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Zasady zastgpienia,
ograniczenia i
udoskonalenia. Metody
alternatywne

Dr R.Wrzesien

Centralne Laboratorium Zwierzat Doswiadczalnych
WuUM AN

Momenty kluczowe dla sprawy

» 1789

Prawnik i filozof Jeremy Bentham zaczyna moralna debate nad
okrucienstwem wobec zwierzat publicznie zadajac pytanie
,Czy zwierzeta cierpia?”

1822

Richard Martin ogtasza Brytyjski Akt Przeciw Przemocy

1831
Marshall Hall, badacz zwierzat, proponuje wprowadzenie
kodu etycznego dla eksperymentéw

1859

Zostaje opublikowana teoria ewolucji Darwina, dostarczaf'ac
racjonalnych podstaw do wykorzystywania zwierzat w celach
poznawczych

1885 ) , : A
Pasteur uzywa zwierzat do badan nad chorobami zakaznymi i
znajduje szczepionki na cholere i wicieklizne

v

» 1906

Po wzniesieniu na londynskim University College pomnika
przedstawiajacego sekcje zwierzat obroncy praw zwierzat
wzniecaja rozruchy

1986

W ustawie o ochronie zwierzat zostaje wprowadzony zapis o
koniecznosci oceny stosunku bélu do korzysci przed
rozpoczeciem eksperymentu

1992

Zostaje ufundowane Europejskie Centrum dla Oceny Metod
Alternatywnych

1996 )

W Holandii odbywa sie Pierwszy Swiatowy Kongres w sprawie
Alternatyw wobec Uzywania Zwierzat

1997- Ustawa o Ochronie Zwierzat

,, Zwierzg, jako istota zyjaca, zdolna do odczuwania , nie jest rzecza. Czlowiek jest
mu winien poszanowanie, ochrong i opicke. ,,

1999- Krajowa Komisja Etyczna do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach.
Zadania:

*Wydawanie opinii o dopuszczalnosci doswiadczen na zwierzetach
*Okreslanie warunkéw i procedur przeprowadzania tych doswiadezen

*Wyrazanie zgody na wykonywanie doswiadczeri powodujacych bdl i inne cierpienia
zwierzat oraz wydawanie opinii o warunkach bytowych w hodowlach zwierzat
laboratoryjnych i zwierzetarniach

v

A
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*Ustalone pochodzenie zwierzat

*Gzie i kiedy beda si odbywaly prace-kontrola WYKORZYSTANIE ZWIERZAT LABORATORYJNYCH-
ETYCZNE ASPEKTY

*Odrzucenie-niewyrazny cel, nadmierna ilos¢ zwierzat

W metodach klasycznych wyniki badan, mozliwos¢ ich ekstrapolacji na ludzi i koszt *Badania podstawowe

zaleza przede wszystkim od wyboru wlasciwego gatunku zwierzat, stanu ich zdrowia, *Toksykologiczne
sposobu pielegnowania i organizacji badas. . .
*Diagnozowanie choréb
Zwierzgta o jak najnizszej organizacji ukladu nerwowego X X
* Psychologiczne, behawioralne
Badania na dwéch réznych gatunkach zwierzat (w tym jeden nie-gryzon) o
*Jako modele do réznych choréb i dziatania lekéw
Zwierzgta obu plci, mtode, dojrzale plciowo
*Do celow kosmetycznych

s s

- $winka morske: badania: serologictne, . . . . 1.
Stcaut badania : toksycologicne, ywienowe, . tatsykalogicane, Immunoioaiczne, W badaniach biomedycznych, genetycznych powodujemy bol i cierpienie
onkologlczne, fizjclogiczne, farmakologiczne, " 4 fomacologiczne.
remetologiczne, fansplartologiczne. e . it e dat . . . :
g R Zwierzeta narazone na cierpienie- ssaki posiadaja psychike, zachowania socjalne itp.

Pios: badania: chitrglezne, tarmakologiczne,
fdologlcane, toksykologiczne,
rensplantologiczne, Bpvienione.

Krslik: badanio: genefyczne, onkologiczne,
Imunologiczne, fjolegieine, chinigiczne,
bakteriologiczme, hansplantologla

Chomlk: badanla: parazylologiczre,
wiusologezng, stomatoiogiczne,

ot sadania nevrofjolcgicze, RSN

enkooglezne famakalogiczne,
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P H 7 I s H ZA PRZECIW
I e c WO n O S C I Nie mozna uzywac¢ tych metod | Czlowiek nie ma prawa
lub testéw na ludziach wykorzystywac zwierzat
e e S0 ket oS e Bymiossss e sagmaemam, Sobroniam s wiaes " T - . iete laboratori
T e, 57 (AR i el So0Ta Futerea. M s ile il elare Iaboratoryinyeh, apmeznaw | stoarea waranki do nadu
oo e st S rea e At B ot db ian Tadh ey ch by erodomisku. i b ¢ i
Bardzo trafnie pojecie animal welfare: Zinterpretowat Kolnaas (193) - dODrostan Znaczy Wiecs] niz takich warunkach trzymac¢ ludzi

komfort fizyczny i biologiczny, poniewaz uwzglednia takze rownowage emocjonalg zalezng o
mozliwosci wypetniania gatunkowych i osobniczych norm behawioralnych. Mozna wiec powiedzie¢, ze - — — - -
,stan dobra” dotyczy organizmu jako catodci i obejmuje wszystkie jego funkcje - od zjawisk Badania na zwierzetach sa S3a choroby, ktérych nie da sie
Zachodzacych na poziomie komorkowym az do reakcji psychicznych. Spetnienie tak szerokiego 4

spektrum potrzeb ma umozliwi¢ zabezpieczenie zwierzetom ,pieciu wolnosci” zawartych w Kodeksie konieczne, zeby okresli¢ wywota¢ w organizmie w
Dobrostanu Zwierzat, ktory zostat opracowany przez angielsKich specjalistow z Rady Dobrostanu L A - b N
Zwierzat (Farm Animals Welfare Council). r je go or P z y (Par )

Miernikiem wiasciwej opieki nad zwierzetami jest zachowanie pieciu wolnosci

Leki psychiatryczne-wazna jest | U zwierzat moga zajs¢
Wolnoé¢ od gtodu i pragnienia poprzez zapewnienie dostepu do $wiezej wody i pokarmu, ktéry reakcja bet ioralna-potrzebny | ni iwane r y
- jest zywy organizm

Zapewni zdrowie |

Wolnos¢ od urazéw psychicznych i bélu poprzez

’ Wolnoé¢ od ran i choréb dzieki zapobieganiu, szybkiej diagnozie i leczeniu. Testoyvam_e Iekoyv, na chorOby wvnlkl ba'da“ na ZWIerzetaCh
" Welnodéod enie opicki i e ktdre ni duie cierpienia zwierzat na ktore nie ma jeszcze moga by¢ znieksztatcone przez
opiekii 6re nie powoduje cierpienia zwierzat. s
| Wolnosco P powoduje cierp A zadnego leku (ebola, HIV) sa stres v
Inoéé d sie poprzez ieni iedniej przestrzeni, $miertelne

warunkéw i ,towarzystwa innych zwierzat.

