548

Artykutl przeglagdowy

DOI: dx.doi.org/10.21521/mw.6699

Med. Weter. 2022, 78 (11), 548-555

Review

Zasada 3R w praktyce. Poprawa dobrostanu, redukcja

liczhy zwierzat i doskonalenie metod badawczych
w badaniach toksycznosSci ostrej
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3R rules in practice. Improvement of welfare, reduction of the number of animals
and improvement of test methods in acute toxicity studies

Summary

Research studies in which animals are used contribute to the development and progress of biomedical sciences;
however, usage of animals in research has long been the subject of ethical protests. Nevertheless, elimination
of this type of research with animals is impossible at the present stage of our knowledge. The controversy of
animal usage in laboratory was the beginning of efforts to improve their fate. The 3Rs principle, formulated
in the late 1950s, is the ethical foundation for the activities of laboratories using laboratory animals; moreover,
it defines the legal framework for animal research. The welfare of laboratory animals is the concern of people
working in research centers that perform such tests, including the veterinarians working there, as well as people
dealing with legal issues shaping the research market using laboratory animals. The activity of research centers
is a kind of compromise ensuring the best conditions for animals, and at the same time ensuring optimal and
correct performance of tests in accordance with research standards. The changes in the field of acute toxicity
tests in the context of reducing the number of animals, their welfare and the implementation of alternative
methods that have occurred in the last few decades can be traced on the example of a center that has been
carrying out research in the GLP system since 2000, which is currently the L.ukasiewicz Research Network —
Institute of Industrial Organic Chemistry Branch Pszczyna (abbreviated Lukasiewicz — IPO), formerly the

Institute of Industrial Organic Chemistry Branch Pszczyna.
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Poprawa dobrostanu zwierzat laboratoryjnych wy-
nika zar6wno ze wzrostu spotecznej $wiadomosci,
znacisku $srodowisk walczacych o poprawe dobrostanu
czy eliminacj¢ zwierzat z badan, jak i ze zmieniajgce-
go si¢ i ewoluujacego prawodawstwa w poszczego6l-
nych krajach. Podstawg ewolucji prawa w zakresie
dobrostanu zwierzat jest Swiatowa Deklaracja Praw
Zwierzat przyjeta w Paryzu w 1977 r. (7). Deklaracja
ta miata niewigzacy charakter, ale w znacznym stop-
niu przyczynita si¢ do wyznaczenia humanitarnych
kierunkéw rozwoju ochrony zwierzat w prawie mig-
dzynarodowym.

Sporzadzona dnia 18 marca 1986 r. w Strasburgu
Europejska Konwencja w sprawie ochrony zwierzat
kregowych wykorzystywanych do celow dos$wiad-
czalnych i innych celéw naukowych byta pierwszym
mi¢dzynarodowym aktem, ktory wprowadzit istotne
ograniczania w wykorzystaniu zwierzat dla celow na-

ukowych. Dokument ten wraz z dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia
2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywa-
nych do celéw naukowych wprowadzit obowigzujace
obecnie w Europie standardy do$wiadczen na zwie-
rzetach (7).

W Polsce pierwszym aktem prawnym regulujagcym
kwestie przeprowadzania doswiadczen z wykorzy-
staniem zwierzat bylo Rozporzadzenie Prezydenta
RP z dnia 22 marca 1928 r. o ochronie zwierzat. Po
wojnie rozporzadzenie to zostato uzupetnione rozpo-
rzadzeniem Ministra Szkolnictwa Wyzszego z 1959 r.
(18). Kolejnymi aktami prawnymi, ktére jednak nie
w pelni dostosowywaly polskie prawo do prawo-
dawstwa unijnego byty Ustawy: z dnia 21 sierpnia
1997 r. o ochronie zwierzat oraz z dnia 21 stycz-
nia 2005 r. o doswiadczeniach na zwierzetach (9).
Dopiero Ustawa z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie
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zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych
lub edukacyjnych zaimplementowata na rynek polski
obowigzujace w Europie standardy doswiadczen na
zwierzetach (15). Ustawa reguluje trzy wazne aspekty
zwigzane z doswiadczeniami na zwierzetach: zasady
przeprowadzania doswiadczen, warunki utrzymy-
wania zwierzat oraz zadania i kompetencje komisji
etycznych.

Prowadzenie dziatalno$ci gospodarczej wymaga
podejmowania odpowiednich krokéw, ktore czesto
umozliwiajg dalszg dzialalno$¢, szczegolnie ze przepi-
sy prawa ingeruja w wiele obszaro6w prowadzonej dzia-
falnosci 1 przy braku dziatan dostosowawczych moga
stanowi¢ zagrozenie dla jej funkcjonowania, a nawet
czasem dla dalszego istnienia (5, 8). W 2017 r. dzigki
staraniom kierownictwa éwczesny Instytut Przemystu
Organicznego Oddziat w Pszczynie uzyskal peing
akredytacje AAALAC. AAALAC (Association for
Assessment and Accreditation of Laboratory Animal
Care) jest prywatng organizacja non-profit, promujaca
humanitarne traktowanie zwierzat w nauce poprzez do-
browolne programy akredytacji i oceny. Organizacja ta
popiera wykorzystanie zwierzat do postepu medycyny
i nauki, gdy nie ma alternatyw niezwierzecych i gdy
odbywa si¢ to w sposéb etyczny i1 humanitarny. Do
chwili obecnej ponad 1040 réznych instytucji badaw-
czych w 50 krajach uzyskato akredytacje AAALAC.
Proces uzyskania akredytacji zbiegl si¢ w czasie ze
zmianami, jakie narzucita ustawa z 2015 r. w obszarze
organizacji badan i dziatania takie byty dla Oddzialu
bardzo korzystne. Z punktu widzenia strategii firmy
gwarantowaly kontynuacje¢ dziafalnosci w zgodzie
ze zmieniajgcymi si¢ uwarunkowaniami prawnymi,
a przyznana akredytacja zwigkszyta prestiz i konkuren-
cyjno$¢ na rynku. Spetnienie norm 1 wymogow, jakie
stawia przed laboratoriami AAALAC International,
stanowi gwarancj¢ zapewnienia wlasciwej infrastruk-
tury 1 przygotowania merytorycznego kadry, a co za
tym idzie, zachowania prawidtowego dobrostanu
1 opieki nad zwierzgtami laboratoryjnymi. Nalezy
oczywiscie wspomnie¢, ze AAALAC International
nie jest jedyng organizacjg zajmujacg si¢ problemem
dobrostanu zwierzat. Obok nalezy wymienic¢ tez inne
organizacje, jak np.: Animal Welfare Foundation,
Laboratory Animals, Understanding Animal Research,
Animal Welfare Institute, Institute for Laboratory
Animal Research.

