NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie adaptacji makrofagéw czerwonej miazgi (RPM) do warunkéw niedoboru zelaza

u myszy z makrofagowo-specyficznym nokautem genu Tfrl
2.Czas trwania projektu 25.07.2020 — 24.07.2025

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): erytrofagocytoza, makrofagi miazgi czerwonej, niedobor

zelaza, Tfrl

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

Uktad wewnatrzwydzielniczy lub metabolizm

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 poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

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

G. Badania w celu ochrony $rodowiska 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 doswiadczenia, 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¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Cel: Badania podstawowe; Uktad wewnatrzwydzielniczy lub metabolizm

Makrofagi obecne w $ledzionie (red pulp macrophages: RPMs) to komorki odpowiedzialne za
wychwytywanie starzejacych sie erytrocytow (czerwonych ciatek krwi), na drodze procesu zwanego
erytrofagocytoza. Komorki te ‘trawig’ erytrocyty i uwalniajg zelazo niezb¢dne do produkcji nowych
krwinek. Komorki RPM sg zatem kluczowe dla naszej fizjologii: utrzymuja rownowage krwi i zapewniaja
prawidtowy ‘recykling’ zelaza w organizmie. Celem badan jest odpowiedzenie na nowe, oryginalne
pytanie, czy i w jaki sposob komodrki RPM adaptuja si¢ do zmian poziomu Zelaza w organizmie. Wstepne
nieopublikowane wyniki badan pokazuja, ze u myszy karmionych nisko-zelazowa dieta, RPMs wydajniej
wychwytuja 1 ‘trawia’ erytrocyty oraz wykazuja wyzsza aktywno$¢ metaboliczng. W odniesieniu do
naszych doswiadczen i danych z literatury, taka odpowiedz na niedobor zelaza jest unikalna. Co ciekawe,




towarzyszy jej znaczgce podwyzszenie poziomu receptora dla zelaza TFR1 na powierzchni komoérek
RPM. PostawiliSmy hipoteze, ze w warunkach niedoboru zelaza, RPMs silnie aktywuja szlak
pobierania zelaza z krwi, aby zaspokoi¢ potrzeby metaboliczne, niezbedne dla ich zwi¢kszonej
aktywnosci. Celem niniejszego wniosku bedzie weryfikacja tej hipotezy u myszy z unieczynnieniem
genu Tfrl specyficznie w makrofagach. Otrzymane wyniki pomoga okreslié, jak te
wyspecjalizowane komérki, kluczowe dla naszej fizjologii, adaptujga si¢ do warunkow niskiej
dostepnosci zelaza. Identyfikacja tych mechanizmow pomoze nam lepiej zrozumie¢ jakie zmiany
funkcjonalne w organizmie powoduje niedobor zelaza. To moze przyczyni¢ si¢ do lepszego
przeciwdzialania deficytowi zelaza, ktéory stanowi globalny problem zdrowotny. W oparciu o nasze
doswiadczenia i dostepng literature, nie spodziewamy si¢, aby zaproponowane procedury wywotaly
niekorzystne zmiany fizjologiczne u myszy czy spowodowaty cierpienie poza faktem wykonania iniekcji.
Po zakonczeniu eksperymentu zycie zwierzat zostanie w sposob humanitarny zakonczone.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

112 samic w procedurach plus 80 samic kontrolnych (nie poddanych procedurom), Mysz domowa (Mus
musculus); szczep C57BL/6 (planujemy przeprowadza¢ eksperymenty na samicach jako, ze niedobor

zelaza jest problemem zdrowotnym cze¢$ciej dotykajacym kobiety.)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, rzetelnie sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA; ScienceDirect; Web of Science (JCR)

Uzyto nastepujacych stow kluczowych: erythrophagocytosis, red pulp macrophages, iron recycling, iron
deficiency, Tfrl. Na podstawie wiedzy zawartej w literaturze, w tym:

w najnowszych artykutach przegladowych dotyczacych gospodarki zelazowej i makrofagéw (Winn et al.,
2020)(Sukhbaatar and Weichhart, 2018)(Nairz et al., 2017), w aktualnych artykutach przegladowych
dotyczacych roli makrofagéw w procesie erytrofagocytozy (Klei et al., 2017), w najnowszych artykutach
badawczych, dotyczacych mechanizméw molekularnych erytrofagocytozy (Pek et al., 2019)(Bennett et
al., 2019), a takze w najnowszych pracach dotyczacych roli receptora TFR1 (Wang et al., 2019) i bazujac

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




na wieloletnim doswiadczaniu w badaniu gospodarki zelaza, stwierdzam, ze zarowno wplyw poziomu
zelaza w organizmie na fizjologi¢ komoérek RPM a takze rola receptora TFR1 w makrofagach nie zostaty
zbadane.

