Alternativa metoder til djurférsék

av Monica Thelestam,
Bakteriologiska institutionen, Karolinska institutet, 104 01 Stockholm.

Definition av alternativa metoder
Med alternativa metoder avses en-
ligt den sprakligt korrekta definiti-
onen metoder som helt och hallet er-
satter djurforsok. Eftersom endast
fa sadana metoder nu existerar har
en mera pragmatisk definition an-
ammats av Centrala forsoksdjurs-
namnden, liksom av flertalet liknan-
de utlandska organisationer: »med
alternativ till djurforsok (alterna-
tiva metoder) avses sidana metoder
som helt eller delvis ersatter djur-
forsok eller minskar djurens lidan-
de«. Denna definition utgar fran de
3R, ett begrepp lanserat 1959 av
Russel och Burch i »The principles
of humane experimental technique«.
De tre R star for Replace, d vs er-
satta, Reduce, d vs minska antalet
djurforsok, och Refine, d vs forfina
(forbattra) djurforsok vilka fortfa-
rande kvarstir, klassade som nod-
vandiga.

Oversikt av alternativa metoder
Utgéaende fran ovannamnda mycket
breda definition av begreppet har
nedan sammanstallts en schematisk
oversikt av tekniker och testsystem
vilka inom vissa anvandningsomra-
den utgor alternativa metoder. Upp-
rakningen gar fran tekniska till bio-
logiska metoder av okande kom-
plexitet.

1. Audovisuella hjdlpmedel dvs
filmer,, videoband, diabilder eller
overhead-bilder kan anvindas vid
olika slag av undervisning 1 stallet
for de demonstrationer pa forsoks-
djur som ofta forekommer. Vil-

gjorda AV-hjilpmedel kan ge en
battre uppfattning om delaljer an
en demonstration diar bara de nir-
mast stdende personerna kan upp-
fatta vad som forsiggar i forsoks-
djuret.

2. Modeller konstruerade 1 tex
plast, kan anvindas 1 stdllet for
riktiga djur exempelvis vid enkla
dissektioner. Forsedda med lamplig
elektronik kan modeller bringas att
simulera olika funktioner. Man bor
dock komma ihag att det mesta av
naturens komplexitet gar forlorad i
modeller. Risk foreligger att studen-
ter bibringas en 6verforenklad verk-

lighetsuppfattning. Modeller an-
vands idag i mycket begransad om-
fattning.

8. 1 debatten om alternativa meto-
der namns ofta datorn som ett slags
undergorande ersattare av forsoks-
djur. Vilka 4r da datorns fordelar
och begrinsningar? Datorn dr ovar-
derlig vid tex litteratursokning och
kan salunda bidra till undvikande
av dubbelforsék pga okunnighet
om vad som pagar pa andra hall.
Datorn kan analysera och bearbeta
stora mangder fakta. Pa sa satt kan
den mojliggora att ett flertal analy-
ser hinner géras pa samma biologi-
ska prov (i ett djurforsok) varfor
farra prov behover tas. Man far
alltsd ut mer information per for-
sok, men djurférséken dr fortfaran-
de oundgingliga som informations-
kalla. Det kan ocksa papekas at den
okade bearbetningsmojligheten kan
ge rakt motsatt effekt: man kan
gora flera djurforsok for att man
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hinner bearbeta resultaten snabbare!
Datorn kan programmeras att simu-
lera olika biologiska funktioner och
kan darfor anviandas som en mera
subtil »modell« dn de ovannimnda.
Det har utarbetats program som t ex
simulerar intermedidr-metabolismen
hos en frisk manniska samt hos mén-
niskor som lider av olika rubbningar
sasom alkoholism, diabetes, m.m.
Med hjalp av sddana programm kan
man ldra sig hur atminstone delar
av kroppens amnesomsattning fun-
gerar, 1 stallet for att lira genom
at utfora experiment pa alkoholise-
rade eller sockersjuka rattor.

De hittills diskuterade alternativa
metoderna er av teknisk karaktar,
men har intresse 1 sammanhanget
for att de kan ersitta en del djur-
forsok, fr a vid undervisning. Efter-
som sadan verksamhet standigt pa-
gar kan pa sikt ett mycket stort an-
tal torsoksdjur sparas vid overgang
till alternativa metoder. Det bor
dock framhallas att man inte med
dessa metoder uppnar niagon direkt
ny kunskap varfor de inte 1 denna
form kan ersitta biomedicinsk
grundforskning!