Wytyczne OECD oraz zasada 3R a poprawa
dobrostanu zwierzat laboratoryjnych

Ciagly rozwoj 1 ewolucja podejécia przez $rodo-
wiska naukowe do dobrostanu zwierzat i badan z ich
wykorzystaniem maja tez swoje odzwierciedlenie
w permanentnej aktualizacji wytycznych Organizacji
Wspotpracy Gospodarczej 1 Rozwoju (OECD) od-
noszacych si¢ do badan z wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych. OECD, skupiajaca obecnie 38
wysoko rozwinigtych i demokratycznych panstw,
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opracowujac wspodlne zasady 1 wytyczne, wprowadza
podobne normy dzialania i standardy w poszczeg6l-
nych dziedzinach gospodarki, w tym tez w obszarze
badan z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych.
Nalezy podkresli¢, ze jest to szczegdlnie wazne dla
laboratoriow pracujacych w systemie DPL, w ktérym
wytyczne OECD stanowig istotny punkt odniesienia
dla stosowanych w badaniach procedur. DPL — Dobra
Praktyka Laboratoryjna to system zapewnienia ja-
ko$ci wymaganych prawem nieklinicznych badan
laboratoryjnych. W potaczeniu z wytycznymi OECD
umozliwia zapewnienie podobnych i jednolitych wa-
runkow przeprowadzania badan w laboratoriach, a co
za tym idzie — powtarzalno$¢ i wzajemng uznawalno$¢
uzyskiwanych wynikow.

Humanitaryzm i odpowiedzialne traktowanie zwie-
rzat w badaniach zapoczatkowata sformutowana pod
koniec lat 50. XX wieku zasada 3R, w ktorej zawiera
sie: Replacement — zastgpowanie zwierzat, Reduction
— ograniczenie liczby zwierzat i Refinement — udosko-
nalenie metod polegajace na minimalizacji cierpienia
1 stresu oraz poprawe dobrostanu. Doskonalenie badan
z udzialem zwierzat w mysl zasady 3R wyraznie wi-
da¢, §ledzac zmiany dotyczace wytycznych OECD do
badan toksycznosci ostrej, ktore obejmuja badania tok-
sycznosci ostrej doustnej, toksycznosci ostrej skornej,
ostrego draznienia skory/dzialania zracego i ostrego
draznienia oka/dzialania zracego.

ToksycznoS¢ ostra doustna
i toksycznosSc ostra skorna

Wytyczng, ktéra okreslata sposob postgpowania
w trakcie badania toksycznos$ci ostrej doustnej, byta
Wytyczna OECD nr 401 (https://www.oecd.org/env/
ehs/testing/section4-health-effects-replaced-and-
cancelled-test-guidelines.htm). Pierwsze jej wydanie
z 1981 r. zakladato wykorzystanie do wyznaczenia
LD50 (Lethal Dose 50 — dawka powodujaca zgon po-
lowy narazanych zwierzat) az 40 zwierzat. W 1987 r.
wytyczna ta ulegta modyfikacji, dzigki czemu znaczaco
zredukowano liczbg zwierzat. Zrezygnowano z grupy
kontrolnej, a badanie wykonywano na zwierzgtach
jednej plci, co zmniejszyto liczbe do 15 zwierzat.
Dodatkowo wytyczna zakladata rutynowo niewyko-
nywanie badan dla dawek wigkszych niz 2000 mg/
kg masy ciata. Przewidywano tzw. test graniczny dla
dawki 2000 mg/kg masy ciata, ktory wykonywano
na 10 zwierzetach. Brak smiertelnosci w tej dawce
konczyt badanie.

Gléwnym zalozeniem wytycznej 401 bylo osia-
gniecie rosngcej sekwencji dawek w trzech grupach
w taki sposob, aby osiaggna¢ $miertelnos¢ przynajmniej
W grupie z najwyzsza dawka i na tej podstawie obliczy¢
odpowiednig metodg LD50. Duza liczba zwierzat oraz
$miertelnos¢ jako koncowy parametr, niezbgedny do
wyliczenia LD50, spowodowaly decyzje o ostatecz-
nym wycofaniu Wytycznej 401 od dnia 17 grudnia
2002 . (2, 4).
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Wycofang wytyczng zastapity wytyczne OECD: nr
420 wprowadzona w 1992 r., nr 423 wprowadzona
w 1996 1. oraz nr 425 wprowadzona w 1998 r. (https://
www.oecd.org/env/ehs/testing/section4-health-effects-
replaced-and-cancelled-test-guidelines.htm). Bylo to
mozliwe dzigki opracowaniu nowego podejscia do
klasyfikacji substancji chemicznych. Wprowadzony
Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji
1 Oznakowania (GHS), ktory zakladat rezygnacje
z konieczno$ci wyznaczania LD50, wprowadzajac
w zamian klasyfikacje substancji do odpowiedniej
kategorii, umozliwia jej wlasciwe oznakowanie (11).
Wszystkie trzy wytyczne znaczaco zmniejszaja liczbe
wykorzystanych zwierzat w poréwnaniu z wytyczng
401. W wytycznej 420 punktem koncowym jest wy-
razna toksyczno$¢, a nie $miertelno$¢, a dodatkowo
wytyczna wykorzystuje badanie wstepne w celu zmi-
nimalizowania liczby zwierzat. Podobnie, zasady ogra-
niczajace liczbe wykorzystywanych zwierzat mozna
znalez¢ w wytycznej 423, w ktorej badanie opiera si¢
na zasadzie etapowosci oraz w wytycznej 425, ktora
zawiera zasade zatrzymania (https://read.oecd-ilibrary.
org/environment/guidance-document-on-acute-oral-
toxicity-testing 97892640784 13-en#pagel). Zasada
etapowosci wprowadza w badaniu etapy z mozliwie
najmniejsza liczbg zwierzat 1 w razie wystapienia
$miertelnosci w kolejnym etapie stosuje si¢ nizsza
dawke lub konczy badanie, a zasada zatrzymania prze-
rywa badanie dla danej dawki w wypadku wystapienia
$miertelnosci.

