KRAJOWA KOMISJA ETYCZNA
DO SPRAW DOSWIADCZEN NA ZWIERZETACH

z s. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
ul. Wspdlna 1/3, 00-529 Warszawa

UCHWALA nr 34/2026
Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach
z dnia 8 wrzesnia 2026 roku

Na podstawie art. 33 ust. 1 pkt 2 ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzqgt
wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych (Dz.U. z 2023 r. poz. 465 ze zm.,
dalej ,,ustawa”), uchwala si¢, co nastgpuje:

81

Krajowa Komisja Etyczna do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach (dalej: KKE) ustala opisane
w zataczniku do niniejszej uchwaty dobre praktyki w zakresie wykorzystywania zarodkow
ptakow w badaniach eksperymentalnych, na przykladzie zarodkéw kurzych.

§2

Niniejsza uchwate udostepnia si¢ do wiadomos$ci oraz stosownego wykorzystywania przez
lokalne komisje etyczne do spraw doswiadczen na zwierzgtach i zespoty ds. dobrostanu oraz
publikuje si¢ w Biuletynie Informacji Publicznej na stronie podmiotowej ministra wtasciwego
do spraw szkolnictwa wyzszego 1 nauki oraz na stronie internetowej KKE.

§3

Niniejszg uchwalg zastepuje si¢ dobre praktyki w zakresie eutanazji kurzych zarodkow
od 13 dnia rozwoju.

§4
Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

dr hab. Radostaw KOWALSKI, prof. Instytutu
Przewodniczacy
Krajowej Komisji Etycznej
do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach



Zatgcznik do uchwaly Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach
nr 34/2026 z dnia 8 wrzesnia 2026 roku

Dobre praktyki
Wykorzystywanie zarodkow ptakéw w badaniach eksperymentalnych
na przykladzie zarodkow kurzych

1. Wstep

Rozwo6j zarodka w jaju jest procesem wysoce zlozonym, na ktory wplywa wiele czynnikow.
Prawidltowy przebieg embriogenezy zalezy nie tylko od utrzymania odpowiednich parametrow
srodowiskowych w inkubatorze i klujniku, takich jak temperatura, wilgotno$¢ oraz stezenie
tlenu (O2) i dwutlenku wegla (CO2), lecz takze od wlasciwego postepowania z jajami
wylegowymi przed ich wlozeniem do inkubatora oraz w trakcie inkubacji, w tym m.in.
regularnego obracania jaj.

Zarodek kurzy (rzadziej zarodki innych ptakéw) stanowi alternatywny model badawczy
w badaniach przedklinicznych ze wzgledu na tatwa dostgpnos¢ oraz relatywnie niskie koszty
utrzymania. Jego szybki rozw0j oraz naturalnie zamknigte sSrodowisko wzrostu stanowig istotne
zalety w poréwnaniu z tradycyjnymi modelami ssaczymi. Ponadto wykorzystanie zarodkéw
kurzych (szczegdlnie we wczesnych stadiach rozwoju) budzi mniejsze kontrowersje etyczne
niz badania z wykorzystaniem ssakdw, poniewaz ptasie embriony nie posiadaja jeszcze w petni
wyksztalconego uktadu nerwowego, receptorow bolowych ani $wiadomosci, co eliminuje
ryzyko zadawania im cierpienia fizycznego i psychicznego - przynajmniej do pewnego etapu
rozwoju. Jednakze przyjmuje sie, iz w ostatniej 1/3 okresu wysiadywania jaj, zarodki
powinny by¢ traktowane jak zarodki ssacze w ostatniej 1/3 okresu cigzy.

