Eutanazja kurzych zarodkow

Wstep

Zarodki kurze (rzadziej zarodki innych ptakow) oraz ich blona kosméwkowo-
omoczniowa (CAM) sg uzywane od ponad 100 lat w biologii doswiadczalnej 1 czgsto sa
rozwazane jako modele zastgpujace wykorzystywanie ssakow. Prowadzone na nich badania
dotycza przede wszystkim biologii nowotworow oraz powstawania i1 funkcji naczyn
krwiono$nych. Czgsto stosuje si¢ je rOwniez w pracach z zakresu embriologii, farmakologii
czy medycyny regeneracyjne;.

W powszechnym odbiorze wykorzystanie zarodkdéw ptasich budzi mniej zastrzezen
etycznych niz wykorzystanie ssakéw czy ptakoéw po ich urodzeniu czy wykluciu. Jest jednak
oczywiste, ze podobnie jak ssaki rowniez ptaki w trakcie rozwoju zarodkowego staja si¢
stopniowo wrazliwe na bol. Zaktada si¢, ze u zarodkdw ptasich proces ten rozpoczyna si¢ od
potowy okresu wysiadywania jaj. W przypadku zarodkow kurzych uznaje si¢, ze znaczaca
wrazliwos$¢ na bol wystepuje od 13-stego dnia inkubacji (piskleta wykluwaja si¢ zwykle 21
dnia). Najcze$cie] przyjmuje si¢, ze w ostatniej 1/3 okresu wysiadywania zarodki ptasie
powinny by¢ traktowane jak zarodki ssacze w ostatniej 1/3 okresu cigzy.

Badania prowadzone na blonie kosmowkowo-omoczniowej:

W momencie zniesienia jaja przez kurg, zarodek sktada si¢ juz z kilkudziesigciu tysigcy
komorek tworzacych dwuwarstwowa tarczke utozong na zottku. Jego dalszy rozwdj przebiega
od momentu rozpoczecia naturalnego wysiadywania lub sztucznej inkubacji. Btona
kosmowkowo-omoczniowa (CAM) rozwija si¢ poczawszy od 7 dnia inkubacji. Poniewaz jest
tatwo dostepna i dobrze unaczyniona wykorzystuje si¢ ja zwlaszcza w badaniach wzrostu
nowotwordow, ich wrazliwosci na leki oraz mechanizméw angiogenezy i wplywu lekéw na
funkcjonowanie naczyn krwiono$nych.

Badania z wykorzystaniem CAM najcze¢$ciej polegaja na wszczepieniu komorek
nowotworowych i/lub iniekcji badanych lekow. Kluczowe jest zwrdcenie uwagi na jakim
etapie rozwoju zarodka prowadzone bgda doswiadczenia i w ktérym dniu rozwoju zarodka
doswiadczenie zostanie zakonczone. W badaniach wykorzystuje si¢ zwykle CAM zarodkow
od 9 do 14 dnia rozwoju, ale czasem zakres ten zwicksza si¢ od 8 do 18 dnia. Okres rozwoju
zarodka decyduje o konieczno$ci i sposobie przeprowadzenia eutanazji.

Metody eutanazji

Eutanazja kurzych zarodkow przed 13 dniem rozwoju

Jesli w doswiadczeniu wykorzystywane sg zarodki kurze przed 13 dniem rozwoju — nie
jest wymagane podczas jego przebiegu stosowanie srodkow przeciwbolowych.

Eutanazja moze zosta¢ przeprowadzona np. przez umieszczenie jaj w 4°C przez 4 h.



Eutanazja kurzych zarodkow od 13 dnia rozwoju

W przypadku zarodkéw po 13 dniu rozwoju powinno si¢ rozwazy¢ mozliwos¢ i
zasadno$¢ zastosowania srodkow przeciwbolowych podczas wykonywania procedur, oraz
eutanazji po zakonczeniu doswiadczenia. Najczesciej zaleca si¢ dwie metody eutanazji:

- z wykorzystaniem inhalacji CO,

- z wykorzystaniem $rodkéw farmakologicznych

Eutanazja z wykorzystaniem inhalacji CO,

Nalezy pamietaé, ze naturalny poziom CO, w mikrosrodowisku zarodka moze by¢
wysoki — do 14%. Dlatego zalecane st¢zenia CO, s3 wysokie, a czasy inkubacji diugie.
Najczesciej zaleca si¢ eutanazj¢ zarodkéw kurzych poprzez umieszczenie jaj w atmosferze
90% CO; przez 20 minut.

Eutanazja z wykorzystaniem srodkow farmakologicznych

Eutanazj¢ z wykorzystaniem $rodkéw farmakologicznych powinno si¢ rozwazyc¢
zwlaszcza w przypadku konczenia do$wiadczenia na zarodkach ktoére osiagnety 18 dzien
rozZwoju.

Najlepiej udokumentowana jest przydatnos¢ pentobarbitalu. Mozna stosowaé podanie
dozylne pentobarbitalu, wykonujac iniekcj¢ do naczyn CAM. Prowadzi to najpierw do
glebokiej anestezji, a nast¢pnie do $mierci zarodka. Nie ma rekomendowanych dawek do
anestezji dla zarodkoéw kurzych — skutki iniekcji musza by¢ monitorowane indywidualnie w
przypadku kazdego zarodka, do czasu zaniku ruchow 1 ustania akcji serca (pulsowania
naczyn). Przykltadowa sprawdzona objeto$¢ stosowana przy iniekcji do naczyh CAM
roztworu pentobarbitalu sodu (16 g/100 mL) to 0.02-0.05 mL. Podanie mozna wykona¢ np. za
pomoca strzykawki insulinowej z igla 30G x 12 mm. Iniekcj¢ nalezy wykonywaé do
jasnoczerwonych naczyn, gdyz cisnienie krwi jest w nich nizsze. W naczyniach
ciemnoczerwonych, pulsujacych, ci$nienie jest wyzsze, wprowadzenie leku jest trudniejsze, a
uszkodzenie naczyn moze prowadzi¢ do silnego krwawienia.

Mozna rowniez rozwazy¢ podanie ketaminy z ksylazyna, cho¢ nie ma ustalonych,
rekomendowanych dawek. Przykladowa dawka, ktora byla skutecznie wykorzystywana do
eutanazji zarodkow kurzych w 18 dniu rozwoju to 2 mg ketaminy 1 0.2 mg ksylazyny podane
domigsniowo, do mig$nia piersiowego.

Podanie pentobarbitalu mozna réwniez stosowac jako metode krotkotrwalej anastezji,
jesli procedura doswiadczalna musi by¢ wykonana na zyjacym zarodku.
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