Zasada zastapienia

Na wczesniejszych etapach projektu wykonaliSmy liczne analizy in vitro na hodowlach makrofagow.
Nasze wstepne wyniki pokazaly, ze nadmiar zelaza w makrofagach moze wptywac na ich zdolnos¢ do
erytrofagocytozy i ‘recyklingu’ zelaza. Co cickawe, sam niedobor zelaza w komorkach hodowanych in
vitro nie reguluje powyzszych procesow w podobnym stopniu jak widzimy to w modelu in vivo. W tym
konteks$cie, badanie molekularnych podstaw adaptacji makrofagow RPM do warunkéw deficytu zelaza
wymaga uzycia myszy. Myszy z unieczynnieniem genu Tfrl, kodujacego receptor zelaza, specyficznie w
makrofagach stanowia idealne narzg¢dzie do weryfikacji hipotez postawionych w niniejszym projekcie.
Jako, ze utrzymywanie homeostazy zelaza i krwi wymaga wspoétdziatania miedzy réznymi tkankami,
praca na myszach jest konieczna i pozwoli nam okres$li¢, jak brak receptora TFR1 w makrofagach wptynie
na adaptacj¢ catego organizmu do niedoboru zelaza (np. na uktad krwiotworczy czy dystrybucje zelaza
pomiedzy tkankami a osoczem).

Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najnizszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczegdlnych grupach. Opracowujac plan badawczy uzyliSmy programu Power and Sample Size
Calculator oraz wiedzy z artykutow naukowych, aby jak najdoktadniej oszacowac¢ liczebno$ci grup
doswiadczalnych. Bedziemy rowniez doktada¢ wszelkich staran, aby z kazdej po$wieconej myszy
uzyska¢ maksymalng ilo$¢ informacji (np. z jednej $ledziony standardowo wykonujemy 3-4 pomiary).

Zasada udoskonalenia

Proponowane doswiadczenia zostaly dobrze przemys$lane i opracowane bazujac na wiedzy oraz
do$wiadczeniu naszego zespotu, zdobytych podczas realizacji naszego wiekszego projektu. Procedury w
przedstawionym projekcie zostaty zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum stres oraz dyskomfort
zwierzat. Wigkszo$¢ metod/pomiardow zaproponowanych we wniosku zostatlo opracowanych w trybie
pracy ex vivo z wyizolowanymi komoérkami, aby w procedurach nie byty konieczne Zzadne dodatkowe
czynnos$ci na zywych zwierzgtach. Specjalne zlecenie zostato ztozone u dostawcy myszy z USA przed
rozpoczeciem projektu, aby zweryfikowaé, czy model z unieczynnieniem genu Tfrl specyficznie w
makrofagach nie wykazuje szkodliwych fenotypéw w normalnych warunkach. Stosowana przez nas dieta
nisko-zelazowa zostata tak dobrana, aby jedynie efektywnie obniza¢ poziom zelaza w organizmie, ale nie
wywolywac anemii. Minimalizuje to ryzyko wystgpienia szkod dla zwierzat. Z naszego doswiadczenia
wiemy, ze krotkotrwate podanie myszom dozylnie ‘sztucznie postarzonych’ czerwonych ciatek krwi w
opracowanej przez nas dawce jest przez myszy bardzo dobrze tolerowana. W literaturze opisywane jest
podawanie 4-krotnie wyzszej dawki takich erytrocytow, ktore rowniez nie powoduje szkodliwych efektow
u zwierzat (Theurl et al., 2016). Udoskonalili§my zatem opublikowang procedur¢ poprzez zmniejszenie
dawki podawanych erytrocytow, wystarczajacej do uzyskania potrzebnych efektéw fizjologicznych. Przy




wykonywaniu iniekcji dozylnych dodatkowo wyktadamy wnetrze ‘poskramiaczy’, stuzacych do unieruchamiania
myszy, miekkim recznikiem papierowym (zaobserwowali$my, iz czynno$¢ ta znacznie uspokaja zwierzeta).
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8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

v/ NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wiaéciwe pole.




