NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Wyprowadzenie linii myszy eksprymujacych rekombinaze CRE pod promotorem genu
Spi-c

2.Czas trwania projektu: 2 lata ()

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): anemia, eryrtofagocytoza, makrofagi czerwonej miazgi,

recykling zelaza, niedobor zelaza

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A. Badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

m m o O

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego
H. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji

zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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.

Anemia to stan, w ktorym liczba czerwonych krwinek lub ilo$¢ zawartej w nich hemoglobiny jest
niewystarczajaca. Jednym z powodéw anemii jest niedobor zelaza. Mimo, ze anemia stanowi globalny
problem zdrowotny, wcigz niewiele wiadomo na temat wplywu niedoboru zZelaza na funkcje
wyspecjalizowanych komodrek organizmu.

W proponowanym projekcie skupiamy si¢ na badaniu komoérek zwanych RPMs — makrofagéw obecnych
w czerwonej miazdze $ledziony. Komorki te wychwytujg i trawig starzejace si¢ erytrocyty (czerwone
krwinki), a nastgpnie uwalniajg Zelazo niezbedne do produkcji nowych krwinek. RPMs utrzymujg zatem
réwnowage krwi i zapewniajg prawidlowy obroét (‘recykling’) Zelaza w organizmie. Wykorzystujac mysi
model dietetycznego niedoboru zelaza, odkryliSmy, ze makrofagi RPM ubogie w Zelazo zwigkszaja
zdolno$¢ do wychwytu erytrocytow i ich lizy. Zaobserwowalismy, ze temu




,funkcjonalnemu przyspieszeniu” towarzyszy zwig¢kszona masa i aktywnos$¢ mitochondriow, czyli
»elektrowni” komorkowych. Takie zwigkszenie aktywno$ci metabolicznej w ubogich w zelazo
makrofagach RPM jest unikalne w porownaniu z innymi typami komorek, ktoére zazwyczaj spowalniaja
swo@j metabolizm, gdy poziom zelaza spada. Naszym celem jest identyfikacja fizjologicznej roli tego
»programu adaptacyjnego” makrofagow RPM: w jaki sposob jego zahamowanie w warunkach niskiej
dostepnosci zelaza wplynie na funkcje tych komorek i catego organizmu.

Aby osiagnac ten cel proponujemy utworzenie nowego mysiego modelu. W przedstawionym projekcie
prosimy o zgode na wyprowadzenie linii myszy, u ktorych synteza rekombinazy CRE bedzie zachodzi¢
specyficznie w makrofagach RPM (bedzie sprzezona z ekspresjg biatka SPI-C). Rekombinaza CRE
,wycina” fragmenty DNA pomigdzy sekwencjami LoxP. Wyprowadzona linia bedzie stuzyta docelowo
do krzyzowania z innymi liniami myszy, majagcymi wprowadzone miejsca LoxP w sekwencje gendéw,
ktére moga by¢ potrzebne makrofagom RPM do adaptacji do niskiej podazy zelaza. Pozwoli to na
usuniecie tych gendow wyltacznie w komodrkach RPM na przysztych etapach projektu i zbadanie jak zmieni
to odpowiedz organizmu nie niedobor Zelaza. Przewidujemy, ze myszy Spi-C-CRE nie beda przejawialy
szkodliwego fenotypu, a beda stanowi¢ unikatowy na $wiatowg skalg¢ model, stuzacy do badania ciagle
niepoznanej dobrze biologii makrofagow RPM, komorek kluczowych dla naszej fizjologii.

W doswiadczeniach wykorzystane zostang zygoty myszy, izolowane z ukladu rozrodczego samic,
stymulowanych hormonalnie i uSémiercanych. Zastosowane hormony, indukujace wzrost pgcherzykoéw
jajnikowych 1 owulacj¢, sa substancjami niedraznigcymi. Oba zastrzyki beda wykonywane w dolnym
rejonie brzucha, zatem zroédtem bolu bedzie jedynie uklucie igla. Szkodg ostateczng dla zwierzat jest
usmiercenie myszy dawczyn. W celu uzyskania zwierzat transgenicznych zarodki beda transplantowane
do jajowoddw samic biorczyn, pokrytych nieptodnymi samcami. Przeszczepianie zarodkow u samic oraz
wazektomia samcOw bedzie wykonywana w znieczuleniu ogdélnym, a bol pooperacyjny bedzie
usmierzany srodkami przeciwbolowymi. [lo§¢ powiktan pooperacyjnych jest znikoma.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy:.
- samice C57BL6/J/cmdb — 16 osobnikow
- samice F1(C57BL6/JRj x CBA/J) — 7 osobnikow

