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Metody stosowane dotychczas w badaniach toksy-
kologicznych, mimo ze nie spetniaja wszystkich po-
trzeb, posiadaja swoja ugruntowana pozycj¢ (40). Sa
one rezultatem wielu lat pracy i jesli sa wykonywane
zgodnie z okre$lonymi wymogami (21, 30, 36), ciagle
stanowia podstawowe zrodto wiedzy toksykologicz-
nej niezbednej przy ocenie ryzyka toksykologicznego
dla cztowieka. Badania te sg jednak bardzo czasochton-
ne i wymagaja duzego nakladu pracy. Zwiazane sg przy
tym z uzyciem duzej liczby zwierzat. Najwigkszy
wzrost zapotrzebowania na zwierzeta laboratoryjne do
do$wiadczen nastapit w latach 70-tych. Wydaje si¢, ze
gléwnym tego powodem bylo rygorystyczne przestrze-
ganie testowania na nieszkodliwos¢ lekow, dodatkow
do zywnosci, srodkow ochrony roslin i innych grup
produktow przez instytucje odpowiedzialne za zdro-
wie (np. WHO, FDA w USA, PZH w Polsce, etc.).
Bezposrednig przyczyna wprowadzenia obowiazku
badania kazdego leku byly wydarzenia, ktore okazaty
sie niezamierzonymi do$wiadczeniami na ludziach.
Przykladem moze by¢ tragedia talidomidowa, w kto-
rej przekonano si¢ o teratogennym dziataniu leku,
wprowadzonego przedwczesnie i bez wyczerpujacych
badan. Dane pochodzace z krajow, w ktorych zuzycie
zwierzat jest rejestrowane wskazuja, ze z ogolnej liczby
okoto 100 mln kregowcow poswigconych co roku do
doswiadczen 20-25% przeznacza si¢ dla badaf nad
lekami, a 10-15% dla celow toksykologii (41).

W ostatnich trzydziestu latach notuje si¢ w wielu
krajach, takze w Polsce, nasilenie akcji protestacyj-
nych przeciwko masowemu wykorzystywaniu zwie-
rzat dla celow doswiadczalnych. Poza niemozliwymi
do zaakceptowania motywami emocjonalnymi (wy-
puszczenie zwierzat doswiadczalnych na wolnos¢,
catkowity zakaz wykonywania do§wiadczen na zwie-
rzetach) trudno nie zgodzi¢ si¢ z racjonalnymi argu-
mentami tych protestow (19). Niektore bowiem testy
toksykologiczne sa wyjatkowo brutalne np. badanie
dziatania zracego i drazniacego oko i skorg 1 ich wy-
konywanie sprawia zZwierzgciu duZy bél. Inne np. ozna-
czanie DL, opierajg si¢ na sm1erc1onosnyrn wskazni-
ku oraz doprowadzemu do silnych objawoéw klinicz-
nych zatrucia. Czestym zjawiskiem jest takze, wyni-
kajace z braku wlasciwej informacji naukowej, powie-
lanie badan lub wykonywanie do§wiadczen nieprzy-
datnych.

Dziatania na rzecz ochrony zwierzat
doswiadczalnych

Na podstawie przegladu aktow prawnych w zakre-

sie ochrony zwierzat na $wiecie mozna stwierdzic, ze
wykorzystywaniu zwierzat do doswiadczen stale to-
warzyszyla troska o ich los (24) Juz w 1822 1. ukazala
sic Brytyjska ustawa przeciw okruciefstwu wobec
zw1erzqt rozszerzona w 1876 r. o elementy wyzna-
czajace zasady prowadzenia doswiadczen na zwierzg-
tach. Podobna ustawa w USA (Anlmal Welfare Act)
zostata uchwalona w 1966 r. Te i inne akty prawne nie
byty jednak w stanie zapobiec masowemu i dos¢ do-
wolnemu uzywaniu zwierzat dla celéw doswiadczal-
nych (15, 31). Zaobserwowane nieprawidlowosci w
wykonywaniu badan spowodowaty, ze w wielu kra-
jach Europy Zachodniej wydano szereg przepisow |
clcu zj1 administracyjnych, Li\)l\f(.éc‘[Ly'Lh warunkow i
zasad ochrony zwierzat oraz eksperymentowania na
nich (7-10, 23). Do najwazniejszych naleza:

— Wytyczne ICLA (International Committee for La-
boratory Animals) z 1974 r.;

— Europejska Konwencja o ochronie zwierzat kre-
gowych uzywanych do celow doswiadczalnych oraz
innych celéw naukowych przyjeta przez Radg Europy
18 marca 1986 r. w Strasburgu;

