaéno. Zenke svih vrsta ée braniti svoju
mladuncad i najbolje ju je odvojiti za vrijeme kocenja (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog,
2002.).

Prema Direktivi 2010/63/EU Europskog parlamenta, glodavce treba drzati na
temperaturi izmedu 20 i 24°C. Vlaznost zraka treba biti izmedu 45 i 65%, a preporu¢ena
duljina svjetlosnog dana je 12 sati. Osvijetljenost treba ograniciti 350 na 400 luksa osim
za albino Zivotinje. Intenzitet osvijeljenosti za albino glodavce kre¢e se oko 60 luksa.
Osvijetljenje prejakog intenziteta moze uzrokovati oStecenje retine. S obzirom da glodavci
mogu ¢uti ultrazvuk (divlji mi§ moze ¢uti do 92 kHz), treba nadzirati i smanjiti emitiranje
visokih frekvencija u objektima: Naime, proizvodi ih razli¢ita oprema i brojne

svakodnevne (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.).
2.2. 1. MiSevi

Prostor za zivot miSeva mora biti dovoljno velik da moze zadovoljiti sve njihove

fizioloske i etoloske potrebe ukljucujuci potrebu za hranom i vodom, igranjem, trazenjem
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hrane, istrazivanjem, glodanjem, skrivanjem, kocenjem, razli¢itim drustvenim
aktivnostima, mokrenjem i defeciranjem (Fawcett, 2012.). Na primjer, miSevi se radije
kote dalje od prostora u kojima uriniraju 1 defeciraju. Medutim, uobicajeno drzanje
laboratorijskih miSeva u kavezima ne omogu¢ava miSevima da prostorno odvoje svoje
dnevne aktivnosti ¢ime Se negativno utjece na njihovu dobrobit (Makowska i sur., 2019.).

Za povecanje kompleksnosti kaveza mogu se koristiti razdjelnici. KoriStenje
horizontalnih i vertikalnih pregrada moze povecati zivotni prostor, oponasati prirodni
okolis$, utjecati na povecanje aktivnosti zZivotinje te prividno smanjiti gustocu jedinki u
kavezu. Takoder, takve pregrade smanjuju stres i osjetljivost miSeva (Chamove, 1989.).

Sto se ti¢e fizi¢kih kretnji, miSevi se moraju mo¢i slobodno okretati bez izvijanja
glave 1 tijela, hodati barem nekoliko koraka, stajati na straznjim nogama 1 istezati se.
Takoder, trebaju imati mjesto za skloniti se i odmoriti. Medutim, to ne znaci da je veci
kavez nuzno i bolji. MiSevi su skloni tigmotaksiji te na povecanje prostora ne reagiraju
kao ostale vrste (Fawcett, 2012.). Sami kavezi moraju biti izradeni od materijala koji ne
upijaju i nisu toksi¢ni te ih se moze Cistiti (autoklavirati) (Animal Research Review,
2007.). O materijalu od kojeg je izraden kavez mogu ovisiti i mikroklimatski uvjeti unutar
njega jer taj materijal moze utjecati na prodor svjetlosti i topline.

Misevi imaju jaku potrebu za kopanjem jazbina te ta potreba postoji ¢ak i u
prisutnosti ve¢ prethodno izgradenog sustava jazbina ili skrovista te ¢e mladi miSevi
radije spavati u samoj stelji nego u prethodno izgradenim skrovistima (Sherwin i sur.,

2004.).

Slika 5. Sklonost miseva kopanju jazbina
(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Mouse-exhibiting-burrowing-behaviour-
moving-forwards-in-the-cage-with-his-nose-immersed_fig4 259651878)
Uvjeti drzanja i uzgoja mogu imati veliki utjecaj na laboratorijske miseve tijekom

njihovog zivota. Fizi¢ki okolis$ i drustvena okolina miSeva ima znacajan utjecaj na njihovu
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dobrobit pa tako i na kvalitetu istrazivanja u kojima ih se koristi kao pokusne modele.

Uvjeti koji nisu u skladu sa standardima mogu dovesti do abnormalnih ponaSanja kao $to

su povecana agresivnost i stereotipije (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.).