4. Anviandning av fysikalisk-kemi-
ska analysmetoder som alternativ
till djurférsék kan exemplifieras
med olika slag av kromatografi,
masspektrometri samt »quantitative
analysis of structure/activity rela-
tionships« (QSAR). Kromatografiska
metoder dr mycket kinsliga, varfor
analyser av mycket smd mangder
material kan utforas. Dessa metoder
kan siledes bidra till att minska an-
talet forsoksdjur eftersom atgangen
av behovligt provmaterial fran djur
(eller manniska) minskas. De kan
dven anvindas i stallet for »bio-as-
says« (se nedan).

QSAR innebar kvantitativ analys av
forhallandet mellan dmnens mole-
kyldra struktur och biologiska akti-
vitet. Ett lakemedels farmakologiska
och toxikologiska verkan i kroppen
har samband med karakteristika sa-
som molekylvikt, tredimensionell
molekylstruktur, elektrisk laddning
och ett flertal andra egenskaper hos
molekylen. Med datorns hjilp kan
biologisk aktivitet korreleras till en
mangd sadana molekylara egenska-
per. Nar detta har gjorts for ett
stort antal kdnda substanser antas
informationen kunna anvindas for
att forutsiga biologisk aktivitet hos
nya substanser pa bas av de senares
molekyldra struktur, vilken ju kan
analyseras fysikaliskt/kemiskt utan
anvindning av forséksdjur.

Denna metod {forefaller intressant
men dr fortfarande pa utprovnings-
stadiet och har vackt en del kritik.
Den kan sakert aldrig helt ersitta
tarmakologiska och toxikologiska
tester pa forsGksdjur i tex slutut-
varderingen av ldkemedel. Dock
borde den kunna anvidndas inom
lakemedelsforskningen for att fran
en samling narbesliktade &mnen
salla bort substanser vilka definitivt
ar oanvindbara.

5. Biokemiska och immunologiska
analysmetoder. Under hela 1900-
talet har inom den analytiska bio-
kemin skett en fortlopande metod-
utveckling som bl a lett till en 6ver-
gang fran sk bioassay till in wvitro
metoder. Ett historiskt exempel ar
analysen av olika vitaminer. Ur-
sprungligen uppticktes ju vitami-
nerna pa bas av den biologiska ef-
fekt de har i maéanniskor och djur.
Deras nirvaro i olika livsmedel
samt deras mangd kunde dd endast
analyseras genom den effekt de har
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pa djur eller médnniskor. Sedemera
nar kemisk struktur klarlades kunde
ocksa analysen goras med kemiska
in vitro metoder. En liknande ut-
veckling har skett och sker 1 fraga
om hormoner, men fortfarande ma-
ste manga hormoners och vissa vi-
taminers effekt testas pa djur i
det klassiska bioassayforfarandet.
Mingd av t ex vitamin D analyseras
fortfarande idag med hjalp av ra-
kitiska rattor.

Vissa substanser kan analyseras in
vitro med immunologiska metoder
av typ radioimmunoassay (RIA) el-
ler enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Med dessa hogkans-
liga antikroppsbaserade metoder kan
man upptacka och mdta mingd av
hormoner, toxiner, vacciner m fl bi-
ologiskt aktiva substanser. Ett pro-
blem dr att antigen aktivitet inte
alltid korresponderar fullstindigt
mot biologisk aktivitet. En del styr-
kebestimningar maste darfor fort-
farande utféras med anvandning av
forsoksdjur. For att losa detta pro-
blem utvecklas andra typer av bio-
kemiska analyser. I den sk radiore-
ceptor assay (RRA) maites hur tex
hormoner fastnar pa malcellernas
receptorer. Eftersom biologisk akti-
vitet forutsitter receptorbindning
kan RRA forutspas bli bittre an
RIA eller ELISA sdasom ersittning
for hittills anvanda bioassays 1 rat-
tor, marsvin och moss.