2. Uregulowania prawne i standardy etyczne

Dyrektywa z dnia 20 pazdziernika 2010 r. Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE
w sprawie ochrony zwierzqt wykorzystywanych do celow naukowych, w art. 1 ust. 3 rozstrzyga,
Ze jej przepisy maja zastosowanie do:
a) zywych zwierzat kregowych innych niz cztowiek, w tym:
- form larwalnych zdolnych do samodzielnego odzywiania sig;
- form embrionalnych ssakéw od ostatniej jednej trzeciej okresu ich prawidlowego
rozwoju;
b) zywych glowonogow.
Dyrektywa 2010/63/UE nie reguluje zatem zasad postepowania z formami embrionalnymi
zwierzat innych niz ssaki. W swietle jej przepisow zarodki ptasie nie sa kwalifikowane jako
zwierzeta wykorzystywane do celow naukowych w rozumieniu dyrektywy.
Analogiczne regulacje zostaly zawarte w ustawie z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzqt
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych. Zgodnie z art. 2 ust. 1 pkt 1 ustawy,
zwierzetami, na ktorych wykorzystanie w doswiadczeniu nalezy uzyska¢ zgode lokalnej
komisji etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach (dalej: 1ke) sa zywe zwierzeta kregowe,
w tym formy larwalne zdolne do samodzielnego odzywiania i formy embrionalne ssakéw
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w ostatniej jednej trzeciej zycia ptodowego albo znajdujace si¢ we wczesniejszym stadium
rozwoju, gdy w wyniku wykonanych procedur, po osiggnigciu ostatniej jednej trzeciej zycia
ptodowego, moga one odczuwac bol, cierpienie, dystres lub wystapi u nich trwate uszkodzenie
organizmu, oraz zywe gtowonogi.

Tym samym stwierdzi¢ nalezy, iz do przeprowadzenia badan na zarodkach ptasich (w tym
kurzych) w sytuacji, w ktdrej nie dochodzi do wyklucia, nie jest wymagana zgoda lIke.
Planujac badania na zarodkach ptasich (w tym kurzych), gdzie nie dochodzi do wyklucia,
uwzgledni¢ jednakze nalezy, iz na podstawie art. 2 ust. 1 ustawy z dnia 21 sierpnia 1997 r.
o ochronie zwierzqgt (dalej: u.0.z.), ustawa ta reguluje postepowanie ze zwierzetami kregowymi,

w tym zwierzetami krggowymi wykorzystywanymi w celach naukowych lub edukacyjnych
w zakresie nieuregulowanym w ustawie z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzgt
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych. Rowniez zgodnie z art. 4 ustawy
o ochronie zwierzqt wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych, W zakresie
nieuregulowanym tg ustawa, do ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub
edukacyjnych stosuje si¢ ustawe z dnia 21 sierpnia 1997 r. o ochronie zwierzgt. Oznacza to,
ze do kurzych zarodkéw znajduje zastosowanie w szczegolnosci art. 1 ust. 1 u.0.z., zgodnie
z ktorym Zwierze, jako istota zZyjqca, zdolna o odczuwania cierpienia, nie jest rzeczq. Cztowiek
jest mu winien poszanowanie, ochrong i opieke, a takze art. 5 U.0.z., stanowiacy, ze Kazde
zwierze wymaga humanitarnego traktowania. Nieprawidtowosci zwigzane
z wykorzystywaniem ptasich zarodkow w badaniach naukowych skutkujace ich bolem lub
cierpieniem moga by¢ zatem kwalifikowane jako przestepstwa z art. 35 u.0.z.

Jezeli natomiast dochodzi do wyklucia ptaka, wymdg uzyskania zgody lke zalezy od tego,
czy manipulacje na zarodku doprowadza do wyklucia si¢ zwierzecia odczuwajacego bol,
cierpienie lub dystres lub wystapi u niego trwate uszkodzenie organizmu, w stopniu rownym
uktuciu iglg lub intensywniejszym, lub tez planowane jest dalsze wykorzystywanie wyklutych
zwierzat, ktore moze spowodowaé bol, cierpienie lub dystres lub wystapi u nich trwale
uszkodzenie organizmu, w stopniu réwnym ukluciu iglg lub intensywniejszym. Wowczas
wniosek 0 udzielenie zgody na przeprowadzenie doswiadczenia powinien zawieraé
réwniez opis czynnosci dokonywanych na zarodku przed wykluciem, a przepisy ustawy

z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzqt wykorzystywanych do celow naukowych lub
edukacyjnych znajdujg zastosowanie.

Przepisy tej ustawy znajduja zastosowanie rowniez, gdy w ramach prowadzonych badan
dochodzi do wyklucia ptaka, ktéry wprawdzie nie odczuwa bélu, cierpienia czy dystresu
w stopniu réwnym uktuciu igla, ani nie wystepuje u niego trwale uszkodzenie organizmu,
ale ptak ten musi zosta¢ po wykluciu u$miercony celem pobrania jego narzadéw lub
tkanek do badan. W takiej sytuacji znajdujg bowiem zastosowanie w szczegdlnosci przepisy

ustawy odnoszace si¢ do usSmiercania zwierzat doswiadczalnych czy warunkow ich
utrzymywania, cho¢ zgoda lke nie jest wymagana.

