K 5

* *
*

****

Komisja
Europejska

DYREKTYWA 2010[63[UE '
W SPRAWIE OCHRONY ZWIERZAT
WYKORZYSTYWANYCH DO CELOW NAUKOWYCH




Spis tresci:

Dokument roboczy dotyczacy ram oceny dotkliwosSCi ........coevvrveiiiiiiiciienine 1-22

Przyktady majace na celu objasnienie procesu klasyfikacji dotkliwosci, ............ 24-99
biezacej oceny 1 rzeczywistej oceny dotkliwosci



Wiasciwe organy krajowe do wykonania dyrektywy 2010/63/UE w sprawie
ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych

Dokument roboczy dotyczacy ram oceny dotkliwosci

Bruksela, 11-12 lipca 2012 r.

Komisja ustanowita grupg robocza ekspertow ds. oceny dotkliwosci procedur w celu
ulatwienia wykonywania dyrektywy 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych. Wszystkie panstwa cztonkowskie 1 glowne
zainteresowane organizacje zostaly wezwane do wyznaczenia ekspertow, ktorzy beda
uczestniczy¢ w tych pracach.

Odbyly si¢ dwa posiedzenia grupy roboczej ekspertéw ds. oceny dotkliwosci: w grudniu
2011 r., ktore w szczegolnosci dotyczyto genetycznie zmienionych zwierzat, i w maju 2012
r., na ktorym oméwiono ogoélne ramy oceny rzeczywistej dotkliwosci procedur odczuwane;j
przez zwierzgta.

Niniejszy dokument powstal w wyniku pracy grupy roboczej ekspertow podczas ich dwoch
posiedzen, dyskusji z panstwami cztonkowskimi oraz wktadu prawnego Komisji w zakresie
rozumienia ram oceny dotkliwosci, jej sktadnikow, uczestnikow i narzedzi pracy oraz metod.
Niniejszy dokument zostal zatwierdzony przez wlasciwe organy krajowe do wykonania
dyrektywy 2010/63/UE na ich posiedzeniu w dniach 11-12 lipca 2012 r.

Zastrzezenie prawne:

Ponizszy tekst ma shuzy¢ jako wytyczne dla panstw czlonkowskich i innych podmiotow,
na ktore dyrektywa ta ma wplyw, przyczyniajac si¢ do wypracowania wspolnego
rozumienia przepisow zawartych w dyrektywie. Wszelkie uwagi nalezy rozpatrywac¢ w
kontekscie dyrektywy 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do
celéw naukowych.

Jedynie Trybunal Sprawiedliwosci Unii Europejskiej jest upowazniony do
interpretowania prawa UE w sposob prawnie wigzacy.
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Powiazane artykuly dyrektywy 2010/63/UE

— artykul 4 ust. 3 ,Panstwa czlonkowskie zapewniaja udoskonalenie hodowli,
trzymania zwierzat i opieki nad nimi, jak rowniez metod stosowanych w procedurach,
tak aby wszelki potencjalny bol, cierpienie, stres lub trwate uszkodzenie u zwierzat
zostaly wyeliminowanie lub ograniczone do minimum.”

— artykul 15 ust. 1 ,,Panstwa cztonkowskie zapewniajg, aby wszystkie procedury byty
klasyfikowane jako »terminalne, bez odzyskania przytomnosci przez zwierze«,
»tagodne«, »umiarkowane« lub »dotkliwe« indywidualnie dla kazdego przypadku na
podstawie kryteriow przyporzadkowania okreslonych w zatgczniku VIIL.”

— artykul 16 ust. 1 lit d) ,,jest ona [procedura ponownego wykorzystania] zgodna z
porada weterynaryjna, z uwzglednieniem doswiadczen zyciowych zwierzecia.”

— artykul 54 ust. 2 ,Panstwa cztonkowskie gromadza i podaja do publicznej
wiadomosci co roku informacje statystyczne dotyczace wykorzystywania zwierzat w
procedurach, w tym informacje o rzeczywistej dotkliwosci procedur oraz o
pochodzeniu i gatunkach zwierzat z rzgdu naczelnych wykorzystywanych w
procedurach. [...]”

Kontekst ogolny

W dyrektywie 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych wymaga si¢, aby dokonano oceny dotkliwosci kazdej procedury w projekcie
(artykut 15) oraz przypisano tym procedurom jedng z nastepujacych klasyfikacji dotkliwosci:
»terminalna bez odzyskania przytomnos$ci przez zwierze”, ,tagodna”, ,jumiarkowana” lub
»dotkliwa”. Zatacznik VIII obejmuje wytyczne dotyczace czynnikow, ktore nalezy wziaé pod
uwage podczas ustalania ewentualnego stopnia dotkliwos$ci, i przyktady kazdej kategorii

dotkliwosci.

W art. 54 dotyczacym sprawozdawczosci wymaga si¢, aby dla potrzeb gromadzenia
informacji statystycznych zglaszano rzeczywista dotkliwos¢ bolu, cierpienia, stresu lub

trwatego uszkodzenia odczuwang przez zwierz¢ (w przeciwienstwie do oceny lub prognozy
stopnia dotkliwosci sporzadzane; w momencie oceniania projektu). Ponadto rzeczywista
dotkliwos$¢ jakiejkolwiek poprzedniej procedury bedzie kluczowym elementem w ustalaniu,
czy zwierz¢ mozna ponownie wykorzysta¢ w dalszych procedurach (artykut 16).

Srodki te zapewniaja mozliwosci poprawy jakoéci nauki i dobrostanu dzieki przysztej ocenie
wnioskow projektowych, a dzigki uwzglednieniu rzeczywistego cierpienia odczuwanego
przez zwierzgta powinny zapewni¢ wigksza przejrzysto$¢ i lepsze zrozumienie wplywu
procedur naukowych na dobrostan zwierzat.

Gléwne korzysci z oceny, monitorowania, oceniania i rejestrowania rzeczywistego
stopnia dotkliwosci obejmuja:

e mozliwosci dotyczace w szczegdlnosci wdrozenia udoskonalen 1 zmniejszenia
cierpienia, chociaz przyszte dyskusje rowniez zapewniag w zasadzie mozliwos¢
ustalenia, czy wykorzystywanie zwierzat jest niezbedne (zastgpienie), a projekt




badania jest odpowiedni, aby zminimalizowa¢ wykorzystywanie zwierzat
(ograniczanie);

e poprawiony dobrostan zwierzat, np. jezeli wczes$niej cierpienie zostanie dostrzezone i
ztagodzone;

e poprawiong przejrzystos¢, poniewaz statystyki powinny lepiej odzwierciedlad
rzeczywiste koszty zwigzane z dobrostanem zwierzat;

e usprawniong  komunikacj¢  miedzy  podmiotami  odpowiedzialnymi  za
wykorzystywanie zwierzat, opieke nad nimi i monitorowanie ich;

e wklad do oceny retrospektywnej projektu podczas jej przeprowadzania (artykut 39);

e poprawiong jako$¢ danych naukowych dzigki lepszemu dobrostanowi,

e wicksza wiedz¢ w zakresie oceniania dotkliwosci 1 objawdw klinicznych, co
przyczyni si¢ do wiekszej spdjnosci ocen, pod warunkiem ze metody podejscia i
wyniki zostang rozpowszechnione, np. za posrednictwem czasopism, grup
dyskusyjnych i spotkan;

e wkiad w szkolenia przeznaczone dla badaczy, zootechnikdw 1 weterynarzy zwierzat
laboratoryjnych, jezeli wyniki sg wykorzystywane w charakterze przyktadow;

e informacje oparte na dowodach, ktore mozna wykorzysta¢ w dokonywanych ocenach
relacji migdzy szkodliwosciag projektu i1 korzy$ciami z niego ptynacych a podobnymi,
przysztymi projektami.

Ustalenia ogolne dotyczace oceny dotkliwosci

Ustalanie dotkliwosci w ramach procedury powinno by¢ procesem cigglym, ktory
rozpoczyna si¢ na etapie wstgpnego projektu badania, jest kontynuowany w trakcie
codziennego monitorowania zwierzat w ramach badania przez caly czas trwania projektu, i
zostaje zakonczony oceng ..rzeczywistej” dotkliwo$ci w momencie zakonczenia badania, co

zapewnia mozliwo$ci wskazania dalszych udoskonalen w odniesieniu do przysztych badan.
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Przyktad(-y) okreslonej dla projektu/procedury oceny dotkliwosci, w tym formularze oceny codziennej, narzedzia do oceny punktowej,
wybor metod monitorowania i ocena ostateczna.

Przy takim sposobie podejscia istniejg wicksze szanse, ze zostanie uwzgledniona i wdrozona
w calej rozciggtosci zasada 3R 1 Ze nastapi poprawa komunikacji migdzy wszystkimi
zaangazowanymi podmiotami i spdjnosci.

Skuteczna ocena dotkliwo$ci wymaga:

e podejscia ,,zespolowego”, w ktorym wykorzystuje si¢ informacje pochodzace
od os6b z rézng wiedzg specjalistyczng, réznym do$§wiadczeniem i réznymi
priorytetami, np. badaczy, zootechnikéw i pracownikow sprawujacych opieke
nad zwierzetami, lekarza weterynarii;

e dobrego planowania;

e odpowiedniego ustawicznego ksztalcenia i szkolenia calego zaangazowanego
personelu;

e systemOw codziennej oceny dotkliwosci, ktore sa odpowiednio dostosowane
do gatunku, szczepu i projektu, w tym $wiadomych i1 zorganizowanych
obserwacji zwierzat, dokonywanych w odpowiednich odstepach czasowych
(np. czestotliwos¢ rosta podczas procedur i po ich zakonczeniu);

e skutecznych protokotéw opartych na wiarygodnych informacjach do celow
oceny zachowan i objawow klinicznych;

e analizy obserwacji w celu sporzadzenia §wiadomej oceny charakteru 1 poziomu
cierpienia;

e JSwiadomosci dotkliwosci kazdej procedury 1 dziatania, ktore nalezy podjac,
jezeli dotkliwos$¢ zostanie osiggni¢ta badz przekroczona;



e spdjnego podejscia do ogdlnych osagdow dotyczacych rzeczywistego cierpienia
(tfagodne, umiarkowane, dotkliwe) do celow sprawozdawczosci statystyczne;j;

e zastanowienia si¢ nad stopniem skuteczno$ci wdrozenia zasady 3R oraz
mozliwo$cig dokonania ulepszen w odniesieniu do przysztych badan.

Ustalenia przed rozpocze¢ciem badania

Proces majacy na celu zapewnianie zminimalizowania dotkliwo$ci podczas procedur
naukowych rozpoczyna si¢ na etapie projektu w trakcie ustalenia koniecznos$ci i zasadnosci
wykorzystania zywych zwierzat do osiggnigcia celow naukowych.

e W przypadkach, w ktorych wykorzystanie zywych zwierzat jest konieczne i
uzasadnione, wazne jest, aby zostat wybrany odpowiedni model, a projekt badan byt
solidnie opracowany;

e nalezy zidentyfikowa¢ wszystkie aspekty badania, ktéore moga powodowacé bol,
cierpienie, stres lub trwate uszkodzenie, i rozwazy¢ sposoby zminimalizowania ich
skutkéw, na przyktad dzigki wyszukaniu informacji w literaturze, konsultacjom ze
wspOtpracownikami, zootechnikami, weterynarzem 1 cialem doradczym ds.
dobrostanu zwierzat w stosownych przypadkach;

e zalecana ewentualna klasyfikacja stopnia dotkliwo$ci przypisywana procedurom
powinna by¢ oparta na najwickszej dotkliwosci przewidywanej w odniesieniu do
kazdego zwierzecia poddanego badaniu;

e nalezy opracowa¢ plan obserwacji zwierzat, ktory bedzie odpowiedni dla badania i
dostosowany do niego. Ujednolicona terminologia zrozumiata dla wszystkich
podmiotéw zaangazowanych w badanie przyczyni si¢ do wigkszej spdjnosci w
zakresie sprawozdawczosci i interpretacji;

e wazne jest zapewnienie dostgpnosci wystarczajacej liczby wyszkolonych i1
kompetentnych pracownikéw do prowadzenia badania, monitorowania zwierzat i
sprawowania opieki nad nimi.

Wskazniki dotkliwosci

Wystepuja zachowania 1 objawy kliniczne, ktore mozna wykorzysta¢ do oceny dotkliwosci
procedur na etapie pobytu zwierz¢cia w klatce (lub zbiorniku, kojcu itp.). Terminologia
stosowana do ich opisywania powinna by¢ zrozumiata dla wszystkich osob, ktore
wykorzystujg zwierzeta, monitorujg je 1 sprawujg nad nimi opieke. W odniesieniu do kazdego
systemu oceny dotkliwosci konieczne jest glebokie zrozumienie prawidlowego stanu
zdrowia, zachowan i dobrostanu gatunku (szczepu w stosownych przypadkach).

Celem powinno by¢:

e osiagniecie jak najlepszej jakosci zycia zwierzat;
e zapewnienie, aby cierpienie spowodowane procedurami naukowymi zostato
dostrzezone oraz




e zminimalizowane, ale

z zachowaniem zgodno$ci z celami naukowymi.

Kazdy system oceny powinien zapewnia¢ skuteczne wykrywanie odchylenia od
prawidtowego stanu zdrowia i dobrostanu, umozliwiajagc obserwatorowi rejestrowanie i
przekazywanie przejrzystej, spojnej oceny kazdego zwierzecia.

Mozna zastosowaé proste, hierarchiczne podejscie w celu okreslenia protokotu oceny
dotkliwosci, ktory jest odpowiednio dostosowany do gatunku, szczepu, osobnikOw i
procedury. W procesie okreslania protokotu oceny na etapie przebywania zwierzgcia w klatce
nalezy zidentyfikowa¢ wszelkie niepozadane skutki, ktore moga wystapi¢ w ciagu catego

zycia zwierzecia, w tym podczas przebywania w klatce, hodowli, sprawowania opieki nad
nim i1 obchodzenia si¢ z nim, oraz niepozadane skutki powstale w wyniku procedur
naukowych i ich konsekwencji. Uwzglednienie tych wszystkich niepozadanych skutkow
powinno umozliwi¢ ustalenie wskaznikow, ktére mozna wykorzysta¢ do skutecznej oceny
dobrostanu zwierzat podczas pobytu w klatce. Wskazniki te nalezy dostosowa¢ do gatunku,
szczepu i procedur eksperymentalnych, ktére zastosowano. Powinny one rowniez by¢ tatwe
dla zrozumienia, zidentyfikowania i spdjnego rejestrowania. Wazne jest jednak zapewnienie
mozliwosci opisania i zarejestrowania wszystkich niespodziewanych skutkow niepozgdanych
na przyktad w postaci dowolnego tekstu.

Kategorie wysokiego poziomu

Ponizej zamieszczono list¢ zbioru nadrzednych kategorii ,,wysokiego poziomu”, ktére maja
zastosowanie do wszystkich gatunkow, jako punkt wyjscia do sporzadzenia wyczerpujacej
listy konkretnych wskaznikow w odniesieniu do kazdej procedury lub kazdego programu
opieki nad zwierz¢tami. Celem jest utworzenie listy wystarczajacych wskaznikow w
odniesieniu do kazdego badania w celu zminimalizowania ryzyka niewykrycia objawow
cierpienia, bez potrzeby wymyslania zbyt ztozonego systemu, ktory bylby niepotrzebnie
zbiurokratyzowany i czasochtonny.

Kategorie wysokiego poziomu obejmuja:

e wyglad zewnetrzny;

e funkcje organizmu;

e Srodowisko;

e zachowania;

e wskazniki specyficzne dla danej procedury;

e dowolne spostrzezenia (inne stosowne spostrzezenia).

Wskazniki w ramach kazdej z tych kategorii mozna dostosowaé do kazdego gatunku. Nalezy
je wykorzysta¢ do stworzenia listy obserwowanych cech charakterystycznych, ktore moze



oceni¢ odpowiednio wyszkolona osoba, w celu dokonania osagdu dotyczacego ogdlnego stanu
zdrowia i dobrostanu zwierzecia.

Wskazniki te nalezy omowi¢ 1 wybra¢ w porozumieniu z osobg (osobami) odpowiedzialng(-
ymi) za nadzor nad dobrostanem zwierzat i, w stosownych przypadkach, cialem doradczym
ds. dobrostanu zwierzat. Nalezy je nastepnie wykorzysta¢ do opracowania systemow
prowadzenia ewidencji w ramach kazdego badania na etapie pobytu zwierze¢cia w klatce do
celéw codziennej obserwacji, monitorowania i oceny.

Dodatek I zawiera przyktad sposobu dalszego podziatu tych kategorii wysokiego poziomu i
stosowania ich w celu opracowania odpowiednich kryteriow obserwacyjnych za pomocg
0golnej terminologii opisowej.

Dodatek II zawiera informacje dotyczace wytycznych i zrodet internetowych, ktore moga
poméc w opracowywaniu odpowiedniej oceny dobrostanu w odniesieniu do zwierzat
poddawanych procedurom naukowym.

Czynniki, ktore nalezy uwzglednic¢ w ocenie rzeczywistej dotkliwosci

Wazne jest, aby pamigta¢, ze w zalezno$ci od okres$lonej sytuacji liczba elementéw moze
wpltywaé pozytywnie lub negatywnie na dotkliwos¢, dlatego tez nalezy uwzgledni¢ réznice
miedzy gatunkami.

Oceng rzeczywistej dotkliwos$ci nalezy przeprowadzi¢ indywidualnie dla kazdego przypadku,
wykorzystujgc spostrzezenia gromadzone w ramach codziennego monitorowania. W
stosownych przypadkach mozna takze zastosowa¢ dodatkowe parametry wymagane do celow
badania, o ile sg dostepne. Na przyktad nieobserwowalne wskazniki (takie jak temperatura
ciata, masa ciata, parametry biochemiczne lub dane biotelemetryczne takie jak puls) moga
takze by¢ potrzebne na potrzeby badania i powinny zosta¢ wzi¢te pod uwage w ocenie
dotkliwosci, jezeli mogg dostarczy¢ dodatkowych, odpowiednich informacji.

Rzeczywista dotkliwos¢, ktorg nalezy zglosi¢ w odniesieniu do kazdego zwierzgcia, powinna
odpowiada¢ najwyzszemu poziomowi dotkliwosci odczuwanemu podczas catej procedury, a
nie dotkliwosci odczuwanej na koniec procedury. Podobnie nie nalezy uznawaé oceny za
prosty proces addytywny, np. szereg tagodnych procedur = umiarkowana dotkliwosc¢.
Powinna ona opiera¢ si¢ na ogolnej ocenie tego, co odczuwaja zwierzg¢ta od rozpoczegcia
procedury do jej zakonczenia.

Ponizsza lista zawiera przyktady tych elementow, ktére nalezy uwzgledni¢ i rozwazy¢ przy

ocenianiu rzeczywistej dotkliwosci.

Procedura, technika:

e chirurgiczna/niechirurgiczna;
e stopien i okres trwania zamknigcia;
e wstrzymanie analgezji/znieczulenia, gdy jedno z nich lub oba bylyby konieczne;



nowy model lub procedura;

elementy srodowiskowe (w tym ograniczenia dotyczgce trzymania i pokarmu/wody);
stres/cierpienie;

powtarzane procedury 1 odstgpy miedzy nimi (nalezy rowniez uwzglednié
czestotliwos$¢ 1 wspolne stosowanie interwencji ,,ponizej progu”);

ponowne lub ciggte wykorzystywanie.

Gatunek, szczep, stadium rozwoju, poprzednie do§wiadczenie

powinny one by¢ brane pod uwage w pierwszym rzedzie — konieczne jest
zrozumienie biologii i zachowan danego gatunku i danej rasy (a czasem
osobnika), aby méc skutecznie przewidziec i oceni¢ dotkliwos¢;

gatunek i szczep;

pochodzenie zwierzecia, np. hodowane do celéw badan, zdziczate lub dzikie;
pochodzenie (w tym poprzednie warunki trzymania) i transport;

genotyp, fenotyp, pte¢, wiek, stan odpornosci;

zachowania naturalne i biologia (np. stosunkowe znaczenie roznych zmystow, takich
jak wzrok u naczelnych i wech u gryzoni, oraz zaktocenie tych zachowan i biologii w
srodowisku laboratoryjnym);

trzymanie zwierzat pojedynczo/grupowo — uzasadnienie dla trzymania zwierzat
spotecznych w izolacji lub oddzielania ich od ustalonych grup spotecznych na krotki
lub dhugi okres;

rytm dzienny, np. wplyw wykonywania w czasie dnia procedur naukowych badz
czynnos$ci hodowlanych na zwierzeta prowadzace nocny tryb zycia;

oddzielenie od matki w przypadku wszystkich gatunkéw, w tym gryzoni;

zdolno$¢ poznawcza, §wiadomos$¢, pamigc, postrzeganie skutkow procedur.

Czestotliwos¢, intensywnos¢

nie ma bezposredniego zwigzku miedzy czestotliwoscia a dotkliwoscia, tj.
zwiekszona czgstotliwo$¢ niekoniecznie musi skutkowaé¢ wigksza dotkliwoscia.
Wynika to stad, ze wptyw powtarzanych procedur lub technik na dotkliwos$¢ zalezy
od szeregu czynnikow, takich jak intensywno$¢ kazdej interwencji, okres jej trwania,
gatunek zwierzecia i doswiadczenie osobnika;

w przypadku powtarzania interwencji istnieje mozliwos$¢ aklimatyzacji, ktora moze
zmniejszy¢ dotkliwos¢, np. w przypadku naczelnych innych niz cztowiek, ktore
poddano tagodnym procedurom. Z drugiej strony powtarzanie moze zwigkszy¢
dotkliwo$¢, np. poniewaz zwierze oczekuje stresujgcej procedury, badz wystepuje u
niego hiperalgezja w przypadku zabiegu chirurgicznego;

mozliwos¢ budowania pozytywnych skojarzen lub ,nagrody” po zastosowaniu
procedur;



e nalezy zarejestrowaé najwyzszy poziom dotkliwosci, a nie dotkliwo$¢ ,,na poziomie
odzyskiwania przytomnosci”.

Czas trwania skutkow
e Czas trwania jest zwigzany z intensywnos$cig (i w zwiqgzku z tym z dotkliwoscig);

e czy mozliwe jest zastosowanie wczesnego humanitarnego zakonczenia lub
naukowego zakonczenia.

Skutecznos¢ udoskonalen

e odpowiednia analgezja, znieczulenie i opieka pooperacyjna;

e urozmaicenie warunkOw bytowania — zar6wno urozmaicenie S$rodowiska, jak i
trzymanie grupowo zwierzat spotecznych;

e trzymanie i hodowla zwierzat oraz sprawowanie opieki nad nimi — czy mozliwe jest
ich udoskonalenie zgodnie z aktualnie najlepszymi praktykami, lub czy procedura
wymaga ograniczen takich jak ograniczona swoboda przez trzymanie zwierzat w
mniejszych pomieszczeniach (np. klatkach metabolicznych), podloga siatkowa lub
ekspozycja na warunki srodowiskowe, ktore moga powodowac stres;

e przyuczanie zwierzat do wspoélpracy, lub ulatwianie im przyzwyczajania si¢ do
procedur;

e skutecznos$¢ protokoldw oceny na etapie pobytu zwierzecia w klatce.

