NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Ocena wplywu mykofenolanu mofetylu na liczebnosé limfocytow T i B oraz

komorek NK u myszy

2. Czas trwania projektu: 4 tygodnie (do$wiadczenie zostanie wykonane w okresie od 3.11.2020 do
31.12.2020)

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): mykofenolanu mofetylu, liczebno$¢ bezwzgledna,

limfocyty, komorki NK, wezly chlonne
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Mimo ze mykofenolan mofetylu jest od dawna stosowany jako lek immunosupresyjny, to stosunkowo
mato wiemy o jego negatywnym wplywie na uktad immunologiczny, ze szczegdélnym uwzglednieniem wplywu
na limfocyty T, B i komorki NK. U cztowieka badano jedynie wplyw leku na liczebno$¢ bezwzglgdna niektorych
typow limfocytow krwi obwodowej, ale krew nie jest tkanka, gdzie w pelni moze uwydatni¢ si¢ limfotoksyczny
wplyw leku. Wiasciwymi tkankami do tego typu badan sg narzady limfatyczne. Oszacowanie tego parametru
wymaga pobrania catych weztéw chtonnych i $ledziony, stad z natury rzeczy takie badania sa niewykonalne u
cztowieka. Badania zostang przeprowadzone na 12-tygodniowych myszach Balb/c. Myszy grupy

eksperymentalnej beda otrzymywaé przez miesigc mykofenolan mofetylu za pomoca iniekcji dootrzewnowej, a




myszy grupy kontrolnej rozpuszczalnik leku (czynnos¢ 1). Po eutanazji zwierzat (czynno$¢ 2) pobrane zostana
wezty chlonne glowy i szyi, krezkowe oraz §ledziona do badania cytometrycznego, za pomoca ktérego ustali si¢
wpltyw leku na odsetek i liczebno$¢ bezwzgledng limfocytéw T CD4" i CD8*, limfocytow B i komorek NK w
tych narzadach.

Celem niniejszych badan jest ocena wpltywu mykofenolan mofetylu na liczebno$¢ wzgledna i
bezwzgledng limfocytow T CD4" i CD8", limfocytow B i komérek NK w narzadach limfatycznych myszy.
Wypehnienie tej luki w wiedzy moze mie¢ znaczenie nie tylko poznawcze, ale i aplikacyjne. Aplikacyjne, gdyz
rzuci §wiatlo na to, czy przy stosowaniu leku mozna spodziewac si¢ znaczacego negatywnego wptywu leku na
prawidlowe limfocyty T CD4* i CD8", limfocyty B i komdrki NK, co moze mie¢ znaczenie przy doborze przez
lekarza leku immunosupresyjnego w aspekcie statusu immunologicznego pacjenta i chordéb wspotistniejacych.
Kategoria badan:

A — badania podstawowe; podkategoria: uktad odpornosciowy (PB7)

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W do$wiadczeniu zaplanowano wykorzystanie 20 myszy (12-tygodniowych) BALB/c pici zenskie;.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitem istniejacg wiedzg w zakresie objetym wnioskiem, w
nastgpujacych bazach danych: EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA,; ScienceDirect; Web of Science
(JCR); HighWire; Springer; Wiley Online Library; DeGruetyr (Versita).

Wykorzystatem stowa kluczowe: mycophenolate mofetil lub mycophenolic acid w kontekscie: CD4" T
cells, CD8" T cells, B cells, NK cells, regulatory cells, effector cells, Thl cells, Th17 cells, IL-17, IFN-y, lymph
nodes, spleen, apoptosis.

Na podstawie danych w dostgpnej literaturze i ogolnie akceptowalnych pogladéw w immunologii
doswiadczalnej i klinicznej stwierdzam, ze:

Zasada zastapienia: W niniejszych badaniach ocenia¢ si¢ bedzie wptyw mykofenolanu mofetylu na liczebnos¢
bezwzgledna limfocytow T CD4* i CD8*, limfocytow B i komorek NK w narzadach limfatycznych takich jak
wezly chlonne glowy i szyi, krezkowe oraz $ledziona. Tego rodzaju badania wiaza si¢ z konieczno$cia
pos$miertnego pobrania calych narzadéw limfatycznych, stad ze swojej natury nie moga by¢ prowadzone na
cztowieku i zwierzgtach towarzyszacych. To wiasnie mysz jest gatunkiem modelowym przy badaniach nad

mozliwo$ciag negatywnego wptywu lekow (lub kandydatow na nowe leki) na uktad immunologiczny. Narzady

! Przy wypetnianiu wzorowac¢ sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




limfatyczne myszy sa mate, stad mozna oceni¢ wptyw leku na liczebno$¢ komoérek w catym pakiecie weztow
chlonnych i w calej $ledzionie, co daje bardziej wiarygodne wyniki, niz gdyby to oceniano w stosunku do
wycinka/bioptatu narzadu (co byloby wymuszone sytuacja, gdyby prowadzi¢ takie badania na zwierzetach, u
ktérych narzady te sa duzych rozmiaréw). Nalezy zaznaczy¢, ze u zwierzat o wigkszych rozmiarach narzadow
limfatycznych takie badanie (czyli obejmujace cale narzady limfatyczne) ze wzgledow praktycznych bytoby w
zasadzie niewykonalne (badz byloby to bardzo koszto- i czasochlonne). Nalezy takze doda¢, ze badania in vitro w
zakresie zatozonych parametréw nie zastapiag w wiarygodny sposéb badan in vivo, gdyz w warunkach in vitro nie
dochodzi do metabolizmu leku i ekspozycja komoérek na niego nie oddaje faktycznego stanu majgcego miejsce
przyzyciowo. Badania in vitro w zakresie oceny wplywu leku na liczbe bezwzgledng komorek
immunokompetentnych moga stanowi¢ rodzaj badan dodatkowych wzgledem badan in vivo, ale ich nie zastgpuja.
Podsumowujac, w aspekcie zatozonych celow naukowych mysz stanowi jedyny gatunek do przeprowadzenia
niniejszych badan.