Najczesciej sto-
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vitro 1 in vivo). Dodatkowym czynnikiem wptywaja-
cym na minimalizacj¢ ewentualnej $§miertelnosci jest
wspomniana juz etapowos$¢ postepowania.

Obecnie obowigzujaca metoda 420 (https://doi.org/
10.1787/9789264070943-en) wyrdznia badanie wstep-
ne, w ktorym na kazdym poziomie dawkowania stosuje
si¢ jedno zwierzg. Jezeli dana dawka jest $miertelna, to
nie wykonuje si¢ eksperymentu dla tej dawki na kolej-
nych zwierzg¢tach, lecz kontynuuje badanie wstepne,
ale dla nizszej dawki. Jezeli badanie wstepne nie daje
$miertelnosci w danej dawce, to mozna wykona¢ ba-
danie wtasciwe na czterech zwierzgtach dla tej dawki.

W metodzie 423 (https://doi.org/10.1787/
9789264071001-en) dla minimalizacji $miertelnosci,
ale zachowania precyzyjnej mozliwos$ci klasyfikacji
opracowany zostal inny niz w wytycznej 420 eta-
powy sposob przeprowadzania badania. W kazdym
etapie mozna wykorzysta¢ 3 zwierzgta, przy czym
dla poszczegdlnych dawek mozna wykorzysta¢ od 3
do 6 zwierzat. W zaleznosci od wynikow dla poszcze-
gblnych etapdéw tok postgpowania zapewnia uzycie
minimalnej, niezbednej do prawidlowej klasyfikacji
liczby zwierzat. Przeprowadzenie toku postepowania
wedlug wytycznej nr 420 pozwala zaklasyfikowaé
badang substancj¢ do jednej z sze$ciu kategorii wedlug
klasyfikacji GHS: 1, 2, 3, 4, 5 1 5/niesklasyfikowana.
Wytyczna nr 423 jest bardziej precyzyjna i umozliwia
okreslenie, oprocz takich samych, jak wyzej, 6 kate-
gorii wedtug klasyfikacji GHS, takze tzw. warto$ci
odcietej LD50, ktéra moze wynosi¢: 5 mg, 25 mg,

Tab. 1. Poszczegélne wydania wytycznych dla toksycznoSci ostrej doustnej i toksycznosci ostrej

sowane byly me-
tody 420 oraz 423.

skornej i stosowane liczby zwierzat

: Wytyczna Rok wydania/ Liczba zwierzat przewidziana Praktyczna liczba zwierzat stosowana w badaniach
Znaczaco redukuja aktualizacji w metodzie (na podstawie wtasnych doswiadczer)
one liczbg zwierzat Toksycznosé ostra doustna
zvosltosunku do n:letody OECD nr 401 | wydanie 1981 40 nie wykonywano w Lukasiewicz — IPO
oraz ograniczajg, aktualizacia 1987 20 10-20

a nawet catkowicie .
eliminujg $miertel- wycofanie 2002 - -
noéé Jako parametr OECD nr 420 wydanie 1992 11-15 11-15
niezbedny do oceny. aktualizacja 2001 7 5-6
W przeciwienstwie g U2

. sporadycznie 7
do wycofanej metody _ . o
401 4cidle deﬁniuja, OECD nr423 | wydanie 1996 3?18 :izzz]ziv;ygczm dla limit test
poziom dawek, ja- aktualizacja 2001 sporadycznie 3
kimi mozna narazaé sporadycznie 12
zwierzeta. Dla mak- | 0ECD nr425 | wydanie 2008 7 nie wykonywano w Lukasiewicz - IPO
symglnegq Ograni- | Toksycznosé ostra skdrna
Czell;l%a SIH}GI’tGlIéOSCl OECD nr 402 | wydanie 1981 30 nie wykonywano w Lukasiewicz — IPO
WYyoor poziomu aaw-

M p . , aktualizacja 1987 15 10 - limit test (sporadycznie 20 dla petnego badania)

kowania musi by¢ po- o
przedzony zdobyciem akualizacja 2017 9 29 . .
. 2. dzigki strategii postgpowania w oparciu o wytyczne
mforma?ﬂ na temé}F OECD czeste odstapienie od badan, wyniki w oparciu
badanej substancji 0 metody szacunkowe bez koniecznosci wykonania
i J ej ewentualnej tok- badar na zwierzetach

sycznosci (dane fizy-
kochemiczne, testy in

Objasnienia: * — liczby podane ($rednio w badaniu) w Guidance Document On Acute Oral Toxicity

Testing (6)
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50 mg, 200 mg, 300 mg, 500 mg, 1000 mg, 2000 mg,
2500 mg, 5000 mg i ponad 5000 mg na kg masy ciala.
W obecnie obowiazujacych wersjach tych wytycznych
dokonano tez pewnej korekty poziomdéw stosowanych
dawek, co spowodowato, wraz z innymi zmianami,
zredukowanie liczby zwierzat wykorzystywanych
w tych badaniach w stosunku do poprzednich wersji
wymienionych wytycznych.