Skumulowana dotkliwos¢
e W ramach procedury, ktora sklada si¢ z szeregu etapow/interwencji, nalezy

uwzgledni¢ doswiadczenie zyciowe kazdego zwierzgcia, dla ktorego ograniczenia
mozliwos$ci udoskonalenia warunkow bytowych lub potrzeba czestego wyjmowania z
klatki, manipulowania nim, zamykania itp. moga mie¢ wptyw na dotkliwos¢;

e poprzednie procedury w przypadku ponownego wykorzystywania,;

e rozwazajac ponowne wykorzystanie zwierzgcia, nalezy uwzgledni¢ jego
doswiadczenie zyciowe, w tym elementy, takie jak pochodzenie (np. z wczesnego
,»0dsadzenia”) 1 transport.

Sposob zapewnienia spojnosci w ocenie i przypisywaniu rzeczywistej dotkliwosci

Wktad wniesiony na etapie projektu badan przez odpowiednich naukowcow, zootechnikow,
weterynarzy i pracownikow sprawujacych opieke nad zwierzetami jest z reguly potrzebny,
aby zapewni¢ dostepnos¢ stosownych danych umozliwiajacych podjecie §wiadomej decyzji
odnosnie rzeczywistej dotkliwosci odczuwanej na koniec procedury. Ostateczne przypisanie
kategorii rzeczywistej dotkliwosci bedzie wynikiem analizy danych z poczynionych na etapie

trzymania zwierzecia w_klatce obserwacji zachowan, objawow klinicznych 1 innych
odpowiednich parametréw.
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Elementy przyczyniajace si¢ do spdjnosci obejmuja:

- uwzglednienie wiedzy specjalistycznej z réznych zakreséw, réznych rodzajow
doswiadczen i priorytetow — ,,podejscie zespotowe™;

- szkolenie w zakresie wykorzystywania protokotu codziennej oceny (w tym ogolnej
terminologii stosowanej do opisywania spostrzezen);

- wiedza specjalistyczna z zakresu zdrowia zwierzat, ich dobrostanu i zachowan;

- regularny przeglad wynikow;

- komunikacja miedzy wszystkimi podmiotami odpowiedzialnymi za prowadzenie
badania i monitorowanie zwierzat (odgérna, oddolna i pozioma i wewng¢trzna);

- nadzor (lokalny (np. ciato doradcze ds. dobrostanu zwierzat) regionalny, krajowy,

unijny).

Nalezy uwzgledni¢ nastepujace kluczowe kwestie w celu zapewnienia spojnosci w ocenie
rzeczywistej dotkliwosci:

Opracowywanie formularza oceny dla danej procedury

e formularze oceny, ktore sa dostosowane do gatunku, szczepu i badania
powinny by¢ opracowywane i uzgodnione przed rozpoczgciem projektu;

e nalezy skutecznie wykorzysta¢ wszelkie dostepne, stosowne informacje w
opracowywaniu formularzy oceny dla danego badania, na przyktad poprzednie
doswiadczenia, wyniki badan in vitro lub in silico, informacje zaczerpnigte z
literatury, informacje z badan pilotazowych 1 obserwowane objawy kliniczne u
ludzi lub innych zwierzat;

e informacje dotyczace parametrow, ktore nalezy obserwowac, i Sposobu
monitorowania powinny by¢ dostgpne na etapie pobytu zwierzgcia w klatce;

e Ewentualna klasyfikacja stopnia dotkliwosci bedzie czg¢sciowo okreslata
stopien zaangazowania wymagany na poziomie operacyjnym, potrzebe
zastosowania podej$cia zespolowego podczas monitorowania i osoby, ktore
powinny zaangazowac si¢ w faktyczne obserwacje 1 proces rejestrowania.
Osoby opracowujace protokot oceny dla danego badania powinny
przeprowadzi¢ lub potwierdzi¢ przyporzadkowanie rzeczywistej, ostatecznej
dotkliwosci;

e W zaleznosci od ztozono$ci badania przydatne moga by¢ oddzielne formularze
oceny odnoszace si¢ do oddzielnych komponentow, np. formularz dotyczacy
standardowej opieki operacyjnej/pooperacyjnej stosowny w polaczeniu z
dopasowang oceng protokotu badania;

e W niektorych przypadkach formularze oceny dla danego badania moga takze
wymaga¢ zamieszczenia w nich informacji odpowiednich do zarzadzania
kolonig, np. danych dotyczacych hodowli zwierzat genetycznie zmienionych i
Wzrostu.
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Spojnosé w ocenie rzeczywistej dotkliwosci

Oceng rzeczywistej dotkliwosci przeprowadza si¢ na koncu procedury i wymaga to
dokonania osadu ogolnej dotkliwosci rzeczywiscie odczuwanej przez zwierz¢ na
podstawie codziennych ocen i z uwzglednieniem przeprowadzonych procedur.

e jedno ogodlnie stosowane podejécie polega na okresleniu pozioméw ,fagodny”,
,umiarkowany” 1 ,dotkliwy” w odniesieniu do kazdego wskaznika
wykorzystywanego w codziennej ocenie, a nastepnie dokonanie oceny ich
dotkliwosci indywidualnie w odniesieniu do kazdego przypadku;

e podobnie jak w przypadku codziennego monitorowania konieczne jest
dostosowanie rzeczywistych kryteriébw oceny do procedury, gatunku i
szczepu, np. 10-procentowa utrata masy ciala bedzie miata inny wptyw na
zdrowie 1 dobrostan mlodego, rosnacego szczura, dorostej] myszy z szybko
rozwijajacym si¢ guzem i dorostego psa.

e uwzglednienie okresu czasu, w jakim pojawiajg si¢ niektére z tych
wskaznikdw, rowniez stanowi wazny czynnik, zwlaszcza w odniesieniu do
utraty masy ciata i konsumpcji pokarmu/wody.

Ocena zostanie dokonana na podstawie zapisOw z codziennej oceny z uwzglednieniem
procedur przeprowadzonych na zwierzetach, okresu trwania ich niepozadanych skutkoéw i
tego, czy zwierz¢ zostalo ponownie wykorzystane, czy nie. Chociaz bedzie si¢ to
nieodlacznie wigzato z pewnym stopniem subiektywnos$ci, celem odpowiedniego
szkolenia powinno by¢ jej ograniczenie.

Przypisywanie rzeczywistej dotkliwo$ci, w przypadkach, w ktoérych znajduje sie martwe

zwierzeta
e jezeli zwierze¢ padlo, tj. nie zostalo poddane eutanazji, Smier¢ mogla nastapi¢ w

wyniku procedury eksperymentalnej lub z innych niezwiazanych z nig przyczyn®;

e rzeczywistg dotkliwo$§¢ w odniesieniu do zwierzat, ktore padty, nalezy zglosi¢ jako
,»dotkliwg”, chyba ze mozna odpowiedzialnie stwierdzi¢, ze zwierz¢ nie odczuwato
dotkliwego cierpienia przed $miercia;

e jezeli jest mato prawdopodobne, ze Smier¢ byta poprzedzona dotkliwym cierpieniem,
klasyfikacja rzeczywistej dotkliwosci powinna odzwierciedla¢ do$wiadczenie
uzyskane przed $miercig zwierzgcia. Czynniki takie jak czestotliwo$¢ monitorowania,
stosowanie analgezji itp. beda musiaty zosta¢ nalezycie uwzglednione;

e (trwale) uszkodzenie” moze by¢ odczuwane jedynie przez zywe zwierzeg.

Do celow sprawozdawczosci statystycznej rzeczywista dotkliwo$¢ powinna gltownie odnosi¢ si¢ do

dotkliwosci procedur eksperymentalnych, a nie do niezwigzanych incydentéw takich jak wystapienie choroby
lub zalanie klatki woda. Incydenty tego typu sa zwigzane z problemami zdrowotnymi lub praktykami
hodowlanymi i opieka, a nie uszkodzeniami na skutek procedur, nalezy jednak je rejestrowac, bada¢ ich
przyczyny i wprowadza¢ srodki zaradcze, aby zapobiec ich ponownemu wystapieniu.
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Nalezy opracowaé przyktady obrazujace proces klasyfikacji dotkliwosci, codziennej

oceny 1 ostatecznej oceny rzeczywistej dotkliwosci 1 udostepni¢ je Srodowisku
naukowemu.

Kto powinien mie¢ wklad w ocene¢ rzeczywistej dotkliwosci?

obserwacja i rejestrowanie skutkow stanowig czesto oddzielne procesy w
ocenie rzeczywistej dotkliwosci;

nalezy wyraznie okresli¢ zakres odpowiedzialnosci, aby zapewnié¢ skuteczne
codzienne monitorowanie zwierzat przy zapewnieniu odpowiedniego wsparcia
i nadzoru;

nalezy wdrozy¢ proces weryfikacji stuzacy wspieraniu spdjnosci, np.
polegajacy na porownywaniu wynikow ocen przeprowadzonych przez rézne
osoby;

role w zakresie obserwowania 1 monitorowania zwierzat oraz dokonywania
ocen rzeczywistej dotkliwosci powinny by¢ elastyczne i przystosowalne w
zalezno$ci od ztozono$ci 1 dokladnosci danego badania — chociaz

odpowiedzialno§¢ prawna za to, aby cierpienie zostalo wykryte i
zminimalizowane, cigzy na osobie, ktorej nazwisko widnieje w pozwoleniu na
projekt;

ciata doradcze ds. dobrostanu zwierzat powinny takze odgrywac¢ pewna rolg w

zapewnieniu spdjnosci na szczeblu osrodka;
komitety narodowe i wiasciwe organy rowniez moga przyczyni¢ si¢ do

wspierania spdjnosci.

Narzedzia do

monitorowania, media i inne kwestie

na etapie planowania projektu nalezy rozwazy¢ zastosowanie formularzy
oceny punktowej;

formularze oceny punktowej powinny by¢ jak najprostsze, ale jednoczesnie
szczegblowe stosownie do potrzeb i dostosowane do rodzaju badania;

mozna wykorzysta¢ poprzednio opracowane formularze oceny, jezeli sa one
odpowiednie dla badania, gatunku i szczepu;

elektroniczne przechowywanie rejestrow moze pomoc zapewni¢ spOjnosé
wszystkich stosownych informacji i tatwy dostep do nich;

zaleca si¢ uzywanie ujednoliconego jezyka i ujednoliconej terminologii;
rejestrowane dane powinny by¢ jak najbardziej obiektywne;

nalezy rozwazy¢ zalety 1 wady systemow obserwacji opartych na (i) wynikach
punktowych 1 (ii) wynikach "binarnych" (w ktorych wskazniki oznacza si¢
jako ,,obecne” lub ,,nieobecne”) w odniesieniu do kazdego indywidualnego
przypadku;
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e wszystkie rodzaje rejestrow obserwacji powinny umozliwia¢ dodawanie
dowolnego tekstu oraz okreslonych z géry wskaznikdéw po to, aby mozna byto
rejestrowaé niespodziewane spostrzezenia;

e niezbedne sg skuteczne szkolenia wszystkich stosownych pracownikéw,
obejmujace szczegdlnie ocen¢ dotkliwosci i1 dobrostanu oraz techniki
monitorowania;

e nalezy ustali¢ plan komunikacji, aby objeta wszystkich zaangazowanych
pracownikow; powinien on obejmowaé¢ mechanizm szybkiego powiadamiania
0 niespodziewanych wynikach wszystkich odpowiednich jednostek, i w
stosownych przypadkach, wiasciwego organu;

e monitorowanie powinno by¢ proporcjonalne do przewidywanych skutkow —
procedury, ktore moga spowodowac ,,dotkliwe” cierpienie, beda z reguly
wymagaty czgstszego i bardziej szczegétowego monitorowania;

e powinny istnie¢ wyrazne kryteria dotyczace interwencji, na przyklad w
przypadkach, w ktorych obserwuje si¢ szczegdlne parametry lub w
przypadkach, w ktorych zostaje osiagnigty z goéry okreSlony poziom
cierpienia. Wszyscy zaangazowani pracownicy powinni zna¢ te kryteria i
wiedzie¢, co zrobic i z kim si¢ kontaktowa¢ w razie konieczno$ci interwencji z
nich wynikajace;.

Jezeli proces oceny dotkliwosci zostal skutecznie wdrozony, zwierzeta i caly personel
zaangazowany w opieke nad nimi i ich wykorzystywanie odniosa korzysci na skutek
poprawy dobrostanu zwierzat, wartosci naukowej i przejrzystosci.

Dobra komunikacja wewnetrzna i zewne¢trzna dotyczaca procesu oceny dotkliwosci i
stosowania zasady 3R przyniesie jeszcze wigksze korzysci.
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Dodatek |
Glosariusz obserwacji klinicznych

Powodzenie kazdego programu oceny dotkliwosci zalezy od doboru wskaznikéw dobrostanu, ktore:
* 53 latwo i1 rozpoznawalne i wiarygodne;

* skutecznie zapewniajg dobry poziom dobrostanu;

* s3 wlasciwe dla badania naukowego, gatunku i szczepu (w stosownych przypadkach);

* mozna je wykorzysta¢ w praktyczny sposob i nie sg zbyt ucigzliwe dla zwierzecia; oraz

* nadaja si¢ do wykorzystania dla potrzeb spojnych pomiardw, interpretacji i analiz.

Wspolne podejscie do rejestrowania obserwacji klinicznych jest zatem pozadanym celem, poniewaz pomoze ono w opracowaniu spojnych
podejs¢ do klasyfikacji dotkliwosci. Dzigki niemu mozliwe bedzie porownywanie ustalen klinicznych dokonanych w ramach réznych badan i
informowanie podmiotoéw zaangazowanych w ocen¢ dotkliwosci.

Struktura obserwacji dzieli si¢ na nastepujace sze$¢ kategorii wysokiego poziomu:

wyglad zewnetrzny / funkcje organizmu / sSrodowisko / zachowania / wskazniki specyficzne dla danej procedury / dowolne obserwacje

Kategorie Obszary, na ktorych nalezy si¢ Szczegolne wskazniki, ktore nalezy monitorowac
wysokiego skupi¢, obserwujac zwierzeta
poziomu
Wyglad zewnetrzny | Stan fizyczny Utrata/przyrost masy ciata
Otyle
Chude
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Ocena punktowa za stan fizyczny, w przypadkach gdy jest dostgpna

Stan siersci i skory

Piloreksja

Zaniedbana/brak pielegnacji

Thusta sier§¢

Utrata wlosow

Odwaodnienie — obwistos¢ skory

Uszkodzenie skory — opuchlizna, $wierzb, wrzdd, uszkodzenie/rana

Zabarwienie katu lub moczu

Wydzieliny

Z oczu, nosa, uktadu moczowo-ptciowego; zabarwione przez porfiryny u
niektorych gatunkéw, np. u szczuréw

Oczy

Zapadnigte lub ,,ospate”

Zamkniete/pot zamkniete

Uszkodzenie oka (np. owrzodzenie rogowkiy

Jama ustnha

Slinienie

Wada zgryzu / przero$nigte zgby

Inne

,»Pysk wyrazajacy bol” — np. na p6l zamknigte oczy 1 wybrzuszenie nosa u
myszy

Skurcze w brzuchu

Opuchnigta czes¢ ciata, np. wzdety brzuch

Funkcje organizmu

Oddychanie

Przyspieszony oddech (tachypnoe)

Gleboki oddech (hyperpnoea)

Bardzo cigzki oddech (dyspnoe)

Swiszczacy oddech lub wydawanie innych dzwiekéw podczas oddychania

Pobieranie pokarmu/wody

Zwigkszone/zmniejszone

Temperatura ciala

Podwyzszona/obnizona; zmierzona temperatura ciala, w przypadkach, w
ktorych jest to mozliwe (np. za pomocg mikroczipa lub urzadzenia
telemetrycznego, termometru kontaktowego lub bezkontaktowego); barwa
konczyn u gryzoni

Zmysly

Pogorszenie wzroku, stuchu lub rownowagi
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Srodowisko

Warunki bytowania zwierzat w
pomieszczeniu, w  tym  Sciolka,
materialy do  budowy  gniazd,

przedmioty urozmaicania warunkow
bytowania

Obecnos¢ 1 konsystencja katu

Mokra $cidtka, np. z powodu poliurii

Obecnos$¢ wymiocin lub krwi

Wykorzystywanie przez zwierz¢ przedmiotéw urozmaicania warunkow
bytowania, np. materiatow do budowy gniazd, kostek do zucia

Zachowania Interakcje spoteczne Odchylenie od standardowego usposobienia — interakcje z nastawieniem
pelnym obaw/agresywnym wobec innych zwierzat, lgk (np. wyrazne
odruchy ucieczki, ukrywanie si¢)

Osamotnione lub odsuni¢te od innych osobnikdéw z grupy spolecznej
Zachowania niepozadane Zachowania powtarzalne/stereotypowe
Wyrywanie siersci (gryzonie); trichotillomania
Zwickszona agresja wobec ludzi lub innych zwierzat
Pozycja i poruszanie si¢ Nienaturalna postawa
Nienaturalny chod, kulawizna, brak ruchu / letarg / nieche¢ do poruszania
si¢ w przypadku stymulacji
Nieskoordynowane ruchy
Pozycja skulona, przechylona glowa
Inne Drzenie
Napady/konwulsje/skurcze
Wydawanie odgloséw; spontaniczne lub wywotane (Uwaga — odglosy
wydawane przez niektore gatunki, np. gryzomie, to ultradzwigki, zatem
wydawanie odglosow styszalnych ma szczegolne znaczenie. Odglosy
wydawane przez kroliki rowniez sq ogolnie niestyszalne dla cztowieka,
chyba ze zwierze jest w stresie).

Wskazniki Identyfikuje si¢ je na podstawie | Na przyktad, w modelu EAE moga one obejmowal utrat¢ sprawnosci

specyficzne dla | indywidualnego projektu, jego | ogona, ostabienie konczyn tylnych, ostabienie konczyn przednich, paraliz,

danej procedury

potencjalnych niepozadanych skutkéw i

utrat¢ funkcji pecherza
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przewidywanych  wskaznikow  tych
skutkow.

Dowolne obserwacje | Schemat oceny dotkliwo$ci powinien zawsze obejmowaé mozliwos¢ zapisania kazdej obserwacji niespodziewanego,
negatywnego wplywu na dobrostan.
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Dodatek 11

Lektura kontekstowa, wytyczne i zrédla internetowe dotyczace oceniania dobrostanu
zwierzat poddawanych procedurom naukowym

American College of Laboratory Animal Medicine (ACLAM) (2006) Guidelines for the
Assessment and Management of Pain in Rodents and Rabbits, dostgpne na stronie
http://www.tinyurl.com/65ez5vh.

Materialy szkoleniowe Assessing the Health and Welfare of Laboratory Animals (AHWLA),
zob. http://www.ahwla.org.uk/index.html.

Canadian Council on Animal Care (CCAC) Welfare assessment., zob. http://www.ccac.ca/ i
kliknij na zaktadke ,,Three Rs microsite”, nastgpnie wyszukaj ,,welfare assessment” (ocena

dobrostanu) (strona dost¢pna w jezykach angielskim i francuskim).

Categorising the severity of scientific procedures on animals — Summary and reports from
three round-table discussions, pod redakcja Jane A. Smith i Maggy Jennings w imieniu Boyd
Group i RSPCA, lipiec 2004 r.

Opublikowane przez departament ds. zwierzat laboratoryjnych RSPCA.

Grupa robocza ds. sprawozdawczo$ci objawow klinicznych u zwierzat laboratoryjnych
FELASA (2012) — (w prasie).

Instytut badan na zwierzetach laboratoryjnych (ILAR) (2008) Recognition and Alleviation of
Distress in Laboratory Animals, Waszyngton D.C., National Academies Press.

Instytut badan na zwierzetach laboratoryjnych (ILAR) (2009) Recognition and Alleviation of
Pain in Laboratory Animals, Waszyngton D.C., National Academies Press, zob.
http://dels.nas.edu/animal_pain/.

Johansen R, Needham JR, Colquhoun DJ, i in., (2006) ,,Guidelines for health and welfare
monitoring of fish used in research”, [w:] Laboratory Animals 40, s. 323-340.

Wspdlna grupa robocza ds. udoskonalenia (2011) ,,A guide to defining and implementing
protocols for the welfare assessment of laboratory animals”, [w:] Laboratory Animals 45, s.
1-13.

Leach MC i in. (2008), ,Identification of appropriate measures for the assessment of
laboratory mouse welfare”, [w:] Animal Welfare 17, s. 161-170.

National Centre for the Three Rs (NC3Rs) Welfare assessment, zob.
http://www.nc3rs.org.uk/welfareassessment.
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http://www.tinyurl.com/65ez5vh
http://www.ahwla.org.uk/index.html
http://www.ccac.ca/
http://dels.nas.edu/animal_pain/
http://www.nc3rs.org.uk/welfareassessment

Krajowa Rada ds. Zdrowia i Badan Medycznych (2008) Guidelines to Promote the Wellbeing
of Animals Used for Scientific Purposes: The Assessment and Alleviation of Pain and
Distress in Research Animals, Canberra: Rzad Australii, zob. http://www.nhmrc.gov.au i
wyszukaj ,,pain and distress” (bdl 1 stres).

Organizacja Wspolpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD) (2000), Guidance Document on
the Recognition, Assessment, and Use of Clinical signs as humane endpoints for experimental
animals used in safety evaluation, [w:] OECD Environmental Health and Safety Publications
Series on Testing and Assessment No. 19, Paryz, OECD.

Wells DJ, Playle LC, Enser WEJ, i in., ,,Assessing the welfare of genetically altered mice”,
pelna  wersja dostepna na stronie  http://www.nc3rs.org.uk/gamice.  Streszczenie
opublikowano w Laboratory Animals 40, s. 111-114.

Workman P i in., (2010) ,,Guidelines for the welfare and use of animals in cancer research”,
[w:] British Journal of Cancer 102, s. 1555-1577, dostgpne na stronie
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2883160/?tool=pubmed.

1.2  Proponowane przydatne czasopisma do dalszej lektury

Applied Animal Behaviour Science http://www.applied-
ethology.org/applied animal behaviour science.html

Animal Technology and Welfare http://www.iat.org.uk/publications/atw.htm
Animal Welfare http://www.ufaw.org.uk/animal.php
Contemporary Topics in http://www.aalas.org/publications/index.aspx#ct

Laboratory Animal Science i Journal
of the American Association for
Laboratory Animal Science

Lab Animal i Lab Animal http://www.labanimal.com/laban/index.html

Europe http://www.labanimaleurope.eu/

Laboratory Animals http://la.rsmjournals.com/
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http://www.labanimal.com/laban/index.html
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http://la.rsmjournals.com/

1.3 Proponowane slowa kluczowe dla potrzeb zwigzanych z wyszukiwaniem literatury

Nastegpujace stlowa kluczowe sa pomocne przy wyszukiwaniu informacji na temat oceny

dotkliwosci:
ocena stosunku
szkodliwosci Lo ) C
wplyw ) ) , . | wskazniki dodatnie | skala dotkliwosci
projektu 1 korzysci
z niego ptynacych
zmiany zachowan
. humanitarne dobrostan charakterystyczne
dobrostan zwierzat , ) ,
zakonczenie pozytywny dla stanéw
chorobowych
cierpieni ierzat | potrzeb JakoSciowa ocena stres
€nic Zwierz
P ap y zachowan
ocena obiektywna ocena | jako$¢ zycia cierpienie
dyskomfort bol udoskonalenie ocena dobrostanu
) formularze oceny | wskaznik
dystres ocena bolu .
punktowej dobrostanu
. L system ocen wyniki w zakresie
ocena uszkodzenia | pomiar bolu y y y

punktowej

dobrostanu

Odniesienia zwiazane z klasyfikacja rzeczywistej dotkliwosci

CCAC (1998) Guidelines on: Choosing an Appropriate Endpoint in Experiments Using
Animals for Research, Teaching and Testing, Canadian Council on Animal Care, dost¢gpne na
stronach http://www.ccac.ca/en_/standards/quidelines (wersja w j. angielskim) i
http://www.ccac.ca/fr_/normes/lignes_directrices (wersja w j. francuskim).