Tablica 1. Propisane veli¢ine kaveza za miSeve prema Direktivi 2010/63/EU Europskog

parlamenta

(Izvor: https://eur-lex.europa.eu/legal
content/HR/TXT/PDF/?uri=CELEX:32010L0063&from=en)

1500 cm®

Tjelesna Najmanja veliina kaveza Podna povriina po Najmanja Datum iz
teZina 2 Zivotinji visina clanka 33.
(e’ kaveza stavka 2
@ (cm?) 2.
(cm)
U zalihama i tijekom do 20 330 60 12 1. sijecnja
postupaka 2017.
od 20 do 25 330 70 12
od 25 do 30 330 20 12
iznad 30 330 100 12
Uzgoj 330 12
Za monogamni par
(nesrodstveno
parenje/srodstveno parenje)
ili trio (srodstveno parenje).
Za svaku dodatnu Zenku s
leglom potrebno je dodati
180 cm?.
U zalihama kod do 20 950 40 12
uzgajivaca (1)
Velicina kaveza
950 cm®
Velicina kaveza do 20 1500 30 12

Na miSeve utjece 1 boja kaveza koja moZe povecati razinu anksioznosti i potaknuti

ih na bijeg iz kaveza. MisSevi su skloniji neprozirnim kavezima i u njima je uzgoj

uspjesniji, medutim, unato¢ toj spoznaji uglavnom se uzgajaju u prozirnim plasticnim

kavezima (Sherwin i Glen, 2003.).

Misevi su zivotinje koje imaju veliku povrsinu tijela u odnosu na njegov volumen.

Zbog toga u okolis brzo otpustaju tjelesnu toplinu i pokazuju osjetljivost na temperaturne

promjene (Ritskes-Hoitinga & Chwalibog, 2002.). Takoder su osjetljivi i na dehidraciju.

U divljini se, na primjer, zakopavaju u jazbinu kako bi se ohladili, stoga je odrzavanje
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pravilnih okoli$nih uvjeta i pruzanje uvjeta u kojima zivotinja moze upravljati svojim

mikrookolisem od velike vaznosti (Ritskes-Hoitinga & Chwalibog, 2002.).

2. 2. 2. Stakori

Cilj dobre skrbi i1 drzanja zivotinja treba biti oCuvanje zdravlja Zivotinja te
zadovoljavanje njihovih fizioloskih i etoloskih potreba. Moguénost upravljanja okolisnim
¢imbenicima kao $to su okoliSna temperatura, relativna vlaznost zraka i osvjetljenje u
tome ima znacajnu ulogu (Animal Research Review, 2007.). Na primjer, niska vlaZnost
zraka u Stakora moze uzrokovati takozvani ,, ringtail “ — kruznu leziju na repu koja moze
dovesti do nekroze i otpadanja repa, shodno tome vlaznost zraka ne smije biti niza ili
odrzavana na 40% (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.).

Slika 6. Ringatil kod Stakora
(Izvor: https://www.humane-endpoints.info/en/rat/physical-factors)

Stakorima odgovaraju pravokutni kavezi (Animal Research Review, 2007.).
Jedinke pokazuju znakove stresa i neudobnosti kada su smjestene u kaveze sa ziCanim
podom i okoliSem siroma$nom na podrazajima. Stoga bi se, osim ako za suprotno ne
postoji snazno znanstveno opravdanje, uvijek trebali drzati u nastambi sa ¢vrstim podom

(Van De Weerd i ostali, 1996.).
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Stelja ne bi trebala biti prasnjava, sadrzavati patogene mikroorganizme, parazite ili
kemijske zagadivace. Osim toga, pozeljno je da bude jeftina, lako dostupna i jednostavna
za bratanje. Takoder, pokazalo se da Stakori preferiraju stelju vecih Cestica (drvne
strugotine) u odnosu na piljevinu. Treba je biti u dovoljnoj koli¢ini da pokrije cijeli pod.
Dubina ovisi o koriStenom materijalu, broju Stakora u kaveza i ucestalosti ¢iS¢enja, no ne

bi trebala biti pli¢a od 2 cm (Animal Research Review, 2007.).

Tablica 2. Propisane veli¢ine kaveza za Stakore prema Direktivi 2010/63/EU Europskog
parlamenta (lzvor: https://eur-lex.europa.eu/legal
content/HR/TXT/PDF/?uri=CELEX:32010L0063&from=en)

Tjelesna Najmanja Podna povriina po Najmanja Datum iz

teZina velifina kaveza Zivotinji visina ¢lanka 33.

(@ (cmlj (cm!] kaveza stavka 2.

(cm)
U zalihama i tijekom do 200 800 200 18 1. sijetnja
postupaka (%) 2017.

od 200 do 300 800 250 18
od 300 do 400 800 350 18
od 400 do 600 800 450 18
iznad 600 1300 600 18
Uzgoj 800 18

Majka i leglo. Za
svaku dodatnu
odraslu Zivotinju
stalno nastanjenu v
kavezu potrebno je
dodati 400 em”.