Praktyka stosowania w Lukasiewicz — IPO metody
420z 2001 r. pokazata, ze zazwyczaj w doswiadczeniu
byta koniecznos$¢ wykorzystania od 5 do 6 zwierzat do
przeprowadzenia prawidlowej klasyfikacji badanych
substancji. W rzadkich przypadkach, przy wysokiej
toksyczno$ci badanej substancji wykorzystywano
2 zwierzeta. Sporadycznie tez, przy braku jakichkol-
wiek informacji o mozliwej toksycznosci badanej
substancji, gdy w badaniu wstgpnym padty 2 zwierzeta,
dla prawidtowej klasyfikacji konieczne bylo uzycie
7 zwierzat facznie w catym badaniu. W metodzie 423
wykorzystywano od 6 do 9 zwierzat dla prawidtowej
klasyfikacji. Stanowi to istotne ograniczenie liczby
zwierzat w stosunku do obowigzujacej wczesniej
metody 401, gdzie konieczne byto uzycie w pierwot-
nej wersji wytycznej 40 zwierzat, a po modyfikacji
w 1987 r. co najmniej 15 zwierzat. Porownanie liczby
zwierzat uzywanych zgodnie z poszczegdlnymi wy-
tycznymi w badaniach toksyczno$ci ostrej przedsta-
wiono w tabeli 1.

Wytyczna OECD 402 dotyczaca toksycznosci ostrej
skérnej zostala wdrozona w 1981 r. Umozliwiata
okreslenie LD50 dla toksyczno$¢ skornej i zaktadata
wykorzystanie nawet 30 zwierzat. W 1987 r. aktualiza-
cja wytycznej (https://www.oecd.org/env/ehs/testing/
section4-health-effects-replaced-and-cancelled-test-
guidelines.htm) zmniejszyta liczbe wymaganych
zwierzat, co w sumie umozliwiato wykonanie badania
na 15 zwierzetach. Warunkiem koniecznym do oblicze-
nia LD50 byto uzyskanie $miertelnosci przynajmnie;j
w najwyzszej dawce. Dodatkowo wytyczna przewi-
dywata tzw. limit test dla dawki 2000 mg/kg wykony-
wany na grupie 10 zwierzat. Wigkszo$¢ testowanych
substancji charakteryzowala si¢ niskg toksycznoscia
skorng, dlatego znaczaca wigkszo$¢ tego rodzaju ba-
dan byta wykonywana jako limit test. Jezeli w trakcie
badania limit test wystgpita $miertelnos¢, to nalezato
przeprowadzi¢ petlne badanie w celu okreslenia LD50
na zwierzetach pici bardziej wrazliwej. Wymagato
to wykorzystania 20 zwierzat, jednak badanie takie
wykonywano sporadycznie.

W 2017 r., podobnie jak dla badan toksycznosci
ostrej doustnej, wytyczna 402 zostata znowelizowana
(https://doi.org/10.1787/9789264070585-en). Dawki
w badaniu dobrane zostalty w oparciu o Globalny
Zharmonizowany System (GHS), co odzwierciedla
tez zmiana nazwy tej wytycznej na: Toksyczno$¢
Ostra Skorna: Metoda Ustalonej Dawki. Wyboru
dawek dokonuje si¢ pomiedzy wskazanymi przez
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wytyczng dawkami, a samo badanie sktada si¢ z bada-
nia wstepnego i1 badania gtownego. Zmiany i oparcie
klasyfikacji na GHS pozwolito znaczaco zredukowaé
liczbe zwierzat od 2 do maksymalnie 9 zwierzat, co
jest znaczaca redukcja w poréwnaniu z poprzednig
wersja omawianej wytycznej. NaleZy rowniez zazna-
czy¢, ze obecnie, po aktualizacji, badanie toksyczno-
$ci ostrej skornej czesto jest wykonywane w oparciu
o szacunkowe metody oparte na wynikach uzyskanych
z toksycznos$ci ostrej doustnej. Toksyczno$¢ ostra
doustna powyzej 2000 mg/kg zwalnia z konieczno$ci
wykonywania toksycznosci ostrej skornej. Strategia
ta opiera si¢ na oméwionym w dalszej czesci artyku-
hu dokumencie OECD pt. ,,Guidance Document on
Considerations for Waiving or Bridging of Mammalian
Acute Toxicity Tests Series on Testing & Assessment”
(doi.org/10.1787/9789264274754-en). Liczby zwie-
rzat dla pierwotnej wytycznej 402 1 po jej aktualizacji
przedstawiono w tabeli 1.

Badania draznienia skéry/dziatania zragcego,
draznienia oka/dziatania zracego

Kolejne dwie wytyczne, w ktorych stosowaniu zna-
czaco zredukowano liczbe zwierzat to wytyczne nr 404
1405. Obie wytyczne przyjeto w 1981 r.

Wytyczna 404 byla aktualizowana w latach 1992,
2002 (https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4-
health-effects-replaced-and-cancelled-test-guidelines.
htm) 12015 (https://doi.org/10.1787/9789264242678-
-en). Na jej podstawie przeprowadza si¢ badanie ostre-
go draznienia skory/dziatania zracego na krolikach.
Pierwsze wydanie wytycznej z 1981 r. przewidywato
wykorzystanie trzech krolikéw w badaniu w sposob
jednoczesny. W drugim wydaniu z 1992 r., wprowa-
dzono etapowos$¢: najpierw badanie wykonywano na
jednym zwierzeciu, a nastgpnie, dla potwierdzenia,
na kolejnych dwoch zwierzetach. Wytyczna dawata
tez mozliwo$¢ sprawdzenia dziatania zracego na
1 zwierzeciu, ktorej to mozliwos$ci nie przewidywa-
fa juz kolejna nowelizacja z 2002 r. Nowelizacja ta
wprowadzita test poczatkowy na 1 zwierzeciu i test
potwierdzajacy na kolejnych 2 zwierzegtach. Bardzo
istotng zmiang z punktu widzenia dobrostanu zwierzat
bylo zastosowanie w tej wersji wytycznej szczegdto-
wej strategii postgpowania odnoszacej si¢ do systemu
GHS, ktoéra pozwalata na podstawie wczes$niejszych
danych z badan u ludzi lub badan na zwierzgtach, na
podstawie szacowania wtasciwosci fizycznych i che-
micznych czy testow in vitro, odstapienie od badan
na zwierzgtach. Ostatnia aktualizacja z 2015 r., dzigki
zintegrowanemu podejsciu do testowania i szacowania,
zaktada wykonanie testu na zwierzetach jako ostatni
krok po wyczerpaniu wszystkich innych mozliwosci,
jezeli na ich podstawie nie mozna przeprowadzi¢ kla-
syfikacji (https://doi.org/10.1787/9789264274693-en).
Liczby zwierzat dla pierwotnej wytycznej 404 1 po jej
aktualizacji przedstawiono w tabeli 2.
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Tab. 2. Poszczegélne wydania wytycznych dla badania ostrego draznienia skory/dzialania Zzracego i ostrego draznienia/uszko-
dzenia oka oraz stosowane liczby zwierzat
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Wytyczna