6. Hybrid-DNA teknik och mikro-
orgamsmer. Hybrid-DNA  teknik
innebar bla att bitar av genetiskt
material kan »klippas till“ och »sys
in“ i bakterier. Man kan sdlunda i
bakterier infora DNA som bestam-
mer att en viss onskad substans skall
produceras. Nar bakterien vixer och
delar sig utsondras substansen. Med

denna teknik kan tex hormoner,
interferon, vacciner och andra bio-
logiskt aktiva substanser produceras
i stora mangder. Man undviker de
modosamma och dyrbara extraktio-
ner ur djur- eller manniskovdvnad
som hittills praktiserats. Ett enkelt
exempel: insulin av human typ kan
produceras 1 onskade kvantiteter ge-
nom odling 1 stor skala av en bak-
terie 1 vilken den humana insulin-
genen har introducerats. Detta for-
farande ersatter nu anvand extrak-
tion av insulin ur bukspottkdrtlar
fran svin och kalv. Forutom att
djuranvindning undvikes har detta
insulin férdelen att vara vdéldefini-
erat och av human typ.

Férutom samband med hybrid-DINA
tekniken har bakterier fatt en om-
fattande anvindning som alternativ
till férsdksdjur vid testning av ke-
mikaliers potentiellt cancerframkal-
lande effekt. Man understker mu-
tagen aktivitet i tester av den typ
som lanserades av Bruce Ames i
borjan av 1970-talet. Korrelationen
mellan mutagen och carcinogen ak-
tivitet ar inte hundraprocentig, men
anses god nog for screeninginda-
mél. Aven andra mikroorganismer
sasom svampar och protozoer (tex
amobor) anvinds for liknande te-
sier.

7. Vduvnadskullur ar ett samman-
fatningsnamn for dels odling av en-
skilda celler i flaska (cellkulturer)
och dels sk organ-kultur, dvs att
bitar av organ fran djur eller min-
niska halls vid liv i1 en flytande na-
ringslosning. Vavnadskulturteknolo-
gin har redan flera anvindningsom-
raden som alternativ metod (Tabell
1) och fler kan férvintas tillkomma
ju mer denna teknik utvecklas. Idag
begrinsas dess anviandning bla av
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Tabell 1.
Anviandning av vidvnadskulturer som alternativa metoder.

1. For diagnostiska dandamal, ex virus, toxiner etc.

2. For produktion av biologiskt aktiva substanser, ex vacciner,
monoklonala antikroppar, hormoner, m fl. tillvaxtfaktorer.

3. For utveckling av kemoterapi, ex mot virus, cancer.

4. Som testhatteri for toxikologisk provning; '

~

en end-point

en celltyp 7
flera cellty[>< flera end-points

att endast ett fatal celltyper, fram-
for allt fibroblaster, hittills kunnat
odlas. Vdavnadskulturteknologin ar
emellertid stadd i explosionsartad
utveckling. Metoder som mojliggor
odling av normala humana epitel-
celler utvecklas nu. Nyligen intro-
ducerades den s k hybridomtekniken
med vilken for forsta gangen anti-
kroppar kan produceras in vitro, na-
got som annu for tio ar sedan an-
sags helt osannolikt.

8. Ldgre stdende organismer kan
sannolikt anviandas som alternativ 1
flera typer av experiment. Ett ex-
empel: pyrogentest pa kanin kan er-
sattas med test pd héastskokrabbans
blod. De flesta tycks eniga om att
forsok med ldgre organismer inne-
bar en ldgre »etisk kostnad« dn for-
sok med hogre staende djur.

9. Batire forsoksdjur och bdttre
djurforsok. En av tankarna bakom
lagen om destinationsuppfédning av
forsoksdjur ar att djurens kvalitet
pa detta sdtt gors jamnare och hog-
re. Detta borde i sig kunna leda till
en minskning av f{oérsoksdjursan-
vandningen. | termen »refine« en-
ligt Russel och Burch ingar battre
planering av arbetet med djur och
en storre hansyn till djurens lidan-
de. Hit hor skotseln av  djuren,

transporter, utformningen av deras
yttre miljo samt laboratoriepersona-
lens bemotande av djuren. Hit hor
ocksa att arrangera forsok sa att i
varje moment minsta mojliga li-
dande tillfogas djuren. Man kan
strdva efter att valja sa lindriga
»end-points« som majligt. Som
»end-point« vid test av tex stel-
krampstoxin kan man exempelvis
valja paralys av djurets ben 1 stal-
let f6r djurets dod.