Grupa Robocza ds. Bolu i Dystresu FELASA (1994) ,,Pain and distress in laboratory rodents
and lagomorphs”, [w:] Laboratory Animals 28, s. 97-112.

Jones HRP, Oates J i Trussell BA (1999) ,,An applied approach to the assessment of
severity”, [w:] Hendriksen CFM. & Morton DB (red.), Humane Endpoints in Animal
Experiments for Biomedical Research. Proceedings of the International Conference, 22-25
November 1998, Zeist, The Netherlands; Royal Society for Medicine Press Ltd., Londyn, s.
40-47.
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LASA /APC (2008) Final Report of a LASA/APC Working Group to Examine the Feasibility
of Reporting Data on the Severity of Scientific Procedures on Animals, dostepne na stronach
http://www.lasa.co.uk/publications.html.

Morton, DB i Hau J (2011) Rozdziat 18: ,,Welfare assessment and humane endpoints”, [w:]
Handbook of Laboratory Animal Science, 3" Edition, Volume 1 Essential Principles and
Practices, Hau J i Schapiro, SJ (red.), CRC Press LLC, Stany Zjednoczone Ameryki, s. 535—
572.

Prescott MJ, Morton DB, Anderson D, Buckwell A, Heath S, Hubrecht R, Jennings M, Robb
D, Ruane B, Swallow J i Thompson P (2004) ,,Refining dog husbandry and care, Eighth
report of the BVAAWF/FRAME/RSPCA/UFAW Joint Working Group on Refinement”, [w:]
Laboratory Animals 38 Suppl 1, s. S1:1-S1:94.

Wolfensohn S i LIoyd M (2003) Handbook of Laboratory Animal Management and Welfare,
3" Edition, Blackwell Publishing Ltd, Oksford (wydanie 4. w przygotowaniu).

(Wszystkie strony dostepne dnia 24 maja 2012 r.)
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Przyklady majace na celu objasnienie procesu klasyfikacji dotkliwosci,
biezacej oceny i rzeczywistej oceny dotkliwosci

Bruksela, dnia 11 stycznia 2013 r.

W dokumencie roboczym dotyczqcym ram oceny dotkliwosci sporzadzonym przez grupe robocza ekspertow Komisji Europejskiej oraz
zatwierdzonym przez wilasciwe organy krajowe do wykonywania dyrektywy 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do
celéw naukowych na ich posiedzeniu w lipcu 2012 r. zalecono opracowanie przyktadow obrazujgcych ,,proces klasyfikacji dotkliwosci,
biezacej oceny i ostatecznej oceny rzeczywistej dotkliwosci” oraz udostepnienie tych przyktadéw §rodowisku naukowemu.

Kontynuujac przedmiotowe prace, grupa robocza ekspertow przedstawita szereg przyktadow, aby pokazaé, w jaki sposéb omdéwiony w
dokumencie roboczym proces mozna zastosowa¢ w odniesieniu do réznych procedur. Przyktady te maja utatwi¢ wlasciwym organom,
uzytkownikom, zootechnikom, lekarzom weterynarii i wszystkim pozostalym odpowiednim pracownikom skuteczne przewidywanie i
fagodzenie bolu, cierpienia i stresu, a takze jednolita oceng podczas wykonywania procedur. Niniejszy dokument zostal zatwierdzony przez
wlasciwe organy krajowe do wykonania dyrektywy 2010/63/UE na ich posiedzeniu w dniach 23-24 stycznia 2013 r.

Niezwykle istotne jest, aby podczas korzystania z przedstawionych tu przyktadow uwzgledniono szereg waznych czynnikow:
e zaklada si¢, Ze dobra praktyka jest wdrazana we wszystkich aspektach dzialalno$ci w odniesieniu do utrzymywania, hodowli 1
opieki; procedur doskonalenia, ksztalcenia i szkolen, oceny kompetencji, pozyskiwania i wykorzystywania biezacych danych
dotyczacych zastgpowania, ograniczania i doskonalenia oraz projektowania badan doswiadczalnych;

e formularze oceny punktowej dolaczone do przyktadéw maja uzupekiaé, a nie zastepowaé osad wyszkolonych, kompetentnych i

empatycznych pracownikow; celem jest umozliwienie dokonywania bardziej systematycznych i obiektywnych obserwacji,
prowadzenia ewidencji i ocena cierpienia, nie odsuwajac przy tym na dalszy plan profesjonalnego osadu;
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http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/Consensus%20doc%20on%20severity%20assessment.pdf

kazdy przyktad dotyczy hipotetycznej, ale realistycznej sytuacji; nie bytoby wlasciwe uwzglednienie wszystkich szczegoétowych
informacji, ktore dostgpne sa w praktyce, ale uwzgledniono informacje szczegdélowe wystarczajace do wyjasnienia sposobu
stosowania procesu;

zgodnie z tre$cig dokumentu roboczego niezwykle istotne jest, aby przemysle¢ i dostosowa¢ ocene dotkliwosci w odniesieniu do
gatunku, szczepu i procedury przeprowadzanej w osrodku indywidualnego uzytkownika; w zwigzku z powyzszym grupa ekspertow
zdecydowanie odradza wykorzystywanie tabel i systeméw formularzy oceny w przedstawionej formie, nawet do celéw
wykonywania tych samych procedur; nalezy dokonywaé regularnych przegladéow wszystkich protokotow dotyczacych oceny
dotkliwosci 1 w stosownych przypadkach wprowadzaé do nich zmiany;

w przedstawionych tu przyktadach takze sg dokonywane korekty z uwagi na zwigkszanie wiedzy dotyczacej wskaznikow bolu,
cierpienia i stresu oraz z uwagi na zmiany w podejsciu do oceny i klasyfikacji dotkliwos$ci; kazdy przyktad opatrzono data; w sprawie
aktualizacji nalezy odwiedzi¢ strong internetowa Komisji Europejskiej
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/interpretation en.htm;

pozadane bylby informacje zwrotne dotyczace uzytecznosci tych przykladéw, wraz z propozycjami dalszych procedur, ktore
nalezy uwzglednic; prosimy o przesylanie uwag na adres env-laboratory-animals@ec.europa.eu.
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Przyklady objasniajace proces klasyfikacji dotkliwosci
Model 1 — badania onkologiczne (1a i 1b)
Ostatnia aktualizacja: 05/02/2013

1. Modele zwierzece w badaniach onkologicznych (1a i 1b)
Kontekst ogolny: Ocena nowych lekéw antynowotworowych in vivo

Nowotwory stanowig gltéwng przyczyne zgonow w krajach rozwinietych, a starzenie si¢ spoteczenstwa w nieunikniony sposob bedzie
prowadzito do wzrostu obcigzenia chorobami. W 2010 r. prawdopodobienstwo zgonu z powodu nowotworu przed siedemdziesigtym rokiem
zycia wynosito w UE jeden do siedmiu. W zwiazku z tym istnieje potrzeba opracowania nowych, skuteczniejszych produktéow leczniczych
zwalczajacych nowotwory. Korzys$ci obejma obnizenie wskaznika $miertelnosci z powodu nowotwordow i poprawe jakosci zycia osob, ktdre
zachoruja na nowotwor w przysztosci.

Poza modelami komputerowymi i metodyka in vitro, jak na przyktad badaniami kultury komorkowej w procesie opracowywania nowych lekow
przeciwko nowotworom, wykorzystywane sa obecnie modele zwierzgce. Po potwierdzeniu selektywnosci i aktywnosci zwigzkéw chemicznych
metoda in vitro na zwierzgtach testuje si¢ tylko te zwigzki chemiczne, ktore wykazujg korzystne wiasciwosci. Obszerniejsze badania
skutecznos$ci poprzedzone sg badaniami tolerancji na matych grupach zwierzat w celu okreslenia maksymalnej tolerowanej dawki (MTD) 1
schematu dawkowania.

Dotkliwos$¢ badania dla zwierzat bedzie zalezata od modeli i celu badania. Przyktadowo utrzymywanie linii komérek nowotworowych nie
powinno mie¢ istotnego wptywu na dobrostan zwierzat, pod warunkiem, ze we wszystkich aspektach dziatalnosci stosuje si¢ dobrg praktyke, jak
na przyktad odpowiednie monitorowanie zwierzat i przyjecie wezesnego humanitarnego zakonczenia. Badania majace na celu oceng nowych
metod leczenia w modelach przerzutowych prawdopodobnie stanowig istotniejszy powdd do zaniepokojenia z uwagi na rozwdj wielu
nowotworow 1 mozliwos$¢ negatywnego wptywu cytotoksycznych produktow leczniczych.
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Opublikowano juz szereg wytycznych w sprawie dobrostanu i wykorzystywania zwierzgt w badaniach nad nowotworami, na przyktad w British
Journal of Cancer (Workman i in., 2010 r.). W powyzszych wytycznych przedstawiono szczegotowy przeglad roéznych dostepnych zwierzgcych
modeli nowotworow, ich wplyw na zwierzg¢ta 1 sposoby minimalizowania cierpienia zwierzat.

W niniejszym dokumencie przedstawiono dwa przyktady ilustrujagce wykorzystywane w onkologii modele zwierzegce zaliczone do réznych klas
dotkliwosci.

Zrodia

Workman i in. (2010 r.), ,,Guidelines for the welfare and use of animals in cancer research”, British Journal of Cancer (2010 r.) 102(11), s.
1555-1577; darmowy dostep pod adresem http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2883160/pdf/6605642a.pdf.

1 a) — Utrzymywanie linii ludzkich komérek nowotworowych u bezwlosych myszy z obnizona odpornoscia

Niektore linie ludzkich komoérek nowotworowych nie mnozg si¢ skutecznie w hodowli komodrkowej i niekiedy zachodzi potrzeba
scharakteryzowania i utrzymania linii ludzkich komérek w ksenogennym modelu in vivo.
Badanie

30 samcom bezwlosych myszy nalezacych do szczepu BALB/c zostanie wstrzyknigte podskornie w lewy bok 10° zawiesiny komorek HCT 116
w 0,1 ml soli fizjologicznej. Zwierzeta beda trzymane grupowo w klatkach z wentylacja indywidualng (IVC) zawierajacych Sciotke 1 materiaty
do budowy gniazd. Ocena dobrostanu zwierzat bedzie przeprowadzana codziennie, a zwierzeta beda wazone co 4 dni. Osobniki bedg co drugi
dzien poddawane badaniu palpacyjnemu na obecno$¢ guzéw, a kazdy wykryty guz bedzie rowniez mierzony co drugi dzieh za pomocg
suwmiarki. 15. dnia zwierzeta zostang poddane eutanazji celem pobrania guzéw nowotworowych.
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Wstepna ocena i uwagi dotyczace okreslonych udoskonalen oraz humanitarnego zakonczenia

Jakie procedury beda
stosowane wobec
zwierzat w ramach
tego badania?

Co beda odczuwaé zwierzeta? Jak
cierpienie moze to
spowodowaé¢? Co moze spotegowaé
ich cierpienie?

duze

W jaki sposob cierpienie bedzie ograniczane do minimum?

Skutki niepozadane

Metodyka i interwencje

Punkty koncowe

Utrzymywanie myszy
majacych obnizong
odpornosé

Zwierzeta narazone s3 na infekcje.

Zwierzeta przebywaja w klatkach z
wentylacja indywidualng, praktyki
hodowlane sg dostosowane tak, aby
minimalizowac ryzyko skazenia.

Zwierzeta trzymane sg w grupie,
zapewnia  si¢
warunki $rodowiskowe w
ograniczenia stresu.

im urozmaicone
celu

Hodowla 1 opieka bgda poddawane
analizie w przypadku wystapienia
jakichkolwiek oznak stresu, agresji
lub zaburzen zachowawczych.

Kazde zwierz¢ wykazujace oznaki
ztego
usmiercone.

stanu zdrowia zostanie

Podskorne
wstrzykniecie komoérek
nowotworowych

Przejsciowy dyskomfort zwigzany z
wstrzyknigciem.

Wstrzyknigcia dokonuje si¢ tylko
raz.

Wstrzyknigta zostanie odpowiednia
los¢ (maksymalnie 0,2 ml).

Zwierzeta beda usmiercane w
sposob  humanitarny, po
wstrzyknigciu zaobserwuje si¢ stres
lub  dyskomfort w  stopniu
wigkszym niz lagodny i nie nastapi

jezeli
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Zwierzeta beda Scisle | natychmiastowa poprawa stanu
monitorowane w okresie | zdrowia (bardzo rzadkie przypadki).
nastgpujagcym  bezposrednio  po
wstrzyknigciu.

Rozw6j nowotworu Moze powodowa¢ dyskomfort lub mie¢ | Pomiar guza  nowotworowego | Zwierze zostanie usmiercone, jezeli

wplyw na naturalne zachowania lub
poruszanie si¢.

Guz
zainfekowany lub moze przeksztalcic

nowotworowy moze  zostac

si¢ we wrzod (ale nie powinien
powodowac przerzutow).

dokonywany bedzie co drugi dzien.

Program monitorowania obejmie
uwazng obserwacj¢ postawy i
chodu, zwierzecia oraz rozmiaru i

stanu guza nowotworowego.

guz przeksztalci si¢ we wrzod lub
bedzie zaklocat naturalne
zachowanie, postawe lub sprawnos¢
ruchowa zwierzecia, badz tez jezeli
jego S$rednica przekroczy 1,2 cm
(Workman i in. 2010 r.).

Analiza

Przewiduje si¢, ze zwierzeta odczujg jedynie LAGODNY dyskomfort 1 beda usmiercane, jezeli jakiekolwiek problemy zwigzane z ich zdrowiem

lub dobrostanem spowodujg zaostrzenie tego stanu.

W zwiazku z tym wlasciwe jest uznanie ewentualnego stopnia dotkliwosci za LAGODNY.

W koncowej czesci opisu tego modelu podano przyktad wypetionego formularza obserwacyjnego.

Obserwacje kliniczne

Opracowano podstawowy formularz oceny punktowej, ktory w szczegolnosci dotyczy rozmiaru guza, masy ciata zwierzecia, jego postawy |
chodu, poniewaz nie przewiduje si¢ wystagpienia zbyt wielu innych objawoéw klinicznych. Formularz zawiera wolne miejsce, aby umozliwic¢
odnotowywanie nieoczekiwanych objawow klinicznych w postaci dowolnego tekstu. Wpisanie do formularza ,,NWA” (nie wykryto anomalii)
stanowi potwierdzenie, ze zwierzeta zostaty przebadane i1 ze nie stwierdzono zadnych anomalii. Przyktad przedstawiono ponize;.
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Wyniki

e u zadnego zwierze¢cia nie odnotowano znaczacej utraty masy ciata;
e u 5 zwierzat nie odnotowano rozwoju guza nowotworowego;

e rozw0j guzdéw nowotworowych na boku nastgpit u 25 zwierzat. Guzy nie zaktocaty naturalnego zachowania zwierzat, a ich rozmiar wynosit
nie wiecej niz 1 cm w dniu 14, w ktorym zwierz¢ta usmiercono zgodnie z protokotem badan dotyczacym pobierania guzow;

e w 0br¢ble jednej klatki wérod zw1erzqt odnotowano agresywne zachowanie oraz oznaki walki; Jedno zwierz¢ mialo rany po ugryzieniach na
ogonie 1 grzbiecie i zostalo umieszczone w oddzielnej klatce, jego rany dezynfekowano miejscowo kazdego dnia do momentu ich

wyleczenia, a zwierz¢ bylo trzymane w takich warunkach do zakonczenia procedury.

Ocena rzeczywistej dotkliwosci procedur

e 20 zwierzat ukonczyto badanie, odczuwajac najwyzej lekkie cierpienie zwigzane z wstrzyknigciem i rozwojem nowotworow.
W odniesieniu do tych zwierzat rzeczywista dotkliwo$¢ procedur oceniono na EAGODNA; u jednego zwierzecia stwierdzono rany po

ugryzieniach, ktore skutecznie wyleczono. Zwierz¢ to odczuto pewne dodatkowe cierpienie bedace wynikiem agresji, ale nie mialo to
zwiazku z procedurg. Powyzsze incydenty opanowano w sposob skuteczny 1 zminimalizowano cierpienie. Mimo Ze stopien cierpienia, jakie
to zwierze odczuto byt umiarkowany, poniewaz incydent ten nie miat zwigzku z procedura, rzeczywista dotkliwos$¢ procedury, ktora nalezy

zarejestrowac, oceniono na LAGODNA.

Przykladowy formularz obserwacyjny (wypelniony dla przypadku hipotetycznego)

Rozwoj guza nowotworowego u bezwlosych myszy — formularz procedur i obserwacji

Klatka 1 — myszy o nr 1-5

Data

Procedura

Rozmiar guza
nowotworow
ego (cm)

Waga (9)

Obserwacje kliniczne — nalezy uwaznie
kontrolowa¢ postawe i chod.
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28.02 Wstrzyknie 1-21 Nie wykryto zadnych oznak problemow
cie zwigzanych z dobrostanem po wstrzyknigciu.
. 2-22
podskorne
3-21
4-22
5-22
01.03 Nie wykryto anomalii (NWA).
02.03 Badanie NWA
palpacyjne
03.03 NWA
04.03 Badanie 1-21 NWA
alpacyjne
palpacy] 9 99
3-21
4-22
5-22
05.03 NWA
06.03 Badanie NWA

palpacyjne
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07.03 Pewne zachowania agresywne; brak widocznych
ran.
08.03 Pomiar 1-0,1 1-21 U myszy nr 1 stwierdzono rany po ugryzieniach na
guza ogonie i grzbiecie i poddano je miejscowemu
20,1 2-22 L . .
leczeniu; zwierze przeniesiono do oddzielnej
301 321 klatki. Pojedynczo trzymanemu zwierzeciu
zapewniono skrzynke do budowy gniazda, ale
4 —nie 4-22 usunieto ja z klatki, w ktorej przebywaja pozostate
wykryto guza 5 29 cztery myszy, na wypadek, gdyby byta ona
B owodem agresji.
50,2 P gresj
09.03 Zdezynfekowano rany myszy nr 1, stwierdzono
prawidtowe gojenie si¢ tych ran; nie wykryto
zadnych oznak agresji posrod pozostatych
zwierzat.
10.03 Pomiar 1-0,2 Zdezynfekowano rany myszy nr 1.
uza
J 20,1
3-0,1
4 —nie
wykryto guza
5-0,2
11.03 Zdezynfekowano rany myszy nr 1

33




12.03 Pomiar 1-04 1-22 Rany u myszy nr 1 zagoity si¢, wstrzymano proces
guza ich dezynfekowania.
20,3 2-22
3-0,3 321
4 —nie 4-21
wykryto guza
yKryto g 5 23
50,5
13.03 NWA
14.03 Eutanazja i
pobor
nowotworu

1 b) skuteczno$¢é nowych srodkow farmaceutycznych w odniesieniu do rozwoju nowotworu — procedura wielostopniowa

Badanie to ma na celu ocen¢ skutecznosci nowych lekow w ograniczaniu lub zatrzymywaniu rozwoju komoérek nowotworowych. Aby rozpoczaé
leczenie nowotwor musi by¢ w pelni wyksztalcony (zazwyczaj Srednica wynoszaca 0,5 cm jest wystarczajaca) — z uwagi na czas trwania badania
niektore guzy nowotworowe moga o0siggnac srednice 1,2 cm, zazwyczaj w grupie kontrolnej nosnika. Cytotoksyczne produkty lecznicze moga
mie¢ negatywny wplyw na dobrostan zwierzat.

30 samcom bezwltosych myszy nalezacych do szczepu BALB/c zostang wstrzykniete wolno rozwijajace si¢ komoérki nowotworowe (0,1 ml).
Ocena dobrostanu zwierzat bgdzie dokonywana codziennie, a zwierz¢ta beda wazone raz w tygodniu przez 3 kolejne tygodnie. Rozw(j guza
nowotworowego zostanie zmierzony za pomocg suwmiarki w dniu 7 1 14; w dniu 20 guzy nowotworowe zostang ponownie zmierzone, zwierzeta
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zostang poddane randomizacji 1 rozpocznie si¢ ich leczenie w formie dootrzewnowych wstrzykni¢¢ dokonywanych dwa razy dziennie przez 7

dni.

Wstepna ocena prospektywna i uwagi dotyczace okreslonych udoskonalen oraz humanitarnego zakonczenia

Jakie procedury beda
stosowane wobec
zwierzat w ramach
tego badania?

Co beda odczuwaé zwierzeta? Jak
cierpienie moze to
spowodowa¢? Co moze spotegowad
ich cierpienie?

duze

W jaki sposéb cierpienie bedzie ograniczane do minimum?

Skutki niepozadane

Metodyka i interwencje

Humanitarne zakonczenie

Utrzymywanie myszy
majacych obnizong
odpornosé¢

Zwierzeta narazone s3 na infekcje.

Zwierzeta przebywaja w klatkach z
wentylacja indywidualng, praktyki
hodowlane sg dostosowane tak, aby
minimalizowa¢ ryzyko skazenia.

Zwierzeta trzymane s3 w grupie,
zapewnia si¢ 1m urozmaicone
warunki  §rodowiskowe w celu
ograniczenia stresu.

Hodowla i opicka beda poddawane
analizie w przypadku wystapienia
jakichkolwiek oznak stresu, agresji
lub zaburzen zachowawczych.

Kazde zwierze wykazujace objawy
wspotistniejacej choroby zostanie
usmiercone.

Podskorne
wstrzykniecie komoérek

Przejsciowy dyskomfort zwigzany z
wstrzyknigciem.

Wstrzyknigcia dokonuje si¢ tylko
raz.

Zwierzeta beda usmiercane w

sposOb  humanitarny, jezeli po
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nowotworowych

Wstrzyknigta zostanie odpowiednia
ilo$¢ (maksymalnie 0,2 ml).

wstrzyknigciu zaobserwuje si¢ stres
lub  dyskomfort w  stopniu
wigkszym niz lagodny i nie nastapi

Zwierzeta beda Scisle | natychmiastowa poprawa  stanu
monitorowane w okresie zdrowia (bardzo rzadkie przypadki).
nastepujagcym  bezposrednio  po
wstrzyknigciu.
Rozwoj nowotworu Moze powodowa¢ dyskomfort lub mie¢ | Biezaca  obserwacja  zwierzat, | Zwierz¢ zostanie usmiercone, jezeli
wplyw na naturalne zachowania lub | regularne  monitorowanie  ich | guz przeksztalci si¢ we wrzdod lub

poruszanie si¢.

Nowotwér moze zosta¢ zainfekowany
lub moze przeksztalci¢ si¢ we wrzdd
(ale  nie skutkowac¢
przerzutami).

powinien

0go6lnego stanu zdrowia i rozwoju
nowotworu.

Program monitorowania obejmie
uwazng obserwacje postawy 1
chodu zwierzecia oraz rozmiaru 1

stanu guza nowotworowego.

Interwencje 0 charakterze
farmaceutycznym rozpoczng si¢ po
osiggnieciu przez guz Srednicy 0,5

bedzie zaklocat naturalne
zachowanie, postawe lub sprawnos¢
ruchowg zwierzecia, badz tez jezeli
jego S$rednica przekroczy 1,2 cm

(Workman i in. 2010 r.).

cm  (mierzonej za  pomocy

suwmiarki).
Dootrzewnowe Przejsciowy dyskomfort zwigzany z | Zwierzeta beda Scisle | Zwierzgta beda us$miercane, jezeli
wstrzyknigecie nowego | wstrzyknigciem. monitorowane w okresie | utrata wagi przekroczy 20 %

srodka
farmaceutycznego

Cytotoksyczne  produkty lecznicze

moga powodowaé biegunke, utrate

nastgpujacym  bezposrednio
wstrzyknigciu.

pPo

pierwotnej masy ciata. U$miercane
beda takze zwierzeta, ktdre nie beda
przyjmowaty pokarmu lub beda
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masy ciata, anoreksje lub letarg. Maksymalna objetos¢ wynosi 10 | mialy biegunke przez ponad 48
ml/kg dziennie przez 7 dni. godzin.