L

Zwierzeta maja szybsza rotacje | Pewne leki stosowane w

pokolen-niektore aspekty trzeb medycynie ludzkiej maja

badaé¢ w wymiarze negatywne dziatanie na

wielopokoleniowym zwierzeta
Badania maja wplyw na Czesto celem jest zdobycie
rozwoj medycyny i stopnia naukowego a nie ie g . . .
weterynarii rzeczywiscie znalezienie » W teorii réznice mledZY zwierzetami

jakiegos leku laboratoryjnymi a ludZmi nie sa na tyle

istotne, by nie dato sie ich wyeliminowaé w
procesie badawczym.

ALE !
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» | , ktérego niewielka ilo$¢ usmierci¢ moze kilku ludzi,
Jjest catkowicie niészkodliwa dla krélika.

» Jezozwierz moze przyswoié jednorazowo dawke opjium, jaka
narkoman wypala w ciagu dwoch t\(godnl, moze zniesc taka

05C K , jaka wystarczytaby do otrucia
ednej szkoty.

Zabodjcza dla ludzi hnina,
morska podczas gdy najmniejsza dawka
jej smierc.

nie wptywa ujemnie na Swinke
k powoduje

| i insy wywotuja u szczuréw i myszy
znieksztatcenia ptodu, zas szkodliwa dla ludzi
jest normalnym sktadnikiem ptasiego menu.

>

- $rodek na przeczyszczenie testowany
gtéwnie w Japonii, u ponad 200 000 ludzi
spowodowat utrate wzroku i bezwtad nég.

- to jeden ze Srodkow
uspokajajacych, ktéry przed wypuszczeniem na
rynek sprawdzany byt na zwierzetach. Jego
skutkiem byto ok. 100 000 urodzen chorych i
kalekich dzieci oraz 10 000 poronien.

— (stawny srodek uspokajajacy dla
kobiet w ciazy) - wywotat fale ponad 10 tys.
narodzonych zdeformowanych dzieci. s AT

ZASADY PROGRAMOWANIA BADAN
Z UZYCIEM ZWIERZAT DOSWIADCZALNYCH

3R

ZASTEPOWANIE INNYMI MODELAMI
DOSWIADCZALNYMI
(METODY ALTERNATYWNE)

REPLACING

OGRANICZENIE LICZBY ZWIERZAT
glownie przez stosowanie oceny statystycznej
ilosci zwierzat potrzebnych do do$wiadczenia

REDUCING

DOSKONALENIE PLANOWANIA
I PRZEPROWADZANIA BADAN
MODELI ZWIERZECYCH I METOD

REFINING

S. OPIS UWZGLEDNIENIA W DOSWIADCZENIU ZASAD ZASTAPIENIA,
OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA (3R)

9. PLANOWANE METODY USMIERCANIA ZWIERZAT?
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8. OPIS UWZGLEDNIENIA W DOSWIADCZENIU ZASAD ZASTAPIENIA,
OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA (3R)
=T badawezym,

W bazach danych:
__EBSCO; __PUBMED; _Google Scholar. __AGRICOLA: _ ScienceDirect; _ Web of Science (ICR); __.

Wykorzystatanyem stowa kluczowe:

Na lteratury, stwierds

A/ Rozwinigcie teoretyczne/pomaveze stniejace] wiedzy w kienmku

B

Wskazane jest w ramach ednienia w dosh asad 3R
istnicjacej wiedzy w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w bazach danych.

‘majacych naceluich
dotkliwosci) opisac, na czym polegaly zmiany

ODPOWIEDZIALNOSC NAUKOWCA:

« NAUKOWIEC OSOBISCIE JEST MORALNIE ODPOWIEDZIALNY ZA
WYKONYWANE DOSWIADCZENIA Z WYKORZYSTANIEM
ZWIERZAT

+ NAUKOWIEC ZE WZGLEDOW ETYCZNYCH JEST ZOBOWIAZANY
DO ZMINIMALIZOWANIA NIEKORZYSTNYCH KONSEKWENCJI
PRZEPROADZONEGO DOSWIADCZENIA - WINIEN
REALIZOWAC ZASADE 3R

+ ODPOWIEDZIALNOSC NAUKOWCA ROZCIAGA SIE NIE TYLKO NA
OKRES TRWANIA DOSWIADCZENIA, TAKZE PO JEGO
ZAKONCZENIU ODPOWIADA ZA LOS WYKORZYSTANYCH DO
BADAN ZWIERZAT

« DO OBOWIAZKOW NAUKOWCA NALEZY TAKZE 3
PRZEPROWADZENIE SZKOLENIA WSPOLPRACOWNIKOW

MNIEJ DOSWIADCZONYCH, ASYSTENTOW TECHNICZNYCH I
PERSONELU OPIEKUJACEGO SIE ZWIERZETAMI

BADACZ PROGRAMUJACY DOSWIADCZENIE Z UZYCIEM
ZWIERZAT WINIEN PODAC OCENE STOPNIA KOMPROMISU W
ODPOWIEDNIM ZAKRESIE:

51”7 - BRAK OGRANICZENIA. PROCEDURY NIEINWAZYJNE.
PROCEDURY POWODUJACE LEKKI

CHWILOWY BOL/DYSTRESS ALBO
DEUGOTRWALY LEKKI DYSKOMFORT

2" - NISKIEGO STOPNIA.

3" - SREDNIEGO STOPNIA. PROCEDURY POWODUJACE
UMIARKOWANY BOL/DYSTRESS

PROCEDURY POWODUJACE SILNY

BOL/ DYSTRESS I ZWYKLE
NIEODWRACALNE USZKODZENIE CIALA 1
FUNKCJI PSYCHICZNYCH

4" - DUZEGO STOPNIA.

Doswiadczenia na zwierzetach sa dopuszczalne tylko wtedy, gdy sa
konieczne do:

1) opracowania, wytwarzania, kontroli jakosci, zapewnienia
skutecznosci i testowania bezpieczenstwa produktow
leczniczych, srodkoéw spozywczych oraz innych substanciji,
preparatow i wyrobow w celu:

a) zapobiegania, rozpoznawania lub leczenia chorob, ztego
stanu zdrowia lub innego nieprawidtowego stanu, lub
ustalenia  szkodliwego wptywu tych produktéw i wyrobow na
cztowieka, zwierzeta lub rosliny,

b) oceny, wykrywania, regulacji lub zmiany stanu
fizjologicznego cztowieka, zwierzat lub roslin,

2) ochrony zdrowia cztowieka lub zwierzat przed chorobami,

3) ochrony srodowiska w celu ochrony gatunkow, zdrowia cztowieka
lub dobrostanu zwierzat,

4) podstawowych badan naukowych,

5) dydaktyki w szkotach wyzszych.