- Dyrektywa Rady UE 86/609/EEC ,,0 ochrome
zwierzat stosowanych do doswiadczen i innych celow
naukowych”;

— Dyrektywa Rady UE 86/35/EEC ,,zakazujgca od
1.01.1998 r. wprowadzania na rynek produktéw ko-
smetycznych, ktorych sktadniki byty badane na zwie-
rzetach” (ze wzgledu na brak uwierzytelnionych me-
tod alternatywnych termin ten zostal przesunigty do
30.06.1998 r.);

— wprowadzenie zasad dobrej praktyki laboratoryj-

nej - ,,Good Laboratory Practice” (w USA w 1978 1.),
,,Grundsatze der Guten Laborpraxis” (w REN w
1990 r.).

W Polsce pierwszym dostgpnym aktem prawnym
w tym wzgledzie jest ustawa z 1928 r. o ochronie zwie-
rzat, uzupetniona w 1959 r. o elementy dotyczace zwie-
rzat doswiadczalnych (10, 11, 12). Od 1961 r. kraj nasz
jest cztonkiem Migdzynarodowego Komitetu ds. Zwie-
rzat Laboratoryjnych (ICLA) przeksztalconego w
1979 r. w Miedzynarodowa Radg ds. Zwierzat Labo-
ratoryjnych (ICLAS). Od 21 sierpnia 1997 r. obowia-
zuje w kraju nowa ustawa o ochronie zwierzat (13),



ktdra powinna przyczyni¢ si¢ zaréwno do wceielenia w
zycie uregulowan prawnych jak i przestrzegania norm
etycznych. Wymiernym efektem takich dziatan jest two-
rzenie w osrodkach naukowych komisji bioetycznych
zajmujacych si¢ caloksztattem problematyki doswiad-
czen na zwierzgtach (32, 42).

Nowe strategie hadan

W ciagu ostatnich kilkunastu lat w krajach wysoko
uprzemyslowwnych podejmowane 5§ NOWe proj ekty
badawcze zmierzajace do ograniczenia badan na zwie-
rzgtach i tam gdzie to mozliwe wprowadzania innych
modeli dosdwiadczalnych (39). Na skal¢ miedzynaro-
dowa problemem nowelizacji 1 weryfikacji metod pro-
wadzenia badan zajmuje si¢ Organizacja Wspotpracy
Gospodarczej i Rozwoju (OECD). Wszystkie dziata-
nia w tym zakresie uwzgledniajq przede wszystkim
zasade 3R:

— ograniczenie liczby zwierzat (ang. Reduction);

— doskonalenie metod w kierunku zmniejszenia cier-
pien zwierzat w eksperymencie (ang. Refinement);

— zastgpowanie zwierzat w eksperymenme przez mo-
dele badawcze nie odczuwajace cierpien (ang. Repla-
cement).

Pomyslodawcami tej idei byli Anglicy Russel 1

Oile przez wiele lat zasada 3R nie 7naj idowata zro-
zumienia to obecnie jest ona drogowskazem dla no-
wych strategii prowadzenia badan biomedycznych (3,
37, 43). Dla metod pozwalajacych realizowa¢ zasade
3R przyjeto nazwe metod alternatywnych (34, 38). W
wielu krajach powstaty fundacje i instytucje zajmuja-
ce si¢ metodami alternatywnymi i opracowujace nowe
programy badawcze (16, 37, 39). Jednym z najstar-
szych jest program FRAME (The Fund for the Repla-
cement of Animals in Medical Experiments), ktdrego
zatozenia powstaly juz w 1969 r., natomiast realizacja
rozpoczgla sig dopiero w latach 80-tych (1). Dla koor-
dynowania realizacji tych zamierzen w Europie i czu-
wania nad prawidlowym rozwojem badan alternatyw-
nych Parlament UE w Brukseli powotat ECVAM (Eu-
ropean Center for Validation of Alternative Methods).

W naszym s$rodowisku naukowym zagadnienia te
53 od Jaklegos czasu takze dostrzegane i byty mlegdzy
innymi przedmiotem dwoch konferencji zorganizowa-
nych z inicjatywy Polskiego Towarzystwa Toksykolo-
gicznego: ,,Jako$¢ Badan w Toksykologii” (Suprasl k.
Biategostoku, czerwiec 1993 r.); ,,Ocena Dziatania
Toksycznego Substancji Chemicznych — Metody 1 Stra-
tegic Post¢powania” (w ramach VI Zjazdu PTT w
Nalgczowie, wrzesien 1996 r.).