Stosowane beda minimalne | Gérna granica Kklinicznej oceny
poziomy dawek (okreslane po | punktowej bedzie  wyznaczata
przeprowadzeniu badan | humanitarne zakonczenie.

dotyczacych zakresu dawek).

Do oceny dobrostanu stosowany
bedzie kliniczny system punktowy.

Analiza
Z uwagi na rozmiar guza, zwigkszone prawdopodobienstwo owrzodzenia, czgstotliwos¢ wstrzyknie¢ 1 negatywny wplyw zastosowanych
produktéw leczniczych, w tym przypadku nalezy uzna¢ ewentualny stopien dotkliwosci za UMIARKOWANY.

Czy dotkliwos¢ procedur moglaby zosta¢ zaklasyfikowana jako LAGODNA?

Najprawdopodobniej nie, chyba Ze cele naukowe moglyby zosta¢ osiggnigte przy wczesniejszym humanitarnym zakonczeniu, przyktadowo
ograniczajac maksymalny rozmiar guza. Oznaczatoby to takze wstrzykiwanie produktow leczniczych w dawkach niepowodujacych zadnych
znaczacych szkodliwych skutkow klinicznych. W takich okolicznosciach, stwierdzenie LAGODNE] dotkliwosci mogtoby by¢ wiasciwe.

Obserwacje kliniczne
W koncowej czgséci opisu tego modelu podano przyklad formularza obserwacyjnego i przyktadowy formularz oceny.
Wyniki

Sposrod 30 samcow myszy nalezacych szczepu BALB/c do oceny skutecznos$ci uzyto 25 osobnikow; 10 zwierzat otrzymato produkt leczniczy B
w dawce H, kolejne 10 otrzymato produkt leczniczy B w dawce X, a 5-ciu podano produkt leczniczy C w dawce Y.
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Ocena rzeczywistej dotkliwosci procedur

u 3 zwierzat nie wykryto nowotwordw i zostaty one poddane eutanazji, poniewaz nie mogty zostaé wykorzystane do celéw eksperymentu —
LAGODNA;

u 2 zwierzat wystapilo owrzodzenie w miejscu wstrzyknigcia nowotworu zanim rozpocz¢to leczenie 1 zostaly one u$miercone —
UMIARKOWANA,;

u 10 zwierzat otrzymujacych produkt leczniczy B w dawce H wyksztalcily si¢ guzy nowotworowe, ktore byly wzglednie mate, nie
stwierdzono znaczacej utraty masy ciata ani zadnych objawéw klinicznych — LAGODNA,;

u 7 zwierzat otrzymujacych produkt leczniczy B w dawce X stwierdzono zmniejszenie si¢ rozmiardw guzéw nowotworowych, 15-
procentowg utrate masy ciata i wystepowanie luznych stolcow, ale trzymano je do zakonczenia eksperymentu — UMIARKOWANA,;

u 3 zwierzat otrzymujacych produkt leczniczy B w dawce X stwierdzono zmniejszenie si¢ rozmiarow guzoéw nowotworowych, 15-
procentowg utrate masy ciala, wystepowanie luznych stolcow, anoreksje i gleboki letarg; zostalty one u$miercone w dniu 25 w sposob
humanitarny - DOTKLIWA,;

u 5 zwierzat otrzymujacych produkt leczniczy C w dawce Y stwierdzono ciagly rozwoj guza nowotworowego, zwigckszenie masy ciata i brak

innych objawow klinicznych oprocz rozwoju guza. Zwierzeta te poddano eutanazji w momencie, w ktérym rozmiar guza przekroczyt 1,2 cm
— UMIARKOWANA.

Przykladowy formularz oceny punktowej

Nr zwierzecia

Data 01.06 02.06 03.06 04.06

Wyglad zewnetrzny

Masa ciata

Stan skory

Funkcje organizmu

Dusznos¢ lub
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szybkie oddychanie

Przyjmowanie
pokarmu

Srodowisko

Luzne stolce lub

biegunka

Krew w biegunce

Zachowania

Kontakt z
czlowiekiem

Agresja

Nienaturalny chod

Nienaturalna
postawa

Nieche¢ do
poruszania si¢

Wskazniki specyficzne dla danej procedury

Rozmiar guza

39



nowotworowego

Owrzodzenie guza

Guz ograniczajacy
ruch

Laczna ocena
punktowa

Inne spostrzezenia

Przyklady klinicznej oceny punktowej

Wyglad zewngetrzny Ocena
punktowa

Masa ciala

Utrata masy ciata o 5-10 % 1

Utrata masy ciata o 11-15 % 2

Utrata masy ciata o 16-20 % 3

Utrata masy ciata o 20 % 1 wigcej HEP

Stan siersci
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Lekko zaniedbana skora 1
Nieznaczna piloreksja 2
Znaczna piloreksja 3
Funkcje organizmu

Szybkie oddychanie (przyspieszony 1
oddech)

Duszno$¢ (trudnos¢ w oddychaniu) 3
Srodowisko

Luzne stolce lub biegunka 1
Krew w biegunce HEP
Zachowanie

Napigcie i nerwowos¢ podczas kontaktu 1
Znaczny stres podczas kontaktu, np. 3
dygotanie, wydawanie odgtosow,
agresywnosc

Sprawnos$¢ ruchowa

Nieznacznie nienaturalny chéd / 1

nienaturalna postawa
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Bardzo nienaturalny chod / nienaturalna 2
postawa

Istotne problemy w poruszaniu si¢ / 3
niech¢¢ do poruszania si¢

Bezruch > 24 godz. HEP
Wskazniki okreSlone dla procedury

Rozmiar guza > 1,2 cm HEP
Owrzodzenie guza HEP
Guz ograniczajacy ruch HEP

Dziatania
Ocenal | Skorygowac czestotliwos¢ monitorowania
) Rozwazy( dodatkowa pielegnacje, np podawanie
wiekszej ilosci ptyndw
4 Skonsultowac sie z lekarzem weterynarii
6 Zastosowa¢ humanitarne zakonczenie
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Przyklady objasniajace proces klasyfikacji dotkliwosci
Model 2 — eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie mézgu i rdzenia (EAE) u myszy
Ostatnia aktualizacja: 05/02/2013

Kontekst ogolny

Eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie mozgu i rdzenia (EAE) jest wykorzystywane do modelowania réznych aspektow stwardnienia
rozsianego (MS) u gryzoni i naczelnych. Stwardnienie rozsiane jest wielopostaciowym, zlozonym zaburzeniem neurologicznym wystepujacym u
miodych osobnikow dorostych. Objawy tego zaburzenia obejmujg reakcje zapalne, demielinizacje i1 utrate aksonéw. Modele zwierzece
wykorzystywane sa do badan nad patofizjologig tej choroby, a takze do oceny potencjalnych strategii ochronnych lub leczniczych, w tym
immunomodulacji, ochrony immunologicznej, regeneracji aksondéw i odbudowy otoczki mielinowej. Wielopostaciowy charakter stwardnienia
rozsianego oraz fakt, ze choroba ta ma wiele stadiow, wymaga stosowania odpowiednich modeli w celu uzyskania odpowiedzi na pytania
dotyczace r6éznych stadiow tej choroby.

EAE polega na stymulowaniu aktywno$ci systemu immunologicznego ukierunkowanej na otoczke mielinowa, co wywoluje reakcje zapalng w
o$rodkowym uktadzie nerwowym i otwarcie bariery krew-mozg. Moze powodowac to powazng chorobg neurologiczng w modelu zwierzecym,
po ktdrej powinna nastapi¢ czgsciowa poprawa stanu zdrowia w trakcie trwania pierwszej przewlektej postaci remitujaco-nawracajacej. Objawy
te] postaci obejmujg reakcje zapalng 1 odwracalng demielinizacj¢. Po uptywie 9-10 tygodni choroba zwierzecia osiggnie posta¢ postepujaca,
ktorej objawem jest przewlekla demielinizacja i utrata aksonéw. Na tym etapie choroby mozliwa jest ocena réznych strategii leczniczych.
Nalezy uwaznie okresli¢ humanitarne 1 naukowe zakonczenia badania, uwzgledniajac jego cele.

Zrodla

Emerson, M.R. i in., (2009 r.), ,,Enhancing the ability of Experimental Autoimmune Encephalomyelitis to serve as a more rigorous model of
Multiple Sclerosis through refinement of the experimental design”, Comparative Medicine 59: s. 112-128.

Miller, S.D.i in., (2010 r.) ,,Experimental Autoimmune Encephalomyelitis in the Mouse”, Current Protocols in Immunology, 88: 15.1.1-15.1.20.
Weissert, R. (ed) (2012 r.) ,Experimental Autoimmune Encephalomyelitis — Models, Disease Biology and Experimental Therapy”,
opublikowany przez In Tech, DOI: 10.5772/1190, http://www.intechopen.com.

Wolfensohn, S. i in.(w trakcie opracowywania) ,,Reducing suffering in Experimental Autoimmune Encephalomyelitis”.
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Badanie

W tym przyktadzie EAE zostanie wywotane si¢ u czterech samcow i czterech samic myszy Biozzi ABH (szeroko stosowanego szczepu, Ktory
uwaza si¢ za posiadajagcy wysokg wartos¢ translacyjng) w celu dokonania oceny potencjalnej metody leczenia stwardnienia rozsianego. Na
wstepnym etapie planowania projektu uzytkownik bierze pod uwage kazde ewentualne niepozadane zdarzenie w odniesieniu do zwierzat oraz
ustala potencjalne przyczyny cierpienia, omawiajac je z zootechnikami, personelem sprawujacym opieke nad zwierzetami i1 lekarza weterynarii.
Przeprowadzili oni badania nad udoskonaleniami, ktore sg realizowane w ramach projektu. Myszy beda umieszczone w grupach spotecznych
ztozonych z czterech osobnikéw tej samej plci. Szczegdlna uwaga bedzie przywigzywana do bezposredniego otoczenia, poniewaz zwierzeta z
EAE charakteryzuja si¢ znacznymi zaburzeniami ruchu. W klatkach nalezy zapewni¢ pelng podtogg, $cidtke z trocin, odpowiednie schronienia i
materiaty do budowy gniazd oraz kostki do zucia. Zwierzetom zostanie podany adiuwant wywotujacy reakcje zapalng celem wywotania EAE,
po czym beda monitorowane podczas okresu rekonwalescencji oraz w trakcie trwania przewleklej postaci remitujaco-nawracajacej (9-10
tygodni). Po osiggnigciu postaci postepujacej, dokonana zostanie ocena potencjalnych zwigzkow leczniczych u myszy podczas trwajacego trzy
tygodnie badania.
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Wstepna ocena i uwagi dotyczace okreslonych udoskonalen oraz humanitarnego zakonczenia

Jakie procedury beda
stosowane wobec

Co beda odczuwaé zwierzeta? Jak
duze cierpienie moze to spowodowac?

W jaki sposéb cierpienie bedzie ograniczane do minimum?

zwierzat w ramach | Co moze spotegowa¢ ich cierpienie?
tego badania? _ i
Skutki niepozadane Metodyka i interwencje Punkty konicowe
Wielokrotne Dyskomfort lub bol zwigzany z Mate dawki zostang wstrzykniete w | Zwierzgta beda u$miercane w
wstrzyknigcie adiuwantu | pierwszym wstrzyknigciem. wielu miejscach pod skoérg (z | sposéb humanitarny, jezeli po
wywotujacego  reakcje ) o § . wyjatkiem poduszek tap 1 podstawy | wstrzyknigciu zaobserwuje si¢ bol
Mozliwe wystgpienie reakcji w miejscu . . .
zapalng Y i o 0gona). lub stres w stopniu wigkszym niz
wstrzyknigcia skutkujace podraznieniem i .
_ _ _ przejsciowy umiarkowany.
lub dyskomfortem. Sktad adiuwantu i no$nika zostat
opracowany tak, aby powodowaé
jak najmniejsze podraznienia.
Zwierzeta beda monitorowane po
wstrzyknigciu.
Wywotanie EAE — Paraliz, ktory moze powodowaé stres | Czynnos$ci uktadu moczowego beda | Nalezy zastosowa¢ humanitarne

poczatkowa dotkliwa
choroba neurologiczna,
po ktorej nastepuje
poprawa stanu zdrowia

lub niepokdj: utrate sprawno$ci ogona,

ostabienie konczyn tylnych, utrate
sprawnosci ruchowej, paraliz konczyn,
zaburzenia czynnosci uktadu

moczowego (nietrzymanie moczu lub
zatrzymanie moczu).

monitorowane poprzez codzienne
kontrolowanie pecherza. W razie
potrzeby pecherz bedzie
oprozniany recznie w przypadkach,
w ktorych dojdzie do zatrzymania
moczu (monitorujgc uwaznie pod
katem wszelkich oznak bolu lub
stresu wystepujacych po

zakonczenie w przypadku kazdego
z nastepujacych kryteriow:

e obustronny paraliz przednich
konczyn trwajacy dtuzej niz 24
godz.;

e obustronny paraliz tylnych
konczyn utrzymujacy sie
maksymalnie do 5 dni;
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oproznieniu pecherza).

Jezeli zwierz¢ta nie
moczu, klatka bedzie
sprawdzana w celu wykrycia
wilgotne;j wilgotnych

materialtbw do budowy gniazd,

trzymaja
czesto

ciotki i
ktére nalezy zastgpi¢ w razie
potrzeby $wiezymi materiatami.

Zwierzgtom zapewni si¢
odpowiednie schronienia i
materialy do budowy gniazd.

Znaczna utrata masy ciata (np. nawet o
35 %)

Zwierzetom zapewni si¢ staly
dostep do wody 1 pokarmu w
pojemnikach umieszczonych na
podtodze klatki.

Masa ciala i stan zdrowia beda
monitorowane codziennie 1 czesciej
poddawane ocenie punktowej (w
razie potrzeby) w przypadku
wystapienia objawOw utraty masy
ciata.

Zwierzgtom zapewni si¢
namoczony pokarm i pojemniki z
ptynami, wraz z podskornym

wszelkie samookaleczenia;
trwale zatrzymanie moczu /
niemoznos¢ oproznienia
pecherza;

niedowtad (utrata mozliwosci
poruszania si¢, nieznaczny
paraliz)

utrata masy ciata o 35 %*
zwierzg¢ta nie jedza 1 nie pija
przez dtuzej niz 24 godz. od
wystapienia choroby;
zwierzg¢ta nie wracaja do
zdrowia po wywotaniu u nich
EAE w ciagu 3 tygodni od
wystapienia klinicznych
objawow choroby;

kliniczne objawy
wspotistniejgcej choroby, np.
kulenie sig.
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podawaniem ptynow
uzupeltniajacych w razie potrzeby.

Kliniczna postac
remitujgco-nawracajgca

Przewlekle zaburzenia neurologiczne

Wszelkie czynniki stresogenne
beda ograniczane, w tym takze
poziomy hatasu.

W razie potrzeby temperatura
otoczenia zostanie podniesiona
przy uzyciu poduszek grzewczych,
dodatkowe;j $ciotki i dodatkowych
materialéw do budowy gniazd

Podanie nowego $rodka
leczniczego (w trakcie
trwania postaci

postepujgcej)

Dyskomfort w zwigzku z
wstrzyknigciem

Skutki uboczne lub brak skutecznos$ci
srodka leczniczego

Zwierzeta bedg uwaznie
monitorowane po wstrzyknigciu
ocenianego Srodka leczniczego

Zwierzeta beda usmiercane w
sposob humanitarny, jezeli
zaobserwuje si¢ ktoregokolwiek z
przedstawionych powyzej objawow
lub jezeli wystapig jakiekolwiek
powazne skutki uboczne w zwigzku
z podaniem nowatorskiego $rodka
leczniczego

* Utrata masy ciata o 35 % stanowi skrajny punkt koncowy badania w ocenie skutecznosci, ktéry wymaga wiarygodnego uzasadnienia
naukowego. W tym przypadku znaczna utrata masy ciala jest nieunikniona, a zwierz¢ta mogg odzyskac zdrowie po utracie masy ciata przy
zapewnieniu odpowiedniego wsparcia, np. dodatkowego ciepta i pokarmu, w tym w razie potrzeby karmienia recznego. Punkt koncowy
wyznaczony 35-procentow3 utratg masy ciata zostat ustalony do celoéw powyzszego badania, jako sposdb na ograniczenie wymogu
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wywotywania EAE u kolejnych zwierzat niepoddanych eksperymentowi (naive animals), ktory bytby znacznie wyzszy i z bardziej
,konwencjonalnym” punktem koncowym (np. 20 %).

Analiza

Ewentualny stopien dotkliwosci nalezy uznaé¢ za DOTKLIWY, poniewaz przewiduje si¢, ze procedura ta spowoduje powazne naruszenie
ogolnego dobrostanu zwierzat i ich ogolnego stanu zdrowia.

Czy dotkliwos¢ procedur moglaby zosta¢ uznana za UMIARKOWANA?

Mimo ze ewentualny stopien dotkliwosci procedur w tym modelu nalezy zawsze uznawa¢ za DOTKLIWY ze wzgledow przedstawionych
powyzej, retrospektywnie mozna uznac¢ t¢ dotkliwo$¢ za UMIARKOWANA, w zaleznosci od czasu trwania badania i realizacji wczesnego
humanitarnego zakonczenia, co wskazano w powyzszym punkcie.

Obserwacje kliniczne

Podczas badania myszy byly monitorowane przez zootechnikow i pracownikow sprawujacych nad nimi opieke przy uzyciu systemu formularzy
klinicznej oceny punktowej, dostosowanego do protokotu w wyniku dyskusji przeprowadzonych z uzytkownikami, zootechnikami,
pracownikami sprawujacymi opiek¢ nad zwierzgtami i lekarzem weterynarii. Monitorowaniem objeto parametry dotyczace masy ciata, stanu
siersci, sprawno$ci ogona, kontroli nad pecherzem, obrocenie si¢ grzbietem do gory, chodu, niedowladu i jego zaawansowanych objawow
(postawa spoczynkowa na boku; czgéciowy paraliz; przyspieszone, powolne lub glebokie oddychanie). Poniewaz projekt obejmowat
wykonywanie dotkliwych procedur, zwierzg¢ta byly uwaznie monitorowane, a uzytkownicy regularnie dokonywali biezacych przegladéw
dotyczacych dotkliwosci procedur, konsultujac je z cialem doradczym ds. dobrostanu zwierzat, zootechnikiem i wyznaczonym lekarzem
weterynarii. Ponizej przedstawiono objasniajacy przyktadowy formularz oceny punktowe;.
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Przyklad stosownego formularza oceny punktowej

Tabela. Formularz klinicznej oceny punktowej myszy z EAE

Data:

Wyglad zewnetrzny

Masa ciala

Stan siersci

Funkcje organizmu

Kontrola nad
opréznianiem
pecherza

Sprawnos$c¢ ogona

Oddychanie

Srodowisko

Stan gniazda

Zachowanie

Zachowania
spoteczne




Chod

Wskazniki specyficzne dla danej procedury

Postawa
spoczynkowa na boku

Czas prostowania
postawy

Niedowlad

Paraliz

Pozostale spostrzezenia

(Dowolny tekst)

Uwagi: kazdy wskaznik oceniono zgodnie z systemem oceny przedstawionym w tabeli ponizej, w ktorej (na przyktad) wprowadzono by do
tabeli ,,1” w polu ,,sprawno$¢ ogona”, w przypadku zaobserwowania rzadszego podnoszenia ogona oraz ,,2”” w polu ,,stan gniazda”, w przypadku
zaobserwowania nieporzadku w gniazdach.
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Tabela. System oceny wskaznikow formularza klinicznej oceny punktowej dotyczacej EAE

Ocena punktowa:

1 =lagodna

2 = umiarkowana

3 = dotkliwa

Utrata masy ciala

Do 10 %

10 %20 %

20 %-35 %

Stan siersci

Siers$¢ lekko zaniedbana.

Brak oznak pielegnacji.

Znaczna/dlugotrwata piloreksja.

Kontrola nad
oproznianiem pecherza —
nietrzymanie moczu

Dowody wskazujace na pewna
utrate kontroli, np. niewielkie
ilo$ci moczu w gniezdzie.

Bardziej wyrazisty ,,wyciek”
moczu.

Nietrzymanie moczu.

Kontrola nad
oproznianiem pecherza —
zatrzymanie moczu

Pecherz moze by¢ badany
palpacyjnie ale jego oprdznienie
nastepuje podczas kontaktu.

Oproéznienie pgcherza wymaga
zwigkszonego wysitku.

Zwierzg nie jest w stanie
samodzielnie odda¢ moczu;
oznaki dyskomfortu/stresu
podczas recznego oprdzniania lub
bezposrednio po takim
oproznieniu.

Sprawnos¢ ogona

Rzadsze podnoszenie lub
podwijanie ogona

Utrata sprawnos$ci w dalszej
potowie ogona

Utrata sprawnos$ci w catym
ogonie.

Oddychanie:
przyspieszone, powolne
lub glebokie oddychanie

W niewielkim stopniu.

Umiarkowanie.

W znacznym stopniu.

Stan gniazda

Niewielki nieporzadek.

Proba budowy gniazda, ale
niezorganizowana.

Brak gniazda.
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Zachowania spoleczne

Nie oczekuje si¢ zmiany przy
umiarkowanym cierpieniu; ocen¢
rozpoczyna si¢ od oceny 2.

Ograniczone interakcje z innymi
zwierzetami.

Znacznie ograniczone interakcje;
zwierze zachowuje si¢ pasywnie.

Chadd

Niezdarny.

Zwierze powldczy jedng
konczyna tylna.

Zwierze powldczy obiema
konczynami tylnymi.

Postawa spoczynkowa
na boku

Nie oczekuje si¢ zmiany przy
tagodnym lub umiarkowanym
cierpieniu; ocen¢ rozpoczyna si¢
od oceny 3.

Nie oczekuje si¢ zmiany przy
tagodnym lub umiarkowanym
cierpieniu; oceng rozpoczyna si¢
od oceny 3.

Wystepuje.

Czas prostowania

Zwierze obraca si¢ powoli po

Znaczne trudno$ci w obroceniu

Zwierzg nie moze obrocic si¢

postawy utozeniu go na grzbiecie. si¢ grzbietem do gory. grzbietem do gory w ciggu 5
sekund po ulozeniu go na
grzbiecie.

Niedowlad Zwierzg powoli odwodzi Zwierz¢ ma ograniczong Zwierzg nie odwodzi konczyn.

konczyny przednie po ulozeniu go
na grzbiecie.

mozliwo$¢ odwodzenia konczyn
przednich po utozeniu go na
grzbiecie.

Czesciowy lub calkowity
paraliz

Nie oczekuje si¢ zmiany przy
fagodnym lub umiarkowanym
cierpieniu; oceng rozpoczyna si¢
od oceny 3.

Nie oczekuje si¢ zmiany przy
tagodnym lub umiarkowanym
cierpieniu; oceng rozpoczyna si¢
od oceny 3.