2017-04-08

Metody alternatywne:

-bazy danych i analiza danych archiwalnych symulacje komputerowe

in silico

-badanie zaleznosci struktura — aktywno$é

-modelowanie toksokinetyczne

-metody in vitro:

*Hodowle komérkowe

*Hodowle narzadowe

«Uktady in vivo/in vitro (Het-CAM)

«Inne: erytrocyty, pierwotniaki, bakterie, macierze biatkowe) v
(A

METODY ALTERNATYWNE

Zasada akceptacji danych z innych panstw uzyskanych w wyniku procedur
uznawanych przez prawodawstwo Unii

ECVAM - Unijne laboratorium referencyjne (Zalacznik VII)

Obowigzki panstw cztonkowskich wspierania komisji, wskazania specjalistycznych
laboratoriéw oraz propagowania informacji (krajowy punkt kontaktowy do porad w
sprawie metod alternatywnych zgloszonych do walidacji)

Badanie toksyczno$ci ostrej-doustnej
‘Toksyczno$¢ ostra- objawy w krétkim czasie po podaniu ksenobiotyku

LD, — medialna dawka $miertelna powodujaca $mier¢ 50% zwierzat uzytych w
doswiadczeniu

*Przed badaniem zwierzetom nie pndaie sie nakarmn 1218 h

Iebnikiem do

o X
7
.;%‘%M - N

*Badana substan
zotadka

*Ubicie wszystki

Metody :Blissa, 1

Metodyka

Grupa kontrolna
g ’ . ’ . ’
Badanie wiasciwe

M&J&JM g_g

Badanie pilotazowe
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Klasyfikacja dzialania toksycznego substancji chemicznej po podaniu
dozoladkowym stosowana w krajach Wspélnoty Europejskicj-metoda klasyczna,

Zakres LDs, Klasa toksycznosci
(mg/kg mc)
LDg,<25 Bardzo toksyczna
25<L.D5,<200 Toksyczna
200<LD5,<2000 Szkodliwa
2000<LDs, Nieklasyfikowana

v

i

Alternatywa: zastosowanie metod in vitrodo oceny toksy Sci ostrej
1. Testy cytotoksycznosci

Pierwszy etap: okreslenie cytotoksycznosci

ICyy - stezenie hamujgce rézne parametry w testach cytotoksycznosei
Unie$miertelnione linie komorkowe

Parametry:

« Integralno$¢ btony komorkowej

Test wychwytu lub uwalniania barwnika-czerwieni oboj¢tnej

1

Pomiar aktywnosci dehyd. m

j w $rodowisku zewngtrzkomorkowym

i

*Zdolnos¢ proliferacji komérek

Pomiar catkowitego biatka komérkowego
Zdolnos$¢ tworzenia kolonii

*Zdolnos¢ metaboliczna komérek
Ocena funkcji metabolicznej mitochondriéw

Drugi etap : ocena potencjalnego dziatania toksycznego metabolitu badanego
zwiazku

*Polaczone hodowle hepatocytéw ludzkich oraz komérek stosowanych do badan
cytotoksycznosci podstawowej

Trzeci etap : wykonanie testow na komérkach z narzadéw krytycznych

*Pomiar parametréw charakterystycznych dla funkcji narzadu, a nie podstawowe
funkcje zyciowe komorki

v

A

Badanie ostrego draznigcego/zracego dziatania na
skore

Metoda klasyczna:

*Nakladanie dawki substancji na wygolona skéore

*Na ciele jednego zwierzecia 3 jednakowe probki : pierwsza usuwa si¢ po 3 min.,

druga po 60 min., trzecia po 4 godz.

*Jesli brak objaw6w, kolejne dwa zwierzeta poddaje si¢ 4-godzinnej ekspozycji

A
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Alternatywa :

I etap: ocena dziatania zracego/draznigcego na skore przez analizg
zaleznosci: budowa chemiczna-toksyczno$é

» Za pomocg programéw komputerowych

‘Wrynik pozytywny - zaniechanie dalszych badan

+ Na podstawie pomiaru pH

Substancje o pH>11,5 Iub <2

11 etap: badania in vitro

1) Test opornosci elektrycznej za skory szczura (TER)
2) EPISKIN

3) EpiDerm

4) CORROSITEX

SIFT (mouse skin integrity function test)- metoda z zastosowaniem wycinkéw skory
myszy- do badania dziatania drazniacego

(AR .00

m.:.; v

iy ~ =

Test na tolerancje btony $luzowe;j
(Draize-Test)

» Dla wykonania tego testu zakrapla sie i wciera
aparat do oka kroélika. Poniewaz kroliki nie
wydzielaja ptynu tzowego, substancja testowana
pozostaje w oku zwierzecia w skondensowanej
formie min. przez 24 godziny.

» Skutkami tego testu moga by¢ silne zapalenie
spojowek lub nawet catkowite zniszczenie oka.

Alternatywa

Dziesiec lat temu kilkoro badaczy zamiast na oczach zywych
krélikow zaczeto przeprowadzaé go na $wiezych gatkach
ocznych pozyskiwanych z rzezni.

Cho¢ moze niezbyt estetyczna, metoda ta w oczywisty
spos6b eliminowata zaréwno bél, jak i uzycie dodatkowych
zwierzat.

Obecnie tego rodzaju badania przeprowadza sie coraz
czesciej juz nie na rogéwce, ale na delikatnej btonie
oddzielajacej w kurzym jajku z6#tko od biatka ("test kurzego
jaja,)

Takze do badan na tolerancje btony $luzowej stworzono
odpowiedni sztuczny system o nazwie "EYETEX".
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Badanie ostrego dziatania draznigcego lub
uszkadzajacego oko

*Podanie ksenobiotyku do worka spojéwkowego lub aerozole

*Na jednym zwierzeciu, ale jesli brak jednoznacznych wynikéw- dodatkowe dwa

*Uszkodzenie rogowki, teczéwki i spojéwki ocenia

si¢ punktowo korzystajac z odpowiednich tabel

Alternatywa: *NRR (Neutral Red Release) — pomiar stezenia czerwieni obojetnej

1) Proby przewidywania wlasciwo$ci toksycznych substancji na podstawie uwolnionej z fibroblastow rogdwki krélika lub ludzkich keratynocytéw na
budowy chemicznej i wladciwosci fizykochemicznych skutek uszkodzenia blon komérkowych

1I) Testy in vitro: *RBC - test hemolizy czerwonych krwinek,

«  BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permability) — badanie zmg¢tnienia i bada si¢ uszkodzenie blon czerwonych krwinek z krwi ciclecej

przepuszezalno$ci wyizolowanej rogowki oka wotowego

+  HET-CAM (Hen’s Egg — Chorioallantoic Membrane) - z zastosowaniem
zarodka jaja kurzego, w ktorym bada si¢ uszkodzenie btony
kosmowkowo - omoczniowej

« ICE (Isolated Chicken Eye) i IRE (Isolated Rabbit Eye) —

obrzgk i zmetnienie rogobwki oka oraz retencja fluoresceiny
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Ocena genotoksycznos$ci

Zdolnos¢ zwiazkéw chemicznych do wywolywania mutaciji

*Mutacja w komoérce rozrodczej zmiany przekazane potomstwu
*W koméree somatycznej proces NOWOtworowy

