NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie efektu biologicznego wolnej hemoglobiny na komorki

watroby i rozwoj stanu zapalnego.

2.Czas trwania projektu: 4 Lata

3. Stowa kluczowe: hemoglobina, hemoliza, haptoglobina, komérki s$rodblonka zatok

watroby (ang. LSEC)

4. Cel projektu (art. 3 ustawy): A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji
lub produktéw, 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do$wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowacé u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.

Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

W poprzednich badaniach wykazali§my, ze uwolniona z czerwonych krwinek hemoglobina jest
pobierana przez wyspecjalizowang populacje komorek naczyn watroby (ang. LSEC). Proces ten
jest bardzo szybki, niezalezny od makrofagdw watrobowych i zachodzi rownolegle do usuwania
uszkodzonych erytrocytow przez makrofagi watrobowe. PostawiliSmy zatem hipoteze, ze komorki
LSEC sa kluczowe w obronie organizmu przed wolng hemoglobina w warunkach stresu
hemolitycznego, ktéremu towarzyszy spadek ilosci makrofagdw w organizmie. W niniejszym
wniosku planujemy zbadaé, jakie efekty biologiczne w mikrosrodowisku watroby i na poziomie
organizmu ma wolna hemoglobina, ktéra pojawia si¢ w krazeniu w warunkach stresu
hemolitycznego. Zbadamy migdzyinnymi: w jaki sposob zawarte w Hb zelazo ulega dystrybucji w
mikrosrodowisku watroby w jakim stopniu pobieranie Hb jest niezalezne od haptoglobiny.
Zbadamy miedzy innymi: Jak zawarte w Hb zelazo ulega dystrybucji w mikrosrodowisku watroby
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oraz w jakim stopniu pobieranie Hb jest niezalezne od haptoglobiny. Jest to wazny problem
medyczny mogacy zachodzi¢ w przypadku patofizjologii i stresu hemolitycznego u pacjentow.
Ponadto wolna hemoglobina jest obecna w starszych preparatach krwi wykorzystywanej do
transfuzji.

Dyskomfort u myszy bedzie powodowany jedynie zastrzykiem dozylnym. Podawane substancje
wlacznie z hemoglobing nie maja wptywu na dyskomfort. Ponadto myszy zostang usmiercone na
koniec eksperymentu, jednak sama czynno$¢ zostanie przeprowadzona z minimalizacja
zwigzanego z nig dyskomfortu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

388 myszy domowych

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA |
UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, rzetelnie sprawdzono istniejaca wiedze w zakresie objetym
wnioskiem badawczym, w bazach danych: EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA;
ScienceDirect; Web of Science (JCR). Uzyto nastepujacych stow kluczowych: hemoglobina,
hemoliza, haptoglobina, komoérki srodbtonka zatok watroby (ang. LSEC). Na podstawie wiedzy
zawarte] w literaturze, w tym: w najnowszych artykutach przegladowych i doswiadczalnych
dotyczacych funkeji komorek LSEC: Petrillo et al., 2020, Pandey et al., 2020, Hammoutene and
Rautou, 2019, de Haan et al., 2020, Oie et al., 2020, Ruart et al., 2019, a takze w kluczowych
artykutach przegladowych i pracach doswiadczalnych dotyczacych hemolizy, wolnej hemoglobiny
i haptoglobiny: Van Avondt et al., 2019, Kato et al., 2017, Schaer et al., 2014, Merle et al., 2018,
Sakamoto et al., 2017, Theurl et al., 2016

i bazujac na doswiadczeniu naszym i naszych wspolpracownikow z opisanego obszaru badan,
stwierdzam, co nastepuje:

Rola komoérek LSEC w pobieraniu wolnej Hb podczas hemolizy nie zostata opisana i stanowi nasze
oryginalne odkrycie. Nie sa tez znane efekty tego procesu na funkcjonowanie komérek LSEC, na
procesy zwigzane z utrzymywaniem réwnowagi zelaza (zarébwno na poziomie mikrosrodowiska
watroby i catego organizmu), a takze na indukcje stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego w
watrobie i innych organach.

Zasada zastapienia
Na wczesniejszych etapach projektu wykonano badania in vitro z wykorzystaniem hodowli
pierwotnych komoérek LSEC. Badania te, migdzy innymi, umozliwity nam zidentyfikowanie 3
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potencjalnych receptoréw wolnej Hb na powierzchni komoérek LSEC. Model in vifro moze by¢
réwniez wykorzystywany na dalszych etapach projektu do badania szczegdétowych mechanizmow
wewnatrzkomorkowych, ktore uczestnicza w pobieraniu Hb. Aby jednak zrozumie¢, jak wychwyt
wolnej Hb przez komorki LSEC wplywa na gospodarke zelaza w mikrosrodowisku watroby i
organizmie, i wlasciwosci komorek LSEC i w jakim stopniu uruchamia procesy prozapalne w
organizmie, konieczne jest wykorzystanie modelu in vivo. Jest to réwniez podyktowane faktem, ze
mikrosrodowisko  watroby charakteryzuje si¢ zlozonymi mechanizmami komunikacji
miedzykomorkowej, ktora tylko w zywym organizmie moze by¢é w peli uwzgledniona w
badanych przez nas procesach. Nie istnieja alternatywne modele niezwierzece pozwalajace badaé¢
fizjologie watroby, i innych organow w odpowiedzi na pobieranie wolnej hemoglobiny przez
komorki LSEC.

Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najnizszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczegdlnych grupach. Przewidziana ilo$¢ zwierzat jest niezbedna do przeprowadzenia
prawidlowej analizy statystycznej otrzymanych wynikéw. Bedziemy réwniez doklada¢ wszelkich
staran, aby z kazdej poswigconej myszy uzyska¢ maksymalna ilos¢ informacji.

Zasada udoskonalenia

Aby ograniczy¢ do minimum stres oraz dyskomfort zwierzat, wszystkie procedury zostaly
maksymalnie uproszczone i sprowadzone do 1 lub 2 zastrzykéw. Dawka Hb, ktora planujemy
podawaé¢ myszom odpowiada ilosci tego biatka w ok. 100 pl krwi (stanowigcych mniej niz 10%
krwi u mtodej myszy). Wedlug danych literaturowych, spadek ilosci Hb w mysich modelach
hemolizy (przekracza tg warto$¢ Theurl et al., 2016; Zhang et al., 2018), wigc na podstawie naszych
wczesniejszych eksperymentoéw i danych z literatury, spodziewamy sie, ze dawka ta jest dobrze
tolerowana (mysie modele hemolizy sa zywotne i szeroko wykorzystywane w badaniach).
Eksperymenty przeprowadzane beda przez doswiadczonych pracownikow posiadajacych
odpowiednie kwalifikacje i wiedzg ze szczegdlnym nastawieniem na zminimalizowanie
dyskomfortu u zwierzat. Objetosci podawanych iniekcji mieszcza si¢ w  granicach
rekomendowanych i dopuszczonych wg. prawa. Zwierzeta beda miaty staty dostep do pozywienia
i wody. Warunki bytowania zwierzat zostana urozmaicone przez umozliwienie myszom
znalezienia schronienia w plastikowym domku (typu iglo) lub tekturowych rurkach.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
[0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

X NIE