Wystepuje.
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Ocena rzeczywistej dotkliwosci procedur

Na zakonczenie procedury dokonano analizy formularza oceny punktowej w odniesieniu do kazdego osobnika, aby oceni¢ punktacje
wskaznikow i ich zmiany w czasie.

e u dwoch myszy odnotowano utrat¢ masy ciala o 8 % po wywotaniu EAE, lekko zaniedbang siers¢ oraz powolne odwodzenie konczyn, ale
uzyskaly one ocen¢ ,,2” po uwzglednieniu wszystkich pozostalych wskaznikoéw w odniesieniu do pierwszych 5 dni trwania projektu.
Nastepnie ich wyniki przyjely wartos¢ ,,1” lub ,,0” w odniesieniu do kazdego wskaznika w trakcie stadium remitujaco-nawracajacego oraz
podczas badan lekéw; dotkliwos¢ = UMIARKOWANA,;

e trzy myszy stracity 22 %-32 % masy ciata i uzyskaly kombinacj¢ ocen ,,3”, ,,2” 1 ,,1” w trakcie stadium remitujaco-nawracajacego oraz
podczas badan lekow; dotkliwo§¢ = DOTKLIWA,;

e jedna mysz stracila 37 % masy ciala w trakcie stadium po wywotaniu choroby i zostata usmiercona w sposo6b humanitarny; dotkliwo$¢ =
DOTKLIWA,;

e dwie myszy stracity odpowiednio 15 i 18 % masy ciata i uzyskaty kombinacj¢ ocen ,,2” i ,,3” dla wszystkich pozostatych wskaznikOw w

odniesieniu do pierwszych 4 dni badania. Nastepnie uzyskaty kombinacje ocen ,,1” 1,2” w trakcie stadium remitujagco-nawracajacego oraz
podczas badan lekéw; dotkliwos¢ = DOTKLIWA.

Nie zaobserwowano paralizu, a ocena sposobu oddychania zwierzat przebywajacych w klatkach okazala si¢ zbyt trudna, w zwigzku z czym oba
te wskazniki zostaty usunigte z formularzy wynikéw. W polu przeznaczonym na dowolny tekst odnotowywano czgsto, ze zwierzeta spedzaly
wigcej czasu w schronieniach, co stanowito wczesng oznake cierpienia, w zwigzku z czym wskaznik ten dodano do formularzy do celow
przysztych projektow.

U 6 zwierzat dotkliwos¢ procedur sklasyfikowano jako DOTKLIWA, a u 2 zwierzat dotkliwo$¢ procedur sklasyfikowano jako
UMIARKOWANA.
Mozliwosci dalszego stosowania zasady 3R

Po dokonaniu oceny rzeczywistej dotkliwosci, uzytkownicy przeprowadzili konsultacje ze wspotpracownikami i przeszukali literature pod
katem dalszych udoskonalen. Zidentyfikowano nast¢pujace dodatkowe udoskonalenia:

e karmienie zwierzat wysokoenergetycznym pokarmem uzupetniajacym, takim jak galaretka i mleko zaggszczone, przed podaniem adiuwantu;
e stosowanie mniejszej dawki adiuwantu;
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e stosowanie alternatywnego protokotu badan, aby ograniczy¢ czas trwania projektu.

Przedmiotowe udoskonalenia dodano do protokotu w celu dalszych badan z zamiarem poroéwnania rzeczywistych poziomow dotkliwosci aby
sprawdzi¢, czy udoskonalenia te byly skuteczne.
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Przyklady objasniajace proces klasyfikacji dotkliwosci
Model 3 — zapalenie stawow
Ostatnia aktualizacja: 05/02/2013

Kontekst ogolny

Zwierzece modele zapalenia stawow wykorzystywane sa do badania patogenezy tej choroby oraz do oceny potencjalnych produktow
leczniczych przeciwko zapaleniu stawow przeznaczonych do uzytku klinicznego. Istotne kryteria wyboru modelu obejmujg zatem podobienstwo
morfologiczne do choroby ludzi i zdolno$¢ modelu umozliwiajaca przewidywanie skutecznosci ocenianych zwigzkow leczniczych u ludzi.

Najczesciej wykorzystywane zwierzece modele reumatoidalnego zapalenia stawow obejmuja: adiuwantowe zapalenie stawow u szCzurow,
kolagenowe zapalenie stawow typu II u szczurdéw i zapalenie stawodw wywotane antygenami u kilku gatunkéw (Bendele, 2001 r.). Najczestszym
miejscem wstrzyknigcia jest podstawa ogona, poniewaz skutkiem takiego wstrzykniecia jest pozadana reakcja immunogenna, chociaz w
literaturze odnotowano takze inne miejsca wstrzyknigcia. Istnieje takze znaczna ré6znorodno$¢ szczepow pod wzgledem podatnosci, dotkliwosci
1 op6znien w wywolywaniu zapalenia stawow. Przykladowo podatno$¢ szczepéw zmienionych genetycznie na rozwdj zapalenia stawdw moze
by¢ modyfikowana (wzmacniania lub ttumiona) w zaleznos$ci od skutkow zmian w genach. W przypadku czesto wykorzystywanych i w zwigzku
z tym dobrze zweryfikowanych zwierzgcych modeli zapalenia stawow wystapienie choroby bedzie mozliwe do przewidzenia, a techniki oceny
beda prawdopodobnie dobrze zdefiniowane i scharakteryzowane. W przypadku takich modeli wielokrotna ocena, w tym analiza chodu i

wykorzystanie filamentow von Freya, moze by¢ stosowana w miejsce pojedynczych pomiarow obserwacyjnych.Nalezy zauwazy¢, ze nalezy
przeprowadza¢ regularne przeglady dostgpnych szczepow, protokotéw i udoskonalen, aby dokona¢ wyboru jedynie tych, ktore sa najbardziej
odpowiednie w odniesieniu do rozwigzania kwestii naukowej podnoszonej osobno dla kazdego przypadku (Joe i in., 1999 r.).

Model omowiony w tym przyktadzie przedstawia kolagenowe zapalenie stawow typu II u szczuréw, mogace powodowac dotkliwe cierpienie. W
zwigzku z tym przedstawienie istotnego uzasadnienia naukowego dotyczacego korzystania z tego modelu jest warunkiem bezwzglednym.
Szczury uodparnia si¢ przeciwko heterologicznemu kolagenowi typu II, powodujac zmiany patologiczne podobne do zmian obserwowanych w
przypadku reumatoidalnego zapalenia stawdw u ludzi (Bendele, 2001 r.). Wywotane zapalenie wielostawowe charakteryzuje si¢ znacznym
zniszczeniem chrzastki powigzanym z osadzaniem si¢ kompleksu immunologicznego na powierzchniach stawowych, resorpcja kosci i
przerostem okostnej, a takze umiarkowanym lub powaznym zapaleniem blony maziowej i zapaleniem okolostawowym.
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Badanie

W tym przyktadzie zapalenie stawow zostanie wywotane u 18 samcoéw i 18 samic szczurdw szczepu Lewis poprzez wielokrotne wstrzykiwanie
niekompletnego adiuwantu Freunda (FIA, Freund’s Incomplete Adjuvant) i kolagenu. Miejscem wstrzykiwania bedzie podstawa ogona.
Codzienne leczenie rozpocznie si¢ po uptywie 10 dni (D10), po rozwinigciu si¢ zapalenia stawow i bedzie kontynuowane kazdego dnia przez
kolejne 14 dni (do D24). Celem tego badania bedzie ocena przypuszczalnych $rodkéw leczniczych. Dokonano przegladu opublikowanych
wezesniej danych dotyczacych powigzanych zwigzkéw w celu sprawdzenia, czy zastosowanie analgezji miatoby niekorzystny wptyw na cele
naukowe 1 stwierdzono, ze mogloby to stanowi¢ czynnik zakldcajacy eksperyment. W zwigzku z tym analgezja nie zostanie zastosowana w
czasie rozwoju zapalenia stawow, ani w odniesieniu do grupy kontrolnej, natomiast szczegdlng uwaga objete zostang niefarmakologiczne
metody usmierzania bolu (np. udoskonalenia hodowli) celem ztagodzenia cierpienia.

Wszystkie zwierzeta bedg codziennie obserwowane i wazone oraz oceniane przy pomocy ogolnego formularza klinicznej oceny punktowej, a
takze zostang przebadane w dniu 0 (przed pierwszym wstrzyknigciem) 1 w dniu 10 (przed rozpoczeciem leczenia), w dniu 13, 16, 20 i 24.
Badania obejmg posredni pomiar zaburzen dotyczacych funkcji fizycznych, takich jak $rednica stawow (mierzona za pomocg suwmiarki) i
kliniczng ocen¢ punktowg przeprowadzang zgodnie z systemem oceny punktowej dotyczacym zapalenia stawdéw. Humanitarne zakonczenie
zostanie zastosowane w oparciu o kliniczng ocen¢ punktowa (zob. ponizej).

Ocena nowych farmaceutycznych $rodkéw leczniczych w modelu zapalenia stawow u szczuréw (kolagen typu II)

DOTKLIWA dotkliwo$¢ procedur
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Jakie procedury beda
stosowane wobec
zwierzat w ramach
tego badania?

Co beda odczuwaé zwierzeta? Jak
duze cierpienie moze to
spowodowac¢? Co moze spotegowaé
ich cierpienie?

W jaki sposéb cierpienie bedzie ograniczane do minimum?

Skutki niepozadane

Metodyka i interwencje

Punkty koncowe

Podskorne
wstrzykniecia
bydlecego kolagenu
typu Il w
niekompletnym
adiuwancie Freunda
(FIA) w podstawe
ogona dokonywane
maksymalnie
trzykrotnie

Stres zwigzany z ograniczeniem ruchu.

Przej$ciowy bol, umiarkowana
opuchlizna w miejscu wstrzykniecia i
uczucie dyskomfortu trwajace od
jednego do dwdch dni.

Mozliwe, jednak bardzo mato
prawdopodobne dzigki zastosowaniu
FIA, wystapienie owrzodzenia skory.

Empatyczna postawa 1 wlasciwe

obchodzenie si¢ ze zwierzgtami podczas

wykonywania procedur.

Wyhbor standardowej dawki i postaci
uzytkowej w celu zminimalizowania
opuchlizny i bélu.

W przypadku nieustepujacego
owrzodzenia skéry lub wdania
si¢ infekcji, zwierzeta beda
usmiercane w sposob
humanitarny.

Rozwadj zapalenia
stawow (D0-D10)

Dyskomfort, bol, niepetnosprawnos¢ i
stres; u zwierzgcia moga wystepowac
objawy ztego stanu zdrowia, w tym
nieefektowny wyglad, brak apetytu,
nieche¢ do poruszania si¢, utrata masy
ciata, opuchlizna stawow, wydawanie
styszalnych odglosow podczas
kontaktu ze zwierzeciem.

Uwazne monitorowanie kliniczne przy
uzyciu og6élnego formularza klinicznej
oceny punktowej, zwigkszenie
czestotliwos$ci monitorowania w
momencie wystgpienia objawow

klinicznych (zazwyczaj okoto D8-D10).

Zapewnienie dodatkowej migkkiej $ciotki
1 materiatow do budowy gniazd w trakcie

trwania badania.

Zwierzeta bedg usmiercane w
sposob humanitarny, jezeli
osiggniete zostang okreslone
wczesniej wyniki oceny
klinicznej w odniesieniu do
humanitarnego zakonczenia
(zob. tabela ponize;j).
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Zapewnienie zwierzetom tatwego dostepu
do wody 1 pokarmu (np. na podtodze
klatki) w trakcie trwania badania.

Zastosowanie systemu klinicznej oceny
punktowej dotyczacej zapalenia stawow,
ktory pozwala na oceng stopnia
opuchlizny i liczby stawow dotknigtych
choroba.

Podanie Srodkow
farmakologicznych (w
grupie badanej i
kontrolnej, dwa razy
dziennie) w drodze
podskdrnego lub
dootrzewnowego
wstrzykniecia

(D10-D24)

Przej$ciowy dyskomfort zwigzany z
wstrzyknigciem.

Na podstawie wczesniejszych danych
otrzymanych z badan nad zwierzgtami
oczekuje sie, ze srodki
farmakologiczne nie spowoduja
dziatah niepozadanych.

Codzienne, uwazne monitorowanie przy
uzyciu ogbélnego formularza klinicznej
oceny punktowej.

W przypadku wystapienia
istotnych skutkdw
niepozadanych zastosuje si¢
humanitarne zakonczenie.

Ocena wplywu
srodkow
farmakologicznych na
dotkliwos$¢ zapalenia
stawow (DO, D10, D13,
D16, D20 i D24)

W zalezno$ci od zastosowanej metody
zwierz¢ moze odczu¢ pewien
dodatkowy, przejsciowy bol lub
dyskomfort np. w zwiazku z
zastosowaniem widkien von Freya,
uzyciem suwmiarki, koniecznos$cig
kontaktu ze zwierzeciem.

Skrupulatne kliniczne monitorowanie.

Czestotliwo$¢ monitorowania nalezy
ograniczy¢ (do minimum spdjnego z
celami naukowymi) do momentu
poprawy stanu zdrowia zwierzgcia.

Zob. tabela ponizej.
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Uwaga: przed rozpoczgciem badania nalezy omowic¢ i uzgodni¢ system klinicznej oceny punktowej dotyczacy zapalenia stawow z badaczem,
lekarzem weterynarii, zootechnikiem i pracownikami sprawujacymi opieke nad zwierzg¢tami.

Analiza

W konsekwencji prawdopodobienstwa wystgpienia znaczacych skutkow klinicznych u zwierzecia, ktére moga utrzymywac si¢ przez szereg
tygodni, nalezy uzna¢ ewentualny stopien dotkliwosci powyzszych procedur za DOTKLIWY .

Czy dotkliwos¢ procedur moglaby zosta¢ uznana za UMIARKOWANA?

Mozliwo$¢ ograniczenia dotkliwo$ci do umiarkowanej zalezy od celu badania. Przyktadowo w przypadku czestego i szczegdlowego
monitorowania zwierzat oraz w przypadku, gdy nie ma mozliwosci wprowadzenia wczesnego humanitarnego zakonczenia (np. w momencie
wystapienia kulawizny lub po okresie tagodnej kulawizny w jednej konczynie, badz tez przy zastosowaniu metod obrazowania in-vivo w celu
wykrywania wczesnych zmian w patologii stawow), mozliwe jest sklasyfikowanie dotkliwosci procedury jako UMIARKOWANA. Takie
wczesne humanitarne zakonczenie (np. zakonczenie badania w dniu 6 po wykonaniu obrazowania) jest mozliwe w przypadku projektow,
ktorych celem jest badanie wczesnych zmian zapalnych. Leczenie profilaktyczne (rozpoczynane przed pelnym rozwojem zapalenia stawow)
przy uzyciu nowych $rodkéw farmaceutycznych, majacych silne dziatanie przeciwzapalne i thumigcych rozwoj catkowitego zapalenia stawdw,
moze takze prowadzi¢ do ograniczenia dotkliwosci do dotkliwosci UMIARKOWANEJ. Rodzaj badania zobrazowanego w tym przyktadzie ma
jednak na celu ocene leczenia catkowicie rozwinigtego zapalenia stawow, w zwigzku z czym dotkliwo$¢ pozostaje sklasyfikowana jako
DOTKLIWA.

Czy dotkliwos¢ procedur moglaby przekroczy¢ gorng granice?

Zgodnie z art. 15 ust. 2 dyrektywy ,,panstwa cztonkowskie zapewniajg, aby dana procedura nie byla wykonywana, jesli wigze si¢ ona z
dotkliwym bolem, cierpieniem lub stresem, ktore moga mie¢ charakter dtugotrwaty i nie mozna ich ztagodzi¢”. Badanie to moze powodowac
dotkliwe cierpienie przez szereg tygodni, ktore nalezy uzna¢ za dtugotrwate. Gdyby doszto do rozwoju zapalenia stawoéw we wszystkich tapach 1
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cierpienie nie zostato ztagodzone, w badaniu przekroczono by gorng granicg dotkliwosci i konieczne byloby znaczne udoskonalenie tego
badania lub zastosowanie ,.klauzuli ochronnych” (art. 55 dyrektywy) oraz ztozenie do Komisji wniosku o zezwolenie na przeprowadzenie tego

badania.

W odniesieniu do powyzszego przyktadu istnieja jednak $rodki majace na celu ograniczanie cierpienia, uwzgledniajace cel naukowy badania,
takie jak doskonalenie sktadu adiuwantu, sposob jego podania i jego wybor, pozwolenie na rozwdj zapalenia stawdéw jedynie w konczynach
tylnych, zapewnianie wygodnego $rodowiska bytowania i tatwego dostepu do pokarmu i wody, kompleksowy system monitorowania i

humanitarne zakonczenie. W zwiazku z tym przedmiotowy projekt nie zostalby uznany za wykraczajacy poza goérng granice i moze zostaé
zatwierdzony z zastrzezeniem skadinad pozytywnej oceny, w tym przegladu stosunku szkodliwosci projektu i korzysci z niego ptynacych.

Ponizej przedstawiono przykladowy formularz klinicznej oceny punktowej przeznaczony do codziennej obserwacji szczurow z
zapaleniem stawow.

Data:

Masa ciala

Dzien 1

Dzien 2

Dzien 3

Dzien 4

Brak oznak pielggnacji

Odwodnienie

Dusznosé

Szybkie oddychanie
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Nieche¢ do poruszania si¢

Letarg/apatia

Bezruch

Wydawanie odgloséw

Ocena punktowa tap, w
ktérych  rozwinglo  sig
zapalenie  stawow  (zob.
tabela 2)

(Dowolny tekst)

Laczna ocena punktowa

Uwaga: kazdy wskaznik oceniono zgodnie z systemem przedstawionym w tabeli 1 i 2 ponizej. Przyktadowo ocena ,,1”” zostataby wprowadzona
do formularza oceny punktowej w polu ,,brak oznak pielegnacji” (tabela 1), a ,,5” w polu ,,wskaznik w ramach danej procedury”, jezeli dwém
konczynom tylnym przyznano by odpowiednio ,,3” i ,,2” (tabela 2). Dziatania i humanitarne zakonczenie okreslone ponizej uwzgledniaja
wymagania dotyczgce unikania dotkliwego cierpienia w kazdym mozliwym przypadku ale nie w przypadku u$miercania zwierzat w sposob
humanitarny zanim wystarczajace dane zostang uzyskane, co mogtoby wymagaé konieczno$ci wykorzystania kolejnych zwierzat niepoddanych
eksperymentowi (naive animals).

Tabela 1. System oceny punktowej w odniesieniu do wskaznikow zastosowanych w formularzu klinicznej oceny punktowej



Ocena

Tabela 2. Wskaznik w ramach danej procedury — ocena punktowa lap, w
ktorych rozwinelo sie zapalenie stawow

0 W normie

1 Rumien i opuchlizna wokot jednej kostki

2 Rumien i opuchlizna wokot kostki i1 blizszej potowy
stawu skokowego

3 Rumien i opuchlizna wokot kostki 1 wszystkich
stawow skokowych az po stawy $rodstopia

4 Rumien 1 opuchlizna calej tapy, w tym palcow

punktowa
Wyglad zewnetrzny
Utrata masy ciata w normie <5 | 0
%
Utrata masy ciata o 5-10 % 1
Utrata masy ciala o 11-15 % 2
Utrata masy ciata o 16-20 % 3
Utrata masy ciata 0 20 % i HEP
wiece]
Brak oznak pielegnacji 1
Sciagnieta skora /odwodnienie | 1
Funkcje organizmu
Dusznosé¢ 2
Szybkie oddychanie 1
Zachowanie
Nieche¢ do poruszania si¢ 1

Powyzszy system oceny punktowej wykorzystywany jako wskaznik okreslony
dla procedury opracowano w oparciu o rosnace poziomy opuchlizny i rumienia
okotostawowego. Punkty przydzielono w oparciu o badanie fizykalne i kontrolg
wizualng 1 s3 wykorzystywane do celow obliczania ,,wskaznika zapalenia stawow”
okreslonego jako sume¢ punktéw przyznanych w odniesieniu do obu konczyn
tylnych.
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Letarg/apatia 2
Trwajacy bezruch < 24 godz. 3
Bezruch > 24 godz. HEP
Wydawanie odgloséw podczas | 1
kontaktu

Wydawanie odgtosow, napiecie | 2

i zdenerwowanie podczas

kontaktu

Wydawanie odglosow podczas | 3
poruszania si¢ / spontaniczne
Wskaznik w ramach danej
procedury

Ocena punktowa tap, w ktorych | 0-8

rozwinglo si¢ zapalenie stawow
(zob. tabela 2)

HEP: zastosowano humanitarne zakonczenie, bez wzgledu na to, czy wystgpujg inne objawy kliniczne, czy nie.

Przyklady wlasciwych interwencji w odpowiedzi na laczna ocene kliniczna

Dzialania, ktore nalezy podjac

Laczna ocena
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punktowa
Zwigkszy¢ czgstotliwos¢ monitorowania; rozwazy¢ podawanie dodatkowych ptynow / dodatkowa >4
opieke
Dokona¢ przegladu postgpow z lekarzem weterynarii 5-15
Humanitarne zakonczenie >16

Uwaga: taczna oceng¢ punktowa uzyskuje si¢ z formularzy klinicznej oceny punktowej, wypetlionych zgodnie z systemami oceny punktowej
przedstawionymi w tabeli 1 i 2. Przykladowo zwierze, u ktorego odnotowano utrate masy ciata o 12 %, oznaki zaniedbania pielegnacji i
opuchlizn¢ wokét obu kostek konczyn tylnych, otrzymatoby taczng ocene w wysokosci 5 punktow.

Ocena retrospektywna:
36 szczurom wstrzyknieto bydlecy kolagen typu IT w niekompletnym adiuwancie Freunda (FIA). U wszystkich zwierzat zaobserwowano rozwoj

zapalenia stawow: Oceny punktowe tap, w ktorych rozwingto si¢ zapalenie stawow wynosity 6 punktow do dnia 10. U wszystkich zwierzat
odnotowano utrat¢ masy ciala o 5-10 %. Pomiary $rednicy stawow wskazaty na znaczne zmiany w poréwnaniu z danymi poczatkowymi.
Codzienne obserwacje kliniczne wykazaty brak oznak pielegnacji, nieche¢ do poruszania si¢, apati¢, wydawanie odglosow podczas kontaktu (w
trakcie obserwacji i zmiany klatek), zmniejszone przyjmowania pokarmu i okresy bezruchu.

e 12 zwierzat umieszczono w grupie leczonej solg fizjologiczng. Najwyzsze oceny punktowe lap, w ktorych rozwingto si¢ zapalenie
stawow wynosity 6-8 punktéw w odniesieniu do wszystkich pomiaréw (D13, D16, D20 i D24). Pomiary $rednicy stawow takze
wykazaty znaczny wzrost w stosunku do danych poczatkowych. Kliniczna ocena punktowa wyniosta 4-8 1 wykazano utrat¢ masy ciata o
5-15 %, za wyjatkiem jednego zwierzecia, u ktdrego odnotowano utrat¢ masy ciata o 21 % w dniu 17, a nastgpnie zwierz¢ to usmiercono
w sposob humanitarny.

Ocena retrospektywna: DOTKLIWA,

e 12 zwierzat poddano leczeniu PRODUKTEM LECZNICZYM A w niskiej dawce. U wszystkich zwierzat oceny punktowe tap, w
ktorych rozwingto si¢ zapalenie stawow, nie roznity si¢ od ocen dotyczacych grupy leczonej solg fizjologiczng do dnia 16.
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W dniu 20 u jednego zwierzecia odnotowano oceng punktowa tap, w ktorych rozwingto si¢ zapalenie stawow w wysokosci 8 punktow,
podczas gdy oceny pozostatych zwierzagt wynosity 67 punktow.