*Mozna wykazywa¢ zwiazki prowadzace do kancerogenezy przez uszkodzenie DNA
*Ponad 100 testow stosowanych do oceny genotoksycznosci

*Rézne organizmy: bakterie, grzyby, rosliny, ssaki, owady oraz hodowle tkankowe i
vitro

s

Badania Amesa:

Testy bakteryjne — tatwe w wykonaniu, odtwarzalne i pozwalaja wiarygodnie
wykazac zdols o SN i

Czynniki dec

1. Badania mutacji genowych

+ Test mutacji powrotnych u Salmonella typhimurium

Ocena sity mutagenno$ci zwigzku przez ilo§¢ rewertantow

+ Badania mutacji genowych w komérkach ssakéw in vitro

Na specjalnych liniach komoérek, np. chtoniaka myszy lub komorki jajnika
(CHO) i ptuc (U79) chomika chifiskiego

Komoérki traktowane substancjg indukujgca $mier¢-jesli wystgpita mutacja
komorki przezywaja

2.Badania uszkodzern DNA

/niepl synteza DNA w

+ Uszkodzenie DNA oraz nap P
komérkach ssakow in vitro

Odbudowa uszkodzonego fragmentu DNA z wigczeniem

tymidyny znakowanej trytem

s

Wady:
*Uzyskiwanie blednych wynikéw w in vitro

*Poréwnanie wynikéw badan in vitro iin vivo od réznych gatunkéw

Zalety:
*Skrocenie czasu badan
*Zmnicejszenie liczby zwierzat

*Zmniejszenie liczby substancji przeznaczonych do badania

10
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DOSWIADCZENIA NA ZWIERZETACH
- CZY ZAWSZE KONIECZNE?

» Przeciwnicy testow na zwierzetach twierdza,
DZieki nim: ze moga one prowadzi¢ w $lepa uliczke,
’ poniewaz

» wynaleziono szczepionki przeciwko wielu
groznym chorobom, takim jak wscieklizna,
polio, odra, swinka, rézyczka i gruzlica.

» Inne metody nie sa wystarczajaco » Istniejg skuteczne metody alternatywne,
zaawansowane, by mogty zadziataé ktére pozwalaja na uzyskiwanie réwnie
wiarygodnych lub nawet lepszych wynikéw

11
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Test na podraznienie skory Alternatywa

» Tolerancja skéry moze by¢ zbadana testem

Ostrzyzone, czesciowo okaleczone g "SKINTEX", sztucznym systemem, ktéry pozoruje
partie skory poddaje sie dziataniu budowe i funkcjonowanie ludzkiej skéry
]

testowanych substancji. Moga przy
tym wystapic¢ podraznienia skory,

zapalenia i egzemy. d O -
) . -
» Zaréwno dla testu na tolerancje btony - -
$luzowej, jak i dla testu na B SRR ET
podraznienia skory zwierzeta sa it = ¥

trzymane w zamknieciach w
specjalnych klatkach, albo
"zabezpieczane" specjalnymi

opatrunkami lub obrozami i@\?f@’

iemozliwiajacymi lizanie i drapanie

S
Alternatywa DLA BADAN
INWAZYJNYCH
» Zmniejszenie liczby zwierzat mozna osiagnac, ) o y )
stosujac nieinwazyjne techniki obrazowania takie » ﬁgfﬁﬂéﬁ ggi ;glétinvcfgzcezcr}f S{)lggczég fr;c'j?,ny stanu
jak w medycy.nle klinicznej, np. przesw!etlenla tradycyjna procedura polega na podaniu badanej
rentgenowskie, magnetyczny rezonans jadrowy czy substancji duzej Erupie zwierzat i zabijaniu
emisyjna tomografie pozytonowa. kolejnych osobnikéw w okreslonych odstepach

czasu, by oceni¢ na przykfad stan watroby.

12



2017-04-08

Redukcja ilosci zwierzat

» Opracowanie statystyczne minimalnych grup
w zaleznoS$ci od rodzaju doswiadczenia

» Uzywanie sprawdzonych metod badawczych

» Przygotowanie odpowiednich jatowych
instrumentéw medycznych do operacji
chirurgicznych

» Praca ze sprawdzonym personelem

» Zaufanie do obstugi w zwierzetarni

» Dostosowanie zywienia do potrzeb

eksperymentu

Wykorzystanie telemetrii takze prowadzi
do redukgji ilosci uzywanych zwierzat.
- System telemetryczny Stellar -
opis

producen TSE Systems

&

System telemetryczny do zdalnego badania cisnienia knwi, EKG, EEG, EMG

temperatury podczas praktycznie kazdego eksperymentu in vivo. Pomiar z
odlegiosci a2 10 m. Moziiwosc jednoczesnego pomiaru u 256 000 zwierzal
2a pomoca jednego odbiorika rejestrujacego parametry fizjologiczne.

System telemetryczny Stellar - opis

System telemetryczny Stellar jest wykorzystywany we wszystkich badaniach, w KIGrych refestruje s takie
parametry jak:

« temperatura (wnetrze ciala, mézgu, ogona, tluszczu brunatnego itp)
« aktyanos¢

« cisnienie krwi

« objetosc oddechowa

« tetno serca

+ elektrokardiogram EKG

« elektoencefalogram EEG

+ elektromiogram EMG

« elektrookulogram EOG

System pozwala na monitorowanie do 256 000 zwierzat za pomoca jednego (1) odbiornika. Dzieki temu
daje on badaczom moziwosé na wykonanie kazdych studiow grupowych w Kiatkach bytowych i
monitorowania zwierzat bez potrzeby instalacji indywidualnych platform pomiarowych pod kazda Kiatka

REDUKC]JA ILOSCI ZWIERZAT ALE TAKZE
UDOSKONALENIE METODY

-wybor zwierzgcia

Gatunek zwierzecia o stabej wrazliwosci i $wiadomosci-o
wrazliwosci i inteligencji

-Prawdopodobny bol zwigzany z badaniem
-Dlugosc trwania dyskomfortu

-Dtugosc¢ eksperymentu w stosunku do dlugosci zycia
zZwierzgcia

-Liczba gatunkow w badaniu
-Warunki Zycia zwierzat doswiadczalnych

Musza by¢ spetnione pewne standardy utrzymania

Przemyslany dobér szczepu lub
stada zwierzat
» Stada niekrewniacze outbred zapis w nazwie :

» Stada krewniacze inbred zapis w nazwie \

» Latwiejsze przyjecie doniesienia do druku
przy zastosowaniu ogélnie przyjetych modeli
zwierzecych.

13
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b

Atymiczna mysz NUDE

Modele GFP i lucyferazy

Model do badan biologii guzew

proc

Razem we wspdipracy 2 Charles.

ksenogenicznych. Nie wytwarza
komérek T ukladu odpornosciowego

Mysz 11BHSD2

przygotowanie model zwierzgcych, 2
wszczepionymi bialakami green
fluorescent protien oraz lucyferaza,
Wezystiie zwierze.