3. Mozliwe cele wykorzystywania zarodkéw kurzych w badaniach naukowych.

W badaniach diagnostycznych i eksperymentalnych wykorzystywane sg gtdéwnie zarodki kurze,
rzadziej zarodki innych ptakow.
Najczesciej sg one wykorzystywane w celach takich, jak:
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e Dbadania procesow biologicznych w czasie rzeczywistym, obejmujacych m.in. rozwoj
tkanek, wzrost nowotworow oraz angiogenezg, z wykorzystaniem réznorodnych
technik obrazowania, takich jak obrazowanie optyczne, rezonans magnetyczny,
pozytonowa tomografia emisyjna, tomografia komputerowa oraz ultrasonografia;

e prowadzenie obserwacji, jak z pojedynczej komorki formujg si¢ narzady, tkanki
i uktady (np. uktad kraZenia czy nerwowy); rozwdj zarodka ptasiego zachodzi poza
organizmem matki, co utatwia manipulacje mikroskopowe;

e Dbadania nad rakiem i angiogeneza: Wykorzystanie blony omoczniowo-kosmowkowej
(CAM) do testowania, jak guzy nowotworowe stymulujg wzrost nowych naczyn
krwionos$nych, oraz jak dziataja leki przeciwnowotworowe;

e wirusologia i produkcja szczepionek: hodowla wirusow (np. grypy) w ptynach
owodniowych i omoczniowych zarodka w celu produkcji szczepionek;

e toksykologia i farmakologia: sprawdzanie, jak substancje chemiczne, leki lub toksyny
wplywaja na rozwdj embrionalny oraz czy powoduja wady wrodzone;

e mikrobiologia: obserwowanie interakcji patogendow z zywym organizmem oraz badanie
mechanizmow przetrwania i u$pienia bakterii,

e ocena efektow oddziatywania réznych substancji w badaniach ich farmakodynamiki.
Zdolno$¢ zarodka kurzego do integracji ludzkich komorek nowotworowych w modelach
ksenograftow czyni go wiarygodng platformg do badan nad nowotworami, umozliwiajaca
wysokoprzepustowe testowanie interwencji terapeutycznych oraz monitorowanie dynamiki
proceséw molekularnych in vivo. Postep w technikach obrazowania molekularnego dodatkowo
zwigksza rozdzielczo$¢ oraz zakres uzyskiwanych danych, dostarczajac szczegdtowych
informacji na temat mechanizméw komorkowych i molekularnych lezacych u podstaw
patogenezy i przebiegu choréb.

4. Etapy rozwoju zarodka ptasiego na przykladzie zarodka kury

W badaniach naukowych z wykorzystaniem zarodkéw ptasich konieczne jest
kazdorazowe pozyskanie informacji dotyczacych pochodzenia jaj wylegowych, czasu oraz
warunkow ich przechowywania przed rozpoczeciem eksperymentu, poniewaz czynniki te
mog3 istotnie wplywa¢ na przebieg i wyniki prowadzonych badan.

Zarodek ptasi w postaci tarczki zarodkowej jest zlokalizowany na powierzchni kuli Zottkowe;
1 powstaje bezposrednio po zaplodnieniu komorki jajowej. W jaju wylegowym zniesionym
przez kur¢ zarodek pozostaje w stanie zatrzymanego rozwoju do momentu rozpoczegcia
inkubacji. Jaja wylegowe zachowujg zdolnos¢ do dalszego rozwoju zarodka przez okres do
10-12 dni, pod warunkiem przechowywania w odpowiednich warunkach $rodowiskowych,
w szczegoOlnosci przy wiasciwej temperaturze 1 wilgotnosci. W praktyce hodowlanej jaja
umieszcza si¢ w inkubatorze zazwyczaj nie pézniej niz po 7 dniach od ich zniesienia. W okresie
pomiedzy zniesieniem jaj a rozpoczgciem inkubacji nie dochodzi do wzrostu ani dalszego
réznicowania zarodka. Okres ten okreslany jest jako etap nieaktywnego Zycia embrionalnego.
Stadia rozwoju zarodka ptasiego zostaty sklasyfikowane zgodnie z systemem Hamburgera
i Hamiltona (HH), obejmujacym 46 kolejnych etapdw rozwojowych, od stadium 1 HH
do stadium 46 HH.