W dniu 24 u pigciu zwierzat odnotowano nizsza ocen¢ punktowa tap, w ktorych rozwineto si¢ zapalenie stawow (5—-7). Objawy kliniczne
zaobserwowane u tych pigciu zwierzat wskazaly na pewng poprawe, wcigz jednak obserwowano spadek masy ciala o 5-10 %j;
ograniczeniu ulegl takze stopien poruszania si¢ zwierzat w obrebie klatki.

U pozostatych siedmiu zwierzat nie odnotowano ograniczenia objawoéw klinicznych i objawoéw zwigzanych z zapaleniem stawdéw w
stosunku do grupy leczonej solg fizjologiczng.
Ocena retrospektywna: DOTKLIWA,;

e 12 zwierzat poddano leczeniu PRODUKTEM LECZNICZYM A w dawce wysokiej dawce. W dniu 13 oceny punktowe tap, w ktérych
rozwingto si¢ zapalenie stawdéw wyniosty 4—6 punktéw; w przypadku s$rednic stawow takze odnotowano nieznaczny spadek. Objawy
Kliniczne wskazywaty na brak oznak pielegnacji i utrate¢ masy ciata o < 10 %. W dniu 16 oceny punktowe tap, w ktorych rozwingto si¢
zapalenie stawow spadty do 4 punktow i odnotowano znaczne zmniejszenie si¢ srednic stawow. W dniu 16 ustabilizowaty si¢ masy Ciata.
U niektdrych zwierzat wcigz obserwowano nieche¢ do ruchu. Od dnia 20 opuchlizna wokot stawow ulegta zmniejszeniu do poziomu 2—4
punktow. Zaobserwowano naturalne zachowania w klatce. Masa ciata zwierzat powrocita do poziomow sprzed procedury.

Ocena retrospektywna: DOTKLIWA.

Uwaga: pod koniec badania w trzeciej grupie dwunastu zwierzat, przeznaczony do celow badan $rodek ,,PRODUKT LECZNICZY A”
podawany w dawce okreslonej jako wysoka, okazat si¢ by¢ skuteczny w ograniczaniu rzeczywistej dotkliwosci procedur do umiarkowane;.
Jednak model wymagat catkowitego rozwinigcia zapalenia stawOéw u wszystkich zwierzat jeszcze przed rozpoczeciem leczenia, w ktorym to
momencie zwierzeta wskazywaty na dotkliwo$¢ objawow klinicznych zgodnych z klasyfikacja ,,dotkliwe”, rzeczywista dotkliwo$¢ zostata
zatem sklasyfikowana jako dotkliwa.

Poniewaz projekt ten obejmuje wykonywanie dotkliwych procedur, uzytkownik regularnie dokonuje biezacych przegladow dotyczacych
dotkliwosci procedur, konsultujgc je z cialem doradczym ds. dobrostanu zwierzat, zootechnikiem i wyznaczonym lekarzem weterynarii, aby
zapewni¢ konsekwentne stosowanie zasady 3R.
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Przyklady objasniajace proces klasyfikacji dotkliwosci
Model 4 — udar
Ostatnia aktualizacja: 05/02/2013

Kontekst ogolny

Udar definiuje si¢ jako utrat¢ lub zmian¢ normalnego funkcjonowania organizmu, ktéra wynika z niedokrwienia cz¢$ci mozgu. Mimo lepszego
rozumienia patofizjologii naczyniowego uszkodzenia moézgu, skuteczne leczenie udaru pozostaje wazng niezaspokojong potrzebg medyczna, a
celem trwajacych w tej dziedzinie badan jest znalezienie wlasciwych srodkoéw zapobiegawczych i leczniczych.

U pacjentow obserwuje si¢ trzy rozne rodzaje udaréw: niedokrwienny, krwotoczny $§rodmoézgowy i krwotoczny podpajeczynéwkowy, jednak
wiekszos¢ z dostepnych obecnie zwierzecych modeli opiera si¢ na rodzaju niedokrwiennym. Z punktu widzenia dobrostanu zwierzat modele
udaru, ze wzgledu na ich specyficzny charakter, stanowig wyzwanie. Niezbedne sg dobre interakcje i komunikacja migdzy wszystkimi osobami
uczestniczacymi w procedurach naukowych (weterynarzami, badaczami, technikami hodowcami zwierzat i pracownikami sprawujacymi opieke
nad zwierzetami), aby mozliwe bylo zapewnienie odpowiedniej réwnowagi migdzy uzyskaniem stosownego modelu a zminimalizowaniem
cierpienia zwierzat.

U gryzoni udar jest zazwyczaj wywolywany przez czasowe lub state zablokowanie tetnicy $rodkowej mozgu (okluzja tetnicy srodkowej mézgu;
model MCAO).Celem modelu MCAO jest odtworzenie w sposob eksperymentalny centralnej niedokrwistosci mozgu, ktéra wystepuje przy
udarze, przy czym model ten intensywnie wykorzystywano takze do badania mechanizméw uszkodzenia, identyfikacji potencjalnych celow i
testowania potencjalnych $rodkow neuroochronnych. Zidentyfikowano réznice w szczepach myszy i szczurdw, a takze zlozony i1 znaczacy
wplyw wieku, plci, wspotistniejacych chordb, takich jak cukrzyca, nadcisnienie i miazdzyca. O ile w badaniach przedklinicznych dotyczacych
udaru wykorzystuje si¢ czgsto zdrowe mlode gryzonie plci meskiej, wplyw wymienionych powyzej czynnikéw mozna zbada¢ uzywajac modeli
wspotistniejacych réznych chordéb (np. spontanicznie nadci$nienie u szczurdéw, cukrzyca indukowana streptozotocyng (STZ)). W takich
przypadkach wspétistnienia réznych choréb konieczne moga by¢ bardziej wnikliwe obserwacje objawow klinicznych 1 wcze$niejsze
zastosowanie humanitarnych punktéw koncowych.

W standardowym projekcie badania zwierzeta szkoli si¢, aby wykonywaty okre§lone testy behawioralne przed zastosowaniem procedury
MCAO. Podczas terapeutycznego okna czasowego, ustalonego zgodnie z mechanizmem dziatania produktu leczniczego i celem badania,
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zwierzetom podaje si¢ badany zwigzek. W analizie wynikéw nalezy uwzgledni¢ informacje dotyczace rozleglosci obszaru martwicy
niedokrwiennej, wspotczynnika $miertelnosci, czgstotliwosci komplikacji (np. krwotok podpajeczynowkowy) wraz z oceng funkcjonalng i
neurologiczng w celu monitorowania postepu. Seryjne obrazowanie technikg rezonansu magnetycznego okazato si¢ waznym narzedziem do
gromadzenia informacji na temat zr6znicowania rozleglosci obszaru martwicy niedokrwiennej w czasie, ale moze takze zapewnia¢ informacje
dodatkowe dotyczace przeptywu krwi lub metabolizmu. Mozna uwzgledni¢ takze koncowe punkty histologiczne, biochemiczne i molekularne.

Istniejg rozne testy behawioralne, ktére mozna zastosowac¢ w przypadku modeli udaru. Najprostsze testy obejmujg systemy neurologicznej oceny
punktowej, za pomocg ktorych dokonuje si¢ ogolnej oceny stanu neurologicznego, oraz testy stawiania konczyny wykorzystywane do pomiaru
odruchdw ruchowych. Zasadniczo wykorzystuje si¢ je do oceny zwierzat znajdujgcych si¢ w ostrej fazie poudarowej. W badaniach
dhlugoterminowych mozna korzystaé z bardziej ztozonych testow (np. dwustronny test samoprzylepnego znacznika, test chodzenia po belce, test
rotarod, test klatki schodowej) w celu oceniania funkcji sensorycznych i motorycznych oraz funkcji poznawczych takich jak pamig¢ (np. testy
biernego unikania lub oceny strategii uczenia si¢).

Dobrag praktyka jest wykonanie kilku testow behawioralnych, w tym co najmniej jednego testu w kazdej fazie (ostrej i dlugoterminowe;j), aby
zgromadzi¢ obszerne informacje na temat oddziatywania na funkcje sensoryczne, motoryczne i poznawcze. Testy nalezy dobiera¢ starannie w
celu wychwycenia skutkow potencjalnych strategii terapeutycznych. W niniejszym dokumencie nie przedstawiono szczegdétowych opisow
kazdego testu behawioralnego wraz z planami szkolen, jednak aby zapozna¢ si¢ z doktadnym przegladem i analizg ich stosowania zob. Schaar et
al. (2010).

Zrodia
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Badanie

Skuteczno$¢ nowego srodka leczniczego w odniesieniu do modelu okluzji tetnicy Srodkowej mozgu za pomoca nici umieszczonej w
Swietle naczynia (MCAO) u szczuréw.

W tym przyktadzie 40 mtodych szczuréw Sprague-Dawley pici meskiej (300-350 g) zostanie poddanych statej procedurze MCAO przy
zastosowaniu techniki polegajacej zamknigciu $wiatta naczynia przez wprowadzenie nici do tgtnicy w ogdlnym znieczuleniu. Szczury zostang
poddane randomizacji (n=10/grupa) aby otrzymac¢ nosnik (10ml/kg) lub badang substancj¢ (zwigzek A) w ilosci 1, 3 lub 10 mg/kg, podane w
postaci infuzji dozylnej do zyty ogonowej w ciggu 1 godz. po uptywie 30 min od przeprowadzenia procedury MCAO. Kolejne dawki (nos$nika
lub zwigzku A w ilo$ci 1, 3 lub 10 mg/kg) zostang podane wewnatrzotrzewnowo w ciaggu 6 i 24 godz. po MCAOQO. Szczury beda poczatkowo
trzymane w parach w klatkach z podtogami pelnymi z glteboka §cidtka 1 materiatem do budowy gniazd. Ilosci pokarmu beda ograniczone
podczas wstepnego szkolenia, aby utatwi¢ wykonanie testu klatki schodowej, co zalezne jest od zapotrzebowania na pokarm. Zwierzetom
zapewni si¢ pokarm ad libitum w ciggu 6 godzin przed zabiegiem do 6 dni po MCAO w celu poprawienia masy i opieki pooperacyjne;j.

Wynik funkcjonalny bedzie codziennie poddawany ocenie za pomocg systemu neurologicznej oceny punktowej (skala Bedersona; zob. Schaar et
al. 2010) i testow behawioralnych (dwustronny test samoprzylepnego znacznika i test chodzenia po belce); Test klatki schodowej bedzie rowniez
wykonywany codziennie poczawszy od 7. dnia po MCAO, aby zapewni¢ wystarczajacg 1lo$¢ czasu na opieke pooperacyjng przed ponownym
prowadzeniem ograniczen pokarmu. Nie przewiduje si¢, aby ktorykolwiek z testow behawioralnych spowodowat znaczacy stres. Obrazowanie
technikg rezonansu magnetycznego bedzie wykonane na szczurach poddanych znieczuleniu w 1., 7., 14. 1 28. dniu w celu oceny wielkosci
zmiany patologicznej. Wszystkie zwierzeta zostang usmiercone 28 dni po MCAO.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.etsmjournal.com/content/2/1/13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14688614

Wstepna ocena i uwzglednienie okreslonych udoskonalen oraz humanitarnego zakonczenia

Jakie procedury beda
stosowane wobec zwierzat w
ramach tego badania?

Co beda odczuwa¢ zwierzeta? Jak
duze cierpienie moze to
spowodowac¢? Co moze
spotegowa¢ ich cierpienie?

W jaki sposéb cierpienie bedzie ograniczane do minimum?

Skutki niepozadane

Metodyka i interwencje

Humanitarne
zakonczenie

Szkolenie przedoperacyjne w
zakresie testow behawioralnych w
ciggu 2—-3 tygodni: dwustronny
test samoprzylepnego znacznika
(zaniedbanie przeciwstronne),
chodzenie po belce (koordynacja
konczyny tylnej) i test klatki
schodowej (sprawne dosigganie
konczyna przednia).

Minimalny stres / niepokdj moze
by¢ wywotywany, zanim zwierzgta
przyzwyczaja si¢ do testow,
poniewaz testy wigza si¢ z
konieczno$cig przenoszenia zwierzat
do nowych pomieszczen/klatek.

Stopniowa habituacja w
odniesieniu do aparatury
przeznaczonej do badania

Spokojne, empatyczne
postepowanie przy kontakcie ze
zwierzeciem..

Wycofanie z sesji w
przypadku
zaobserwowania objawdw
stresu.

Zwierzeta nieosiggajace
wynikow stanu
wyjsciowego w ciagu
ustalonego wczesniej
limitu czasowego beda
wykluczane z badan.

Ograniczenie pokarmu (85-90 %
masy w trakcie nieograniczonego
spozywania pokarmu) przed
zabiegiem i od 7. dnia po MCAO
w celu utatwienia wykonania

Umiarkowany gtdd; mozliwa
frustracja i niepokoyj..

Utrata masy ciata nie przekroczy
10 %, w przeciwnym razie
ograniczenia pokarmu zostang
wstrzymane.

W przypadku
zaobserwowania
problemow
behawioralnych
spowodowanych brakiem
przyjmowanego pokarmu
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testu klatki schodowej.

zwierze zostanie wycofane
Z badan.

Przy zastosowaniu ogélnego
znieczulenia czasowe (90 min)
zamknigcie §wiatla tetnicy
srodkowej mdzgu z za pomoca
nici wprowadzonej przez tetnice
szyjng wspolng

Bol 1 dyskomfort zwigzany z
zabiegiem chirurgicznym

Mozliwo$¢ wystapienia
niespodziewanych komplikacji na
skutek zabiegu chirurgicznego, np.
krwotoku podpajeczynéwkowego,
ipsilateralnego uszkodzenia
siatkdwki, powstawania zakrzepow
w $wietle naczynia, obrzgku mozgu
z udziatem podwzgorza 1
wynikajacg z tego hipertermig lub
czasowg martwicg miesni.
Powiktania te moga przyjmowac
szereg roznych form, na przyktad
nagta zapas¢, paraliz, silny krecz

szyi, drgawki.

Zniechecenie 1 potencjalne
oddzialywanie znieczulenia na
zmienne fizjologiczne (takie jak
hipertermia, niedocisnienie,
hipoksja).

Stosowanie odpowiedniego i
wywotujgcego minimalnie
negatywng reakcje znieczulenia za
pomoca odpowiednich srodkow
przeciwbdlowych (tj. skutecznych,
chociaz o minimalnych
wiasciwos$ciach neuroochronnych)

Dobrze wyszkolony chirurg
stosujacy odpowiednig aseptyczng
technike chirurgiczng (z
regularnym przegladem
skutecznosci).

Utrzymanie homeostazy podczas
znieczulenia.

Stosowanie unormowanych
wlokien monofilament i techniki
chirurgicznej w celu ograniczenia
zmiennosci 1 komplikacji
powstatych na skutek rozlegtych
zmian patologicznych.

Intensywna opieka pooperacyjna

Zwierzeta beda
usmiercane W sposob
humanitarny w przypadku
wystapienia
ktoregokolwiek z
nastepujacych problemow:

wystapienie
znaczacych
problemow
technicznych
podczas zabiegu
chirurgicznego;
nieodzyskanie
petnej
przytomnosci po
znieczuleniu;
objawy
niespodziewanych
komplikacji
chirurgicznych;

w przypadku utraty
masy ciala
zwierzecia o ponad
20 % w stosunku
do wagi sprzed
zabiegu mimo
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Ograniczone pobieranie pokarmu
wynikajgce z obnizonego poziomu
$wiadomosci, obnizonej zdolnosci
do przezuwania i niewielkiej
ruchliwosci, zasadniczo w ciggu
pierwszych 48 godz. po MCAO.

Stopien zaburzen sprawnosci
ruchowej, ktore mogtyby wywotac
stres lub frustracje.

przez pierwsze 3-5 dni, w tym
zapewnianie zewnetrznych zrodet
ciepfta.

Regularne kontrolowanie masy
ciata; codzienna obserwacja i
opatrywanie ran

Zapewnianie tatwego dostepu do
pokarmu i wody podczas okresu
rekonwalescencji lub dodatkowego
pokarmu (rozdrobnionego,
ptynnego) oraz w razie potrzeby
pomoc w karmieniu; w razie
potrzeby nawadnianie (np. przez
wstrzyknigcie soli fizjologicznej).

podawania
dodatkowego
pokarmu lub
nawadniania, lub
jezeli zwierze
pozostaje
nieruchome przez
ponad 24 godziny.

Testy behawioralne (dwustronny
test samoprzylepnego wskaznika 1
test chodzenia po belce)
przeprowadzane codziennie od 1.
dnia do 28. dnia po MCAO; test
klatki schodowej przeprowadzany
codziennie od 7. dnia po MCAO

Dla zwierzat te zadania mogg by¢
stresujace, jezeli ich sprawnos¢
ruchowa ulegla pogorszeniu.

Monitorowanie behawioralnych
wskaznikow niepokoju lub stresu.

Doswiadczeni pracownicy beda
stale obserwowac zwierzeta.

Zazwyczaj ustala sig¢
maksymalny czas na
wykonanie (granica)
danego zadania i podaje
sie¢ wynik koncowy.

Podawanie nowego $rodka
leczniczego droga

Przejsciowy dyskomfort zwigzany z

Podawanie $rodka zgodnie z
zasadg stosowania dobrych

W przypadku zauwazenia
jakichkolwiek dotkliwych
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podskorna/dozylna/dootrzewnowsa
przed lub po zabiegu
chirurgicznym
(zapobiegawcze/lecznicze)

drogg podawania.

Nie przewiduje si¢ skutkéw
niepozadanych w zwigzku z
poziomami podawanych dawek.

praktyk najmniej
bolesna/stresujacg drogg i za
pomoca technik mozliwych do
wykorzystania, pozostajac w
zgodzie z celami naukowymi.

Zwierzeta zostang poddane
whnikliwej obserwacji w zakresie
wystapienia niepozadanych
skutkéw badanych substancji.

niepozadanych skutkow
spowodowanych
przyjeciem srodkow
leczniczych zwierzeta
beda usmiercane w sposob
humanitarny.

Podtuzne obrazowanie technika
rezonansu magnetycznego w
znieczuleniuw 1., 7. 14. i 28.

Kilkakrotne znieczulanie

Brak reakcji i potencjalne
oddzialywanie znieczulenia na

Stosowanie odpowiedniego i
wywotujacego minimalnie
negatywna reakcje znieczulenia.

Zwierzgta, ktore nie
odzyskaja przytomnosci
po znieczuleniu, zostang

dniu po MCAO. ) - ) - ) poddane eutanazji.
zmienne fizjologiczne (takie jak Utrzymanie homeostazy podczas
hipertermia, niedoci$nienie, znieczulenia, w tym stosowanie
hipoksja). leczenia ptynami przed lub w
.. . W przypadku braku
trakcie znieczulenia, jezeli ) ) )
wystepuja problemy z mozliwos$ci utrzymania
nawodnieniem i ogrzaniem w celu homeostazy po .
utrzymania normotermii. znieczuleniu zwierzeta
beda usmiercane w sposob
humanitarny.
Analiza

Model ten uznawany jest za DOTKLIWY, poniewaz obejmuje procedury chirurgiczne, wywoluje niepozadane (chociaz zazwyczaj przejsciowe)
skutki MCAO dla dobrostanu zwierzat i mozliwo$¢ wystapienia komplikacji okotooperacyjnych. Negatywny wplyw na dobrostan zwierzat
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mozna jednak ograniczy¢ dzieki intensywnej opiece pooperacyjnej trwajgcej co najmniej przez pierwsze 48 godz. oraz wnikliwe monitorowanie
fazy pozniejszej, podejmujac natychmiastowe dziatania w przypadku wystapienia problemow. Z doswiadczalnego punktu widzenia skupienie si¢
na udoskonaleniu i normalizacji kazdej procedury moze doprowadzi¢ do ograniczonego wystgpowania komplikacji i zmiennos$ci, i w zwiazku z
tym do otrzymywania danych o lepszej jakosci oraz ograniczenia liczby wykorzystywanych zwierzat.

W tym przypadku nalezy zatem uznaé ewentualny stopien dotkliwosci powyzszych procedur za DOTKLIWY.

Czy dotkliwo$¢ procedur moglaby zosta¢ uznana za UMIARKOWANA?

Chociaz ewentualny stopien dotkliwosci tego modelu zawsze nalezy uznawa¢ za DOTKLIWY z przyczyn wymienionych powyzej, to jednak
wystepowanie dotkliwych skutké6w mozna ograniczy¢ dzigki dziataniom doswiadczonego pracownika w potaczeniu ze specjalistycznym
nadzorem weterynaryjnym i opieka nad zwierzgtami oraz ustalonymi uprzednio interwencjami w przypadku wystapienia komplikacji. W
niektorych przypadkach mozliwe jest dopuszczenie UMIARKOWANEJ dotkliwosci, ale tylko indywidualnie dla jednostkowej grupy
badawczej, ktora posiada udokumentowane doswiadczenie w zakresie stosowania danego modelu, i wykazano, ze grupa ta jest w stanie
korzysta¢ z modelu, nie powodujac cierpienia wigkszego niz umiarkowane.

Obserwacja kliniczna

Zwierzgta monitoruje si¢ dokladnie w trakcie okresu pooperacyjnego. W razie potrzeby przewiduje si¢ analgezje i miejscowa terapi¢
wspierajacy.

Przyklad potaczonego systemu neurologicznej/klinicznej oceny punktowej stosowanego jako wsparcie w monitorowaniu klinicznego stanu
zwierzat poprzez procedurg przedstawiony zostat w konicowej czesci tego przyktadu.

Wyniki

Wszystkie zwierzeta, z wyjatkiem jednego w grupie kontrolnej nosnika, odzyskaly przytomnos¢ po zabiegu bez zadnych
niespodziewanych komplikacji dzi¢ki zapewnieniu intensywnej pomocy okolooperacyjne;j.

- Wszystkie 10 zwierzat z grupy kontrolnej no$nika odznaczaty si¢ najnizszym wynikiem neurologicznej oceny punktowej w trakcie
calego badania oraz stabym wynikiem w testach behawioralnych w pordwnaniu ze zwierzgtami poddanymi leczeniu. Wynik klinicznej
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oceny punktowej byl podobny do wyniku w grupie zwierzat poddanych leczeniu w okresie bezposrednio po (pierwsze 48 godz.) MCAO,
nastepnie wsrod zwierzat w grupie kontrolnej nosnika zauwazono roznice:
o konieczne bylo poddanie eutanazji 1/10 z nich w 2. dniu po zabiegu ze wzglgdu na utrate masy ciata >20 % (mimo podawania
dodatkowego pokarmu i nawadniania).
Ocena: DOTKLIWA

. u 6/10 zwierzat rozwingto si¢ umiarkowane zaburzenie neurologiczne, a poprawa wyniku klinicznej oceny w czasie okazata si¢
minimalna

Ocena: DOTKLIWA

. u 3/10 zwierzat rozwinelo si¢ umiarkowane zaburzenie neurologiczne i nastgpito stopniowe ograniczenie wyniku klinicznej oceny
w czasie wynikajace prawdopodobnie z ich umiejetnosci kompensowania dlugotrwatych zaburzen neurologicznych i
dostosowywania si¢ do nich
Ocena: UMIARKOWANA

- U wszystkich 20 zwierzat z grupy poddanej dziataniu zwigzku A w mniejszych dawkach (1 1 3 mg/kg) nastgpita poprawa wyniku
neurologicznej oceny punktowej po uptywie 48 godz. od MCAO, a takze poprawa wyniku klinicznej oceny punktowe;.
Ocena: UMIARKOWANA

- U wszystkich 10 zwierzat z grupy poddanej dziataniu zwigzku A w najwigksze] dawce (10 mg/kg) nastgpila poprawa wyniku
neurologicznej oceny punktowej w poroOwnaniu z grupa kontrolng nosnika po uptywie 24 godz. od MCAOQO, zaledwie minimalna utrata
masy ciata (5 %) 24 godz. po zabiegu i znaczna poprawa w wyniku klinicznej oceny punktowej po uptywie 48 godz. po MCAO
Ocena: UMIARKOWANA

Ocena rzeczywistej dotkliwosci

7 zwierzat uznano za dotknigte w stopniu DOTKLIWYM; 33 zwierzgta uznano za dotknigte w stopniu UMIARKOWANYM

System oceny punktowej

Oceng dotkliwos$ci przeprowadza si¢ na podstawie zestawienia ogolnych obserwacji klinicznych (masa ciata, wyglad, zachowanie, warunki w
klatce) oraz okreslonej dla procedury oceny neurologicznej. Skala Bedersona jest ogolng skalag do oceny neurologicznej, ktéra opracowano w
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celu mierzenia uposledzen neurologicznych wystepujacych po udarze. Stosuje si¢ skale 0-3, gdzie O=normalny, a 3=najwyzszy stopien
niepetnosprawnosci. Testy obejmujg fleksj¢ konczyny przedniej, opér na boczne pchnigcie i krgzenie w kotko.

