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4. En la categoria "Fines", los animales utilizados para la creacion de w The related articles of Directive 2010/63/EU |

National Competent Authorities for the implementation o!
2010/63/EU on the protection of animals used for scientific

- CORRIGENDUM of 24 January 2013 -

Working document on genetically altered animal

Brussels, 23-24 January 2013

— Article 1Q2) " The elimination of pain, suffering, distress or lasting harm by the
successfil use of anaesthesia, analgesia or other methods shall not exclude the use of
an animal in procedures from the scope of this Directive.”

— Article 3(1) "‘procedure’ means any use, invasive or non-invasive, of an animal for
experimental or other scientific purposes, with known or unknown outcome, or
educational purposes, which may cause the animal a level of pain, suffering, distress
or lasting harm equivalent to, or higher than, that caused by the introduction of a
needle in accordance with good veterinary practice.

The Commission established two Expert Working Groups (EWG) (to «
format for statistical reporting and for the assessment of severity of proced
the implementation of Directive 2010/63/EU on the protection of animals t
purposes. All Members States and main stakeholder organisations were in
experts to participate in the work.

The EWG for the statistical reporting met several times in 2011. During the
apparent that some further understanding was needed as to how geneticall
are to be considered. To seek some clarity to some of the questions, the fir

Severity Assessment EWG focused on the genetically altered animals 1
Necemher 2011

Key Elements of a GA Rodent Welfare Assessment Scheme

Include animals of representative age groups

soon after birth, around weaning and again following sexual mat

¢ aminimum of 7 males and 7 females sampled from more than or

data from a minimum of two breeding cycles (from F2 onwards)
¢ comparisons made wherever possible with similar non GA anims

Y and at additional time points as considered appropriate by a
potential impact of the gene alteration e.g. where there is an age deps
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CRITERIA WHAT TO LOOK FOR

Overall Is the animal morphologically ‘normal’?

Appearance Are there any malformations or any other indicators that the
phenotype has been affected? For example skeletal deformity or
hydrocephalus.

Size, conformation | Are there any deviations from expected size or growth curve?

and growth

Coat condition Is there any piloerection, areas of fur loss, loss of whiskers, barbering? Is
the skin / fur in good condition?

Behaviour — Do they exhibit the full repertoire of behaviours appropriate for the
strain/species, including social interactions, grooming, walking, running,

Posture, gait, digging, climbing? Are these normal? Is the animal hunched or reluctant

to move? Is movement impaired or is there any difficulty with
orientation? Any signs of rigidity or tremors? Any abnormal activity
levels? Prolonged inactivity could indicate chronic stress or depression
(anhedonia) and/or sickness/pain, particularly if linked with a hunched
posture and/or rough or unkempt coat. Unusual activity, such as
hyperactivity, could indicate stereotypy or other behavioural abnormality.

activity and
interactions with
the environment

Clinical signs For example - nasal or ocular discharge, swollen or closed eyes;
increased respiratory rate; dyspnoea; seizures/twitches/tremors;
increased vocalisation with handling; overgrown teeth; presence of
tumours, neurological or musculoskeletal abnormalities. Is metabolism
impaired, for example, increased or decreased food or water intake,
excessive urination? Consistency of faeces.

Relative size Any unusual changes in size of the animals should be noted, and
comparisons made within the litter. It may be helpful to generate a
growth curve for the line.

Numbers Where death occurs, it is important to maintain accurate records such that
any pre- or post-weaning losses can be investigated. Where appropriate
(e.g. higher than anticipated mortality rate), post mortem examinations
should be carried out to help determine the cause of death. A review of
fertility can also be helpful in assessment of whether or not the
modification is having an effect e.g. conception rates; abortions;

stillbirths.



¢Qué es creacion
VS
mantenimiento?

_\/ é¢Hay qué

¢Qué es un
fenotipo
danino?

pedir
proyecto?

¢Qué registros
- debo
presentar?
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Animales Genéticamente Alterados

 Animales modificados genéticamente
e Animales mutantes de forma natural o inducida.