Rok wydania/
aktualizacji

Liczba zwierzat
przewidziana
w metodzie

Praktyczna liczba zwierzat stosowana w badaniach (na podstawie wtasnych doSwiadczen)

Ostre draznienie skéry/dziatanie zrace

aktualizacja 2017
aktualizacja 2020

w 2002 r. - strategia postgpowania w odniesieniu do systemu GHS pozwalajaca na odstapienie
od badan na zwierzetach, mozliwo$¢ oparcia klasyfikacji na metodach alternatywnych; w 2015 r. -
badanie przeprowadzane w odniesieniu do zintegrowanego podejscia do testowania i szacowania;
od 2018 r. w Lukasiewicz — IPO nie przeprowadzono badania draznienia skéry z wykorzystaniem
zwierzat, opierajac klasyfikacje na metodach alternatywnych

OECD nr 404 | wydanie 1981 3 nie stosowano w tukasiewicz — IPO
aktualizacja 1992 | 1-3 1-3
aktualizacja 2002 | 1-3 test poczatkowy - 1;
aktualizacja 2015 test potwierdzajacy - 2;

Ostre draznienie/uszkodzenie oka

OECD nr 405 | wydanie 1981 3/dodatkowo 6 | nie stosowano w Lukasiewicz — IPO
aktualizacja 1987 | 1-3 1-3
aktualizacja 2002 | 1-3 test poczatkowy - 1;

test potwierdzajacy wykonywany sekwencyjnie — 2;

w 2002 r. - strategia postgpowania w odniesieniu do systemu GHS pozwalajaca na odstapienie od
badan na zwierzetach, konieczno$¢ oparcia klasyfikacji na metodach alternatywnych, koniecznos$é
stosowania Srodkéw znieczulajacych;

od 2017 r. — badanie przeprowadzane w odniesieniu do zintegrowanego podejscia do testowania

i szacowania;

od 2018 r. w Lukasiewicz - IPO nie przeprowadzono badania draznienia oka z wykorzystaniem
zwierzat, opierajac klasyfikacje na metodach alternatywnych

Wytyczna 405 byta aktualizowana w latach 1987,
2002, 2017 (https://www.oecd.org/env/ehs/testing/
section4-health-effects-replaced-and-cancelled-test-
guidelines.htm) oraz 2020 (https://doi.org/10.1787/
9789264185333-en). Na podstawie tej wytycznej
przeprowadzane jest badanie ostrego draznienia oka/
dziatania zZracego na krolikach. Pierwsze wydanie
wytycznej z 1981 r. przewidywato wykorzystanie
trzech krolikoéw w badaniu w sposob jednoczesny, przy
czym w przypadku substancji draznigcych wytyczna
dopuszczata wykorzystanie dodatkowych 6 krolikow,
u ktorych stosowano procedure przeplukiwania oczu.
W drugim wydaniu z 1987 r. wytyczna nakazywala
analiz¢ fizycznochemicznych wtasciwosci, wyniki
testow z draznienia skory czy zwalidowanych alterna-
tywnych metod, ktére dawatyby podstawe do odsta-
pienia od badan w zwigzku z mozliwos$cia wywotania
uszkodzenia oka. Dodatkowo wytyczna przewidywata
wykorzystanie tylko jednego krélika w przypadku
silnego draznienia czy uszkodzenia oka, bez koniecz-
nosci potwierdzania na kolejnym zwierzgciu. Wydanie
trzecie z 2002 r. rozdzielito badanie na test poczatkowy
na jednym zwierzgciu i test potwierdzajacy wykony-
wany na dwoch kolejnych zwierzgtach, przy czym
test potwierdzajacy nalezalo wykonywaé w sposob
sekwencyjny, tak aby cate badanie wykona¢ na 2 kro-
likach, jesli to bylo wystarczajace dla dokonania kla-
syfikacji. Zastosowano tez, podobnie jak w wytyczne;j
404, rozbudowang szczegotowa strategie postgpowania
odnoszacg si¢ do systemu GHS, ktora pozwalata na
podstawie wczesniejszych danych z badan na ludziach

lub badan na zwierzgtach, na podstawie szacowania
wilasciwosci fizycznych i chemicznych czy testow in vi-
tro, odstapienie od badan na zwierzetach. Ostatnie dwie
aktualizacje z r. 2017 oraz z 2020 (https://www.oecd.
org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/
?cote=ENV-JM-MONO(2017)15/REV1%20&doc
language= en) dzieki zmtegrowanemu podejsciu do
testowania 1 szacowania, zaktadaja wykonanie testu
na zwierzetach jako ostatni krok po wyczerpaniu
wszystkich innych mozliwosci, jezeli na ich podstawie
nie mozna przeprowadzi¢ klasyfikacji. Liczby zwie-
rzat dla pierwotnej wytycznej 405 1 po jej aktualizacji
przedstawiono w tabeli 2.