Stopien 0: brak zauwazalnego zaburzenia

Stopien 1: fleksja konczyny przedniej

Stopien 2: zmniejszony opdr na boczne pchnigcie (i fleksje konczyny) bez krazenia
Stopien 3: zachowanie jak w przypadku stopnia 2, z krgzeniem w kotko

HEP: humanitarne zakonczenie

Ocena
punktowa
Dzialania
Wyglad zewnetrzny
Ocena 1 estotliwosé dok ia przeglad
Utrata masy ciata o 5-10 % 1 punktowa zgstotliwosc dokonywania przegladu
1 monitorowania
Utrata masy ciata o 11-15 % 2
Utrata masy ciata 0 16-20 % 3 Zapewnianie dodatkowej opieki, np.
4 dodatkowe ptyny i rozdrobniony wilgotny
Utrata masy ciata 20 % i wigcej HEP pokarm
Siers¢ lekko zaniedbana 1 5 Postep przegladu z weterynarzem
Nieznaczna piloreksja 2 12 Zastosowanie humanitarnego zakonczenia
Znaczna piloreksja 3
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Zachowanie

Nieznacznie nienaturalny chéd 1
Bardzo nienaturalny chod 2
Znaczne problemy z poruszaniem 3
Bezruch >24 godz. HEP
Napigcie 1 nerwowos$¢ podczas kontaktu 2
Znaczny stres podczas kontaktu, np. 3
dygotanie, wydawanie odgtosow,
agresywnos¢

Srodowisko

Gniazdo w niewielkim nietadzie 1
Gniazdo prawie nierozpoznawalne 2
Brak gniazda 3
Neurologiczna ocena punktowa

Fleksja konczyny przedniej 1
Zmniejszony opor na boczne pchnigcie(i 2

fleksje konczyny przedniej) bez krazenia
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Zachowanie podobno jak w przypadku 3
stopnia 2., z krgzeniem

Dzialania — nalezy zauwazy¢, ze ze wzgledu na fakt, iz komplikacje chirurgiczne obserwuje si¢ zasadniczo bezposrednio w okresie
rekonwalescencji po operacji, niezbedne jest wnikliwe monitorowanie i empatyczny osad eksperta w trakcie pierwszych 24 godzin w celu
zapewniania identyfikacji niepozadanych skutkéw i podjecia dziatan majgcych im zaradzi¢, a takze usmiercania zwierzat w sposob humanitarny,
jezeli ich cierpienie przekracza stopien dotkliwo$ci uznany za dotkliwy.

Przvklad pojedynczego formularza obserwaciji (dni 0 —4)

Dzien 0 1 2 3 4

Wyglad zewnetrzny

Masa ciata (g) (ocena) 320 (0) 292 (1) 285 (2) 287 (1) 292 (1)

Stan siersci

Sier§¢ zaniedbana/piloreksja 1 1 0 1 0
Zachowania
Chdd 3 2 2 2 1
Reakcja na kontakt 0 0 2 0 0
Srodowisko
Stan gniazda 3 2 1 0 0
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OKkreslona dla procedury
neurologiczna ocena punktowa 2 2 1 1 1
Laczna ocena punktowa 9 8 8 5 3
Wielkos$¢ zmiany patologicznej
(ocena na podstawie obrazowania
11 %
metoda rezonansu
magnetycznego)*
Inne spostrzezenia Odzyskanie Poruszanie sig¢ Testy Siers¢ mniej Ukonczone testy
przytomnosci po po klatce i préba | behawioralne, | zadbana, ale waga | behawioralne,
operacji w sposob | zbudowania poczatkowo stabilna i gniazdo | mniejszy niepoko;j i
niezaktocony, brak | gniazda. okazuje w dobrym stanie. znaczna poprawa
komplikacji niepokoj, ale chodu.
. ukonczyt
Dgw_kowanle po 30 wszystkie,
min i 6 godz. gniazdo
bardziej
uporzadkowan

e.

* ,wielko$¢ zmiany patologicznej” (oceniana przy uzyciu obrazowania metodg rezonansu magnetycznego) zostata uwzgledniona, aby badacz
uzupehit ta pozycje na koniec badania. Dane te mozna nastgpnie skorelowa¢ z obserwacjami klinicznymi i behawioralnymi, aby umozliwic¢

dalsze udoskonalanie monitorowania, opieki nad zwierzgtami i procedur.
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Przyklady objasniajace proces klasyfikacji dotkliwosci
Model 5 — produkcja przeciwcial poliklonalnych u krélikow
Ostatnia aktualizacja: 05/02/2013

Kontekst ogolny

Glownym celem produkcji przeciwcial u zwierzat laboratoryjnych jest uzyskanie wysokiego miana, wysokiego powinowactwa surowic
odpornosciowych do uzytku w do§wiadczeniach lub testach diagnostycznych.

Duza cz¢$¢ badan wspolczesnej biologii i chemii opiera si¢ na dostepnosci wysoce swoistych przeciwciat do uzytku w ramach réznych technik
takich jak immunohistochemia, testy ELISA, immunoprecypitacja biatek oraz immunoblot. Dlatego tez wytwarzanie duzych ilosci swoistych
przeciwcial ukierunkowanych na biatka lub peptydy, bedace przedmiotem zainteresowania, jest niezbgdne, aby pomyslnie zrealizowaé wiele
podstawowych i stosowanych programéw badawczych.

W tym przyktadzie krolik zostanie wykorzystany w celu wytworzenia przeciwciat przeciwko matym peptydom, ktore uznaje si¢ za istotne w
regulacji podziatu komoérki, w ramach programu badawczego obejmujacego badania biochemiczne w zakresie podziatu komorki u ssakOw.

Zrodia

e Canadian Council on Animal Care guidelines on; antibody production (2002). Dostepne na stronie internetowe;j:
http://www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Antibody _production.pdf.

e EFPIA/ECVAM (Diehl K-H iin.) 2001) ,,A good practice guide to the administration of substances and the removal of blood, including
routes and volumes”. Journal of Applied Toxicology 21: 15-23.

e JWGR (2001) Refining procedures for the administration of substances. Laboratory Animals35: 1-41.

e Keating SCJ, Thomas AA, Flecknell PA & Leach MC (2012) Evaluation of EMLA cream for preventing pain during tattooing of rabbits:
changes in physiological, behavioural and facial expression responses. PLOS ONE7(9): 44437 (ogolnodost¢pne na stronie internetowej:
http://www.plosone.org).

e Leenars M, Hendriksen CFM (2005) ,,Critical steps in the production of polyclonal and monoclonal antibodies: evaluation and
recommendation”. ILAR Journal46:269-279.
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e Stills HF (2005) ,,Adjuvants and antibody production: Dispelling the myths associated with Freund’s complete and other adjuvants”. ILAR
Journal46:280-293.

e UFAW/RSPCA (2008) Refining Rabbit Care: A Resource for Those Working With Rabbits in Research.Southwater, UK: RSPCA
(ogolnodostepne na stronie internetowej: http://www.rspca.org.uk/researchrabbits).

Badanie

Na podstawie wczesniejszych doswiadczen stwierdzono, ze pojedynczy krolik powinien zapewni¢ wystarczajgcg ilo$¢ materiatu przeciwko
kazdemu peptydowi bedacemu przedmiotem zainteresowania. Krolik bedzie umieszczony w kojcu podlogowym w statej grupie ztozonej ze
zgodnie wspolzyjacych krolikow (takze wykorzystywanych do produkcji przeciwcial), z zapewniong wystarczajaca przestrzenig dla
urozmaicenia warunkow bytowania, ruchu i naturalnych zachowan spotecznych (UFAW/RSPCA 2008).Zwierze zostanie poddane immunizacji
za pomocg mieszaniny antygenu/adiuwanta. Niewielkie iloSci krwi zostang pobrane w okreslonych z gory momentach w celu stwierdzenia, czy
immunizacja przebiegla pomyslnie. Po uzyskaniu odpowiedniego miana przeciwcial, zwierze zostanie wykrwawione w gltgbokim znieczuleniu
bez wybudzania w celu zebrania przeciwcial z krwi.

Czynnosci wymagajace kontaktu z krolikami moga by¢ stresujace 1 powinny by¢ wykonywane przez kompetentnych i empatycznych
pracownikow. Zachowanie krolikow moze by¢ trudne do zinterpretowania i dobrg praktyka jest utrwalanie znajomosci literatury dotyczacej
zachowania krélikow 1 ich dobrostanu. Na przyktad w najnowszych publikacjach stwierdzono, ze u krolikéw w okreslonych warunkach moze
pojawiac si¢ oznak ,,pyskow Sciagnietych bolem” (Keating 1 in. 2012) 1 mozliwo$¢ wykorzystania tego jako narzedzia do oceny dobrostanu
nalezy bada¢ indywidualnie dla kazdego przypadku.

Ze wzgledu na niewielka immunogennos$¢ krétkiego tancucha peptydowego konieczne bedzie podanie go w polaczeniu z adiuwantem.
Woczes$niej uzywano kompletnego adiuwanta Freunda, jednak teraz dostgpne sg syntetyczne adiuwanty, ktore takze sg skuteczne w przypadku tej
procedury, a ich dzialanie jest draznigce w minimalnym stopniu.
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Wstepna ocena ewentualnego stopnia dotkliwosci i uwagi dotyczace okreslonych udoskonalen oraz humanitarnego zakonczenia.

Jakie procedury beda
stosowane wobec zwierzat w
ramach tego badania?

Co beda odczuwaé zwierzeta? Jak
duze cierpienie moze to
spowodowa¢? Co moze spotegowaé
ich cierpienie?

W jaki sposob cierpienie bedzie ograniczane do minimum?

Skutki niepozadane

Metodyka i interwencje

Humanitarne zakonczenie

Immunizacja za pomoca
antygenu i adiuwanta; trzy
podskorne wstrzyknigcia w 8.,
22.,137. dniu.

Dyskomfort odczuwany na skutek
wstrzyknigcia

W reakcji na wstrzyknigcie
adiuwanta moga powstawac
niebolesne guzki.

Mozliwe (rzadkie) owrzodzenie w
miejscu wstrzyknigcia.

Wstrzykiwana ilos¢, postac
uzytkowa i czgstotliwos¢
wstrzyknig¢ beda zgodne z
wytycznymi w zakresie dobrych
praktyk (np. EFPIA/ECVAM lub
JWGR), zazwyczaj maksymalnie w
czterech miejscach 1 w ilosci 0,25
ml na jedno miejsce.

Kazdy wrzdd zostanie natychmiast
poddany leczeniu
weterynaryjnemu.

W przypadku wystapienia
jakichkolwiek objawéw
przedtuzajacego si¢
dyskomfortu, bélu lub
stresu (np. ciagle
Kierowanie uwagi na
miejsca wstrzykniecia lub
guzki), lub jezeli powstang
niegojace si¢ wrzody,
zwierzgta zostang
usmiercone w sposob
humanitarny.

Pobieranie probek krwi w celu
oceny reakcji na przeciwciata
(do 5 pobran).

Chwytanie, kontakt z cztowiekiem i
unieruchamianie zwierzat moga by¢
dla nich stresujace.

Nieznaczny dyskomfort zwigzany z
uktuciem.

Probki zostang pobrane z zyty
powierzchownej (usznej).

Niewielkie ilosci krwi (<5ml)
wylacznie w celu sprawdzenia
miana przeciwciat

Jezeli procedura wywota u
zwierzecia nadmierny
stres, pobieranie probek
zostanie przelozone do
momentu az zwierze
powrdci do normalnego
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Niewielkie ryzyko krwotoku lub Zastosowanie ucisku w miejscu stanu.
powstania krwiaka. pobrania.
Wykrwawienie w znieczuleniu | Niewielki dyskomfort i mozliwa Stosowanie substancji Zwierzg pozostaje w
ogélnym. reakcja negatywna na substancje w znieczulajgcej wywolujacej znieczuleniu do momentu
trakcie indukcji znieczulenia. minimalng negatywna reakcje. usmiercenia.

Analiza

Przewiduje si¢ jedynie tagodng dotkliwo$¢ ze wzgledu na udoskonalenia w hodowli i opieke, dobre praktyki w zakresie wstrzyknieé i pobierania
probek oraz wybor minimalnie draznigcego adiuwanta.

W tym przypadku nalezy zatem uzna¢ ewentualny stopien dotkliwosci powyzszych procedur za LAGODNY.

Czy procedura moglaby nadal byé udoskonalana?

Mozliwo$¢ stosowania minimalnie draznigcych adiuwantow i1 Srodkéw znieczulajagcych wywolujacych mniej negatywna reakcje nalezy
regularnie weryfikowac przez monitorowanie publikacji 1 omawianie tej kwestii z wspotpracownikami. Mozna byloby opracowaé program
przystosowujacy mtode osobniki do czynnos$ci wymagajacych kontaktu z cztowiekiem w celu dalszego ograniczania stresu (UFAW/RSPCA,
2008).

Obserwacje kliniczne
Poniewaz w tym badaniu przewidywano jedynie niewielkie skutki niepozadane, zastosowano podstawowy system monitorowania; tj. zwierze
poddawano kontroli codziennie, a obserwacje zapisywano, ale nie uznano za konieczne, aby uzy¢ usystematyzowanego formularza zapisu

obserwacji.

W koncowej czgsci tego przyktadu zawarto objasniajacy przykladowy formularz obserwacyjny.
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Ocena rzeczywistego stopnia dotkliwoS$ci

Odnotowano przejsciowa, niewielkg opuchlizne w miejscu wstrzykniecia, ale nie wymagata ona leczenia. U krolika zaobserwowano przez krotki
okres czasu cze$ciowe kierowanie uwagi na miejsce wstrzykniecia, jednak uznano, ze wskazuje to jedynie na wystepowanie tagodnego
dyskomfortu. Nie zauwazono oznak ,,pyskoéw $ciggnietych bolem™.

Nie odnotowano efektow niepozadanych w zwigzku z rzeczywistym pobieraniem probek krwi z zyty usznej.
Uznano, ze sklasyfikowanie stopnia dotkliwosci jako LAGODNEGO jest odpowiednie w przypadku tego zwierzecia.

Przykladowy formularz obserwacyjny

Produkcja przeciwcial u krélikéw — formularz procedur i obserwacji

Data Masa ciata | Uwagi
(kg)
01.03 3,5 Wstepne pobranie krwi — 5 ml krwi z zyly usznej; nie
odnotowano niepozadanych skutkow
02.03 Nie wykryto anomalii (NWA)
06.03 NWA
07.03 NWA
08.03 3,6 Immunizacja — 0,25 ml x 2 miejsca podskornie, niewielkie

zainteresowanie tymi miejscami (pielegnowanie) przez kilka
minut, nastgpnie powrot do stanu normalnego
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09.03 NWA

10.03 NWA

11.03 NWA

12.03 Niewielka, migkka niebolaca opuchlizna w miejscu LHS

13.03 Opuchlizna utrzymuje si¢ w miejscu LHS, stan nie pogorszyt si¢

14.03 Opuchlizna nadal utrzymuje si¢ w miejscu LHS, ale nie jest
bolesna przy badaniu palpacyjnym

15.03 3,6 Opuchlizna ustapila, stan ogdlny w normie

21.03 NWA

22.03 3,6 Immunizacja — 0,25 ml x 2 miejsca podskornie, krotkotrwate
zainteresowanie tymi miejscami

28.09 NWA

29.03 3,7 NWA

30.03 Pobranie krwi do badan — 2 ml krwi z Zyty usznej; brak

niepozadanych skutkéw
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05.04 NWA

06.04 3,6 Immunizacja — 0,25 ml x 2 miejsca
14.04 3,6 NWA
15.04 Pobranie krwi do badan — 2 ml krwi z zyly usznej; brak

niepozadanych skutkéw

26.04 NWA
27.04 3,6 Wykrwawienie w znieczuleniu ogélnym, brak niepozadanych
skutkow

Nalezy zachowa¢ potwierdzenie, ze zwierze bylo kontrolowane co najmniej raz dziennie, np. w zapisach dotyczacych danego zwierzgcia (jak
wyzej) lub w zapisach dotyczacych pomieszczenia.

86



Przyklady objasniajace proces klasyfikacji dotkliwosci
Model 6 — tworzenie i utrzymanie zwierzat zmienionych genetycznie
Ostatnia aktualizacja: 05/02/2013

1. Kontekst ogolny

Wykorzystywanie w badaniach zwierzat zmienionych genetycznie przyczynito si¢ do zrozumienia funkcji gendw i odpowiadajacych im biatek.
Rézne fenotypy moga mie¢ szereg roznorakich skutkéw dla dobrostanu zwierzat, niektore z nich moga wywolywaé bol, cierpienie lub stres.
Mimo ze mozna przewidzie¢ niektore fenotypy i wyniki, podczas tworzenia linii zmienionych genetycznie moze pojawi¢ si¢ wiele
nieoczekiwanych lub drugorzednych cech, tak wigec doktadne przewidzenie poziomu dotkliwos$ci nie zawsze jest mozliwe. W praktyce w wielu
liniach zmienionych genetycznie nie wystgpuje oddziatywanie na fenotyp i mozna sporzadzaé protokoty oceny w celu zapewnienia wyKrycia
jakichkolwiek niepozadanych fenotypéw. Ewentualnie przewidywany fenotyp mozna czg¢sto powigzaé z nieprzewidzianymi fenotypami
drugorzednymi, ktore ujawniaja si¢ w r6znych momentach, i r6zne czynniki sSrodowiskowe moga mie¢ na nie wptyw.

Oceniajac rzeczywistg szkode wyrzadzong zwierzgtom, nalezy wzig¢ pod uwage wiele czynnikow, takich jak typ mutacji, genotyp, fenotyp 1
strategia hodowli (np. unikanie szkodliwych fenotypéw homozygotycznych przez kojarzenie heterozygot x szczepu dzikiego) wraz z
charakterem wszystkich dodatkowych procedur naukowych Ilub hodowlanych i potencjalnych skutkéw wymienionych elementow.
Systematyczne 1 przeprowadzone w odpowiednim czasie obserwacje, zardéwno podczas rozwoju kolonii, jak 1 w trakcie calej fazy
eksperymentalnej kolonii sg konieczne, aby mozliwe byto dokonanie skutecznej oceny dobrostanu zwierzat.

Nowe linie nalezy uwaznie monitorowa¢ i poddawac standardowej ocenie dobrostanu. Wszystkie linie powinny by¢ oceniane indywidualnie
przez odpowiednio przeszkolonych i kompetentnych pracownikow podczas rozwoju kolonii i ich utrzymania, a informacje dotyczace
okreslonych zaobserwowanych niepozadanych skutkéw powinny by¢ zestawione i1 zgloszone. Uprawniony personel powinien stosowac
wszystkie stosowne procedury naukowe i razem z pracownikami sprawujacymi opiek¢ powinien monitorowaé i prowadzi¢ rejestr skutkOw
wystepujacych w odniesieniu do zwierzat. Humanitarne zakonczenia nalezy ustala¢ z gory, uwzgledniajac parametry takie jak utrata masy ciafa,
stan fizyczny 1 zachowania bedg przedmiotem zainteresowania, a takze szczegdtowe cechy rozwojowe. Nie nalezy utrzymywaé przy zyciu
zadnego ze zwierzat, jezeli przekroczona zostanie granica przewidywanej dotkliwo$ci, chyba ze zwierze to jest szczegdlnie wazne z naukowego
punktu widzenia, jednak w takiej sytuacji konieczne jest pozwolenie wydane przez wtasciwy organ.
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Charakter, wybrany moment przeprowadzenia i czas trwania obserwacji bedg zalezne od liczby czynnikow innych niz zastosowana mutacja. Na
przyktad cechy genetyczne i warunki srodowiskowe, w ktorych zwierzgta sg trzymane, moga znaczaco zmieni¢ ekspresje fenotypu. Nalezy
doktadnie odnotowac te okreslone czynniki, aby utatwi¢ w wigkszym stopniu poréwnania miedzy obiektami oraz ogdlne monitorowanie
zwierzat zmienionych genetycznie. 08).Nalezy takze uwzgledni¢ dlugo$¢ zycia kazdej linii w obrebie poszczegodlnego obiektu, poniewaz
niektore fenotypy pojawiaja si¢ pdzno, a wigc ich zaobserwowanie bedzie mozliwe tylko jezeli zwierzeta trzymane sa przez dtuzszy okres czasu.

Zrodla

RSPCA GA Passport Working Group (2010) GA Passports: The Key to Consistent Animal Care. Southwater, UK: RSPCA (dost¢pne na stronie
internetowej: http://www.rspca.org.uk/sciencegroup/researchanimals/implementing3rs/gapassport).

Wells DJ i in. (2006) Assessing the welfare of genetically altered miceLaboratory Animals 40(2): 111-114 (dostepne na stronie internetowe;:
http://www.nc3rs.org.uk/downloaddoc.asp?id=356&page=231&skin=0).

2 Przyklady

Trzy przyktady w sekcjach 2.1-2.3 ponizej przedstawiaja sposob dokonywania oceny stopnia dotkliwosci w przypadku myszy zmienionych
genetycznie, w tym przeglad krytycznych etapow rozwoju, wplyw procedur i rozwoj kolonii. W kazdym przyktadzie uwzglgdnia si¢ przede
wszystkim zasady oceny stopnia dotkliwosci zamiast analizowa¢ kazdy mozliwy scenariusz w ramach rozwoju kolonii.

Stworzenie kazdego modelu bedzie przebiega¢ zgodnie z unormowanymi procedurami wymagajacymi poddania osobnikéw meskich bedacych
reproduktorami chirurgicznemu zabiegowi wazektomii, manipulacji zarodkami i ich implantacji chirurgicznej w organizmie biorcy bedacego
osobnikiem zenskim w stanie cigzy urojonej. Zaktada si¢ stosowanie dobrych praktyk, zgodnie z ktorymi przestrzega si¢ warunkow
aseptycznych, kontroluje si¢ bol 1 zapewnia si¢ obecno$¢ kompetentnego chirurga.