- . - 10 50 PR -

U zalihama kod uzgajivaéa (°) Go ol Louo 100 18
Velitina kaveza 1 500 cm’

od 50 do 100 1500 125 18

od 100 do 150 13500 150 18

od 150 do 200 13500 175 18

. . ce w A 100 7 500 0

U zalihama kod uzgajivaéa (°) do 100 2200 100 18
Veli¢ina kaveza 2 500 cm?

od 100 do 150 2500 125 18

od 150 do 200 2500 150 18

Unato¢ propisanim veli¢inama, konvencionalni kavezi mogu dovesti do
ukocCenosti 1 stresa jer ne pruzaju Stakorima dovoljno mjesta za izvodenje normalnog
ponasanja kao $to su istezanje ili uspravno stajanje. Iz tog se razloga preporucuju

nastambe visih stijenki (Makowska i Weary, 2016.).
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2. 2. 3. Utjecaj poremecenog cirkadijalnog ritma u glodavaca na rezultate istrazivanja

2. 2. 3. 1. Utjecaj poremecaja cirkadijalnog ritma na ponasanje glodavaca

Kada Zivotinje Zive u okoliSu gdje su izlozene predvidljivom svjetlosnom ciklusu
svakih 24 sata, njihov obrazac ponasanja se sinkronizira s tim ciklusom (Moraal i sur.,
2012.). Stoga, kada su svjetlost ili tama konstantno prisutni, zivotinje vise nisu u
moguénosti sinkronizirati se s prirodom. Rezultat toga su promjene u obrascima
ponasanja, ukljucujuci obrazac hranjenja kojim upravlja, sada ne uvjezban, endogeni
oscilator. On djeluje kao ,, free running* ritam - sli¢no, ali ne identi¢éno onomu kao pri
rotaciji Zemlje. ,, Free running‘ ritam ovisi o jedinki i genetski je odreden, stoga u
odsutnosti izmjene svjetlosti i tame, ritmovi Zivotinja ¢e biti u drugacijim fazama §to

moze znatno utjecati na varijabilnost istrazivanja (Moraal i sur., 2012.).
2. 2. 3. 2. Ujecaj poremecaja u cirkadijalnom ritmu na fiziolosSke procese u organizmu

Poremeceni cirkadijalni ritam snazno utjece na fizioloSke procese u organizmu
kroz tri kljuéna mehanizma: promjenu ekspresije oscilirajuéeg gena zaduZenog za
prepoznavanje cirkadijalnog ritma, supresiju izlué¢ivanja hormona melatonina i
stimulaciju simpatikusa. Izlaganjem laboratorijskih glodavaca svjetlosti u trajanju od
samo 15 minuta za vrijeme faze mraka moze se povecati bazalna ekspresija gena za
prepoznavanje cirkadijalnog ritma i time intenzivirati dnevnu aktivnost Zzivotinja
(Shigeyoshi i sur., 1997.).
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Graf 2. Aktivnost glodavaca na kotacu za tréanje prema cirkadijalnom 1 ,,free running
ritmu‘ (Izvor: https://www.jove.com/t/50186/recording-analysis-circadian-rhythms-
running-wheel-activity)

Hormon melatonin ima znacajan broj fizioloskih funkcija posredovanih
receptorima (npr. cirkadijalna regulacija, imunosna modulacija) i neovisnih o receptorima
(npr. uklanjanje slobodnih radikala, detoksikacija) (Reiter, 2009.). Promjene u razini
melatonina narusavaju hormonalnu ravnotezu $to se ocituje kroz promijenjene razine
reproduktivnih, nadbubreznih i tiroidnih hormona (Scheving & Pauly, 1966.). Zbog toga
supresija izlu¢ivanja melatonina izlaganjem svjetlosti utje¢e na pojavu Sirokog spektra
bioloskih posljedica.
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Graf 3. Koncentracija melatonina zenke Stakora u razdoblju od 12 h mrakai 12 h
svjetlosti (Izvor:
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Supresija melatonina ovisi o intenzitetu svjetlosti, njenoj valnoj duljini i vrsti
domacina. Studije su pokazale da priguseno svjetlo intenziteta 0,25 luksa, Sirokog
spektra, u Stakora moze potisnuti stvaranje melatonina u epifizi (Hill i sur., 1999.). S
druge strane, kod laboratorijskih miSeva su primije¢ene znatne razlike, ovisno o koli¢ini
svjetlosti i vremenu. U istim uvjetima kod nekih je jedinki primijeCena aktivnost

melatonina, dok kod drugih nije (Goto i sur., 1989.).
2. 2. 3. 2. Utjecaj poremecaja u cirkadijalnom ritmu na metabolizam glodavaca