Mysz 129 Mouse

Model transgeniczny do badan
hypertrofi serca | zawalu serca.

pro

Model do rozwoju modeli

transgenicznychiknockout, wykazuje
e g

procticent harles Rver Laborutores

Model miazdzycowy, badania raka,
badania metaboliczne, otylos¢:
indukowana dieta.

Mysz ApoE
i

Model do badaii ukladu krazenia
(miazdzyca, zaburzenia serca,

duzq ilosé
motoneuronéw ledzwiowych.

hipertriglicerydemia, wady

Mysz BALBIC

Mysz BALBIc Nude

Mysz C3H

Powszechny, mode!,
rozwoj hybrydom, produkcia
przeciwcial monoklonalnych, choroby

e
Mysz C57

producent Charles River Loboratories

Uniwersalny, wielofunkeyjny model
Otylosé indukowana dieta, rozwoj
modeli ransgenicznychiknockout,
bezpieczny i efektywny model
badawczy; immunologa.

Model do badania guzow i
przeszczepéw ksenogenicznych.

9

Mysz 57 Charles River

Model do badaf onkologicznych,
zaburzet neurologicznych i
2wyrodnisnia siatkéwki, test

-

Mysz C57BLI6J JAX Mysz CBA
producent 1
Standardow Model wbadaniach

JAX. Wykorzystywany w badaniach
otylosci indukowane] dieta,

rozwoju modeli
transgenicznych/knockouti

rozwoju mozgu, neurochemii
badaniach behawioralnych

; Y P
; mm( . ( N
s ¥ ) .
Ve e g,
Mysz CD-1® Mysz CD-1® Nude Mysz Db/db diabetic JAX
Mysz FVB Mysz GLUT 4 Mysz HSD11B1

Powszachny, wielofunkeyjny modsl,
bezpieczny i sfektywny. Model
chinurgiczny, studia starzenia | ciazy
urojonej.

Mysz DBAI2

producent: Charles River Laboratories
Bezpieczny i efektywny model
badavicay, do zastosonania w
badaniach immunologicznych i
odruchowych napadow
epileptycanych

Model myszy bezgrasicze, nagie) -
nude do badas biologii guzow i
przeszczepow ksenogenicznych

Mysz Fox Chase CB17™
Mouse

Model badania otylosci i cukrzycy
oraz gojenia ran.

Mysz Foxp3
producent: Charles River Laboratories

Model kontrolny do myszy SCID.

CSTBUG)-
Foxp3tm1Fiv/Crl
Pochodzenis: Szczep zostal

Sekeji
Immunobiologi waboratorium Dr
Richard'a A. Flavella.

Model do transgenizacii i rozwoju
modeli knockout,

Mysz IL-4

Model o szerokich zastosowaniach w
badaniach cukrzycy.

D

Mysz Immortomouse®

Model regulacii kortyzonu.

A

Mysz LCAT

producent: O
Nomenkiatura: B6.120X1-
ll4tmiLky/Crl Pochodzenie: Szczep
zostal utworzony w laboratorium Prof.
Richard'a Locksley'a, Wydzial Chorob
Zakaznych, University o.

Nomenklatura: CBA:B10-Tg(H2Kb-
t5A58)6KiolCrl Zastosowania
badawcze: Kraj pochodzenia Stany
Zjednoczone

Nomenklatura: C57BL/6J-Tg(Alb-
LCAT)1Pfi Wiecsj informacji na
stronie Charles River

14
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Modele GFP i lucyferazy

Szczur ApoE nokaut

l -_ do zapytar

Szczur APP nokaut
producent SAGELoks

POy
River i Genoway oferujemy

del 2

Model
2nokautem ApoE. Posiada szerokie

badaniach cukrzycy

wszczepionymi bialakami green
fluorescent protien oraz lucyferaza
Wazysikie zwierze.

Szczur Berp Knockout
et

‘Abcg2m1Hubr Wigesi informacii na
stronie Charles River [weidz]

typu Il otylosci, miazdzycy. opomosci
insuinowe] | nadciénienia.

Szczur Berp TGEM®
Knockout
roducent: Chartes Rver Laborutories
Nomenklatura: Cri-WI(UL):
Abeg2miHubr Wigee] informaci na.
stronie Charles River [weidz]

ol z PP o
badari choroby Alzheimera, demencii
iinnych chorcb
neurodegeneracyinych.

&

Szczur BDIX
roducent hertes Ruver Loborotories

Nomenkiatura: BDIX/OHCH| Hodowla:
krewniacza Pochodzenie: Szczur

szcaurzego o pokryciu z6kauym i
wym.

Szczur CFTR nokaut

7t AGELobs
Model z brakiem ekspresiibiaka
CFTR prowadzacym do
mukowiscydozy oraz 2aburzen
transportu chlorkow | tiocyjandw.

o

+ do zapytania

‘Szczur Cotton,
niekrewniaczy

producent SAGE Lobs

Szczur Cntnap2 nokaut
prodcent SAGELobs

Model wykazuie delecie genu
Chinap? i jest uzyteczny w badaniach
autyzmu, adhezj komérkowej i
plastycznosci synaptycznej.

Szczur Dahl/salt Sensitive
(Dahliss)

%m {
HNEENCS!
=

Szczur Copenhagen

producent Chartes Ruer Laborctores
Nomenkatura: COPICICH

Pochodzenie: Rozhodowane w 1921
. na Columbia University for Cancer

Instiute 2 progra.

Szczur DAT-CRE model
transportera dopaminy

odel
infekcyine pochodzenia ludzkiego.
Ideainy do badaf nad rozwojem
szczepionek i terapil genowych
opartych o wektory adsnowirusowe.

Wiges] informacii na stroni Charles
River wejdz]

Model
okspresi rekombinazy Cre. Do
zastosowa w optogenetyce,
ekspresii i nokautach
zrekombinowanych genéw oraz w
DREADD.

Szczur Bdnf nokaut

producent SAGELabs

Model zawiera monoalieiczna delecie
genu BDNF. Usyteczny w badaniach
Alzheimera, depresil. bélu. rozwoju
nenwow, utraty parmieci

szczur Buffalo

Szczur Brown Norway
producent ChartesRier Loboratores
Nomenkiatura: BN/CH Pochodzere:
W 1958 . Sivers i Bilingham
rozpoczeli kojrzene brat x siosira 2
selekcia haplotypu brazowe] mutaci
wstadzie dzikich szczurow
utrzymywe

Szczur CAR nokaut

Nomenkiatura: BUF/CICrl
Hodowla: krewniacza

Pachodzenie: W Hesion od 1946 roku
2 hodow Buffalo H. Morris'a (USA).
Przeniesione do National Instiute.

Szczur BSEP nokaut
producent SAGELabs

Model z nokatem genu kodujacego
transporter ABC, Kuczowego dia
pompy eksporiujace] sole kiasow
2kiouych.

