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Metody stosowane dotychczas w badaniach toksy-
kologicznych, mimo żę ntę spełniają wszystkich po-
trzeb, po siadaj ą swoj ą ugtuntowan ą pozy cję (a0). S ą
one rezultatem wielu lat pracy i jeśli sąwykonywane
zgodnie z określonymi wymogamt(2I, 30, 36), ciągle
stanowią podstawow ę źródło wiedzy toksykologicz-
nej niezb ę d nej przy o ceni e ry zyka toksyko 1o g rczne go
dla człowieka. Badania te sąjednak bardzo czasochłon-
ne i wyma gaj ą duż e go nakładu pra cy. Zw iązane sąpr zy
tym z użyciem dużej liczby zwierząt Największy
w zro s t zap otr zeb owan i a na zw i er zęta l ab o ratoryj ne do
doświadczeń nastąpił w latach 7O-tych. Wydaje się, że
głównym tego powodem było rygorys§czne przestrze-
ganie testow anla na nieszkodliwość leków, dodatków
do żywności, środków ochrony roślin i innych grup
produktów przez instytucje odpowiedzialnę za zdro-
wie (np. WHO, FDA w USA, PZH w Polsce, etc.).

B ezp o śre d ntą przy czyną wprow adzęnta ob owiązku
badania każdego leku były wydarzenia. które okazały
się niezamierzonymi doświadczeniami na ludziach.
Przykładem możę być tragedia talidomidowa, w któ-
rej przekonano się o teratogennym działaniu leku,
wprowadzonego przedwcześnie i bez wy czerpuj ących
badań. Dane pochodzące zkrajów, w których zlżycte
rwierząt jest rej estrowane wskazuj ą że z ogolnej ltczby
około 100 mln kręgowców poświęconych co roku do
doświadczeń 20-25% przeznacza się dla badań nad
lekami, a I0-I5%o dla celów toksykologii (41),

W ostatnich trzydziestu latach notuje się w wielu
krajach, takżę w Polsce, nasilenie akcji protestacyj-
nych przeciwko masowemu wykorzystywaniu zwlę-
rząt dla celów doświadczalnych. Poza niemożIiwymi
do zaakceptowania motywami emocjonalnymi (wy-
puszczenie zwterząt doświadczalnych na wolność,
c ałkowity zakaz wykonywani a do świad czen na zw ie -

rzętach) trudno nte zgodzić się z racjonalnymi argu-
mentami tych protestów (19), Niektóre bowiem testy
toksykologiczne są wyjątkowo brutalne np. badanie
działanta żrącego i drażniącego oko i skórę i ich wy-
konywanie sprawia rwterzęcilduży ból. Inne np. ozna-
czarrlę DLro opierają się na śmiercionośnym wskaźni-
kl oraz dolrowadzeniu do silnych objawów kltntcz-
nych zatrucia. Częstym zjawiskiem jest także, wyni-
kaj ąc e z br akl właś c iwej informacj i naukowej, p owi e -

lanie badań lub wykonyłvanie doświadczeń nieprzy-
datnych.

Działania na ruecz oohlony zwietząt
doświadczalnych

Na podstawie przeglądu aktów prawnych w zal<rę-

sie ochrony zwierzątna świecie można stwierdzic, że
wykorzystywaniu zwierząt do doświadczeń stale to-
warzyszyłatroska o ich los (24).Jużw 1822r.ukazała
się Brytyjska ustawa przeciw okrucieństwu wobec
zwtetzą| TozszęIzona w 1876 r. o elementy wyzna-
c zaj ąc e zas ady prow adz eni a do ś w i adc zęń na zw lq z ę-
tach. Podobna ustawa w USA (Animal Welfare Act)
zostaŁauchwalona w 1966 r. Te i inne akty prawne nie
były jednak w stanie zapobtec masowemu i dość do-
wolnemu uzywaniu zwieruąt dla celów doświadczal-

nich (7 10,23). Do najważniejszych należą:

- Wytyczne ICLA (International Committee for La-
boratory Animals) z I974 r.;

- Europejska Konwencja o ochronie zwterzątkrę-
gowych używanych do celów doświadczalnych oraz
innych c elów naukowych pr zy j ęta pr zęz Radę Europy
18 marca 1986 r. w Strasburgu;