Rezultati odredenih istraZivanja ukazuju na vezu izmedu cirkadijalnog ritma i
metabolickih poremecaja. Glodavci s onemogucenom ekspresijom oscilirajuéeg gena
imaju abnormalne metabolicke fenotipe. Tako Se U miSeva s mutacijom oscilirajuceg gena
razvio abnormalan metabolizam masti i glukoze (Yang i Santamaria., 2006.). U drugih je
naruSena veza izmedu odgovora na inzulin i glukoneogeneze (Rudic i sur., 2004.).
Promjene u kompoziciji tjelesne masti i toleranciji na glukozu kod pretilih miseva
potencijalno mogu utjecati na rezultate istrazivanja. Ponekad je aplikacija lijekova
pretilim laboratorijskim miSevima upitnog rezultata jer su farmakokineticki podatci o
odredenom lijeku dobiveni istrazivanjima na mi$evima koji nisu bili pretili. Zbog manje
misi¢ja u pretilih zivotinja, Cesto se dogada da su predozirani lijekovima ako su doze
odredivane iskljuc¢ivo na osnovi tjelesne mase (Cheymol, 2000.). Nadalje, povecana

ucestalost popratnih bolesti u pretilih Zivotinja moZe oslabiti funkciju organa koji

2. 2. 3. 4. Utjecaj poremecaja u cirkadijalnom ritmu na imunosni sustav

Imunosni sustav osjetljiv je na poremecaje cirkadijalnog ritma zbog ovisnosti
broja i funkcije stanica imunosnog sustava o dobu dana. Broj imunosnih stanica i
citokina/kemokina ovisi o ciklusu spavanje-budnost (Cermakian i sur., 2013.). To¢nije,
studije na glodavcima pokazuju poviSenu razinu limfocita, granulocita, neutrofila i
monocita tijekom dana u odnosu na no¢, no broj NK (natural killer) stanica doseze svoj
vrhunac na kraju razdoblja mraka (Hriscu, 2005.).

Smanjen broj limfocita i kroni¢na upala nastala zbog cirkadijane disfunkcije
ostecuju imunosni sustav i prethode pojavi raznih zaraznih i nezaraznih bolesti
(Landskron i sur., 2014.). Ta patoloska stanja ugrozavaju dobrobit zivotinja i
kompromitiraju rezultate istrazivanja. Vazno je da svaka promjena aktivnosti i broja

stanica imunosnog sustava za vrijeme istrazivanja bude isklju¢ivo posljedica pokusa
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stoga je odrzavanje cirkadijalnog ritma od krucijalne vaznosti za rezultate (Landskron i
sur., 2014.).

2. 2. 3. 5. Utjecaj poremecaja u cirkadijalnom ritmu na pojavnost tumora

Stope tumora u industrijaliziranim zemljama znac¢ajno su vise nego drugdje te je
izlozenost svjetlosti po no¢i (SPN) jedan od brojnih ¢imbenika s kojim je povezan ovaj
fenomen. Vise od 99% americke i europske populacije zivi u regijama sa znacajnim
svjetlosnim onecis¢enjem (Falchi i sur., 2016.). Pojavnost raka dojke povezana je s
prosjecnom razinom osvjetljenja u 164 zemalja. Postoji snazna veza izmedu razina SPN-
a i raka dojke u tim zemljama (Kloog i sur., 2008.).

Laboratorijska istrazivanja na zivotinjama takoder pokazuju povezanost izmedu
izloZenosti zivotinja SPN-u i formaciji i progresiji tumora. Povecana uéestalost spontanih
mamarskih tumora u miSeva pri stalnoj izloZenosti svjetlosti prvi put je dokazana prije
vise od 60 godina (Jochle, 1964.). Takoder, incidencija induciranih tumora mlije¢ne
zlijezde je povecana u Stakora u uterusu izlozenim konstantnoj svjetlosti u odnosu na one
koji su bili izlozeni tamnim no¢ima (Mhatre i sur., 1984.). No primijeceno je da aplikacija
melatonina takvim Stakorima po obrascu koji simulira no¢ uklanja Stetne u¢inke SPN-a

(Emmer i sur., 2018.).
2. 2. 4., Sretna® Zivotinja vs. rezultati pokusa

Trevor Poole je u svom znanstvenom radu pod nazivom Happy animal make good
science sretnu zivotinju opisao kao jedinku koja je oprezna i aktivna (pokazuje Siroki
spektar ponasanja), sposobna odmoriti se, Samopouzdana je (ide van i ne pokazuje strah
prema stimulansima koji nisu prijetnja) te ne pokazuje nikakvo abnormalno ponasanje. U
svom je ¢lanku postavio pitanje - osim $to je za zivotinju bolje da bude sretna, utjece li
njezino stanje uma i na rezultat znanstvenog istrazivanja koje je nad njom provedeno
(Poole, 1997.).