Etapy inkubacji i rozwoju zarodkowego ptakow (na przykladzie jaja kurzego):

Pierwsza doba inkubacji:

16 godzin — pierwsze oznaki pojawienia si¢ zarodka kurczecia

18 godzin — pojawienie si¢ przewodu pokarmowego

20 godzin — pojawienie si¢ kregostupa

21 godzin — poczatek rozwoju uktadu nerwowego

22 godziny — poczatek rozwoju glowy

24 godziny — poczatek rozwoju oka

Druga doba inkubacji:

25 godzin — poczatek rozwoju serca

35 godzin — poczatek rozwoju ucha

42 godziny — bicie serca
Wazne: Druga doba inkubacji jaja kurzego, odpowiadajaca stadiéw rozwojowym HHI12-
HH16 wedhug klasyfikacji Hamburgera i Hamiltona, stanowi szczego6lnie newralgiczny okres
embriogenezy, wymagajacy zapewnienia stabilnych i optymalnych warunkow $rodowiska
inkubacyjnego. W tym przedziale czasowym dochodzi do intensywnych procesow
morfogenetycznych oraz do wyksztatcania si¢ bton pozazarodkowych.
W trakcie tych stadidéw rozwoju formujg si¢ cztery zasadnicze btony pozazarodkowe: owodnia
(amnion), kosméwka (chorion), pecherzyk zottkowy (yolk sac) oraz omocznia (allantois).
Omocznia w poczatkowej fazie rozwoju ulega stopniowemu rozszerzaniu i wypetnianiu
ptynem, ktéry pelni funkcje rezerwuaru substancji odzywczych niezbednych dla rozwijajacego
si¢ zarodka, a w warunkach eksperymentalnych moze réwniez stanowi¢ przestrzen kumulacji
substancji badanej aplikowanej zarodkowi.
Kosmowka, bedaca najbardziej zewnetrzng btong pozazarodkows, we wczesnych stadiach
(HH12-HH13) otacza owodnig, a nastgpnie pecherzyk zottkowy. W kolejnych etapach rozwoju
kosmowka zrasta si¢ z omocznig, prowadzac do powstania blony omoczniowo-kosmowkowej
(chorioallantoic membrane, CAM), ktora odgrywa kluczowag role W wymianie gazowej,
regulacji gospodarki metabolicznej oraz stanowi istotng struktur¢ wykorzystywang
w badaniach eksperymentalnych, w szczeg6lnosci w modelach angiogenezy 1 nowotworzenia.

Trzecia doba inkubacji:

60 godzin — poczatek rozwoju nosa

62 godziny — poczatek rozwoju ndg

64 godziny — poczatek rozwoju skrzydet

Czwarta doba inkubacji — poczatek rozwoju jezyka.

W tej dobie inkubacji rozpoczyna si¢ wrastanie omoczni pomigdzy kosmowke

a owodni¢

Pigta doba inkubacji — formowanie si¢ narzagdéw rozrodczych i roznicowanie pici

Szosta doba inkubacji — szosta doba inkubacji jaja kurzego, odpowiadajgca stadium
rozwojowemu HH28-HH29 wedtug klasyfikacji Hamburgera i Hamiltona, charakteryzuje sie
rozpoczeciem rozwoju dzioba. Na tym etapie omocznia, ktéra ulegala intensywnemu
rozwojowi we wczesniejszych stadiach (okoto 84—86 godzina inkubacji), jest juz catkowicie
zro$nigta z kosmowka, tworzac blone omoczniowo-kosmowkowa. Struktura ta otacza owodnie,
pecherzyk zottkowy oraz czes¢ biatka jaja.