- Dyrektywa Rady UE 86/6091EEC ,,o ochronie
zw ier ząt sto s owanych do do świ adczeh i innych c elów
naukowych";

- Dyrektywa Rady UE 86/35/EEC ,,zakazująca od
1.01.1998 r. wprowadzanta na rynek produktów ko-
smetycznych, których składniki były badane na zwlę-
rzętach" (ze wzglęill na brak uwierzytelnionych me-
tod altematywnych termin ten został przesunięty do
30.06.1998 r.);

- wprowadzęntę zasad dobrej praktyki laboratoryj-
nej -,,Good Laboratory Practice" (w USA w 1978 r.),

,,Grundsatze dq Guten Laborpraxis" (w RFN w
1990 r,).

W Polsce pierwszym dostępnym aktem prawnym
wtym względzte jestustawa zI928 r. o ochronięzwię-
rząt,uzupeŁnionaw 1959 r. o elemenĘ doĘczącezyvię-
rząt doświadczalnych(l0, 11, 12), Od 196I r, kraj nasz
j est członkiem Międąmarodowego Komitetu ds. Zwie-
rząt Lab oratoryj nych (ICLA) przekształcone go w
1979 r, w MiędzynarodowąRadę ds. Zwierząt Labo-
ratoryjnych (ICLAS). Od2I sierpnia 1997 r. obowią-
zuje w kraju nowa ustawa o ochronie zwierząt (I3),



która p owin na pt zy czynić s ię zar ówno do wci e l eni a w
życie uregulowań prawnych jak i przestrzegania norm
eĘcznych.Wymiemymefektemtaktchdziałań jesttwo-
rzente w ośrodkach naukowych komisji bioetycznych
zajmlj ący ch s i ę c ałoks ztałtęm prob l emaĘki do św i ad-
częńna zwlerzętach (32, 42).

ilowe sttategie badań

W ciągu ostatnich kilkunastu lat w krajach wysoko
uprzemysłowionych podejmowane są nowe proj ekty
badawczę zmierzające do ograniczenia badań nazwie-
rzętachitam gdzie to możliwe wprowadzania innych
modeli doświadczalnych (39). Na skalę międzynaro-
dowąproblemem nowelizacji i weryfikacji metod pro-
wadzenia badań zajmuje się Organizacja Współpracy
Gospodarczej i Rozwoju (OECD). Wszystkie dztaŁa-
nia w tym zakresie uwzględniająprzede wszystkim
zasadę 3R:

- ograniczenie liczby zwierząt (ang. Reduction);
- doskonalenie metod w kierunku zmniejszenia cier-

pień zwierząt w eksperymencie (ang. Refi nement) ;

- zastępowanię z,wierząt w eksperymencie przęzmo-
dele badawczęnię odczuwające cierpień (ang. Repla-
cement),

Pomysłodawcami tej idei byli Anglicy Russel i
Burch, którzy w 1959 r. nakreślili jej zasady (3).

O lle przez wiele lat zasada 3R nie znajdowała zro-
zumienia to obecnie jest ona drogowskazem dla no-
wych strategii prowadzentabadańbiomedycznych (3,
37,43). Dla metod pozwalających realizować zasadę
3R przyjęto nazwęmetod alternatywnych (34, 38). W
wielu krajach powstały fundacje i instytucje zajmują-
ce się metodami alternatyłvnymi i opracowujące nowe
programy badawczę (16, 37,39). Jednym z najstar-
szych jest program FRAME (The Fund for the Repla-
cemęnt of Animals in Medical Experiments), którego
zaŁo żęnia p owstały j u ż w l 9 69 r., natomi as t r e alizacj a
rozpoczęła się dopiero w latach S0-tych (1). Dla koor-
dynowan i a r e alizacjt ty ch zamier zęń w Europ ie i cztt-
wania nad prawidłowym rozwojem badań alternatyw-
nych Parlament UE w Brukseli powołał ECVAM (Eu-
ropean Center for Validation of Alternative Methods).