Kvaliteta pokusa koji se temelji na koriStenju laboratorijskih Zivotinja ovisi 0 tri
bitna uvjeta. Prvo - postoji vazan problem na koji rezultati pokusa trebaju pruziti odgovor;
drugo - pokus treba poluciti nedvosmislene rezultate koji daju odgovor na pitanje; i trece
- varijable koje nisu dio istrazivanja treba strogo kontrolirati. Dobra laboratorijska
znanost temelji se na normalnim i zdravim subjektima u pokusu, osim ako bolest sama
po sebi nije predmet istrazivanja. Kako bi se smanjila varijabilnost rezultata, a time i broj

potrebnih Zivotinja, vazno je svaki nepotreban stres svesti na minimum (Poole, 1997.).
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Takoder, kako bi se izbjegle zbunjujuée varijable, pokusne Zivotinje bi trebale
imati i normalnu fiziologiju i ponasanje. Neki bi mogli tvrditi da je ponasanje manje
vazno od fiziologije, no to se temelji na pogresnoj pretpostavci da su um i tijelo odvojeni
entiteti 1 da ne utjeCu jedan na drugog. NO znanstvena su istrazivanja rezultirala
spoznajama kako mozak, ponaSanje, hormoni pa c¢ak i imunosni sustav skladno
funkcioniraju u meduovisnosti te smetnja u jednom od ovih sustava obi¢no utjece na drugi
ili ¢ak na sve ostale (Martin, 1989.).

Zapravo, bihevioralne promjene su obi¢no osjetljiviji indikator anksioznosti ili
patnje u odnosu na fizioloske. Poole je u svome radu naveo glavne ¢imbenike koji mogu

utjecati na mentalnu dobrobit zivotinja (Poole, 1997.).
2. 2. 5. Utjecaj nekih ¢imbenika okoline glodavaca na rezultate pokusa

Laboratorijski se miSevi obi¢no drze u kavezima u grupama razdvojenim po spolu.
Dok zenke podnose takve uvjete, muzjaci se bore i uspostavljaju hijerarhiju. No tip
drustvene strukture ovisi o broju jedinki u kavezu. Poole i Morgan (1973.) su otkrili da je
u malim kolonijama od 3-4 muzjaka agresija dominantnih usmjerena na nekoliko
podredenih suparnika koji su zastraseni i ogranieni u svojim kretnjama u kavezu.
Medutim, pet muzjaka formiralo je linearnu hijerarhiju u kojoj je svaka jedinka znala
svoje mjesto pa su na taj na¢in podredeni mogli razviti strategiju za izbjegavanje sukoba.
U veéim kolonijama od devet ili vise pojedinaca, dominantna skupina nije mogla
kontrolirati takav veliki broj podredenih pa se drustvena struktura raspala nakon 3 do 5
dana, a nakon toga je nastala nova dominantna skupina. To se razlikuje od situacije u
malim skupinama do 5 jedinki gdje se agresija postupno smanjivala i bila minimalna
nakon 12 do 15 dana. Fizioloski podaci su pokazali da podredeni miSevi pokazuju vecu
razinu stresa 1 izlu€uju viSe spolnih hormona nego dominantni. Osim $to doZivljavaju
strah, trpe ozljede i imaju vise razine stresnih hormona (Poole i Morgan, 1973.). Beden i
Brain (1984., 1985.) su otkrili da je imunosni odgovor na antigen (ov¢je crveno krvno
zrnce) smanjen kod podredenih i porazenih miSeva. Brayton i Brain (1973.) su dokazali
da sto je veci broj miSeva u kavezu, to je manja njihova otpornost na digeneju (parazitski
crvi) te su Edwards i Dean (1977.) potvrdili da pretjerivanje u broju jedinki smjeStenih

na jedinicu povrSine utje¢e na njihov imunosni odgovor.
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2. 2. 6. Utjecaji odabranih fizickih ¢imbenika okolisa glodavaca na rezultate pokusa

Sve je vise dokaza da postoji niz fizickih okolisnih ¢imbenika koji utjecu na
psiholosko stanje Zivotinje i mogu utjecati na njezin imunosni sustav. Neugodni dogadaji,
npr. neizbjezni elektri¢ni udari povecavaju ucestalost tumora U Stakora (Keller i sur.,
1981.). Ipak, ponekad stres moze biti koristan. Tako su se misevi koji su bili trenirani da
izbjegavaju strujni udar pokazali otpornijima na malariju kod kontrolne skupine koja nije
bila trenirana (Poole, 1997.).