Animales genéticamente alterados incluye los

animales modificados genéticamente (transgénicos,
“knock-out” y otras formas de alteracion genética) y
los animales mutantes de forma natural o inducida.
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Animales Genéticamente Alterados

129S6/SvEv-ApoetmiMae /]
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Fenotipo danino

En el contexto de los animales genéticamente
alterados, una linea con fenotipo danino es aquella
gue generara animales que potencialmente pueden
experimentar, debido a su alteracidon genética, dolor,
estrés, sufrimiento o angustia, igual o similar a la
introduccion de una aguja.
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Desarrollo de tumores
« Anemia

| « Adenomas intestinales
N .
e Tumores mamarios

Modelo de enfermedades metabdlicas

C57BL/6J-Apclin/J

« Obesidad
* Hiperglicemia

B6.Cg-Lep°?/J
* Hiperinsulinemia

Esterotipias
Temblores (Huntington)
Epilepsia

Riesgo de infecciones por inmunodeficiencias

. » Linfopenia
NOD.CB17-Prkdcscid/J « Hipoganmaglobuline.

¢,  Linfomas timicos

~
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Expresion de Cre
STOCK Tg(hCMV-cre)140Sau/J

 Condicionales e inducibles
Reporter de Cre . Buena gestion

B6.129-GH(ROSA)26Sortm(eGFP)Tyj/y . Sin fenotipo dafino

Inducibles por tetraciclinas
B6.Cg-Tg(Camk2a-tTA)1Mmay/DboJ

é¢Tiene mi linea fenotipo danhino?

NO Sl

Justificacion cientifica
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Animales Genéticamente Alterados

(

\

\/ Y4 )
Utilizados en Utilizados en Utilizados en
creacion mantenimiento || procedimientos
S| SI/NO S|
Requieren Requieren Requieren
proyecto proyecto proyecto
< PJiN PN > y
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Creacion vs Mantenimiento

Creacion de una linea de animales genéticamente
alterados es CREAR una nueva linea.

 Maediante técnicas moleculares y de reproducciéon
 Mediante mutagenos quimicos o radiaciones

#CSIC
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Creacion vs Mantenimiento

Creacion de una linea de animales genéticamente
alterados es CREAR una nueva linea.

e Mediante cruces entre lineas

“, — B6.Cg-Tg(Lck-cre)3779Nik/]
& B6;12954-Tcf3tm4zhu/)

STOCK-Tg(Lck-Cre) Tcf3tm4zhu/)

Fenotipo desconocido w
@\B -
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« Sin fenotipo adverso
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STOCK-Tg(Lck-Cre) Tcf3tm4zhuf)

¢COomo sé si mi fenotipo es daiiino o no?

EVALUACION DEL BIENESTAR

.

ﬁ/

— 74-79 de F2 de varias camadas vs controles no RGA

— 3 edades: neonatos-destete-adultos
— Otra edad donde pueda desarrollar patologia

C\B
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P Observaiones | Neonatos | Destete | Matdures | Otras

Aparicencia general Malformaciones.
(Morfologia) Deformidad esqueleto.

Tamaiio, conformacion, y Alteraciones del tamafio/crecimiento.
crecimiento Emaciado, caquéctico, flaco, obeso.
. Piloereccion, alopecias, bibrisas.

Pelaje Barbering.
Comportamiento: Interaccion social. Grooming.
o Postura Movil/inmavil.

° Marcha Rigidez, tremores.

o Actividad Postura encorvada.

° Interaccion con el medio Hiperactividad. Esterotipias.

Descargas nasales u oculares.
Ojos cerrados o hinchados
Signos clinicos Alter. Respiratorias.
(Descripcion de signos clinicos) Incisivos no coincidentes.
Alter. miccion/defecacion.
Alter. Metabdlicas.

Crecimiento Alter. curva crecimiento.

N° animales al parto.
N° animales destete.

( i Abortos.
Numero de animales en las .
diferentes etapas Nacidos muertos.
P Fertilidad.
Mortalidad.

Alter. en la necropsia.

Color de la piel.
Observaciones neonatos Mancha de leche.
Actividad.