Potwierdzenie obecnosci w potomstwie zalozyciela lub potomstwie otrzymanym z linii zarodkowej zostanie ustalone na podstawie probek
tkanek uzyskanych jako produkt uboczny identyfikacji (nacinanie uszu) lub za pomocg metody mniej inwazyjnej, ktora zapewni odpowiednie
tkanki do wykorzystania przy ocenie genotypu. Strategia fenotypowa dla kazdej linii bedzie zalezna od genu, obszaru badan i przewidywanych
skutkow. Ocena stopnia dotkliwosci bedzie przeprowadzana na podstawie serii unormowanych obserwacji.
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2.1 Model myszy zmienionej genetycznie — GeneA™aFunding)-ab

2.1.1 Kontekst ogdlny

Za pomocg nowej mutacji w genie GeneA, ktora byta ukierunkowana na lini¢ zarodkowych komorek macierzystych otrzymanych ze szczepu
zrédtowego C57BL/6N o nieznanym potencjale fenotypowym, stworzono koloni¢ myszy. Model utrzymano w okreslonym szczepie zrodtowym
(C57BL/6N). Po ustanowieniu transferu linii zarodkowej myszy G1 przeprowadzono podstawowe badanie oceny dobrostanu, wykorzystujac w
tym celu 30 mlodych z 3—5 miotéw z niezaleznych kry¢. Potomstwo monitorowano na ustalonych krytycznych etapach rozwoju kolonii: w
momencie urodzenia, 14 dni po urodzeniu (w potaczeniu z identyfikacjg mtodych i odzyskiwaniem tkanek w celu genotypowania) oraz w chwili
odsadzenia od matki. Opracowano odpowiedni formularz oceny punktowej na podstawie programu oceny dobrostanu zwierzat zmienionych
genetycznie (Wells i in. 2006). Zootechnicy wraz z osobami zarzadzajacymi koloniami, ktére monitoruja wskazniki genotypu, prowadzili
obserwacje mtodych na etapie pobytu klatce. W miar¢ mozliwos$ci myszy trzymano w grupach po odsadzeniu od matki, w wentylowanych
oddzielnie klatkach wyposazonych w $cidtke, materialty do budowy gniazd 1 z zapewnionym odpowiednio urozmaiconym s$rodowiskiem.
Zootechnicy podczas codziennych interakcji dokonywali oceny na etapie pobytu zwierzat w klatkach az do momentu osiggnigcia przez myszy
dojrzatosci plciowej. Oceny dlugoterminowe dotyczace niepozadanych skutkéw dla dobrostanu zwigzanych z wiekiem monitorowano i
rejestrowano na podstawie obserwacji zwierzat nalezacych do hodowli podstawowej i przysztych zwierzat hodowlanych. Wszystkie obserwacje
poréwnano ze szczepem zrodtowym 1 oceniono ich przydatnosé.

2.1.2 Ocena
Jakie procedury beda | Co beda odczuwaé zwierzeta? Jak | W jaki sposob cierpienie bedzie ograniczane do minimum?
stosowane wobec | duze cierpienie moze to
zwierzagt w ramach | spowodowaé? Co moze spotegowaé
tego badania? ich cierpienie?

Skutki niepozadane Metodyka i interwencje Punkty koncowe
Podstawowe skutki | Genetyczna modyfikacja moze State monitorowania na etapie Zwierzeta zostang usmiercone,
zmiany genetycznej. powodowac niepozadane skutki trzymania zwierzat w klatkach. jezeli stopien dotkliwosci
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kliniczne.

W przypadkach, w ktérych skutki te sg
nieprzewidywalne, kazda oznaka
$wiadczaca o tym, ze u zwierzat
poddanych mutacji nastgpita zmiana
normalnych fizycznych lub
behawioralnych parametréw (tj. tych
parametréw, o ktorych wiadomo, ze
wystepuja w fenotypach powigzanych z
cechami genetycznymi lub myszy
kontrolnych szczepu dzikiego) moze
wskazywac na problem naruszenia
dobrostanu.

Ocena dobrostanu w okreslonych
momentach rozwoju; narodziny,
odsadzenie 1 dojrzato$¢ ptciowa.

W zalezno$ci od charakteru
kazdego z wykrytych
niepozadanych skutkéw w miare
mozliwos$ci zastosowane zostang
czynniki fagodzace, takie jak
zmienione strategie hodowli lub
udoskonalenia hodowli (np.
wieksza ilo$¢ materiatow do
budowy gniazd w celu rozwigzania
problemu pogorszenia
termoregulacji).

przekroczy poziom umiarkowany.

Pobieranie
tkanek

do

genotypowania.

prébek
celow

Mozliwy bdl lub stres wywotany
metoda pobierania probek tkanek, np.
nakluwanie uszu/nacinanie uszu lub
pobieranie probki z koniuszka ogona

Biopsja ogona jest powszechnie
stosowana w przypadkach, w ktorych
wymaga si¢ pobrania wigkszych ilosci
DNA, jednak moze powodowac bol
krotko-i dtugotrwaty (bol dlugotrwaty
spowodowany przez powstawanie

W przypadkach identyfikowania
zwierzat metodg nacinania uszu
dobrg praktyka jest
wykorzystywanie w miar¢
mozliwosci tkanek usznych do
celéw genotypowania

W przypadku pobierania probki z
koniuszka ogona nalezy pobierac
minimalng ilo$¢ materialu (majac
na uwadze, Ze powtarzanie
procedury pobierania probki jest

Nie ma zastosowania, poniewaz
procedura powinna by¢
wykonywana jednorazowo i nie jest
prawdopodobne, aby spowodowany
bol lub stres osiggaty poziom, w
przypadku ktérego u§miercanie w
sposob humanitarny byloby
konieczne.
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nerwiakow)

wysoce niewskazane), w razie
potrzeby nalezy zastosowac
znieczulenie i analgezj¢, a problem
nadmiernego krwawienia nalezy
niezwlocznie rozwigzac.

Nowe rozwigzania w zakresie
technik mniej inwazyjnych nalezy
monitorowac, ocenia¢ lokalnie 1
wdraza¢ w miar¢ mozliwosci.

Fenotypowanie.

Stres wywotany czynnos$ciami
wymagajacymi kontaktu lub

zastosowaniem testu fenotypowego, np.

stres zwigzany z umieszczeniem
zwierzgcia w nieprzyjaznym otoczeniu,
podawanie zwigzkow
eksperymentalnych w celu wywotania
reakcji, monitorowanie zakazenia,
znieczulenie i unieruchomienie w celu
poddania obrazowaniu itd.

Szkolenia pracownikow
przeprowadzajacych fenotypowanie
w zakresie wykonywania czynno$ci
wymagajacych kontaktu ze
zwierzetami oraz obserwacji w
spos6b kompetentny, empatyczny i
znormalizowany.

Stosowanie znieczulenia podczas
obrazowania lub wykonywania
innych bolesnych procedur.
Usystematyzowanie testow
fenotypowych w taki sposob, aby
przechodzi¢ od testow najmnie;j
inwazyjnych (np. obserwacja na
otwartej przestrzeni) do testow
najbardziej inwazyjnych (np.

W przypadku gdy mutacja wywota
dotkliwa reakcje¢ na test
fenotypowy, osiagni¢te zostang
humanitarne punkty koncowe i
zwierzeta zostang usmiercone w
spos6b humanitarny.
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procedury wymagajace
znieczulenia).

Badany gen jest nowg mutacja, aczkolwiek nieznane sg skutki niepozadane. Doswiadczenie w tym zaktadzie pokazato, ze znaczna czg$¢
podobnych modeli zasadniczo odznacza si¢ fenotypem tagodnym. W niektorych przypadkach w ramach modelu bedg jednak niespodziewanie

ujawnia¢ si¢ umiarkowane objawy kliniczne i dlatego tez, na tej podstawie w tym przyktadzie ewentualny stopien dotkliwos$ci zostatby uznany
za UMIARKOWANY.

2.1.3  Wyniki

Wstepna ocena noworodkow (w momencie narodzin):

Kolor mlodych W normie

(tylko w przypadku
noworodkow)

Zachowania W normie
mlodych

(tylko w przypadku
noworodkow)

Prosaki Zaobhserwowano

(tylko w przypadku
noworodkow)

Miot Wszystkie mtode speinialy parametry podstawowe w odniesieniu
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do rozmiaru miotu, homogenicznos$ci miotu, roZwoju i wzrostu
mtodych.

Po uptywie 14 dni od narodzin i odsadzeniu od matki zaobserwowano nastepujgce wskazniki.

Wyglad ogolny Wszystkie mlode byly pod wzgledem morfologicznym
,,normalne”

Nie zaobserwowano cech wskazujacych na wady rozwojowe

Wielkos¢, Rozwd¢j w normie, zgodny ze standardowa krzywa rozwoju w
uformowanie i przypadku szczepu zroédlowego

rozwoj

Stan siersci W normie

Zachowanie — Zachowania 1 interakcje z wszystkimi zwierzetami w klatce w
Postawa, chod, normie; nie zaobserwowano hiperaktywnosci 1 agresji

aktywnos¢ i
interakcje z
otoczeniem

Objawy kliniczne Brak

Wzgledna wielko$¢ | W normie w porownaniu ze szczepem Zrédtowym

Liczby Wspotczynnik $miertelnosci przed odsadzeniem byt w normie w
porownaniu z szczepem zrodlowym
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Obserwacje kliniczne

Wszystkie obserwacje 1 wskazniki odnoszace si¢ do noworodkow przed odsadzeniem uznano normalne w stosunku do zrédtowych cech
genetycznych (C57BL/6N) w przypadku myszy homozygotycznych, heterozygotycznych i myszy szczepu dzikiego urodzonych z zachowaniem
normalnych proporcji Mendla.

W wieku 4 tygodni myszy homozygotyczne i myszy szczepu typu dzikiego (7+7) zostaly poddane serii testow obserwacyjnych i proceduralnych
o charakterze tagodnym, takich jak SHIRPA, dysmorfologia, test ,,pustego pola”, parametry biochemiczne krwi, obrazowanie przy uzyciu
aparatow DEXA i FAXITRON przez okres 16 tygodni. W koncowej czgsci tego eksperymentu analiza fenotypowa wykazata obnizenie klirensu
glukozy u myszy homozygotycznych po przeprowadzeniu dootrzewnowego testu tolerancji glukozy (ipGTT). Chociaz poziom klirensu glukozy
obnizyt si¢ w trakcie badania, po przeprowadzeniu procedury wszystkie zwierzeta wrocilty do stanu wyjsciowego 1 nie odnotowano zadnych
innych niepozadanych skutkow.

2.1.4 Analiza wynikéw
Ocena rzeczywistej dotkliwosci

Po zatozeniu kolonii do jej utrzymania i rozwoju uzyto myszy heterozygotycznych i osobnikéw szczepu dzikiego z tego samego miotu. Nie
zaobserwowano szkodliwych fenotypéw wu zadnej z myszy uzytych do hodowli i1 utrzymania, wigc uznano, ze nie begdzie zadnych skutkow
niepozadanych. Poniewaz nie przewiduje si¢ zadnych szkodliwych fenotypow, linia ta mogtaby zosta¢ w zwigzku z tym utworzona jako
homozygotyczna i utrzymywana bez koniecznosci wydania pozwolenia na projekty.

Opisane powyzej kojarzenie myszy heterozygotycznych x myszy heterozygotycznych doprowadzito do utworzenia myszy homozygotycznych.
Grupe tych myszy wykorzystano do standardowego badania w zakresie fenotypowania obejmujacego seri¢ tagodnych protokotow, w tym
wktucie igly w celu pobrania probki krwi podczas dootrzewnowego testu tolerancji glukozy. Jednoczesnie poddano testom myszy kontrolne
szczepu dzikiego. Laczny wplyw na myszy bylby tagodny ze wzgledu na pobieranie probek krwi i dalsze procedury fenotypowania w
przeciwienstwie do ogolnego wpltywu na zmiang genetyczng.
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Podsumowanie
Hodowla i utrzymanie — brak skutkéw niepozadanych
Myszy homozygotyczne + myszy szczepu dzikiego — LAGODNY - na podstawie badan przesiewowych (brak skutku zmiany genetycznej)

Podsumowujac, mozna uznaé, ze linia myszy zmienionych genetycznie zawiera nieszkodliwy fenotyp. Hodowla stabilnych linii nie
wymagalaby wydania pozwolenia na projekty na mocy dyrektywy.

Labcode

2.2 Model myszy zmienionej genetycznie — Tg(GeneB)

2.2.1 Kontekst ogdlny

Zatozona zostanie kolonia myszy z mutacjg polegajaca na nadekspresji transgenu jako model do badan nad pewng formg nowotworu. Linia
zostanie stworzona na bazie szczepu C57BL/6N. Nie mozna jednak zdefiniowaé wystgpienia i tempa rozwoju nowotworu i bedzie to wymagac
oceny w ramach charakterystyki modelu. Po powstaniu linii zatozyciela przeprowadzone zostanie podstawowe badanie oceny dobrostanu

zgodnie z opisem zawartym w sekcji 2.1. Najbardziej uzyteczna linia bedzie rozwijana w celu prowadzania badah nad tym typem biataczki.

2.2.2 0Ocena

Jakie procedury bedg
stosowane wobec
zwierzat w ramach
tego badania?

Co bedg odczuwaé zwierzeta? Jak
duze cierpienie moze to
spowodowac¢? Co moze spotegowac
ich cierpienie?

W jaki sposéb cierpienie bedzie ograniczane do minimum?

Skutki niepozadane

Metodyka i interwencje

Punkty koncowe

Ocena I
charakterystyka
rozwoju nowotworu

Utrata masy ciala 1 pogorszenie stanu
zdrowia beda postgpowaé wraz z
rozwojem nowotworu

Interwencje beda opiera¢ si¢ na
codziennych obserwacjach z
wykorzystaniem Kkryteriow, takich

Zwierzeta nalezace do hodowli
podstawowej i hodowlane, u
ktérych wystapia objawy kliniczne
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Podskorna opuchlizna moze | jak: utrata masy ciata, pogorszenie | nieobjete procedurami
powodowa¢ dyskomfort, wptywaé¢ na | stanu zdrowia, letarg itd. eksperymentalnymi,  takiej  jak

normalne zachowanie, postawe 1 ) ) _ | utrata masy ciata o ponad 15 %, zly
Codzienne obserwacje i

monitorowanie  0golnego  stanu
Zwierzeta mogg by¢ bardziej podatne | zdrowia i rozwoju nowotworu.

na chorobe ze wzgledu na naruszony
system odporno$ciowy

sprawnos¢ ruchowa stan  sierSci, letarg,  zostana
usmiercone w sposob humanitarny.
Zwierz¢ zostanie u$miercone Ww
sposob  humanitarny, jezeli guz
przeksztatci si¢ we wrzod lub
bedzie zaktocat naturalne
zachowanie, postawe lub sprawnos¢
ruchowg zwierzecia, badz tez jezeli
jego srednica przekroczy 1,2 cm.

Zwierzeta wykazujace oznaki ztego
stanu zdrowia bedg uSmiercane w
sposéb humanitarny.

Badany model zostanie zmutowany w celu stworzenia przewidywanej choroby genetycznej. Nie mozna tatwo przewidzie¢ momentu wystapienia
choroby, ale jej objawy kliniczne mozna z goéry okresli¢, aby scharakteryzowa¢ moment wystapienia choroby. Model juz scharakteryzowany
wymagatby utrzymania w celu umozliwienia korzystania z niego w trakcie kolejnych badan eksperymentalnych w zakresie potencjalnego
leczenia tego rodzaju badanego nowotworu. W zwigzku z tym w tym przykladzie ewentualny stopien dotkliwosci zostatby uznany za
UMIARKOWANY.

223 Wyniki

Przeprowadzono oceny dobrostanu, jak przedstawiono powyzej w sekcji 2.2. Nie odnotowano zadnych zaburzen w odniesieniu do krytycznych
momentdw rozwoju oraz osigganiu dojrzatosci ptciowej. Powiekszono koloni¢ o zwierzeta hodowane i przyszie zwierzeta hodowlane, ktore
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kojarzono od 10. tygodnia zycia, aby utrzymac¢ koloni¢ i stworzy¢ nowe zwierzgta do§wiadczalne. Zwierzeta monitorowano w trakcie catego
okresu 1 odnotowano rozwdj nowotworu po 18. tygodniu zycia u 60 % zwierzat ze zmutowanym genem. Kliniczny przebieg choroby wynosit 4—
6 tygodni, a po tym czasie zwierz¢ta wymagaty poddania ich eutanazji.

2.2.4 Analiza wynikéw
Ocena rzeczywistej dotkliwosci

Odnotowano, ze u zwierzat ze zmutowanym genem nastgpil rozwoj nowotworu u 60 % zwierzat po 18. tygodniu zycia. Strategia hodowli
zaktadata kojarzenie zwierzat po 10. tygodniu zycia. Uznano mozliwo$¢ rozwinigcia si¢ nowotworu u par hodowlanych za wystarczajaca w celu
dokonania zmian w hodowli i utrzymaniu. Pary hodowlane kojarzono nastgpnie od 6. tygodnia zycia i rozdzielono je do 12. tygodnia zycia
poprzez us$miercenie osobnikow plci meskiej. Osobniki plci zenskiej nalezace do hodowli podstawowej oraz zmienione genetycznie
monitorowano codziennie w celu wykrycia wczesnych objawdw rozwoju nowotworu. Zwierzgta, ktore nie zostaly wykorzystane lub nie byly
potrzebne do badan, zostaty usmiercone w sposdb humanitarny, zanim pojawily si¢ jakiekolwiek objawy kliniczne.

Podsumowanie

Zwierzgta przed 18. tygodniem zycia — brak niepozadanych skutkéw
Zwierzgta, u ktorych rozwijat si¢ nowotwor po 18. tygodniu zycia — LAGODNE ze wzgledu na wezesne kliniczne punkty koncowe
Zwierzgta, u ktorych rozwijat si¢ nowotwor po 18. tygodniu zycia, i przeznaczone do wykorzystania — LAGODNE lub UMIARKOWANE w
zaleznos$ci od zastosowania klinicznych punktéw koncowych
2.3 Model myszy zmienionej genetycznie — GeneC'™aFunding)-ab

2.3.1 Kontekst ogolny

Stworzono koloni¢ myszy z mutacjg w genie GeneC, ktora byta ukierunkowana na lini¢ zarodkowych komoérek macierzystych otrzymanych ze
szczepu C57BL/6N o znanym potencjale fenotypowym, w celu prowadzenia badan nad zachowaniem 1 pami¢cig. Model ten utrzymano w
ramach okreS$lonego szczepu zrodtowego (C57BL/6N). Po ustanowieniu transferu linii zarodkowej myszy G1 przeprowadzono podstawowe
badanie oceny dobrostanu.
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2.3.2 0Ocena

Jak okreslono w sekcji 2.1, badany gen jest nowg mutacjg. Celem modelu jest wykorzystanie go w przysztych badaniach behawioralnych
testujgcych skuteczno$¢ nowych srodkow farmaceutycznych. Doswiadczenie w tym zaktadzie pokazalo, ze znaczna cze$¢ podobnych modeli
zasadniczo odznacza si¢ fenotypem lagodnym. W niektorych przypadkach w ramach modelu bedg jednak niespodziewanie ujawniaé si¢
umiarkowane objawy kliniczne i1 dlatego tez, na tej podstawie, w tym przykladzie ewentualny stopien dotkliwosci zostalby uznany za
UMIARKOWANY.

2.3.3  Wyniki

Wszystkie obserwacje 1 wskazniki uznano za pozostajace w normie w poréwnaniu z zroédlem genetycznym tego modelu (C57BL/6N) w
przypadku myszy homozygotycznych, heterozygotycznych i myszy szczepu dzikiego urodzonych z zachowaniem normalnych proporcji Mendla.

Po ukonczeniu 4. tygodnia zycia myszy homozygotyczne 1 myszy szczepu dzikiego poddano serii obserwacji i testow w celu oceny procesu
uczenia si¢ 1 pamigci. Testy prowadzono przez okres 10 tygodni. W koncowej czgéci tej analizy fenotypowej nie zaobserwowano zadnych
szkodliwych fenotypéw. Model ten wykorzystano pozniej do badania skutecznosci nowych srodkéw farmaceutycznych.

W ramach hodowli myszy heterozygotycznych stworzono zdrowe homozygotyczne zwierzeta, u ktorych ujawnita si¢ podobna zdolnos¢ do
reprodukcji jak w przypadku szczepu Zrédtowego. Dlatego tez w celu ograniczenia liczby zwierzat zastosowano strategie hodowli polegajaca na
kojarzeniu homozygotycznym. W przeciwienstwie do kojarzenia pierwotnego, w ramach ktérego myszy homozygotyczne powstaty z kojarzenia
osobnikow heterozygotycznych z osobnikami heterozygotycznymi, nowa grupa zwierzat homozygotycznych powstala z homozygotycznego
kojarzenia rodzicow okazata si¢ chartacza i nie zdotata osiggnac¢ wielkosci i wagi swojego rodzenstwa.

Chociaz przeznaczeniem linii byt pierwotnie model zachowania i pamigci, przeprowadzono takze dalsza analize tkanek 1 krwi otrzymanych z
tych zwierzat. Podczas analizy wynikdw biochemii krwi i przegladu kolejnych publikacji ustalono, ze gen GeneC stanowi niezbg¢dne biatko
transportowe, ktore wigze witaming B12. Delecja genu GeneC skutkowata naruszeniem mechanizmu transportu pozakomorkowego, co
wplywato w negatywny sposob na synteze DNA i metabolizm tluszczu 1 bialek. Wplyw tej mutacji nie bytby widoczny u myszy urodzonych
przez heterozygotycznego osobnika pici zenskiej, poniewaz matczyne zrodio witaminy B12 jest przenoszone w tonie matki przez tozysko do
rozwijajacego sie ptodu. Dlatego tez pierwotny knock-out w przypadku tego genu przewidywatl przechowanie wystarczajacej ilo$ci witaminy
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B12, aby umozliwi¢ mu przetrwanie 1 rozwijanie si¢ przynajmniej do 16. tygodnia zycia, zapewniajagc normalng hodowle i ptodnos¢ szczepu
zrodtowego.

2.3.4 Analiza wynikéw

Ocena rzeczywistej dotkliwosci

Przyktad ten pokazuje, ze utrzymanie kolonii moze mie¢ znaczacy i czgsto nieoczekiwany wpltyw na myszy. Na podstawie dostepnych wczesniej
informacji i wynikow pierwotnych hodowli i fenotypowania kolonia nie wyrdzniataby si¢ niczym nadzwyczajnym. Logicznie rzecz ujmujac,
utrzymywanie kolonii zgodnie z homozygotyczng strategig kojarzenia w normalnych okoliczno$ciach zapewniatoby pozyskiwanie minimalnej
liczby zwierzat, co jest pozadane, aby ograniczy¢ wykorzystanie zwierzat. Nieprzewidziane szkodliwe fenotypy moga wystapi¢ w liniach

utrzymywanych wczesniej jako normalne zwierzgta bez pozwolenia na prowadzenie projektow. Na skutek niepozadanego wplywu na dobrostan
zwierzat w tym przyktadzie nalezaloby objac ten model z powrotem pozwoleniem na projekty, gdyby zastosowano ten typ programu hodowli.

Podsumowanie
Hodowla i utrzymanie par heterozygotycznych — brak skutkow niepozadanych

Hodowla i utrzymanie par homozygotycznych — umiarkowana dotkliwo$¢ w przypadku potomstwa tej generacji ze wzgledu na chartaczenie i
brak rozwoju

Przyklad 2.3 — uwzglednia si¢ tu w szczegolnosci potrzebe przekazywania dokladnych i przydatnych danych zwiazanych z dobrostanem
miedzy instytutami w przypadku gdy szkodliwe fenotypy mogg si¢ ujawnié, na przyklad w postaci ,,paszportu genetycznego myszy”'.

"RSPCA GA Passport Working Group (2010) GA Passports: The Key to Consistent Animal Care. Southwater, UK: RSPCA (dostepne na stronie internetowej:
http://www.rspca.org.uk/sciencegroup/researchanimals/implementing3rs/gapassport).

99


http://www.rspca.org.uk/sciencegroup/researchanimals/implementing3rs/gapassport