Odstapienie od badan z udziatem zwierzat
i zasady pomostowania

Bardzo waznym dokumentem z punktu widze-
nia ograniczenia liczby zwierzat w badaniach jest
opublikowany w 2016 r. przez OECD dokument pt.
,»Quidance Document on Considerations for Waiving
or Bridging of Mammalian Acute Toxicity Tests”,
ktory szczegdtowo rozwaza praktyczne mozliwosci
rezygnacji z badan na zwierzetach laboratoryjnych
w poszczegolnych testach toksycznos$ci ostrej, przy
jednoczesnej mozliwosci klasyfikacji z uzyciem roz-
nych metod, w tym rowniez metod alternatywnych
(doi.org/10.1787/9789264274754-en). Dokument
wprowadza zasady pomostowania (tzw. podejscie
przekrojowe) zalecajace wykorzystywanie istniejace-
go zbioru danych do scharakteryzowania zagrozenia
dla badanej substancji chemicznej, dla ktorej istnieje
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niewiele danych na temat jej toksyczno$ci. Badane
substancje o nieznanym zagrozeniu moga by¢ podobne
pod wzgledem sktadu czy formy do innych substancji
chemicznych o doktadnie juz zdefiniowanej toksyczno-
$ci 1 znajomos¢ tego faktu umozliwia skonstruowanie
pelnego lub czgsciowego profilu toksycznosci dla ba-
danej substancji z pominigciem badan na zwierzetach.
Dokument wskazuje tez na konieczno$¢ catosciowego
podejscia i uwzgledniania wszystkich dostepnych
informacji w procesie klasyfikacji i oznakowania,
ktore to podeJ $cie umozliwia minimalizacj¢ czy nawet
rezygnacj¢ z wykorzystywania zwierzat. Podejscie
takie obejmuje uwzglednianie wiasciwosci fizykoche-
micznych, rozwazenie potenqalme niewielkiej moz-
liwosci lub braku narazenia okreslong droga u ludzi,
wykorzystanie istniejgcych informacji o podobnych
lub zblizonych substancjach, ktore sg juz scharakte-
ryzowane pod wzgledem toksykologicznym, a nawet
wykorzystanie metod obliczeniowych czy programow
symulacyjnych Nadrzednym, ogo6lnym kryterlum
przemawiajacym za odstapieniem od badan in vivo na
zwierzetach jest mozliwo$¢ pozyskania niezbednych
danych do klasyfikacji zagrozenia dla danej substancji
chemicznej drogg zwalidowanych testow in vitro lub
innych metod alternatywnych. W omawianych tam
toksycznosci ostrej doustnej 1 skornej, draznienia skory
1 oka przewiduje si¢ odstgpienie od przeprowadzania
badan na zwierzetach, jezeli badana substancja ma
pH mniejsze lub rowne 2 lub wigksze lub réwne 11,5
przy jednoczesnej jej wysokiej zdolnosci buforowa-
nia. Wysoka zdolno$¢ buforowania przyczynia si¢ do
diugiego utrzymywania si¢ niskiego czy wysokiego
pH przy kontakcie z tkankami, co powoduje oparzenia
tkanek. Poza tym dokument szczegétowo okresla wa-
runki, dla ktérych nalezy odstapi¢ od poszczegolnych
badan.

Dla toksycznosci ostrej doustnej oraz skornej moz-
na odstgpi¢ od badania, jezeli jest ono technicznie
niewykonalne, np. substancja jest parg lub gazem,
ksztatt czy wielko$¢ koncowego produktu zapobiega
narazaniu drogg pokarmowa czy skorng (np. obroze
dla zwierzat, pulapki czy przynety, pudetka na przy-
nety). Nie nalezy wykonywaé badan dla substancji
zracych lub silnie draznigcych, przy czym okreslenie
takiego dziatania musi odby¢ si¢ na podstawie zwali-
dowanych 1 zaakceptowanych metod in vivo, in vitro
lub innych uznanych metod. Od badania mozna tez
odstapic¢, jezeli LD50 danej substancji okreslone na
podstawie zaakceptowanych, wystarczajaco czulych
metod alternatywnych bedzie wigksze od 2000 mg/kg.
Odstgpienie mozna tez uwzgledni¢ na podstawie
innych badan krétkotrwatych czy badan po podaniu
wielokrotnym, gdyz jak pokazuje doswiadczenie
substancje, u ktorych NOAEL (no observed adverse
effect level — poziom niewywotujacy dajacych si¢
zaobserwowac szkodliwych skutkdéw) jest rowny lub
wiekszy od 1000 mg/kg masy ciala na dzien, maja
LD50 wyzsze od 2000 mg/kg masy ciata.
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Wazng przestanke umozliwiajaca odstgpienie od
badan toksycznosci ostrej skérnej daty szczegdto-
we analizy pordwnujace klasyfikacje toksycznos$ci
ostrej doustnej i skornej. Badanie toksycznosci ostrej
skornej sporadycznie daje gorsza klasyfikacje niz
badanie toksycznos$ci doustnej (4, 13). Zgodnie z tym
zatozeniem, od badania mozna na przyktad odstgpic,
jezeli substancja nie wykazata szkodliwych skutkow
w badaniu toksycznosci ostrej doustnej do 2000 mg/kg
masy ciata, poniewaz jest mato prawdopodobne, aby
w takim wypadku toksyczno$¢ skérna byta mniejsza
niz 2000 mg/kg masy ciata. Dodatkowym czynnikiem,
jaki nalezy rozwazy¢, jest stopien wchtaniania danej
substancji przez skore, jednak przy tym podej$ciu na-
lezy doktadnie upewni¢ si¢ o prawidlowosci okreslania
stopnia wchianiania przez skore.