Metody alternatywne w toksykologii

Trzeba w tym miejscu wyraznie podkresli¢, ze bar-
dzo czgsto metody alternatywne mylnie utozsamia si¢
z technikami in vitro, podczas gdy jest to bardzo waz-
ne lecz tylko jedno z mozliwych rozwiazan (tab. 1).
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Tab. 1. Cechy metod alternatywnych

1. zmniejszajace liczbg zwierzat w eksperymencie
2. zmniejszajace lub znoszace bl
3. zastepujace badanie na zwierzetach poprzez:

- badania epidemiologiczne

- badanie zalezno$ci struktura—aktywnosé

- modelowanie toksykokinetyczne

- bazy danych i analize danych archiwalnych

- metody in vifro: z uzyciem hodowli komarkowych,
tkankowych i narzagdowych, zarodkéw ssakow
i organizmoéw nizszych

Sposérod trzech mozliwosci jakie oferujg metody al-
ternatywne (3R), naﬂatw1ejsze do natychmiastowe;j
realizacji wydajg si¢ by¢ metody uwzgledniajace
zmniejszenie cierpienia zwierzat w doswiadczeniu 1
umozliwiajace zredukowanie liczby zwierzat uzytych
do badania, bez pomniejszenia wartosci uzyskanych
wynikow 1 osiagnigcia zatozonego celu (33, 38). Przy-
ktadem moze by¢ badanie toksycznosci ostrej doust-
nej. W metodzie klasycznej oznaczenie DL dla jed-
nego zwiazku chemicznego wymagato uzycia 40—60
zwierzat (25) lub przy zastosowaniu zmodyfikowane;j
wersji badania 20-30 zwierzat (26). Obecnie dostgp-
ne sa trzy metody oznaczania toksycznosci ostrej do-
ustnej:

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

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

3. Metoda dawki skokoweJ —ang. Up and Down.

Metody te zapewniajg znaczne ograniczenie liczby
zwierzat (nawet do 6 w metodzie UP and Down), ob-
nizenie dawki granicznej z 5000 do 2000 mg/kg m.c. 1
rezygnacje z okreslania ostrej toksycznosci opartej na
$miertelnosci w metodzie FDP (dzigki wprowadzeniu
klasyfikacji opartej na dawkach wywotujacych ewi-
dentne efekty toksyczne). Dane odnosnie wykonania
tych metod mozna znalez¢ w szczegotowych opraco-
waniach (27, 28, 29).

O wiele trudniejsza, a w niektérych przypadkach nie-
mozliwa, jest realizacja zasady trzeciego R (replace-
ment). W chwili obecnej catkowite wyeliminowanie
zwierzat z do§wiadczen 1 zastapienie ich modelami in
vitro nie jest mozliwe gtownie z powodu braku uwie-
rzytelnionych (zwalidowanych) metod (2, 16, 35). Na
podstawie dotychczasowej wiedzy ocenia sig, Ze po to
aby nowa metoda mo gla byé zaakceptowana (aby wy-
niki uzyskane przy jej uzyciu spetnialy zaktadane cele
tak jak to ma miejsce w przypadku badan in vivo) po-
trzeba okoto 10 lat (33). Jest to zarazem okres jaki
musi uptyna¢ od pierwszej publikacji metody do
umieszczenia wsrod metod OECD (tab. 2).



Tab. 2. Rozwij nowej metody — wymagane etapy badan przed umieszcze-

niem jej wSrod metod OECD (33)

Opracowywanie metody

Walidacja cze$é 1

Ocena niezalezna

Zawierdzenie metody |

kumentowanego testu alternatywnego lub
przewidziane na podstawie zaleznosci bu-
dowa—toksycznos¢. Potwierdzajaca probe
in vivo wykonuje si¢ juz tylko na pojedyn-
czych krolikach, tylko ze zwigzkami, dla
ktorych w ww. testach uzyskano wyniki ne-
gatywne (38).

Istniejq takze duze szanse zastapienia
metodami alternatywnymi takich testow
toksykologicznych jak badanie metaboli-
zmu, wchlaniania przez skore, dzialania
uczulajacego oraz niektorych rodzajow tok-
sycznosci ostrej (17, 33, 37, 38).