Zasada ograniczenia: Dotychczasowy stan wiedzy na temat tego typu badan pozwala na stwierdzenie, ze wybor
metod badawczych jest adekwatny do osiagnigcia zamierzonego celu i umozliwia otrzymanie wiarygodnych ze
statystycznego punku widzenia wynikow (Praktyczne aspekty szacowania liczebnosci proby w badaniach
empirycznych — Janusz Watroba, StatSoft Polska Sp. z 0.0.). Liczba i gatunek uzytych zwierzat do badan (grupa
kontrolna: 10 myszy; grupa eksperymentalna: 10 myszy) wynika przede wszystkim z ogdlnie przyjetych w nauce
standardow w tego rodzaju badaniach i zostata okreslona z zachowaniem minimalnych potrzeb do uzyskania
wiarygodnych wynikow badan. Ponadto nalezy zaznaczy¢, ze warunkiem przyjecia do druku pracy naukowej
prezentujacej wyniki tego typu badan (tj. badan nad oceng mozliwosci negatywnego wplywu leku na uktad
immunologiczny) do czasopisma o zasiggu $wiatowym (tj. z indeksowanego w bazie JCR) jest przedstawienie
srednich danych uzyskanych minimum od 8-10 zwierzat/grupe. W $wietle tego w niniejszym projekcie
zastosowano taka wiasnie liczbe zwierzat, tak wiec liczba ta jest praktycznie ograniczona do minimum i dalsze
ograniczenia liczebno$ci osobnikoéw w grupie uniemozliwitoby otrzymanie wiarygodnych wynikéw (analiza
wielkosci proby z wykorzystaniem testu analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA przy uzyciu
oprogramowania SigmaPlot 12.0). Uzycie mniejszej liczby zwierzat/grupe skutkowaloby niska wiarygodnoscia
uzyskanych wynikéw, i co si¢ z tym wigze, z brakiem szans na ich opublikowanie w czasopiSmie o zasiegu
swiatowym. Tym samym dosztoby do marnotrawstwa zycia zwierzat i Srodkow zuzytych do wykonania
eksperymentow, nie wspominajac o czasie. Nalezy doda¢, ze wyniki badan prowadzonych przez wnioskodawce in
vivo na myszach, na ktore wyrazita zgode Lokalna Komisja Etyczna, zostaly opublikowane w tak prestizowych
czasopismach, jak European Journal of Pharmacology czy International Immunopharmacology. Byto to wiasnie
mozliwe dzigki temu, Ze recenzenci uznali, ze liczba myszy uzytych w doswiadczeniach byla wystarczajaca, aby
wyniki uzna¢ za wiarygodne, a tym samym nadajace si¢ do opublikowania w tych czasopismach.

Zasada udoskonalenia: Chociaz mykofenolan mofetylu jest od dawna stosowany jako lek immunosupresyjny (w




profilaktyce odrzucania przeszczepdéw, jak i do leczenia roznych chordéb autoimmunologicznych), to stosunkowo
malo wiemy o jego negatywnym wplywie na uktad immunologiczny, ze szczegdlnym uwzglednieniem wpltywu
na limfocyty T, B i komodrki NK. Istnieja uzasadnione przestanki, ze taki wplyw moze mie¢ miejsce poprzez
proapoptotyczne dziatania leku na limfocyty. U czlowieka badano jedynie wplyw leku na liczebno$¢ bezwzgledna
niektorych typow limfocytéw krwi obwodowej, ale krew nie jest tkanka, gdzie w pelni moze uwydatnié¢ sie
limfotoksyczny wpltyw leku. Wlasciwymi tkankami do tego typu badan sg narzady limfatyczne. Oszacowanie
tego parametru wymaga pobrania catych weztow chlonnych i $ledziony, stad z natury rzeczy takie badania sg
niewykonalne u cztowieka. Tak wigc istotng luka w wiedzy jest brak badan w ktérych ocenianoby wptyw leku na
liczebnos$¢ bezwzgledna limfocytow T CD4* i CD8*, limfocytow B i komorek NK w narzadach limfatycznych.
Wypehienie tej luki moze mie¢ znaczenie nie tylko poznawcze, ale i aplikacyjne. Aplikacyjne, gdyz rzuci $wiatto
na to, czy przy stosowaniu leku mozna spodziewaé si¢ znaczgcego negatywnego wplywu leku na prawidtowe
limfocyty T CD4* i CD8", limfocyty B i komorki NK, co moze mie¢ znaczenie przy doborze przez lekarza leku
immunosupresyjnego w aspekcie statusu immunologicznego pacjenta i chordb wspotistniejacych.

Chciatbym tez doda¢, ze prowadzg badania naukowe na myszach od 2006 roku (w tym 2 lata prowadzilem takie
badania na Montana State University [USA]), dzigki czemu mam duza wprawe w tym zakresie, co zapewnia, ze
wszystkie czynno$ci dotyczace tych zwierzat beda przeprowadzone sprawnie, bez ich narazania na zbedne

cierpienie i stres.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
0 NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