Omocznia pozostaje w bezposrednim kontakcie z btonami podskorupowymi jaja i w kolejnych
dobach inkubacji stopniowo si¢ rozrasta, tak ze okoto 11-12. doby wys$ciela niemal cate
wnetrze skorupy jaja. Blona omoczniowo-kosmowkowa pelni w tym okresie kluczowg role
w wymianie gazowej oraz gospodarce metabolicznej rozwijajacego si¢ zarodka.
Osma doba inkubacji — poczatek rozwoju piér
Dziesigta doba inkubacji — poczatek twardnienia dzioba
Trzynasta doba inkubacji — pojawienie si¢ tusek i pazuréw
Czternasta doba inkubacji — zarodek zajmuje pozycje w kierunku tepego konca jaja
Szesnasta doba inkubacji — tuski, pazury i dzidb stajg si¢ twarde i zrogowaciate
Siedemnasta doba inkubacji — dziob obraca si¢ w kierunku komory powietrznej
Dziewigtnasta doba inkubacji — woreczek zottkowy zaczyna wnika¢ do jamy ciata
Dwudziesta doba inkubacji — woreczek zottkowy catkowicie wciaga si¢ do jamy ciala;
zarodek zajmuje praktycznie calg przestrzen w jajku z wyjatkiem komory powietrznej
Dwudziesta pierwsza doba inkubacji — wykKlucie si¢ piskl¢cia

Nocycepcja i
odczuwanie

Etapy rozwoju zarodka kurzego (schemat) : bolu
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5. Techniki manipulacji eksperymentalnych na przykladzie zarodka kury

Podczas inkubacji zaptodnione jaja kurze powinny by¢ utrzymywane w stalych warunkach
srodowiskowych, tj. w temperaturze 37,7°C oraz przy wilgotno$ci wzglednej wynoszacej okoto



47%. Jezeli badania prowadzone sg z wykorzystaniem zarodkow innych ptakow, niz kury,
nalezy kazdorazowo ustali¢ odpowiednie warunki utrzymywania tych zarodkow.

O przydatnosci zarodka do dalszego wykorzystania eksperymentalnego decyduje tzw.
Swietlenie jaj, ktore umozliwia kwalifikacje¢ jaja jako zaptodnionego oraz pozwala, przez
nienaruszong skorupe, na lokalizacj¢ kluczowych struktur embrionalnych i pozazarodkowych,
takich jak woreczek zottkowy, tarczka zarodkowa oraz btona kosméowkowo-omoczniowa.
Uzyskanie informacji o przestrzennym rozmieszczeniu tych struktur w jaju umozliwia
precyzyjne zaplanowanie miejsca depozycji badanych substancji. Pierwsze S$wietlenie
przeprowadza si¢ zazwyczaj w 6. dobie inkubacji 1 stanowi ono najwczesniejszy moment
kwalifikacji jaj oraz pierwsza mozliwos$¢ podania badanych substancji do worka owodniowego
lub, alternatywnie, na btong kosméwkowo-omoczniowsg. W przypadku planowanej aplikacji
substancji do woreczka zottkowego zaleca si¢ wykorzystanie zarodkéw kurzych nie mtodszych
niz 9-dniowe.

W zalezno$ci od celu badania (np. namnazanie okreslonych patogendéw wirusowych,
bakteryjnych lub mykoplazm), zarodki muszg by¢ inkubowane przez odpowiednio dtugi czas
oraz poddawane codziennemu $wietleniu. Metoda ta umozliwia wezesne wykrycie zarodkow
obumartych niespecyficznie, na przyktad w wyniku mechanicznego uszkodzenia podczas
nieprawidtowego przeprowadzenia czynnosci inokulacji (wstrzyknigcia substancji do jaja lub
rozwijajacego si¢ zarodka), jak rowniez zarodkéw zamierajacych w pdzniejszym okresie
wskutek dzialania podanego inokulatu (wstrzyknigtej substancji).

Kolejnym etapem eksperymentu jest wezesniej zaplanowany moment schtodzenia zarodkow
lub doprowadzenia ich do dnia wylegu, ktéry w przypadku zarodkéw kury przypada na 21.
dobe inkubacji.

W zaleznosci od zatozen i celéw badawczych zarodki moga by¢ wykorzystywane na réznych
etapach rozwoju, odpowiednio do wieku inkubacyjnego i planowanego zakresu analiz.