- samce F1(C57BL6/JRj x CBA/J) — 5 osobnikéw




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzilem istniejacq wiedze¢ w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych:

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco, OMIM

Wykorzystalam/em stowa kluczowe: erythrophagocytosis, red pulp macrophages, iron recycling, iron
deficiency.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: Deficyt Zzelaza jest wiodagcym
globalnym niedoborem zywieniowym, ktéry moze spowalnia¢ rozw6j umystowy, obniza¢ wydajnosé
pracy 1 zwigksza¢ zachorowalno$¢ u oséb starszych. Nadal bardzo stabo poznane sa mechanizmy, ktore
pozwalaja wyspecjalizowanym komérkom w organizmie adaptowac si¢ do niskiej dostepnosci zelaza.
Makrofagi czerwonej miazgi (RPMs) znajdujace si¢ w §ledzionie sg odpowiedzialne za usuwanie
starzejacych sie lub zestresowanych czerwonych krwinek z krwioobiegu w procesie zwanym
erytrofagocytoza.

B. Brak jest danych dotyczacych: Badania nad wptywem niedoboru zelaza w organizmie na
zdolno§¢ makrofagow RPM do wychwytu i lizy erytrocytow nie zostaly opisane. Nie jest rOwniez
dostepny ani opublikowany zaden model mysi, gdzie synteza rekombinazy CRE zachodzi specyficznie w
komoérkach RPM.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: Wyprowadzenie linii mysiej Spic-
CRE pozwoli na przeprowadzenie szeregu eksperymentdw majacych na celu zrozumienie jak
funkcjonalne i metaboliczne zmiany, ktore odkryliSmy w makrofagach RPM w warunkach niedoboru
zelaza przyczyniaja si¢ do adaptacji organizmu do niskiej podazy zelaza. Nasze badania pozwolg réwniez
na jednoznaczng identyfikacje kluczowych gendéw, regulujacych ich zdolnosci do wychwytu i lizy
erytrocytow w zaleznos$ci do dostepnosci zelaza w organizmie.

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: Model Spi-c-CRE bedzie unikatowy na skalg §wiatowa
1 moze by¢ w przyszioSci wykorzystany w dalszych projektach w naszym zespole jak rowniez
udostepniony innym badaczom w ramach wspotpracy naukowej. Przyktadowo, odkrycie mechanizmow
regulujacych funkcje makrofagdw RPM zwigzane z wychwytem i liza erytrocytow, jak rdwniez tempo
ich metabolizmu, pozwoli nam lepiej zrozumie¢ ich funkcjonalng deregulacja, ktorg zaobserwowaliSmy
podczas starzenia organizmu.

Zastapienie: Na wczesniejszych etapach projektu wykonaliSmy liczne analizy in vitro na modelu
pierwotnych makrofagow. Co ciekawe, sam niedobor zelaza w komodrkach hodowanych in vitro nie
reguluje tempa usuwania i lizy erytrocytow tak jak to widzimy to w modelu in vivo. W tym kontekscie,

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




badanie molekularnych podstaw adaptacji makrofagow RPM do warunkéw deficytu zelaza wymaga
uzycia myszy.

Ograniczenie: Wedle naszej wiedzy jesteSmy pierwszym 1 jedynym zespolem w Polsce
wyprowadzajagcym myszy transgeniczne metodg CRISPR-Cas9. Metoda ta pozwala na znaczne
zmniejszenie liczby wykorzystanych zwierzat, w stosunku to klasycznej inzynierii genetycznej opierajacej
si¢ o embrionalne komodrki macierzyste. Dzieki zastosowaniu tej metody modyfikacje genetyczne
wprowadzane sg ze znacznie wigksza czgstoscig oraz dodatkowo pozwala ona na pominigcie etapu
tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji zwigksza czgstos¢ wprowadzanych
modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczb¢ myszy niezbednych do wyprowadzenia linii transgeniczne;.

Udoskonalenie: Zarodki beda nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg be¢dzie
wykonywany przez wytrenowany personel, dzigki czemu znacznie zwigkszona bedzie przezywalnosé
zarodkéw. Myszy beda utrzymywane w systemie IVC (klatki indywidualnie wentylowane) co zwigksza
ich dobrobyt. Wszystkie myszy po operacjach otrzymuja kompleksowa ochrone przeciwbolowa.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

O TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.