Szczur CD® IGS
producent Chartes River Laboratories

CAR, majacego wpiyw na indukeig
eytochromu pdS0s. Ma zastosowania
w badaniach hepatotoksycznodci,
cholestazy i metabolizmu leko.

s
Dauriey) Hodowla: mekrewniacza
Pochodzenie: Uzyskane w 1925 roku
przez Roberta W. Daey 2
Skojarzone] hybrydowo samicy
samea szczurow Wis

Udoskonalanie modelu zwierzecego

metodami i wymaganymi warunkami hodowli zwierzat

okreslaniem

fenotypu

eli do badan biomedycznych
_—— =
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Myszy mdx- zwierzecy model N

ludzkiej dystrofii miesniowej typu T
Duchenne’a

suszczelnianie” btony komoérkowej

X

zachowuje selektywna przepuszczalno$é

+ Odkrycie biatka
dystrofiny -
identyfikacja zwierzat

//\ z podobnymi
zaburzeniami
rozrost tkanki
widknistej w
miejscu tkanki
migéniowej + Zwierzeta z brakiem
” dystrofiny (mdx) -
myszy, psy, koty,
nicienie

16
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Kierunki badan klinicznych:

|

» Wykazano ze zablokowanie
miostatyny za pomoca przeciwciat
zwieksza mase i site miesni

(Whittemore i wsp. 2003)

» Zastosowanie tego samego
przeciwciata u myszy
dystroficznych (mdx) chronito je
przed wystapieniem objawéw
chorobowych

(Bogdanovich i wsp. 2002)

» Przy braku miostatyny nastapito
ostabienie objawéw dystrofii

» Rozwdj teorii ,bloku miostatyny”
j - mozliwa terapia

szpik kostny —_— pobr?nie » naprawa mutacji
chorego na DMD komoérek genetycznej

umieszczenie
komorek w ciele
myszy mdx

zaatakowane chorobg ostateczne /
komérki migéniowe ~ €=——=umieszczenie komérek
%piku u czlowieka

Realizacja produkcji nowych modeli do badan biomedycznych

» ztozone techniki biologiczne stosowane ng

> przy produkcji myszy
transgenicznych r

17



CONSTRUCTION OF TRANSGENIC MICE

DNA
fragment

Holding suspension
pipette

l -
t-cell embryo m‘;f“::’"
at pronuclear stage

/ Oviductal
implantation

o —

Pssudopragnant

&

Injected DNA fragment
identified with :'l:::::urn
specified probe

2017-04-08

» Przy produkcji myszy z nokautem

» Mysz normalna i mysz ze
znokautowanym genem Nhlh2

» mysz ze znokautowanym genem kodujacym miostatyne- biatko regulujace
wzrost komoérek i réznicowanie

t o i '_w ¥

GDF-8

» Mozna réwniez wykorzysta¢ metody utrwalania
samoistnych
lub indukowanych mutacji i tworzenia ta droga szczepow
koizogenicznych
Wiekszo$¢ szczepow myszy z niedoborami
immunologicznymi uzyskano wtasnie w ten sposéb.

18
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» bioluminescencja ukazujaca zahamowanie rozwoju nowotworu (A)
dzieki terapii
i jego rozwdj (B) - w obu przypadkach od momentu jego implantacji.

A GCV therapy: d7-d21
day 7 day 15 day 22 day 29 day 56
! !
o - -
day 29 day 35 day 35

» Mutanty jednogenowe i ich fenotypowe zmiany (uszkodzenia
szkieletu)

Mutacja scid
(severe combined immunodeficiency)

» Wzbudzita wielkie zainteresowanie i znalazta szerokie
zastosowanie.

» To ostra posta¢ ztozonego niedoboru immunologicznego.

» Pojawita sie ona u myszy wsobnych immunologicznego
C.B-17/lcr kongenicznych w stosunku do szczepu
BALB/cAnlcr pod wzgledem genu Igh (ciezki tancuch
immunoglobulin) znajdujacego sie na chromosomie 12.

» Wykazano, ze zmutowany gen scid sprzezony jest
z genem md (mahoganoid) znajdujacym sie na
chromosomie 16.

» Mutacja ta zostata odkryta przez Mel Bosme i wsp.
w 1980 r. a opisanaw 1983 r.

KML

.

immunoglobulinowych

Limficyt p 9
Limfocyt pr;

tancuchy lekkie Wrazliwy na indul
apoptozy po potaczeniu

z whasnymi antygenami niedoj Ppu
limfo{t B)
IgA/1gG d

4
Limfocyt \

._Q;._

pamieci /
Komorka

rearanzacja genéw

tancuch ciezki u

Receptar
limfocytu pre-B

Powierzchniowa IgM

Powierzchniowa IgM
Powierzchniowa IgD
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» Sktonno$¢ do nowotworzeni
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» mysz scid z zaszczepiona ludzka skéra

Myszy scid-hu

] Udoskonalenie
m Biofotonika
7

Technika obrazowania opracowana przez Christophera H.
Contaga i Pamele R. Contag ze Stanford University.

Opiera sie na genetycznym zmodyfikowaniu badanych
komoérek - wprowadza sie do nich gen kodujacy_lucyferaze,
dzieki ktéremu one i ich potomstwo $wieca.

Tak zmienione komérki (np.nowotworowe) wprowadza sie do
organizmu,  a specjalistyczna aparatura rejestrujaca fotony
pozwala $ledzi¢ proces ich namnazania sie pod wptywem
réznych srodkéw chemicznych lub farmaceutykéw i to na
dtugo, zanim rozwinie sie wyczuwalny guz.

Taka procedura eliminuje bél i cierpienie i mozna ja
wykorzystywac do badania poczatkowych stadiow wielu
réznych chordéb.

0
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stopniowy rozwdj guza moézgu

de (obecnie Hfh11nu)

Praca na myszach nu/nu NCr/Sed
oraz N:NIH-nu-bg-xid/Sed

» Autorzy poréwnywali
przeszczepialnos¢
wybranego panelu

nowotworow

cztowieka na
zwierzetach z obu
szczepdw

i stwierdzili, ze byta

ona podobna u

zwierzat z obu

szczepow.
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Myszy nude

» Oryginalna mutacja nu
pojawita sie w 1962r.

Ponownie mutacje w tym

locus

u myszy ze szczepu AKR
zaobserwowano i nazwano

ja nustr,

Utrzymywana jest jako

szczep

koizogeniczny AKR/J-

nust/+. . P .
Dwie linie szczepu wsobnego rézniace sie

jednym zmutowanym genem okreslane sa
jako pary koizogeniczne

» limfocyty T u myszy nude sa zatrzymane w jednym lub
kilku stadiach roznicowania, ktére normalnie wystepuja
podczas limfopoezy u myszy z grasica.

b

» Trzy warunki, ktére pozwolityby uznac
myszy bezgrasicze za w petni uzyteczne
zwierzeta laboratoryjne:
- zorganizowanie produkcji na duza skale
w warunkach SPF,

> wyhodowanie szeregu linii kongenicznych
Z mutacja nu u zwierzat reprezentujacych
rézne tfo genetyczne,

- zastosowanie odpowiednich systemow
monitorowania do kontroli genetycznej
i mikrobiologicznej tych zwierzat.

