NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Badanie skutkow sterylnego zapalenia (wywotanego lipopolisacharydem, LPS) u

myszy z niedoborem zelaza na zywotno$¢ 1 podstawowe funkcje makrofagéw czerwonej miazgi.
2.Czas trwania projektu: 5 lat

3.Stlowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): erytrofagocytoza, makrofagi miazgi czerwonej, niedobor

zelaza, hepcydyna, zapalenie

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

Uklad wewnatrzwydzielniczy lub metabolizm

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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, §rodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, skuteczno$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

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

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

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

Cel: Badania podstawowe; Uktad wewnatrzwydzielniczy lub metabolizm

Makrofagi miazgi czerwonej $ledziony (red pulp macrophages: RPM) to wyspecjalizowane komorki
odpowiedzialne za usuwanie starzejacych sie erytrocytow (czerwonych krwinek) z krwiobiegu i
uwalnianie zelaza niezbgdnego do krwiotworzenia. Niedobdr zelaza jest globalnym problemem
zdrowotnym uposledzajacym funkcje organizmu. W naszej biezacej pracy, odkryliSmy, ze komorki
RPM wykazuja unikalng adaptacje¢ do niedoboru zelaza: u myszy karmionych niskozelazowa dieta,
RPM sa bardziej aktywne metabolicznie i wydajniej usuwajg erytrocyty. ZaobserwowaliSmy, ze
zjawisko to jest zalezne od niskiego poziomu hormonu hepcydyny: podanie hepcydyny myszom na
niskozelazowej diecie ‘wylacza’ ich ‘program adaptacyjny’. ZauwazyliSmy réwniez, ze u myszy z
niedoborem zelaza hepcydyna juz krétko po podaniu nieznacznie zmniejsza ilos¢ komorek RPM w




sledzionie. Nasze wstgpne obserwacje majg znaczenie w kontek$cie wspoélistnienia w organizmie
niedoboru zZelaza 1 warunkow prozapalnych, ktore podnoszg ilo§¢ hepcydyny we krwi. Jest to czegste w
zaroOwno w rozwijajacych si¢ krajach, jak 1 w rozwinigtych i nabiera szczegdlnego znaczenia w
kontekscie epidemii SARS-CoV-2. Cigzki przebieg choroby COVID-19 koreluje zarowno ze stopniem
niedoboru zelaza jak 1 z wysokim poziomem hepcydyny. PostawiliSmy zatem hipoteze, ze rozwdj
zapalenia, ktoremu towarzyszy indukcja hepcydyny, w obliczu niedoboru zelaza, prowadzi do
dysfunkcji komorek RPM i tym samym przyczynia si¢ do dalszego poglebienia deficytu zelaza i
anemii. Aby zweryfikowa¢ t¢ hipotezg, zbadamy jak sterylne zapalenie wywotane przez wykonanie
iniekcji lipopolisacharydu (endotoksyny pochodzenia bakteryjnego) oraz (niezaleznie) podanie
dopasowanej dawki hormonu hepcydyny, wpltywa na podstawowe funkcje makrofagow RPM.
Przewidywane sg nastepujace szkody dla zwierzat: bol przy wykonywaniu zastrzykow, dyskomfort i bol
zwigzany z wywolanym stanem zapalnym oraz jako szkoda ostateczna $mier¢. Spodziewamy sie, Ze
otrzymane wyniki moga mie¢ duze znaczenie dla zrozumienia patogenezy anemii podczas infekcji
i choréb zapalnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

192 samice, Mysz domowa (Mus musculus); szczep C57BL/6 (planujemy przeprowadza¢ eksperymenty

na samicach jako, ze niedobor zelaza jest problemem zdrowotnym czesciej dotykajacym kobiety)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 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 nastgpujacych stow kluczowych: red pulp macrophages, iron recycling, iron deficiency, hepcidin,
inflammation, LPS. Na podstawie wiedzy zawartej w literaturze, w tym:

w aktualnych artykutach przegladowych dotyczacych gospodarki zelazowej 1 makrofagow (Pradhan et
al., 2020; Sukhbaatar and Weichhart, 2018; Winn et al., 2020), w najnowszych artykutach badawczych,
dotyczacych mechanizméw molekularnych zwigzanych z usuwaniem erytrocytéw przez komorki RPM
(Lu et al., 2020; Pek et al., 2019) i zwiazku pomig¢dzy usuwaniem erytrocytow a stanem zapalnym
(Akilesh et al., 2019; Bennett et al., 2019; Olonisakin et al., 2020), jak rowniez $ledzac doniesienia o

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




powigzaniach przebiegu COVID-19 z gospodarka zelaza (Hippchen et al., 2020; Nai et al., 2020) oraz
bazujac na wieloletnim do§wiadczaniu z mojego obszaru badan, stwierdzam, co nastepuje:

Badania nad wplywem poziomu zelaza w organizmie na funkcje makrofagobw RPM, zwigzane z
wychwytywaniem erytrocytow, nie zostaty opisane. W szczegdlnosci, nie jest dostepna zadna wiedza na
temat tego, jak obnizony poziom zelaza w organizmie, w pofaczeniu z rozwojem stanu zapalnego,
wptywa na funkcje tych komorek. Opublikowane zostaly artykuly, pokazujace zwigkszenie
intensywnosci fagocytozy erytrocytow w warunkach infekcji (Bennett 1 wsp.), jak rowniez pojawianie
si¢ w organizmie nowych komorek (nie makrofagobw RPM) zdolnych do wychwytu erytrocytow w
odpowiedzi na czynniki zapalne (Akilesh i wsp.). Prace te nie podwazajg oryginalno$ci naszych badan,
jako, ze nie analizuja opisanych w nich zjawisk w warunkach niedoboru Zelaza, ktéry w §wietle naszych
oryginalnych wynikow silnie wptywa na funkcje komoérek RPM (znacznie je intensyfikuje). Niemniej
jednak, prace te stanowia roéwniez bardzo wazny i cieckawy punkt odniesienia dla naszej pracy. Zebrane
informacje i wlasne doswiadczenie, pozwolity na prawidlowe zaplanowanie badan, uwzglgdniajace
rowniez jak najmniejsze szkody dla zwierzat. Nasze pionierskie badania majg szanse wykazaé, ze
dysfunkcja komorek RPM moze by¢ kolejnym czynnikiem patologicznym, wplywajacym na ci¢zki
przebieg choréb zakaznych i stanéw zapalnych.

Zasada zastgpienia

Na wcze$niejszych etapach projektu wykonaliSmy liczne analizy in vitro na hodowlach makrofagow.
Nasze wstepne wyniki pokazaly, ze zawarto$¢ (nadmiar) zelaza w makrofagach moze wplywac¢ na ich
zdolno$¢ do usuwania erytrocytow. Jednak, niedobdr zelaza w komorkach hodowanych in vitro nie
reguluje funkcji makrofagéw RPM w taki sposob, jak widzimy to w modelu in vivo. W tym kontekscie,
spodziewamy si¢, ze unikalna adaptacja komorek RPM wystepuje jedynie w warunkach in vivo i1
prawdopodobnie zalezy od czynnikow obecnych w krazeniu (jak hepcydyna) jak rowniez od sygnatow
ptynacych z mikrosrodowiska $ledziony. Jako, ze utrzymywanie homeostazy zelaza i krwi wymaga
wspotdziatania miedzy réznymi tkankami, a zapalenie jest rowniez zjawiskiem ogdlnoustrojowym,
jedynie praca na zywym modelu mysim moze nam pomoc zrozumied, jak rozwoj stanu zapalnego na tle
niedoboru zelaza moze wptyna¢ na funkcje komorek RPM.

Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najnizszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczegolnych grupach. Opracowujac plan badawczy uzyliSmy programu Power and Sample Size
Calculator oraz wiedzy z artykutdow naukowych, aby jak najdoktadniej oszacowac liczebno$ci grup
doswiadczalnych. Nasze badania zaplanowaliSmy w taki sposéb, aby z kazdej po$wieconej myszy
uzyska¢ maksymalng ilo$¢ informacji (z jednej §ledziony standardowo wykonujemy 3-4 pomiary).

Zasada udoskonalenia

Proponowane do$wiadczenia zostaly opracowane bazujac na wiedzy oraz doswiadczeniu naszego
zespotu, zdobytych podczas realizacji naszych powiagzanych projektow. Procedury w przedstawionym




projekcie zostaly zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum stres oraz dyskomfort zwierzat. Dawki
lipopolisacharydu zostaty tak dobrane, aby spowodowa¢ najmniejsze z mozliwych szkody dla zwierzat
jakie moga powsta¢ przy wywotywaniu stanu zapalnego. Iniekcje syntetycznej hepcydyny nie beda
powodowa¢ innego dyskomfortu niz fakt wykonania iniekcji dootrzewnowej. Pomiary zaproponowane
we wniosku zostaty tak opracowane, aby nie byly konieczne Zzadne dodatkowe czynno$ci (pomiary
przeprowadzane sg na komorkach §ledziony ex vivo). W klatkach zwierzat beda umieszczone elementy
wzbogacenia $rodowiska takie jak: tekturowe rurki, duze fragmenty papierowych recznikow i
plastikowe domki. Doswiadczenie zespotu gwarantuje prawidlowe wykonanie procedur, ze
szczegdlnym uwzglednieniem dobrostanu zwierzat. Zwierzgta beda pozostawaé pod codziennym
nadzorem lekarsko — weterynaryjnym.

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

1] TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

X NIE
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