W naszym środowisku naukowym zagadnienta te
są od jakiegoś czasu także dostrzegane i były między
innymi przedmi otem dwó ch konferencj i zor ganizow a-
ny ch z inicj atywy Polskiego Towarzystwa Toksykolo-
gicznego: ,,Jakość Badań w Toksykologii" (Supraśl k.
Białegostoku, czerwiec 1993 r.); ,,Ocena Działania
Toksycznego Substancj i Chemicznych - Metody i Stra-
tegie Postępowania" (w ramach YI Zjazdu PTT w
Nałęczowie, wrzesień 1996 r.).

Metody altenatywne w toksykologii

Trzęba w tym miejscu wyraźnte podkreślić, żebar-
dzo często metody alternatywne mylnie utożsamia się
z technikami in vitro, podczas gdy jest tobardzo waż-
nę lęcz tylko j edno z możIiwy ch r ozwtązań (tab. 1 ).

Tab. l. Cechy metod alternatywnych

Sp o śród tr zęch mo żliwości j akie o feruj ą metody al-
ternatywne (3R), najłatwiejsze do natychmiastowej
realt.zacji wydają się być metody uwzględniające
zmniejszenie cierpienta zwierząt w doświadczeniu i
um o ż l i w i aj ąc e zr e duko w ani e lic zby zw ier ząt ttży ty ch
do badania, bez pomniejszenia wartości uzyskanych
wyników i osiągnięciazałożonego celu (33, 38). Przy-
kładem moze być badanie toksyczności ostrej doust-
nej. W metodzie klasycznej oznaczęnie DL_., dla jed-
nęgo zwląlku chemicznego wymagało użycia 40-60
zwierząt (25) lub przy zastosowaniu zmodyfikowanej
wersji badania 20 30 zwierząt (26). Obecnie dostęp-
ne sątrzy metody oznaczania toksyczności ostrej do-
ustne1:

1. Metoda ustalonej dawki ang. Fixed Dose Pro-
cedure (FDP)

2. Metoda klasy toksyczności ostrej ang. Acute
Toxic Class (ATC)

3. Metoda dawki skokowej ang. Up and Down.
M et o dy t e z ap ewn i aj ą znac zne o gr anic zenle lic zb y

zwierząt (nawet do 6 w metodzie UP and Down), ob-
nizenie dawki granicznej z 5000 do 2000 mg/kg m.c. i
rezygnację z określania ostrej toksyczności opartej na
śmierlelności w metodzie FDP (dzięki wprowadzeniu
klasyfikacji opartej na dawkach wywołujących ewi-
dentne efekty toksyczne). Dane odnośnie wykonania
tych metod można znaleźc w szczegołowych opraco-
waniach (21,28,29).

O wiele trudniejsza, a w niektórychprzypadkach nie-
mozliwa, jest realizacja zasady trzeciego R (replace-
ment). W chwili obecnej całkowite wyeliminowanie
zwierząt z doświadczeń i zastryienie ich modelami lłt
vitro nięjest możliwe głównie z powodu braku uwie-
rzytelnionych (zwalidowanych) metod (2, I6,35), Na
podstawie dotychczasowej wiedzy ocenia się, że po to
aby nowa metoda mogła byc zaakceptowana (aby wy-
niki uzyskaneprzy jejużyciu spełniały zakŁadanę cele
tak jak to ma miejsce w przypadku badań in vivo) po-
trzęba około 10 lat (33). Jest to zatazęm okres jaki
musi upłynąć od pierwszej publikacji metody do
umieszczenia wśród metod OECD (tab.2).



Tab.2. Rozwój nowej metody - wymagane etapy badań przed umieszcze-
niem jej wśród metod OECD (33)

Tab. 3. Prarł,dopodobieństwo powodzenia zastąpienia badań na zwierzę-
tach metodaml in vitro (37)

Najbardziej pożądane byłoby wyeliminowanie lub
zastąpienie innymi drastycznych testów toksykologicz-
nych sprawi aj ących szcze golnę cierp i eni e zwierzętom.
Przykładem moze byó metoda oceny dzlałanta draż-
niącego l żtącego na skórę i oko królika (6). Nowe
w y ty czne O E CD zakładaj ą nawet zaniechanie te stow
in vivo jeśli działanie żrące substancji jest udowod-
nione lub może byc zbadane za pomocą dobrze udo-
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kumentowanego testu alternatywnego lub
pTzewldnane na podstawl,e zależnoŚci bu-
dowa toksyczność. Potwierdzającą próbę
in vivo wykonuje się już tylko na pojedyn-
czych królikach, tylko ze zwtązkamt, dla
których w ww. testach uzyskano wyniki ne-
gatywne (38).