Badania dziatania draznigcego/zragcego na skore
oraz draznigcego/uszkodzenia oka na zwierzetach nie
nalezy przeprowadzac, jezeli wyniki zaakceptowanych
1 zwalidowanych metod badan in vitro czy in vivo
pozwalaja na wtasciwa klasyfikacje badanej substan-
cji. Podobnie do takiej decyzji upowaznia posiadanie
danych z innych badan o dziataniu draznigcym czy
zracym, jak np. toksycznos$¢ ostra skorna, czy dziatanie
uczulajace na skoére. Od badan tych mozna odstapic¢ na
podstawie danych fizykochemicznych: badaniu temu
nie podlegaja substancje samoistnie palne w powietrzu
lub wodzie w temperaturze pokojowej. Odstapienie
od badan mozna rozwazy¢ tez dla substancji che-
micznych, dla ktérych niewykonalne technicznie jest
przygotowanie formy dostepnej dla prawidtowego
przeprowadzenia badania. Mozna w takich wypadkach
rozwazy¢ badania in vitro dla substancji aktywnych lub
innych sktadnikow, a takze dopuszcza si¢ rozpatrzenie
potencjalnego zagrozenia za pomocg uznanych metod
obliczeniowych. Dla substancji, dla ktorych znana
jest tez wysoka toksyczno$¢ ostra skorna < 200 mg/
kg masy ciata (kategoria 1 lub 2 GHS) réwniez mozna
nie wykonywa¢ badania draznienia skory, a badania
draznienia oka nie wykonuje sig¢, jezeli substancja zo-
stata wczesniej sklasyfikowana jako dzialajaca zraco
na skore (kategoria 1 GHS) zaakceptowanymi 1 zwa-
lidowanymi metodami in vitro czy in vivo.

Badania draznienia oka nie wykonuje si¢ tez dla sub-
stancji sklasyfikowanych na podstawie toksycznos$ci
ostrej skornej do kategorii 1 lub 2 w ramach systemu
GHS, czyli dla toksyczno$ci ostrej skornej < 200 mg/
kg masy ciata. Dla takich substancji przypisuje si¢
kategori¢ 1 GHS dla badania uszkodzenia oka.

Najwigcej wymiernych korzys$ci na polu redukcji
liczby zwierzat laboratoryjnych w badaniach tok-
sycznosci ostrej dalo wprowadzanie metod alterna-
tywnych. Omawiane tu wytyczne OECD do badan
toksycznosci ostrej juz pod koniec lat 90., wraz z opra-
cowaniem systemu GHS, zaczglty odwotywac si¢ do
badan alternatywnych, ale poczatkowo w zwigzku
z brakiem wiarygodnych, zwalidowanych i uznanych
przez Urzedy Rejestracyjne metod alternatywnych
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zapisy te byly martwe i1 badania nadal wykonywano
z wykorzystaniem zwierzat, ogramczaj ac jedynie ich
liczbe. Dopiero opracowanie i wprowadzenie takich
metod dato mozliwosci realnej redukcji liczby zwie-
rzat czy nawet catkowitej ich eliminacji w badaniach
toksycznosci ostrej. Alternatywnym badaniem dla
badania ostrego draznienia/dziatania zracego skory na
kroélikach sg badania wykonywane wedhug wytycznej
OECD nr 430 —,,Badanie opornosci elektrycznej przez
skorg (OES)”, nr 431 —, Metoda badawcza z uzyciem
zrekonstruowanego ludzkiego naskorka” oraz nr 439 —
,Badanie na modelu zrekonstruowanego ludzkiego na-
skorka” (https://doi.org/10.1787/9789264242739-en,
https://doi.org/10.1787/9789264264618-en, https://
doi.org/10.1787/9789264242845-en).

W oparciu o omdéwiony wyzej dokument pt.
,»Guidance Document on Considerations for Waiving or
Bridging of Mammalian Acute Toxicity Tests” (doi.org/
10.1787/9789264274754-en) oraz w oparciu o strategi¢
postepowania zawarta w aktualnej wytycznej OECD
nr 404 do badania ostrego draznienia/dziatania zragcego
skory (https://doi.org/10.1787/9789264242678-en)
nie wolno wykonywaé¢ badan na krélikach z pomi-
ni¢ciem metod alternatywnych. Badanie na krolikach
jest dopuszczalne dla $§rodkow ochrony roslin, dla
ktorych test OECD nr 439 jako test klasyfikujacy
dziatanie draznigce uznano za nieodpowiedni. Dla
wszystkich potencjalnie podlegajagcym badaniom sub-
stancjom nie wykonuje si¢ testow dziatania zracego
na zwierz¢tach, gdyz umozliwiajg to badania meto-
dami alternatywnymi. Badanie ostrego draznienia/
uszkodzenia oka wykonuje si¢ tylko w wyjatkowych
sytuacjach, kiedy nie mozna sklasyfikowa¢ badane;j
substancji metodami alternatywnymi wykonywanymi
zgodnie z wytycznymi OECD: nr 438 — ,,Badanie na
izolowanym oku kurzym do celow identyfikacyjnych”,
nr 491 — , Metoda badawcza in vitro krotkiego okresu
narazenia do celow identyfikacji” i nr 492 — , Metoda
badawcza wykorzystywana w ramach badania na
modelu zrekonstruowanego ludzkiego nabtonka przy-
pominajacego rogdwke (RhCE) stosowana do iden-
tyfikacji substancji chemicznych niewymagajacych
klasyfikacji oznakowania pod wzgledem dziatania
draznigcego na oczy lub powaznych uszkodzen oczu”
(https://doi.org/10.1787/9789264203860-en, https://
doi.org/10.1787/9789264242432-en, https://doi.org/
10.1787/9789264242548-en).

Metody te zgodnie ze strategia postepowania majq
bezwzgledne pierwszenstwo przed badaniem na zwie-
rzgtach.

Rola personelu w utrzymaniu dobrostanu zwierzat

Waznym czynnikiem wptywajagcym na dobrostan
zwierzat jest tez wlasciwy dobor personelu pracuja-
cego ze zwierzgtami laboratoryjnymi. Warunki, jakie
musza spetniac takie osoby, sa szczegélowo omowione
w ustawie z 2015 r., co stanowi dodatkowy czynnik
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zapewniajacy prawidlowe i humanitarne traktowanie
zwierzat.