5.1 Zabiegi na zarodkach kury:

- zakazanie zarodka do worka owodniowo-omoczniowego - wiek zarodka 6 dni

- zakazanie na bton¢ kosmowkowo-omoczniowa — wiek zarodka 6 dni

- zakazanie do worka zottkowego (dozottkowo) - wiek zarodka 9 dni

5.2 Technika zakazania zarodkow:

- $wietlenie zarodka

- zaznaczenie pod kontrolg podswietlacza komory powietrznej

- zaznaczenie pod kontrolg podswietlacza potozenia tarczki zarodkowe;j

- odkazanie miejsca wykonania wktucia przez skorupe

- usunigcie warstwy skorupy jaja w miejscu wktucia do powierzchni btony podskorupowe;j

- przeklucie btony podskorupowej 1 podanie okreslonej objetosci badanych materiatow
w roztworze ptynu PBS

- ewentualne sprawdzenie pod kontrolg podswietlacza lokalizacji wprowadzonego depozytu

- zaklejenie parafing lub jalowym przylepcem otworu iniekcyjnego

- dalsza inkubacja zarodkow

- codzienne przeswietlanie i usuwanie ewentualnych zarodkéw zamartych

- schladzanie zarodkéw w okreslonych terminach badania

- otwarcie skorupy jaj/zarodkdw i dalsze zabiegi na zarodkach



5.3 Manipulacja eksperymentalna in ovo i ex ovo

W badaniach z zastosowaniem zarodkow kurzych stosuje si¢ zarowno techniki ,,in ovo”,
jak i ,,ex ovo”. Technika in ovo polega na manipulacji zarodkiem wewnatrz jaja, natomiast
technika ex ovo obejmuje ekstrakcj¢ i hodowle zarodka poza jajem [Sukparangsi, W. 2022].
Podstawowa metodg postgpowania z zarodkami kurzymi in ovo jest inkubacja i przebicie
skorupy jaja tzw. fenestracja. Polega ona na utworzeniu matego okienka w skorupce jaja,
umozliwiajacego dostep do zarodka, jest zazwyczaj wykonywana za pomoca wiertarki
stomatologicznej, szpikulca lub matych nozyczek. Otwor ten niezwiltocznie po zabiegu
zakazania zarodka powinien by¢ zalepiony rozpuszczong parafing lub zaklejony plastrem
medycznym. W przypadku manipulacji ex ovo zarodek jest wyjmowany z jaja i hodowany
zewnetrznie w nowych srodowiskach hodowlanych, w tym w surogacie skorupy jaja, szalkach
Petriego i sztucznych naczyniach przypominajacych skorupke jaja.

6. Rekomendacje dotyczace analgezji i anestezji zarodkow kurzych

W badaniach nad bolem kluczowe jest odroznienie nocycepcji (wykrywania i przewodzenia
sygnatlow o zagrozeniu uszkodzenia tkanek) od odczuwania bolu (swiadomego,
subiektywnego wrazenia zmystowego) [International Association for the Study of Pain (IASP)
Pain Terms and Definitions. [(accessed on 11 April 2023)]. Available online: https://www.iasp-
pain.org/resources/terminology/]. Nocycepcja to wykrywanie potencjalnie uszkadzajacego
tkanki bodzca oraz jego przewodzenie przez nocyceptywna cze$¢ uktadu nerwowego, podczas
gdy bol charakteryzuje si¢ subiektywnym, §wiadomym wrazeniem zmyslowym, zazwyczaj

wywotywanym przez nocycepcj¢. Nocycepcja i bol to postgpujace procesy adaptacyjne, ktore
rozwijaja si¢ stopniowo przez caty okres prenatalny.[Julius et al., 2001; Sneddon et al., 2018;
Bell et al., 2018; Douglas et al., 2018].

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy pierwsze oznaki nocycepcji i odczuwania bodzcoéw
bélowych u zarodkéw kurzych obserwowane sa w 7 dniu inkubacji [przeglad. Weiss et al.
2023]. W okolicach 13 dnia inkubacji obserwuje si¢ sygnal EEG ze wzrastajgca amplitudg, co
wskazuje na mozliwo$¢ pojawienia si¢ wtedy $wiadomego odczuwania bolu. Dane te muszg
by¢ uwzgledniane podczas projektowania protokotow eksperymentalnych z wykorzystaniem
zarodkow kurzych [SUR S.C. et al., 2023; Kollmansperger S et, 2023; Truhlar et al., 2026].

| trymestr rozwoju: Catkowity brak mozliwosci wystapienia nocycepcji oraz odczuwania
bolu.

4. dzien inkubacji: Pojawiaja si¢ pierwsze czuciowe widkna aferentne (nerwowe).

Do 6,5. dnia inkubacji: Potwierdzony brak jakiejkolwiek aktywnosci elektrycznej mozgu.

7. dzien inkubacji: Nast¢puje zamknigcie wielosynaptycznych tukow odruchowych. Do tego
dnia odczuwanie bdlu jest uznawane za niemozliwe.