Istnieją także duże szanse zastryienia
metodami alternatywnymi takich testów
toksykolog iczny ch jak badanie metaboli-
zmu, wchłaniania przez skórę, działania
uczulaj ąceg o orazniektorych rodzaj ów tok-
syczności ostrej (17, 33, 37, 38).

Z oczywistych powodów nie do zastą-
pienia są badania, w których mechanizm
toksyczne g o dzi ałania j est niespe cy ftczny
i wielokierunkowy (toksyczność przewle-
kła, podchr oniczna, badania wielopokole-
niowe i toksyczność powtarzana - 28 dni)
(tab. 3).

Wiele kontrowersji wzbudzają próby
zastąpienia metod in vivo w ocenie toksycz-
ności reprodukcyjnej (5, 22'). Na podstawie
istniejącej wiedzy wiadomo jest, że czyn-
nik toksyczny zależnie odfazy rozwoju pre-
natalnego może być przy czynąokreślonych
zaburzeń ( gametotoksyczność, embriotok-
syczność, teratogenność, fetotoksyczność i
zaburzenl,a funkcj onalne). W ostatnich 20
Iatach opracowano dla celów badania tera-

'togenności około 30 testów zużyciemróż-
nych modeli doświadczalnych, ktore obej-
mują pierwotne lub ustalone linie komór-
kowe, hodowle tkankowe, hodowle zarod-

. ków zwterzątniższych,atakżę hodowle za-
rodków ssaków (tab. a). Jak dotąd głowny
wkład tych metod polega na dostarcząniu
informacj i o mechanizmach dziaŁanta pro-
wadzących do zaburzenia rozwoju prena-
talnego.

Niektóre testy mogą spełniac rolę prze-
siewowych i w ten sposób poprzęz elimi-
nacj ę zw lązków naj b a r dziej nteb ezptecz,
nych zmniejsza się Itczba związkow prze-
znaczony ch do b adań embriotoks y czny ch
i teratogennych na zwterzętach (74),

W tym miejscu trzeba dodać, ze w od-
różnieniu od medycyny, gdzie dominuje
problem teratogennego działania leków i
ksenobiotyków, w weterynarii bardziej

istotne (głownie z powoilów ekonomicznych) wydaje
się być wykrywanie czynnikow środowiskowych bę-
dących pr zy czy nązwi ększonej obumi eralno ś c i zaro d-
ków (20). Wiadomo jest, że mimo intensywnych ba-
dań wiedza nt. przy czyn wys okiej śmierlelno ści zwie-
rząt hodowlanych, zwłaszcza w okre sie przedimplan-
tacyj nym, j e st ciągl e fragmentary czna. Możliwo śc taką
stwarza,jak się wydaje, metoda hodowli in vitro ko-
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mórek pozyskany ch z bla-
stocysty - ESC (ang. em-
bryonic stem cells) (18).

podsumowanie

Potrzeba rozwoju i wpro-
wadzania metod alterna-
rywnych do badań na zwie-
rzętach w toksykologii jest
bardzo pilna. Jednakże
brak sp ecyfi czny ch o ddzia-
ływań w niektórych r odza-
j ach toksyczności sprawia,
żę z więlubadań in vivo nię
można zręzygnować. W
zw iązku z p owy ższym pro -

ces ten jest wolniej szy niż
w innych badaniach bio-
medycznych aczkolwiek
modyfikacje istniej ących
metod badań.pozw alająna
znaczne zmniej szen ię ltcz-
by uzywanych zwierząt.
Niektóre, choć nieliczne
jeszcze metody in v itro, do-
star czaj ąnowych mozliwo ś ci,
osiągnąć w badaniach in vivo.

których nie można było
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Tab. 4. Proponowane alternatywne testy w toksykologii rozrodu (4)

pierwolne hodowle komórkowe