Nalezy tez wspomnie¢ o kluczowej dla 0sob pracu-
jacych ze zwierzetami laboratoryjnymi pozycji opubli-
kowanej przez OECD pt.: ,,Guidance document on the
recognition, assessment and use of clinical signs as hu-
man end points of experimental animals used in safety
evaluation” (https://doi.org/10.1787/9789264078376-
-en). Dokument ten okresla precyzyjnie okolicznosci,
w jakich nalezy przeprowadzi¢ eutanazje¢ ze wzgledow
humanitarnych. Zwierz¢ta bedace w doswiadczeniu,
u ktorych stwierdzi si¢ jednoznacznie wyszczegolnione
w dokumencie objawy kliniczne lub zmiany w zacho-
waniu wskazujace na silny bol czy cierpienie podlegaja
procedurze humanitarnej eutanazji. Istnienie tego do-
kumentu, z precyzyjnie zdefiniowanymi przypadka-
mi, kiedy nalezy przeprowadzi¢ procedur¢ eutanazji
stanowi dla kierownika badania wazng merytoryczng
podpore, gdyz nie pozostawia pola do powstania sytu-
acji spornych dotyczacych stuszno$ci podjetej decyz;ji.
Zwierze, ktore podlega w trakcie eksperymentu pro-
cedurze eutanazji ze wzgledow humanitarnych, jest
traktowane jako zwierze¢ padle w trakcie eksperymentu
1 postgpowanie takie jest przejawem realizacji zasady
udoskonalenia. Brak takich zapiséw stwarzatby pole do
stawiania zarzutow personelowi podjecia niewlasciwej
1 subiektywnej decyzji. Dokument ten przyczynia si¢
wiec do bezspornej minimalizacji cierpienia zwierzat,
jezeli takie cierpienie wystapi w trakcie badania.

Oczywiscie, dobrostan zwierzat nie ogranicza si¢
wylacznie do zapewnienia odpowiednich klatek i mi-
nimalizacji cierpienia zwierzat w trakcie eksperymen-
tow. Od kilkunastu lat wielka wage przywiazuje si¢ do
bezposredniego srodowiska zwierzat i zapewnienia im
zaspokajania naturalnych potrzeb, takich jak ciekawo$¢
czy instynkt stadny. Klatki obowigzkowo uzupetnia si¢
np. o material gniazdowy, zabawki, tunele, drewniane
klocki 1 inne elementy wzbogacajace $rodowisko.
Tam gdzie jest to tylko mozliwie, stosuje si¢ zasade
przetrzymywania zwierzat w grupach. Zwierzeta prze-
trzymuje si¢ indywidualnie tylko w uzasadnionych
przypadkach, np. specyfika i wymogi eksperymentu,
nadmierna agresja i wzajemne okaleczanie (samce).
Konieczno$¢ odpowiedniego wzbogacania srodowiska
zwierzetom reguluje szereg dokumentoéw (1, 3, 16),
w ktérych mnozna znalez¢ szczegotowe wytyczne,
jakimi podlegaja elementy wzbogacajace srodowisko
(https://grants.nih.gov/grants/olaw/guide-for-the-care-
-and-use-of-laboratory-animals.pdf).

Podsumowanie

Zmieniajace si¢ przepisy prawa i wytyczne OECD,
ale przede wszystkim znaczacy rozwdj metod alter-
natywnych przyczynity si¢ w ciggu ostatnich lat do
znaczacej redukcji liczby zwierzat wykorzystywa-
nych w badaniach toksycznosci ostrej doustne;j 1 tok-
sycznosci ostrej skornej. Kilkanascie lat temu liczby
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te siggaty w Lukasiewicz — IPO od kilkudziesigciu
do nawet kilkuset szczuréw rocznie i sukcesywnie
malaly wraz ze zmiang wytycznych, pojawieniem
si¢ klasyfikacji GHS czy doskonaleniem strategii
postepowania. Jeszcze wyrazniej obrazuja to liczby
wykorzystywanych w badaniach ostrych draznienia
skory czy oka krolikéw. Przed pojawieniem si¢ metod
alternatywnych w badaniach wykorzystywano rocznie
w Lukasiewicz — PO od kilkunastu nawet do kilku-
dziesigciu krolikow w badaniach ostrego draznienia.
Od blisko 4 lat konieczng klasyfikacj¢ wykonuje si¢
przede wszystkim w oparciu o metody alternatywne.

Najwiecej metod alternatywnych zastgpuje zwie-
rzg¢ta w badaniach toksycznosci ostrej, ale nieustannie
trwajg prace nad metodami alternatywnymi dla innych
badan (17). Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze
metody alternatywne beda w przysztosci sukcesywnie
wypiera¢ klasyczne badania. Zwierzeta laboratoryjne
stanowig nieoceniony model badawczy, ale nalezy
mie¢ nadzieje, ze ciagle poszukiwanie 1 rozwoj me-
tod alternatywnych oraz nowe metody szacunkowe
1 obliczeniowe pozwola na dalsza redukcje¢ liczby
zwierzat takze w badaniach przewlektych. W chwili
obecnej rutynowo stosuje si¢ juz alternatywne metody
dla dziatania uczulajacego skory. Klasyczne badanie,
wykorzystujace zywe zwierzeta, wykonywane na §win-
kach morskich zastgpiono z powodzeniem kilkoma
metodami OECD: nr 442B — ,,Badanie lokalnych we-
ztéw chtonnych”, nr 442C —,,Bezposrednie oznaczanie
reaktywnosci peptydow (DPRA)”, nr 442D —, Metoda
badawcza z wykorzystaniem lucyferazy ARE-Nrf2”
czy nr 442E — ,,Badanie aktywacji ludzkich linii ko-
moérkowych (h-CLAT)”. Metodami alternatywnymi
s tez proby zastgpowania i wprowadzania do badan
zwierzat ewolucyjnie nizszych. Z powodzeniem
stosuje si¢ w laboratoriach ryby, np. danio pregowa-
ne, ktore juz od kilkunastu lat wykorzystywane jest
w roznego rodzaju badaniach (6, 14) czy np. Hydra
attenuata, ktéra do laboratoridw zawitala juz w latach
80. (10). Proby opracowania metody alternatywne;j
dla badan toksyczno$ci rozwoju przedporodowego
podejmowane sa takze w ramach wiasnej dziatalno$ci
w Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — Instytutu Przemystu

Organicznego Oddziat w Pszczynie (12).
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