Blagi nepredvidivi stresori (oduzimanje vode, kontinuirano osvjetljenje, kavez
pod nagibom, zaprljani kavez, glasni zvukovi) pokazalo se da poti¢u apetit miseva i
Stakora za slatkim (Willner i sur., 1987.). Ovakve nekontrolirane varijable mogu ozbiljno
kompromitirati rezultate pokusa u kojima se zivotinje nagraduju hranom. Takoder,
izlaganje svjetlu, najées¢e zbog smjestaja kaveza visoko na stalku, kod glodavaca moze
uzrokovati degeneraciju retine, ucestaliji prenatalni mortalitet i smanjenje stope rasta
(Clough, 1984.).

Jedan od najstresnijih dogadaja u svakom uzgoju je promjena okruzenja, npr.
glodavci se ¢esto bore kada budu premjesteni u drugi kavez. Jos je stresnija situacija u
kojoj se Zivotinja iz svog poznatog kaveza premjesti u nepoznati, a zatim se podvrgne
pokusu. Dobra praksa je dati zivotinji dovoljno vremena da se prilagodi na novi prostor
— ne samo zbog dobrobiti, ve¢ i zbog potencijalnog ugrozavanja rezultata istrazivanja
(Poole, 1997.).

Damon i suradnici (1986.) su usporedivali nefrotoksi¢ni odgovor $takora na
implantirani pro¢is¢eni uranij. Prvo su uranij implantirali u §takore skupine | i zatim ih
premjestili u metabolicki kavez. Skupina Il je imala 21 dan da se aklimatizira na
metabolicki kavez prije implantacije, dok je skupina III bila smjestena u polikarbonatni
kavez 21 dan te je tada izvrSena implantacija. Pokazalo se da je za skupinu | doza od 3 do
8 mg/kg bila toksi¢na, dok je za skupine II i III toksi¢na doza bila 220 do 650 mg/kg.
Ovaj primjer konkretno dokazuje vaznost izvodenja pokusa u poznatom okruzenju

(Damon i sur., 1986.).
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3. RASPRAVA

Unato¢ brojnim, do danas razvijenim, alternativnim sustavima kojima se
zamjenjuju zive zivotinje koje bi se inaCe koristile u pokusima, jo§ uvijek, mnoga
istrazivanja, posebice u podrucju biomedicine i zdravstva, nije moguce provesti bez
koriStenja zivih Zivotinja kao pokusnih modela. Unato€ strogo kontroliranoj primjeni 3R
nacela pri koristenju Zivotinja u pokusima, koja su do danas evoluirala sve do 11R nacela,
¢esto je u pokusima gotovo nemoguce predvidjeti sve okolnosti koje mogu dovesti do
pojave razli¢itih varijabli koje na kraju mogu utjecati na vjerodostojnost rezultata. Stoga,
svaki ¢e istrazivaC nastojati predvidjeti i kontrolirati takve okolnosti koje bi mogle
negativno utjecati na vjerodostojnost rezultata i mogucénost ponovljivosti pokusa.

Dva su znacajna ¢imbenika koje treba pomno nadzirati kako bi se minimalizirala
moguénost pojave nekontroliranih varijabli. To su hranidba, te smjestaj, odnosno drzanje
pokusnih zivotinja. U ovom preglednom diplomskom radu razmatrane su neke osnovne
okolnosti koje se odnose na hranidbu te smjestaj i drzanje najcesée koristenih zivotinja u
pokusima, miSeva i Stakora.

Striktna primjena Pet sloboda znafajno pridonosi osiguravanju dobrobiti
glodavaca koriStenih u pokusima, no samo dobro poznavanje fizioloskih i etoloskih
potreba vrste, ali i soja glodavca, moze biti jamstvom osiguravanja njihove dobrobiti pa
samim time 1 postizanjem i odrZavanjem fizi¢kog i1 mentalnog zdravlja Zivotinje kao
osnhovnog preduvijeta za ostvarivanje u pokusu zacrtanih ciljeva.

Pokazalo se da okoliSni ¢imbenici, na primjer, zna¢ajno mogu utjecati na unos
hrane i vode. Na unos hrane i vode, primjerice, utjeCe temperatura okolisa pa tako
poveéanje temperature na 29 do 33°C znacajno smanjuje konzumaciju (Overton i
Williams, 2004.). S druge strane, ,,poslastice rasute po podu kaveza s namjenom da se
njima obogati okoli§ mogu, ukoliko se njihova kalorijska vrijednost ne pribroji ukupno
potrebnoj dnevnoj kalorijskoj vrijednosti hrane, uzrokovati pretilost. A osim okolisne
temperature, na konzumaciju hrane i vode mogu utjecati druStveno okruZenje, izmjena
ciklusa svjetlosti i mraka te ¢ak i polozaj kaveza na polici u sekundarnom smjestajnom
objektu (Rownland, 2007.). Nikako se ne smije zanemariti povecana potreba za hranom
jedinki koje su gravidne ili u laktaciji (Rownland, 2007.), ali treba uzeti u obzir i
karakteristiku mnogih glodavaca da nerado ili uopce ne zZele konzumirati njima nepoznatu

hranu (neofobija) (File, 2001.).
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Zadovoljavanje etoloskih potreba nuzno je kako bi se izbjeglo da ih Zivotinje
zadovoljavaju na neprikladan nacin ugrozavajuci svoje zdravlje i nanoseci si bol kao $to
je to slucaj u glodavaca kojima je uskracena mogucnost glodanja pa glodajuci jedino
dostupne resetke kaveza oStecuju zube (Pujo, 2021.; Bradley Bays, 2006.).