Alternativa metoders potential
inom biomedicinen

Det ar uppenbart att vi foérfogar
over en expanderande arsenal av
metoder, vilka kan eller kommer att
kunna ersdtta vissa djurforsck, och
vilka framfér allt kan leda till en
minskning av forsoksdjursanvand-
ningen och forfining av de forsok
som fortfarande kommer att betrak-
tas som nddvindiga. Mojligheten att
inféra alternativa metoder varierar
dock beroende pa vilken typ av
djurforsok som ska ersittas eller re-
duceras. I Tabell II aterfinns en in-
delning av omradet biomedicin i
olika kategorier. Alternativa meto-
der har olika potential beroende pa
vilket delomrade inom biomedicinen
som avses.
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Tabell 11.
Potential for alternativa metoder inom
olika omraden av biomedicinen.

Potential
Delomrade [6r alternativ
Grundforskning Al
Toxikologisk forskning g
Utbildning g Mg
Produktion och styrke-
bestamning av biologiskt
aktiva substanser g B e b

Biomedicinsk grundforskning kan
sagas forsoka klarlagga de vita
flickarna i var kunskap om krop-
pens byggnad och funktioner. Har
ligger det i sjdlva frigestdllningen
att djur- eller manniskovavnad m-
ste anvandas. Vi kan inte program-
mera en dator att uppvisa en mangd
for oss okdanda strukturer och funk-
tioner i kroppen. Forfardigande av
bilder och filmer forutsitter att vi
forst vet hur det forhaller sig. Po-
tentialen f6r introduktion av meto-
der som helt ersitter forsoksdjur ar
darfor mycket lag eller icke existe-
rande. Mycket kan dock goras for
att forfina djurférséken och darmed
minska djurens lidande samt redu-
cera antalet forsoksdjur. Inom bio-
medicinsk grundforskning anvands
idag givetvis en mangd n viiro me-
toder vilka dock inte alltid kan klas-
sas som alternativa metoder i den
mening som har diskuterats. For
besvarande av vissa fragor duger
endast in vitro metoder. For besva-
rande av andra fragor inom grund-
forskningen duger endast djurfor-
sok!

Grundforskningen ar heller inte den
del av biomedicinen som slukar mest
forsoksdjur. Ett mycket storre antal

djur atgar inom toxikologisk (och
farmakologisk) testning. Inte heller
har ar potentialen f6r alternativa
metoder for narvarande sarskilt stor.
Den framsta principiella begrians-
ningen ar att systemeffekterna (bla
upptag, distribution, omsattning, ut-
sondring i hela djur/méanniskor) for-
bises vid test av substanser pd isole-
rade vavnadskulturer eller mikro-
organismer. En del av dessa pro-
blem kan losas, tex genom kopp-
ling av metaboliserande system till
vavnadskulturer. Andra problem
verkar for ndrvarande svarlosta.
Hur skulle vi en cellodling kunna
mita om en kemikalie fororsaker
hogt blodtryck?

Principiellt skiljer sig dock frage-
stallningarna inom toxikologisk test-
ning fran de flesta inom den rena
grundforskningen i och med att det
oftast gdller att studera effekter pa
redan kinda funktioner och struktu-
rer. »Trycket« fran toxikologin ar
dessutom mycket stort i denna tid
da i vart samhalle tusentals nya ke-
mikalier framstills och borde testas
varje ar. De flesta forskare dr eniga
om att nu anvanda tester for akut
toxicitet, fraimst LD, , dr missvisan-
de och oacceptabla. Tillsammanta-
get med det faktum att vdvnadskul-
turteknologin snabbt utvecklas kan
man forutspa en successivt minskad
djuranvindning inom toxikologisk
testning.