Komérki ludzkiego czerniaka przeszczepionego
na myszy z potréjnym niedoborem

immunologicznym BNX(bg/nu/xid)

» Myszy te wykazuja H
znaczne uposledzenie
zdolno$ci odpowiedzi
immunologicznej przez
komérki T i B oraz przez k
aktywowane limfokinami == =
komorki cytotoksyczne
(LAK)

Musza by¢ utrzymywane
w warunkach SPF.
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Myszy KSN-bg/bg-nu/nu (KSN-bg),
KSN-xid/xid-nu/nu (KSN-xid) oraz KSN-BNX

» Nosza wszystkie trzy geny
niedoboru immunologicznego

» Powstaty dzieki metodzie
wprowadzenia dwéch genéw
> bg (powodujacego niedobér
aktywnosci komérek NK)
> Xid (obnizajacego produkcje
immunoglobulin) na tto
genetyczne myszy KSN-nude

» Opracowano wykaz wtasciwosci kwalifikujacych
potencjalny model zwierzecy do badan nad AIDS:
> indukcja niedoboru immunologicznego przez tzw.

Im tych samych genéw regul
6rek T CD4 i makrofagow

tej choroby z dtugim okres
elowych i powolne obnizani

» Jeden typ zakazenia myszy retrowirusem typu C zostat
okreslony jako ten, ktory powoduje szereg klinicznych
objawéw charakterystycznych dla AIDS.

» Zostat on nazwany mysim AIDS (MAIDS).

» Myszy C57BL/6 zakazone wirusem MAIDS-okreslone
jako dogodny model doswiadczalny.

» Drugim najczesciej uzywanym modelem zostaty myszy
SCID-hu zakazone wirusem HIV-1.

Zupetnie innquetoda, doskonalenia jest

zastepowanie bardziej rozwinietych
atunkéw zwierzetami z nizszych szczebli
rabiny ewolucyjnej —

» W ostatnich latach do obserwacji wptywu
chemicznych na rozwéj uktadu nerwowego
wykorzystuje sie zwtaszcza rybe, danio pregowany
oraz nicienie

Caenorhabditis elegans.

» U obu tych Eatunkc’)w udato sie juz ustali¢ funkcje
wszystkich kluczowych genéw.

» Teraz kied?/jljlkaé substancja chemiczna powoduje

wiaczenie lub wytaczenie danego genu, potrafia

Eowiedziec’,jak WJ),{lnie ona ha metabolizm

omorkowy i produkcje biatek.
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HODOWLA KOMOREK

JAKO METODA ALTERNATYWNA

.

Wyposazenie pracowni

Komora z przeptywem

laminarnym

Inkubator

Cieplarka lub taznia wodna

Autoklaw

Sterylizator

Lodéwka i zamrazarka

Termos do przechowywania
komorek w cieklym azocie

Wirdwki

Mikroskop

-

Wyposazenie pracowni cd.

Naczynia hodowlane
(butelki, szalki, ptytki)

Falkony

Pipetusy

Pipety plastikowe

Pipety automatyczne

Pipety pasterowskie

Kamery do liczenia
komorek

-

Typy hodowli komorkowych

» Hodowle pierwotne - wyprowadzone
z materiatu pobranego bezposrednio z
organizmu

» Hodowle wtorne - wyprowadzone z
hodowli pierwotnej po pierwszym pasazu

» Ustalone linie komérkowe -
populacje komoérek powstajace z hodowli *
wtornej po wielokrotnych pasazach 1

-
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/ Narzad lub tkanka
Eksplantaty narzadu
(migracja komorek)

\

Zawiesina komérek
( przyczepienie do podloza i proliferacja)

Hodowla pierwotna

Pierwszy pasaz

Linia komoérkowa

——

Uniesmiertelnienie
(transformacja spontaniczna
lub transfekcja)

P
Komérki nowotworowe Kolejne pasaze

Linia komérkowa
o okreslonym czasie zycia

Linia komérkowa ciagta

Zamieranie
linii komé6rkowej

Warunki hodowli

Utrzymanie scisle okreslonych
warunkow:

— Temperatura 37°C

— Stezenie dwutlenku wegla 5%
-pH6,8-7,2

— Wilgotnos¢ 95%

Pozywki do kultur /in vitro

Sterylne srodowisko wzrostu
Zwigzki odzywcze: weglowodany,
aminokwasy, kwasy tluszczowe,
peptydy i biatka, lipidy i cholesterol,
witaminy, mikroelementy

Stabilne pH

Dodatkowo moze zawiera¢ surowice:
FCS - ptodowa surowice bydleca

HS - konska surowice z dorostego
organizmu

Surowica dostarcza czynniki
wzrostu i réznicowania komorek
(pobudza wzrost lub intensyfikuje
znicowanie), hormony.

» Pozywke nalezy wymienia¢ co 24-36 h, zalezy to od:

- gestosci komorek w hodowli
- tempa ich proliferaciji
- metabolizmu komérek

W przypadku niedoboru sktadnikéw odzywczych lub gdy
nagromadzi sie zbyt duza ilos¢é metabolitéw, komorki
przestaja sie dzieli¢, zmienia si¢ ich morfologia, ulegaja
wakuolizacji, przybieraja okragty ksztatt i odklejaja sie od
podioza

Komorki moga tez byé hodowane w zawiesinie (w
przypadku zbyt duzej gestosci, komorki moga obumieraé
co jest spowodowane przez ograniczony dostep do
substancji odzywczych i bioaktywnych, oraz przez
nagromadzenie si¢ metabolitow, co powoduje zakwaszenie
srodowiska)
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» Kiedy hodowla komérkowa staje sie konfluentna (komorki
pokrywaja cata powierzchnig naczynia) nalezy je
przepasazowac

» Do odtrawiania komérek uzywa sie stabego roztworu
trypsyny, ktora gowoduje kontrolowane odklejenie sie
komadrek od podtoza, nie naruszajac ich struktury
komorkowej.

» Odklejone komérki zawiesza s'iﬁ w medium, zawierajqcxm
substancije krioprotekcyjne- DMSO- dimetylosulfotlenel
(chroniace komoérki przed zniszczeniem w czasie
zamrazania) oraz surowice FBS

Bankowanie komoérek

Bankowanie komdrek ma na celu
przygotowanie komorek do diugotrwatego
przechowywania w stanie niezmienionym.

Komoérki przechowuje si¢ w ciektym azocie
(temperatura — 196 ° C) lub w zamrazarce
(temperatura — 80 ° C — krotkotrwate przechowywanie)

Linia komoérkowa C2C12

» Linia komérkowa mioblastow
mysich wyprowadzona z migsnia
soleus.

» Model do badania réznicowania
komorek in vitro.