Iako uobicajeni, neki nacini drzanja, hranjenja i postupaka sa glodavcima pokazali
su se kao uzrok pojave nekontroliranih varijabli s negativnim utjecajem na rezultate
pokusa. Tako, na primjer, ve¢inom uobi¢ajeno hranjenje po volji (ad libitum) esto
dovodi do pojave prekomjerne tjelesne mase koja moze rezultirati razliCitim
komorbiditetima. Uoceno je da smanjenje ukupne koli¢ine dnevno ponudene hrane
Stakorima za 20% moze produljiti njihov Zzivotni vijek i smanjiti pojavnost nekih
neoplazija (Koolhaas, 2010.).

Mnoge tvari u uobicajenoj hrani za glodavce, poput fitoestrogena, mogu se
takoder pokazati kao varijabla s ve¢im utjecajem na rezultate pokusa (Thigpen i sur.,
1999.).

Varijabla na koju takoder treba obratiti pozornost prilikom planiranja pokusa je
nacin hranjenja glodavaca. Prvenstveno se to odnosi na ucestalost hranjenja odnosno
rasporede hranjenja kojima se nastoji standardizirati pokus i koji ¢esto nisu u skladu s
onim u prirodi te, umjesto standardizacije pokusa s namjerom iskljucivanja
nekontroliranih varijabli rezultat je ometani ritam napajanja, hranjenja, a posredno i
spavanja ¢ime se narusava dobrobit Zivotinja.

lako su kratkotrajna razdoblja restrikcije hrane potrebna za odredene pokuse te
mogu poboljSati standardizaciju 1 ponovljivost eksperimenata, uskrac¢ivanje hrane u
periodu od 24 sata u odnosu na ad libitum prehranu u razli¢itih Zivotinja rezultira
razli¢itim metabolickim odgovorima (Strubbe i sur., 1986.).

Prisilno hranjenje takoder je, iako ponekad nuzno, postupak kojim se Zivotinja
dovodi u stanje znaCajnog stresa $to takoder moze utjecati na rezultate pokusa. Stoga,
ukoliko je takav nacin hranjenja nuzan, potrebno je Zivotinje postepeno navikavati na
takav postupak te im nagradivanjem ublaziti negativne ucinke postupka prisilnog
hranjenja (Strubbe, 1992.).

Neki od bitnijih okoliSnih ¢imbenika koji mogu utjecati na fizicko 1 mentalno
stanje zivotinje, pa prema tome i1 posredno utjecati na rezultate pokusa su, na primjer,
visina i prostranost primarnog smjestaja, odnosno kaveza, materijal od kojeg je kavez
izraden kaveza, intenzitet osvijetljenosti, okoliSna temperatura, relativna vlaznost zraka,

izlozenost buci, vibracijama, Stetnim plinovima, prasini...Stoga je bitna opremljenost
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kaveza strukturama koje glodavcima pruzaju moguénost samostalne regulacije tjelesne
topline, skrivanje i povlacenje pred okolinom, odnosno moguénost zadovoljenja drugih
fizioloskih i etoloskih potreba.

Uvjeti koji nisu u skladu sa standardima mogu dovesti do abnormalnih ponasanja
kao S§to su povecana agresivnost i stereotipije (Ritskes-Hoitinga i Chwalibog, 2002.).