En gammal tanke som kanske for-
tjanar att tas upp till fornyad dis-
kussion ar att samordna landets re-
surser for toxikologisk testning i ett
centralt toxikologiskt laboratorium.
[orutom avdelningar for traditionell
toxikologisk forskning och provning
pa olika slag av djur skulle man hir
kunna etablera avdelningar for ut-
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veckling av en in witro toxikologi.
Om resurserna for bada traditionell
och alternativ toxikologi finns sam-
lade pa ett stalle mojliggors den ab-
solut nodvindiga intima kopplingen
mellan dessa discipliner.

Man skall heller inte forbise det
mest uppenbara sdttet att reducera
den stora djuranvandningen inom
toxikologin, ndmligen att minska
produktionen av nya potentiellt hal-
sovadliga kemikalier samt att battre
an idag separera kemikalierna fran
méanniskan. Pa sa sdatt kan delar av
toxikologins mal nas genom rent
politiska beslut utan att forskning
med eller utan djur behover blandas
in.

Utbildning och wundervisning inom
det biomedicinska omradet kan up-
penbarligen bedrivas med ett farre
antal forsoksdjur dn vad som skett
och idag sker. Sasom ovan antytts
ar hir potentialen for introduceran-
de av alternativa metoder hog. Det-
ta beror pa att vi vid undervisning
lar ut redan kidnda fakta.
Produktion och testning av biolo-
giskt aktiva substanser dr andra om-
raden dar mojligheterna att anvan-
da alternativa metoder synes stora.
Det spelar ingen roll hur produkti-
onen gar till om blott slutprodukten
ar den rdtta. Likasa ar det betydel-
selost att systemeffekter forbises vid
styrkebestamningar om blott jamfo-
rande studier med djurforsok har
visat att substanserna specifikt kan
pavisat och kvantifieras in vitro lika
val som i de gamla bioassays.

Hur beframjas utvecklingen av
alternativa metoder?

Pa forskarhall sags ibland att for-
skarna redan anviander alla tillgang-
liga alternativa metoder och hittar

pa nya ndr behov av sidana upp-
kommer. En sarskild satsning pa al-
ternativa metoder anses inte motive-
rad eftersom inga ytterligare resur-
ser skulle kunna skynda pa utveck-
lingen. Att en »naturlig« utveckling
skett under hela 1900-talet ar up-
penbart. Jag ar dock évertygad om
att just okade ekonomiska resurser
kommer att accelerera denna ut-
veckling. Pengar badder visserligen
inte for de ofta slumpmissiga pri-
marupptackter som ligger till grund
for utvecklingen av nya metoder.
Déremot kan pengar bidra till att
fanga upp och vidareutveckla ideér
som kanske annars skulle falla 1
glomska.

Sverige har som forsta land 1 varl-
den en sarskild statlig ekonomisk
satsning pa utveckling av alterna-
tiva metoder. Aven om CFN-ansla-
gets storlek (hittills ca 1 miljon kro-
nor per ar) inte ar sarskilt impone-
rande ar det vikligt att fortlopande
diskutera hur dessa medel bast skall
anvandas. Vilken typ av djurforsck
skall vi satsa pa att ersdatta? De sidr-
skilt plagsamma? Eller sarskilt djur-
kriavande? eller »onodiga« (typ te-
ster av kommersiella skrédpprodukter
som kan undvaras), eller daliga {or-
sok (typ LD,,-test)? Ska vi satsa
kraftigt pa att utveckla f{orsoks-
djursvetenskapen? Ska vi fungera
enbart som forskningsrad och alltsa
lata utvecklingen styras helt av for-
skarnas initiativ? Eller skall wvi
ocksa sjalva initiera sarskilda pro-
jekt pa bas av utredningar som vi-
sar var alternativ behovs och om
det finns rimlig potential fér en me-
todutveckling pa ifrdgavaranda om-
rade?

Personligen tror jag at en kombina-
tion av alla dessa atgiarder i for-
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ening med information och utbild-
ning rorande djurférsk och alter-
nativa metoder kommer att ge den
basta utdelningen.

Det vore orealistiskt att tro att alla
djurforsok kan avskaffas. Jag har
forsokt peka pd ndgra omraden dar
det finns alternativ eller dar en ut-
veckling av sadana kan férutses.
Sammanfattningsvis synes det fullt
méjligt att betydligt minska férsiks-
djursanvandningen utan att for den
skull den biomedicinska forsknin-
gens kvalitet pa nagot avgorande
satt forsimras.
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