Po 7. dniu inkubacji: Brak mozliwosci wskazania konkretnego momentu, od ktérego zarodek
zyskuje zdolno$¢ do nocycepcji i odczuwania bolu.

13. dzien inkubacji: W literaturze wskazuje si¢ ten dzien jako moment wyksztalcenia
funkcjonalnego mozgu.


https://www.iasp-pain.org/resources/terminology/
https://www.iasp-pain.org/resources/terminology/

Znieczulenie bezwzglednie nalezy stosowac podczas manipulacji wykonywanych na zarodkach
w stadiach rozwojowych powyzej EDI13 - trzynasty dzien rozwoju zarodka/inkubacji
[Aleksandrowicz, E i Herr, 1, 2015; Horr, M i wsp. 2023]. Tym niemniej zaleca si¢ stosowanie
znieczulenia takze w przypadku mtodszych zarodkow (od 7 dnia inkubacji) [Heidrich, A.;
Wirbach, L , 2011; Waschkies, C i wsp. 2015]. Manipulacje na zarodkach kurzych powinny
by¢ wykonywane po zastosowaniu metod prowadzacych do szybkiej utraty przytomnosci
I zniesienia odczuwania bolu, po ktorych nastepowataby zniesienie funkcji moézgu. Anestezja
powinna by¢ zastosowana rowniez przy wykonywaniu manipulacji na nieunerwionych
tkankach zewngtrzembrionalnych (btona kosméwkowo-omoczniowa). Jednym ze sposobow
zniesienia bolu u zarodkow kurzych jest podanie pochodnych barbituranéw (np. pentobarbitalu)
poprzez zewnatrzembrionalny system naczyn krwiono$nych. Nie ma rekomendowanych dawek
do anestezji dla zarodkow kurzych-skutki iniekcji musza by¢ monitorowane indywidualnie
w przypadku kazdego zarodka, do czasu zaniku ruchéw i ustania akcji serca (pulsowania
naczyn). Ta anestezja pozwala na utrzymanie przy zyciu, z wylaczeniem §wiadomosci, zarodka
przez okres okoto 10 minut, co pozwala na wykonywanie krotkich manipulacji na zyjacym
zarodku kurzym. Zabieg ten jednak wymaga duzej znajomos$ci anatomii i wprawy operatora.
Dostep do krazenia zewnatrzembrionalnego (otwarcie skorupy jaja) powinien by¢ zapewniony
w 4 dniu rozwoju zarodka, w ktérym to dniu widoczne s3 juz naczynia krwionosne 1 serce.
W 5 dniu rozwoju embrionalnego blona kosméwkowo-omoczniowa przytwierdza si¢ do
skorupki jaja, i jego otwarcie bez ryzyka naruszenia tej struktury jest juz niemozliwe [Kunzi-
Rapp i wsp. 2001]. Naczyniami odpowiednimi do podania $rodka anestetycznego s3
jasnoczerwone naczynia btony kosmowkowo-omoczniowej, gdzie cisnienie krwi jest niskie.
Ciemno zabarwione naczynia, w ktdorych jest wysokie cisnienie krwi, sa nieodpowiednie,
gdyz moze to spowodowac zbyt duze krwawienie.

Wazne: powyzsze rekomendacje dotycza zarodkow kurzych, jako ze sa one najczesciej
uzywane. Jednakze przy wyborze zarodkow innych ptakow nalezy kazdorazowo uwzgledni¢
dlugos¢ inkubacji 1 dostosowa¢ metody znieczulenia. Standardowo przyjmuje si¢, 1z zarodek
ptasi jest zdolny do odczuwania bélu w ostatniej 1/3 okresu wysiadywania, co dla kur przypada
na 13 dzien inkubacji, ale np. dla indyka, dla ktorego catkowity czas inkubacji wynosi 28 dni,
jest to 19 dzief inkubacji.