Observaciones

N CSIC
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El proceso de creacion finaliza cuando |a linea
esta establecida.

e Estudio del bienestar realizado.

 Transmision de la alteracion estable durante
al menos dos generaciones

@N CSIC
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Los procesos de creacion SIEMPRE requieren de un
proyecto.

Deberan registrarse en las estadisiticas:

 Todos los animales portadores de la mutacion.
(hetero-hemi-homo).

 Todos los animales para su produccion.
(vasectomizados-hormonados-transferencias)

 No los animales no portadores® (wilde type)

Proyecto
¢ Multicéntrico?

Usuario

Servicio
Transgénesis

@N CSIC
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Creacion

No establecida

I
NO

Alterados
No contar

Alterados

Vasec/Dona/Recep

Sin Fenotipo adverso

C\B
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Contar Contar

éGenotipado?

CON Fenotipo adverso

Leve

Moderado | | Severo

CSIC



* E| Servicio de Transgénesis da sus estadisticas.
* E| usuario da sus estadisticas.

* En el proyecto se establece quién hace el
estudio del bienestar. Habitualmente el
usuario.

* El “fin” en las estadisticas sera el del objetivo
cientifico al crear la nueva linea

@N CSIC
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srmulario de usos de animales X

< Anterior | Fila actual: I 4 Continu Siguiente =

|»

= Contenido de la fila

Presentar a la UE*: I j
Id1: I Id 2: I
Id 3: I
Tipos de animales*: I [A1] Raton (Mus musculus) j
Especifique "otros": I NO de animales*: I
Reutizacion®: I [N] No j Lugar de nacimiento: I [O1] Animales nacidos en la UE en un establecimiento rj
Procedencia de los - Generacion de los -
primates: I —I primates: I J
Estatus genético *: | [GS2] Alterado genéticamente sin fenotipo dafino ;I :;reackén gg una nueva [y]si j

nea alterada

Especifique "otros":

Ensayos por imposicion
legislativa:

Fines*: || [PB1] (Investigacidn basica) Oncologia j |
|
|

Especifique "otros":

Requisitos legislativos I ;I

(origen de la legislacion) :

Severidad *: I [5v2] Leve [como maximo] | Severidad local: I
Comentario Comentario 2:

1/Explicacion de alertas:

Guardar Guardar y duplicar Cancelar | /_
“ v

CSIC
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Creacion vs Mantenimiento

Mantenimiento de una linea de animales genéticamente
alterados es MANTENER una ya creada.

e Mediante cruces entre animales

‘ — B6.129P2-ApoetmiUnc/J B6.129P2-ApoetmiUnc/J

0.‘ —> B6.129P2-Apoetm1unc/ g@ w
‘ _, C57BL/6J |

Con Fenotipo Adverso

* Alto nivel colesterol
« Acumulos grasa aorta
 Placas ateroma

@N CSIC
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Creacion vs Mantenimiento

Mantenimiento de una linea de animales genéticamente
alterados es MANTENER una ya creada.

e Mediante cruces entre animales

/.  C.Cg-Tg(DO11.10)10Dlo/J | C.Cg-Tg(DO11.10)10Dlo/J
.  C.Cg-Tg(DO11.10)10DIo/J g@ :
BALB/cJ

Lot Sin Fenotipo Adverso

* Uso en inmunologia

@N CSIC
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En los procesos de mantenimiento de lineas

SIN fenotipo adverso.

* No requieren de un proyecto

* No requieren reflejar usos en las estadisticas

Formulario de usos de animales x

< Anterior | Fia actual: I 4 Continu | Siguiente > | ™
r— Contenido de la fia
Presentar a la UE*: I ]'

di: I d2: I

Id 3: I

Tipos de animales®: I [A1] Ratdn (Mus m S)

Especifique "otros": I NO de animales*:

| [O1] Animales nacidos en la UE en un establecimiento rj
I =

de una nueva [N] No -
erada

Reutiizacion*: [N] No

Procedendia de los I
primates:

Estatus genético *: I [6S2] Alterado genéticamente sin fenotipo

Fines*: I [PG43] Maintenimiento de colonias de animales ge) erados, no utiizados en otros procedimientos j |

Especifique "otros™: I I

Ensayos por imposicién I
legislativa:

Especfique "otros": I //

Requisitos legislativos
(origen de Ia legislacidn) :

. [5v2] Leve [como m¥mo]  ~ Severidad local:

Comentario Comentario 2:
1/Explicacion de alertas:

Guardar | Guardar y duplicar | Cancelar —_ S l
| - ‘ ‘
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Los procesos de mantenimiento de lineas CON fenotipo
adverso Sl requieren de un proyecto.