Postivanje cirkadijalnog ritma u zivotinja je od iznimnog znacaja za njihovu
dobrobit odnosno nacin na koji ¢e se nositi s okoliSem. Poremeceni cirkadijalni ritam
snazno utjeCe na fizioloske procese u organizmu kroz tri klju¢na mehanizma: promjenu
ekspresije osciliraju¢eg gena zaduzenog za prepoznavanje cirkadijalnog ritma, supresiju
izlu¢ivanja hormona melatonina i stimulaciju simpatikusa. Izlaganjem laboratorijskih
glodavaca svjetlosti u trajanju od samo 15 minuta za vrijeme faze mraka moze se povecati
bazalna ekspresija gena za prepoznavanje cirkadijalnog ritma i time intenzivirati dnevnu
aktivnost zivotinja (Shigeyoshi i sur., 1997.). Hormon melatonin ima znacajan broj
fizioloskih funkcija posredovanih receptorima (npr. cirkadijalna regulacija, imunosna
modulacija) i neovisnih o receptorima (npr. uklanjanje slobodnih radikala, detoksikacija)
(Reiter, 2009.). Promjene u razini melatonina narusavaju hormonalnu ravnotezu §to se
ocituje kroz promijenjene razine reproduktivnih, nadbubreznih i tiroidnih hormona
(Scheving & Pauly, 1966.). Smanjen broj limfocita i kroni¢na upala nastala zbog
cirkadijane disfunkcije o$teCuju imunosni sustav i prethode pojavi raznih zaraznih i
nezaraznih bolesti (Landskron i sur., 2014.). Laboratorijska istrazivanja na Zivotinjama
takoder pokazuju povezanost izmedu izloZenosti zivotinja svjetlosti po no¢i i formaciji i
progresiji tumora. Povecana ucestalost spontanih mamarnih tumora u miseva pri stalnoj
izloZenosti svjetlosti prvi put je dokazana prije vise od 60 godina (Jochle, 1964.).

Ponekad cak i izloZenost niskim razinama stresa moZe na neki nacin utjecati na
rezultate pokusa. tako na primjer, uoc¢eno je da sasvim blagi, ali nepredvidivi stresovi
(oduzimanje vode, kontinuirano osvjetljenje, kavez pod nagibom, zaprljani kavez, glasni
zvukovi) poticu apetit miSeva i Stakora za slatkim (Willner i sur., 1987.). Ovakve
nekontrolirane varijable mogu ozbiljno kompromitirati rezultate pokusa u kojima se
zivotinje nagraduju hranom.

Od nemalog znacaja takoder je i1 okolina koja okruzuje glodavca. Bitno je
poznavati ne samo fizioloske i etoloSke potrebe, veé i druStveno ponasanje glodavaca, ali
1 vaznost izvodenja pokusa u poznatoj okolini i okolisu koji sami po sebi ne predstavljaju

novi stresni moment za zivotinju u pokusu.
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4. ZAKLIUCCI

1) Prilikom planiranja pokusa nuzno je dobro poznavanje fizioloskih i etoloskih

potreba vrste, ali 1 soja Zivotinje koja ¢e biti koriStena kao pokusni model.

2) Tijekom pokusa nekontrolirane varijable mogu znacajno utjecati na rezultate

pokusa te njihovu vjerodostojnost kao i ponovljivost pokusa uciniti upitnima.

3) Hranidba, smjestaj i drzanje zivotinja, ¢ak i ako su uobicajeni, ¢esto mogu biti

izvor nekontroliranih varijabli u pokusu.

4) Minimaliziranje nekontroliranih varijabli i standardizacija pokusa osnovni je

preduvjet za ostvarivanje ciljeva pokusa.
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6. SAZETAK

UTJECAJ PREHRANE I DRZANJA ZIVOTINJA NA REZULTATE ISTRAZIVANJA

Brojne su varijable koje mogu utjecati na rezultate pokusa u smislu njihove
vjerodostojnosti kao i ponovljivosti pokusa. Hranidba i1 drzanje Cesto su izvor takvih
varijabli. Zivotinje, udaljene od svog prirodnog okolisa, smjeitene u kaveze, nisu u
moguénosti same zadovoljiti svoje fizioloske i etoloske potrebe. Medutim, kako bi se one
na zadovoljavajuc¢i naéin osigurale, potrebno je pri planiranju pokusa podrobno poznavati
osobitosti vrste i soja glodavca namijenjenog koristenju u pokusima. Cesto &ak i
uobicajeni nacini hranjenja, napajanja i drzanja zivotinja mogu dovesti do pojave

odredenih varijabli koje ¢e posredno utjecati na rezultate pokusa.

Kljuéne rije¢i: hranidba, drzanje, glodavci, pokus, varijable
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7. SUMMARY

THE INFLUENCE OF ANIMAL DIET AND HUSBANDRY ON RESEARCH
RESULTS

There are many factors that can influence the outcome of an experiment, specifically its
credibility and the ability to get the same results upon repetition. Diet and housing are
often the source of those variables. Animals, distanced from their natural habitat and
caged, are not able to satisfy their physiological and ethological needs. In order to let the
animals address their needs, it's necessary to recognise peculiarities of the particular
rodent species and strain intended for experiment use when preparing for the experiment.
However, even the most common ways of animal feeding and husbandry can lead to

certain factors arising which can then alter experimental results.

Key words: diet, housing, rodents, experiment, variables
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