Z oczywistych powodow nie do zasta-
pienia sa badania, w ktérych mechanizm
toksycznego dzialania jest niespecyficzny
i wielokierunkowy (toksycznos¢ przewle-
kla, podchroniczna, badania wielopokole-

Tab. 3. Prawdopodobienstwo powodzenia zastapienia badan na zwierzg-
tach metodami in vitro (37)

Rodzaj badania

Toksyczno$¢ (28 dni)

mate/b, mate

duze/mate

Dziatanie teratogenne
Badania wielopokoleniowe mate/b. mate
Toksyczno$¢ podchron. (90 dni) | b. mate/b. mate

Toksyczno$¢ przewlekta

b. mate/b. mate

b. mate/duze

Dziatanie kancerogenne

Najbardziej pozadane bytoby wyeliminowanie lub
zastapienie mnyml drastycznych testow toksykolo gicz-
nych sprawiajacych szczegolne cierpienie zwierzgtom.
Przyktadem moze by¢ metoda oceny dzialania draz-
niacego 1 zracego na skore 1 oko krélika (6). Nowe
wytyczne OECD zaktadaja nawet zaniechanie testow
in vivo jesli dziatanie Zrace substancji jest udowod-
nione lub moze by¢ zbadane za pomoca dobrze udo-

Ocena: jako$ciowa/iloSciowa

Toksyczno$é ostra p.o. mate/mate

Toksyeznosé ostra ' JEETE
(narazenie przez skorg) fuze mate
Toksycznos$é ostra

(narazenie inhalacyjne) b. mate/mate

niowe 1 toksycznos$¢ powtarzana — 28 dni)
(tab. 3).

Wiele kontrowersji wzbudzaja proby
zastapienia metod in vivo w ocenie toksycz-
nosci reprodukcyjnej (5, 22). Na podstawie
istniejacej wiedzy wiadomo jest, ze czyn-
nik toksyczny zaleznie od fazy rozwoju pre-
natalnego moze by¢ przyczyng okreslonych
zaburzen (gametotoksycznos¢, embriotok-
syczno$¢, teratogennosé, fetotoksycznos¢ 1
zaburzenia funkcjonalne). W ostatnich 20
latach opracowano dla celéw badania tera-

"togennosci okoto 30 testéw z uzyciem roz-
nych modeli doswiadczalnych, ktdre obej-
muja pierwotne lub ustalone linie komor-
kowe, hodowle tkankowe, hodowle zarod-

. kow zwierzat nizszych, a takze hodowle za-
rodkow ssakow (tab. 4). Jak dotad gtéwny
wkiad tych metod polega na dostarczaniu
informacji o0 mechanizmach dziatania pro-
wadzacych do zaburzenia rozwoju prena-
talnego.

Niektore testy moga spetniac role prze-
51ewowych i w ten sposob poprzez elimi-
nacj¢ zwigzkow najbardzic; niebezpiecz-
nych zmniejsza si¢ liczba zwiazkow prze-
znaczonych do badan embriotoksycznych
i teratogennych na zwierzgtach (14).

W tym miejscu trzeba doda¢, ze w od-
roznieniu od medycyny, gdzie dominuje
problem teratogennego dziatania lekow i
ksenobiotykow, w weterynarii bardziej

istotne (gtéwnie z powodow ekonomicznych) wydaje
sie by¢ wykrywanie czynnikow srodowiskowych be-
dacych przyczyna zwigkszonej obumieralnosci zarod-
kow (20). Wiadomo jest, ze mimo intensywnych ba-
dan wiedza nt. przyczyn wysokiej Smiertelnosci zwie-
rzat hodowlanych, zwtaszcza w okresie przedimplan-
tacyjnym, jest ciggle fragmentaryczna. Mozliwos¢ takg
stwarza, jak si¢ wydaje, metoda hodowli in vitro ko-




morek pozyskanych z bla-
stocysty — ESC (ang. em-
bryonic stem cells) (18).

Podsumowanie

Potrzeba rozwoju i wpro-
wadzania metod alterna-
tywnych do badan na zwie-
rzgtach w toksykologii jest
bardzo pilna. Jednakze
brak specyficznych oddzia-
tywan w niektorych rodza-
jach toksyczno$ci sprawia,
ze zwielu badan in vivo nie
mozna zrezygnowac. W
Zwiazku z powyzszym pro-
ces ten jest wolniejszy niz
w innych badaniach bio-
medycznych aczkolwiek
modyfikacje istniejacych
metod badan pozwalaja na
znaczne zmniejszenie licz-
by uzywanych zwierzat.
Niektore, cho¢ nieliczne

Pierwotne hodowle komérkowe

Bezkregowce

Zarodki ssakdw

Tab. 4. Proponowane alternatywne testy w toksykologii rozrodu (4)

Blaszki podniebienia

jeszcze metody in vitro, do-
starczaja nowych mozliwosci, ktérych nie mozna byto
osiagnac¢ w badaniach in vivo.
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