Deberan registrarse en las estadisiticas :

* Todos los animales portadores de |la mutacion con
fenotipo adverso que no se utilicen en otros
procedimientos.

* No los animales sin fenotipo adverso o no portadores*
(wilde type) que no se utilicen en otros procedimientos.

 El “fin” en las estadisticas sera “Matenimiento de
colonias de animales genéticamente alterados, no
utilizados en otros procedimientos”

e Sise usan para adquirir organos o tejidos el “fin” sera el
fin cientifico del estudio de esos drganos o tejidos.

@N CSIC
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Mantenimiento

SIN fenotipo Fenotipo
adverso adverso
No contar

No Alterado

No Contar

N

I
o Ilu-.ul-".
Wt I I :.-!IEE-\-'I—-._';;.I-
i s

| No Contar | Sin Fenotipo adverso

C\B
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Alterados

_ II*=-'\

éGenotipado?

CON Fenotipo adverso |Contar |

gl

~_

Leve

Moderado

Severo




Formulario de usos de animales

< Anterior | Fila actual: I 4 Continu Siguiente >

— Contenido de la fila
Presentar a la UE*: I j
Id 1: I Id 2: I
Id 3: I
Tipos de animales*: I [A1] Ratdn (Mus musculus) j
Especifique "otros": I NO de animales*: I
Reutiizacion®: I [N] No j Lugar de nacimiento: I [O1] Animales nacidos en la UE en un establecimiento r ;I
Procedencia de los - Generacion de los -
primates: I —I primates: I —I
Estatus genético *: | [G53] Alterado genéticamente con fenotipo dafino ;I Creacion de una nueva | [N] No ;I
linea alterada
Fines*: I [PG43] Maintenimiento de colonias de animales genéticamente alterados, no utiizados en otros procedimientos ;I |
Especifique "otros": I
Ensayos por imposicion I j
legislativa:
Especifique "otros": I
Requisitos legislativos I ;I
(origen de la legislacion)
Severidad *: I [Sv2] Leve [como maximo] | Severidad local: I
Comentario Comentario 2:
1/Explicacion de alertas:

Guardar Guardar y duplicar Cancelar |

CSIC
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Los animales genéticamente alterados, CON o SIN
fenotipo adverso, utilizados en procedimientos
requieren de un proyecto.

Deberan registrarse en las estadisiticas :
 Todos los usos de los animales en los procedimientos.

 El “fin” en las estadisticas sera el objetivo cientifico
del procedimiento

* ¢Es reutilizacidn si un animal producido en
mantenimiento se pasa a un procedimiento?

@N CSIC
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Reutilizacion vs Uso Continuado

‘ Recogida de sangre para medir |  Recogida de sangre para
parametro bioguimicos genotipar

NOD.CB17-Prkdcsc?/) NOD.CB17-Prkdcc?/)

J\L

4 « 7 Y « 7 .
Implantacion de xenografts de Infeccion por virus en
células tumorales homocigotos

NOD.CB17-Prkdcsid/) NOD.CB17-Prkdcscid/)

REUTILIZACION USO CONTINUADO

\ J\. J

@N CSIC
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Procedimiento

NO Alterados

Contar

Alterados

I
Va

A
Wt I I ;.-I‘tml.r.gml
I -

L

Contar

N

Sin Fenotipo adverso

CON Fenotipo adverso

AN

Leve

Moderado

Severo




Formulario de usos de animales

< Anterior | Fila actual:

Continu

Siquiente >

— Contenido de la fila

Especifique "otros™ I

Reutilizacidn®: I [M] Mo j

Procedencia de los -
primates: I —I
Estatus genético *: I [G53] Alterado genéticamente con fenotipo dafing ;I

M de animales™:

Lugar de nadmiento:

Generacion de los
primates:

Creacion de una nueva
linea alterada

—_—En

Presentar a la UE*: I j

Id 1: I Id 2: I

Id 3: I

Tipos de animales™: I [A1] Ratdn (Mus musculus) LI

I[N]No

Fines™: || [PB7] (Investigacion basica) Sistema inmunitario

Especifique “otros™ I

Ensayos por imposicidn I
legislativa:

Especifique "otros™ I

Regquisitos legislativos I ;I
(origen de |a legislacidn) :

Severidad * I [5V3] Moderada |

Comentario
1/Explicacion de alertas:

Severidad local:

Comentario 2:

CENTRO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA
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Genotipado
por Biopsia

GENOTIPADO

« Sangre
> * Colita >

Genotipado
Resto de marca

Falange

PROYECTO

gi>- Oreja :>

NO

REQUIERE

é¢Justificacion cientifica?

CSIC



Ultimos registros

INFORMACION A SUMINISTRAR POR LOS CENTROS USUARIOS DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION (DATOS REFERIDOS A 2017)

7. Animales criados para su uso en procedimientos y que sin haber sido utilizados, se sacrifican.

En esta tabla se informa de los animales que habiéndose criado para su uso en procedimientos, por las razones que sea, no se han incluido en un procedimiento, y por
tanto no se ha volcado informacidn al respecto en HAMELIN.

Especie animal

M2 animales implicados en la creacidgn
de una linea de animales alterados
genéticamente™

M2 animales implicados en el
mantenimiento de una linea de

M2 animales no implicados en creacidn o
mantenimiento de lineas de animales alterados

animales alterados genéticamente® genéticamente

8.1 Muestreo de tejidos para caracterizacion genética

Especie animal

N2 de
animales

Muestreo de tejidos que necesita de autorizacion (es un procedimiento)

Método de muestreo de tejido

Severidad del método

Muestreo de tejidos que no necesita de autorizacion

(no es un procedimiento)

leve moderada | severa

Muestra excedente de Otro método
identificacion

8.2. Acciones desarrolladas para
refinar los métodos de

muestreo de tejidos para
caracterizacion genética.

CENTRO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA
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Resumen

Todos los animales genéticamente
alterados (GA) estan incluidos.

Los animales GA estaran en creacion,
mantenimiento o en procedimientos.

Registrar todos los animales GA incluyendo
los wt.

Genotipar mediante restos de marcaje
Registrar todos los genotipados
Revisar el fenotipo de los animales

CSIC



TIPO FENOTIPO CREACION

MANTEN.

No alterados No contar*

Contar vasectomizados-
superovulados-
transferencias

Sin fenotipo Contar
daiino

Alterados
Con fenotipo Contar
daiino

Contar siempre los genotipados invasivos

Contar como USO CONTINUADO en otros procedimientos

No contar*

No contar®

Contar fenotipo dafino

Leves

Moderado

Severo

C\B

CENTRO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA

CSIC




ANO 2016

Animales no alterados genéticamente 553.533 60,30
Animales alterados genéticamente sin fenotipo patolégico 319.969 34,86
Animales alterados genéticamente con fenotipo patoldgico 44.484 4,85
TOTAL 917.986 100

ANO 2017

Animales no alterados genéticamente 512.735 63.85
Animales alterados genéticamente sin fenotipo patoldgico 243,856 30.37
Animales alterados genéticamente con fenotipo patoldgico 46.385 5.78

Mantenimiento de colonias de animales genéticamente alterados, no 33.727
utilizados en otros procedimientos 3,67
TOTAL 917.986 100
Mantenimiento de colonias de animales geneticamente alterados, no 53.202
utilizados en otros procedimientos 6.63

TOTAL

@N E ==
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GRACIAS

Animalario CNB Servicio de transgénesis CNB/CBM

* Belén Pintado
* Verénica Dominguez
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anaranjo@cnb.csic.es