7. Zakonczenie manipulacji wykonywanych na zarodkach kurzych poprzez
usmiercenie zarodka

Inkubujac zarodki kurze do 10 dnia wieku zarodka (inkubacji) jedng z metod zakonczenia
doswiadczenia jest schtodzenie calego jaja wraz z embrionem. Schiodzenie powinno odbywac
si¢ wedtug schematu: wyjecie jaj z inkubatora, pozostawienie w temperaturze pokojowej przez
ok. 2 godziny, a nastepnie umieszczenie jaj w temperaturze lodowki na okres co najmniej 3 dni
celem catkowitego uniemozliwienia dalszego rozwoju zarodka. Po tym czasie mozliwe jest jego
otwarcie i pobranie prébek. Wskazane jest ewentualne przeswietlenie takich jaj dla
potwierdzenia, czy we wszystkich zarodkach ich procesy zyciowe catkowicie ustaty.



Nalezy jednak podkresli¢, ze w odniesieniu do zarodkéw powyzej 10 dni inkubacji ta metoda
jest nieodpowiednia. Metodami z wyboru w takich sytuacjach wedtug wytycznych American
Veterinary Medical Association (AVMA) powinny by¢:
1. Przedawkowanie $rodka anestetycznego. Przykladowa sprawdzona objetos¢ stosowana
przy iniekcji do naczyn CAM roztworu pentobarbitalu sodu (16 g/100 mL) to 0.02-0.05
mL. Mozna rowniez rozwazy¢ podanie ketaminy z ksylazyng, cho¢ nie ma ustalonych,
rekomendowanych dawek. Przykladowa dawka, ktéra moze by¢ skutecznie
wykorzystana do eutanazji zarodkow kurzych w ED18 to 2 mg ketaminy i 0.2 mg
ksylazyny podane domi¢sniowo, do migsnia piersiowego.
2. Szybka dekapitacja po wyjeciu z jaja.
3. Ekspozycja z wykorzystaniem inhalacji CO2 (przez ok. 20 minut).
Najwlasciwsza metoda z punktu widzenia etycznego jest przedawkowanie $rodka
anestetycznego.
Ponadto nalezy pamigtaé, iz naturalny poziom CO2 w mikrosrodowisku zarodka moze by¢
wysoKi - do 14%. Dlatego st¢zenia COz zalecane do stosowania przy u$miercaniu sg wysokie,
a okres ekspozycji na podwyzszony poziom CO> - dlugi. Najczesciej zaleca si¢ uSmiercenie
zarodkOw ptasich poprzez umieszczenie jaj w atmosferze 90% CO; przez 20 minut.

8. Kwestie etyczne i wnioski ogolne

Wykorzystanie zarodkow ptasich w badaniach moze stanowi¢ realizacje zasady 3R,
w szczegolnosci w aspekcie zasady udoskonalenia. Najczesciej wykorzystywane zarodki kurze
do 6 dnia rozwoju nie sg bowiem zdolne do odczuwania bélu [Rosenbruch, M, 1997]. Zdolnos¢
do $wiadomego odczuwania bolu zazwyczaj odpowiada ostatniej trzeciej cze$ci okresu
inkubacji [Kollmansperger, S i wsp. 2023; SR, S.C. i wsp. 2023; Weiss i wsp. 2023]. Jednakze
okreslenie doktadnego etapu rozwoju, w ktorym zarodki rozpoczynaja odczuwanie bolu,
stanowi ztozony temat, w ktérym zazebiajg si¢ biologia rozwoju, neuronauka i etyka. Chociaz
uktad nerwowy zaczyna si¢ rozwijac¢ pod koniec 1. dnia embrionalnego, struktury anatomiczne
zaangazowane w percepcje bolu nie sg w pelni uksztaltowane przed trzynastym dniem
embrionalnym, co zbiega si¢ z rozwojem funkcjonalnego mozgu [National Research Council
(US) Committee on Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals. Recognition
and Alleviation of Pain in Laboratory Animals; National Academies Press: Washington, DC,
USA, 2009].

Nalezy przy tym zauwazy¢, ze rozwoj zarodka ptasiego rézni si¢ od rozwoju embrionalnego
ssakow zasadniczo jedynie lokalizacjg procesu rozwojowego, ktory w tym przypadku zachodzi
poza organizmem matki.

W zwiazku z powyzszym prowadzenie badan z wykorzystaniem zarodkow ptasich
powinno odbywa¢é si¢ z poszanowaniem ogélnych zasad etycznych badan naukowych,
w tym zasad ograniczania cierpienia zwierzat oraz odpowiedzialnego projektowania
doswiadczen, a takze zgodnie z wlasciwymi w danym przypadku przepisami prawa
(ustawa 0 ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych
lub ustawg o ochronie zwierzat).
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