» Pozywka:

- DMEM 4500/10% FBS/AB
- DMEM 4500/2% HS/AB
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Miotuby

Cechy komorek linii komorkowych cigglych

Komoérki nowotworowe:

Nieograniczona mozliwo$é podziatu

Zdolnosé do wzrostu na pozywkach bez surowicy,
Zdolnos¢ do wzrostu w zawiesinie (mozemy osiagna¢ duza
gesto$é komorek i tym samym wydajnosé syntezy)

Wady glikozylacji, spadek efektywnosci syntezy

Bledy genetyczne prowadzace do zmiany wrazliwosci komérek
na czynniki zewnetrzne

Produkcja czynnikéw wzrostowych, G-SCF (granulocyte-
colony stimulating factor) oraz GM-CSF
(granulocyte/macrophage — colony stimulating factor),
stosowanych w onkologii

Hodowla tkanek pozwolita:

» na wglad w mechanizm dzialania przeciwcial, hormonéw,
enzymow, w procesy wigzania ligandéw przez odpowiednie
receptory komérkowe

na rozwéj metod immunocytochemicznych w medycynie i
histopatologii

na wytwarzanie in vitro produktéw komérek endokrynnych
(hormon wzrostu)

hodowla tkanek dostarcza wielu podstawowych danych o
regulacji transkrypcji co znajduje zastosowanie w
biotechnologii

ma zastosowanie w produkcji szczepionek

ma zastosowanie linii komérkowych jako metod
alternatywnych w medycynie, onkologii, embriologii,
cytogenetyce, biologii komérki, hematologii, mikrobiol

oraz wirusologii

mie¢ nadzieje¢ na implantowanie ,,naprawionych” komoérek
wlasnych pacjenta

Wklad hodowli tkankowych w rozwéj nauki
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Hodowle komoérek $rodblonka rogowki

Zdrowy Srédblonek 30-letniego dawcy

do hodowli;

Rozleot Adblonk

warstwy $r

75 letniego dawcy.
Granatowo sa zabarwione martwe komérki.
(btekit tryptofanu)

Zalety i wady hodowli tkanck

Do ograniczen hodowli tkanek
naleza:
Konieczno$¢ utrzymania Scistej
aseptyki
Hodowla tkanek jest systemem
Znacznie upraszczajacym naturalne
Srodowisko

Hodowla tkanek zapewnia:
Utrzymanie warunkow na stalym
poziomie
Mozliwosé bezposredniego

ymentowania na komorkach

Masowe namanazanie komérek

~komérki nablonkowe

Hodowla 14-dniowa, wida¢ infiltracje fibroblastow w obszar zajety przez
gkl nablonkowe

niego badania
poszczegolnych typow
komorek w tkankach i narzadach
Powtarzalno$¢ wynikow
Mniejszy koszt badan

pociaga za soba duze koszty
Niestabilnos¢ linii ciaglych
wynikajaca z aneuploidalnego sktadu
chromosoméw

Hodowla narzadowa (Organ culture)

» Hodowanie matych narzadéw w catosci lub wycinki wigkszych oraz
fragmenty tkanek
» Wpr dzenie terminu 1 j ki mysiej, czyli iloSci ekstraktu
zdolnej wywola¢ reakcje biologiczna
» Zaleta hodowli tkankowych jest zachowanie in vitro integralnosci
strukturalnej narzadu, z interakcjami komérkowymi i
iem biochemi m ym i czy iowym

hictal

Zroznic
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Prowadzenie hodowli narzadowej

Bogata pozywka ptynna (medium Waymouth i medium Trowella)
Istotna jest wielko$¢ narzadu badz eksplantatu

Odpowiednia obrobka histologiczna narzadu

Narzad powinien by¢ plaski ze wzgledu na penetracje tlenu do

komorek, transport glukozy i odprowad produktow kataboli

Najlepszymi narzadami do hodowli tkankowych sa:
- gruczol mlekowy myszy
- przepona
- krezka

-wyizolowana oslonaka przejrzysta pecherzyka jajnikowego

Obecnie hodowle tkankowe przezywa faze
specjalizacji, ktérej wynikiem jest m.in.. Inzynieria
tkankowa zajmujaca si¢ konstruowaniem modeli
tkankowych i narzadowych. Rozwéj w tym
kierunku odpowiada na wyzwania transplantologii,
klonowania zwierzat i na wezwania obroncéw praw
zwierzat, ktérzy domagaja si¢ modeli in vitro,
zastepujacych zywe zwierzeta w testach
diagnostycznych w medycynie i toksykologii

» Przeciwnicy badan na zwierzetach najbardziej
zdecydowanie potepiaja jednak fakt, ze wciaz sa
one wykorzystywane do testowania Srodkéw
czystosci, a nie tylko do celéw medycznych.

Wykorzystanie zwierzat do testowania produktow
Rolnictwo

Przemys! ‘
(pestycydy | nawozy)
Gospodarstwo domowe _(pestycydy i nawozy)
Kosmetyki—— Medyeyna
Dodatk
aywmolcion
Lanieczyszczenia

Srodowiska

Oprécz argumentow naukowych
przemawiajacych za i przeciw testom na
zwierzetach, istnieje jeszcze moralny
aspekt problemu.

v

Obroncy badan uwazaja, ze zycie ludzkie jest warte
wiecej niz zycie zwierzecia, a prawo chroni zwierzeta
laboratoryjne przed okrucienstwem i znecaniem sie.
Miliony zwierzat sa zabijane na pozywienie kazdego
roku, a badania medyczne, ktore budza tyle emocji,
racjonalnie rzecz biorac wydaja sie byc bardziej
usprawiedliwione.

W kohcu - argumentuja zwolennicy badah na | .
zwierzetach - laboratoryjne myszy rzadko doswiadczaja
jakiegokolwiek bolu, poniewaz sa zabijane, zanim
zaczna cierpiec.

v

v
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» W Polsce doswiadczeniom poddaje sie kilkaset
tysiecy kregowcow rocznie

» Jeszcze 10 lat temu takie eksperymenty o
prowadzono praktycznie bez zadnej kontroli, jesli
pominac kilka najlepszych instytucji, ktore z =
wt’rasnej inicjatywy ustanowity wewnetrzne komisje
etyczne.

W przysztosci...

» Mozliwe jednak, ze ostateczna eliminacja zywych
zwierzat z badan nastapi wcale nie dzieki metodom in
vitro, lecz raczej "in silico" - przemyst farmaceutyczny
juz dzis$ wykorzystuje komputerowe modele interakcji
réznych uktadéw do analizy aktywnosci lekow.

Charles Delisi z Boston University i inni poszukuja
wsparcia dla programu Virtual Human Project,
futurystycznego przedsiewziecia z dziedziny obliczen
rozproszonych, zakrojonego na skale Projektu Poznania
Ludzkiego Genomu.

v
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» Firmy, ktére nie testuja swoich produktéw na
zwierzetach:

Avon, Biokosma, Biotop, Beauty Without Cruelty, Bodyline,
Butterfly, Chanel, Davidoff, Eris, Femi, Flex, Freeman, L'oreal,
Oriflame, Pollena-Uroda, San Francisco, Weleda, Wella.

Firmy, ktére testuja swoje produkty, badz ich
sktadniki na zwierzetach:

(leki), Benckiser (Coty - Adidas, Crossmen, Miss
Sporty), Biotherm,
(Fa), L&M, Maestro, Malboro,
(Old Spice, Secret, Pampers,
Head&Shoulders, Always, Tampax, Ariel, Oxydol, Clearsil,
Max Factor), Rexona, Signal, Vichy.

Dziekuje za uwage!

30



