NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie zdolnosci makrofagdw czerwonej miazgi (RPM) do recyklingu zelaza u

myszy z mutacjg genu Tmprsso.
2.Czas trwania projektu 3,5 roku

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): makrofagi miazgi czerwonej, niedobor zelaza, Tmprss6,

hepcydyna
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 sadowe;j

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkoéw spozywcezych, 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.

Makrofagi obecne w miazdze czerwonej §ledziony (red pulp macrophages: RPMs) sg odpowiedzialne za
wychwytywanie starzejacych si¢ erytrocytow, na drodze procesu zwanego erytrofagocytoza. Komorki te
sa wyspecjalizowane w trawieniu erytrocytow, rozktadzie hemoglobiny i uwalnianiu Zelaza niezbednego
do produkcji nowych krwinek. RPMs utrzymujg zatem homeostaze krwi 1 zapewniajg prawidlowy obrot
(recykling) zelaza w organizmie. Mechanizmy, ktore wplywalyby na intensywno$¢ procesu
erytrofagocytozy sa nadal slabo poznane. Nasze wyniki in vitro pokazuja, ze zawarto$¢ zelaza w
makrofagach moze modulowa¢ intensywno$¢ procesu recyklingu zelaza z erytrocytéw. In vivo,
pokazali§my, ze komorki RPM wyizolowane z myszy karmionych nisko-zelazowa dieta (w poréwnaniu

z dietg standardowa), wydajniej wychwytujg 1 trawig zestresowane erytrocyty. Nasze dalsze badania




sugeruja, ze u myszy karmionych nisko-zelazowa dietg to niski poziom hormonu hepcydyny moze
modulowa¢ zdolno$¢ komoérek RPM do recyklingu zelaza. Myszy z delecja genu Tmprss6 (Tmprss6
KO) charakteryzuja si¢ niskim poziomem zelaza we krwi i umiarkowang anemia, ale w przeciwienstwie
do myszy z dietetycznym niedoborem zelaza, maja podwyzszony poziom hepcydyny i normalny poziom
zelaza w §ledzionie. Celem niniejszego wniosku bedzie okreslenie, czy myszy Tmprss6 KO wykazujg
zmiany w wydajnosci erytrofagocytozy i trawienia erytrocytow. Wyniki otrzymane w naszym projekcie
pomoga okresli¢, jak jeden z podstawowych procesow fizjologicznych, jakim jest recykling zelaza, jest
modulowany w warunkach niedoboru zelaza. Znalezienie tych mechanizméw pomoze nam lepiej
zrozumie¢ 1 przeciwdziata¢ deficytowi zelaza, ktory stanowi jeden z najpowszechniejszych globalnych
probleméw zdrowotnych. Zaproponowane procedury nie wywotaja naglych lub dlugotrwatych,
niekorzystnych zmian fizjologicznych u myszy i nie spowoduja bolu ani innego cierpienia poza faktem

wykonania iniekcji.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

60 samic, Mysz domowa (Mus musculus)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, rzetelnie sprawdzitam istniejagca wiedz¢ w zakresie objetym

whnioskiem badawczym, w bazach danych:
EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA,; ScienceDirect; Web of Science (JCR)

Uzytam nastgpujacych stow kluczowych: erythrophagocytosis, red pulp macrophages, iron recycling,
iron accumulation, iron deficiency, Tmprss6, hepcidin. Na podstawie przeszukiwania literatury, w tym: -
w najnowszych artykutach przegladowych dotyczacych gospodarki zelazowej 1 makrofagow (Winn et
al., 2020)(Sukhbaatar and Weichhart, 2018), - w aktualnych artykutach przegladowych dotyczacych roli
makrofagdw w procesie erytrofagocytozy (Klei et al., 2017), - w najnowszych artykutach badawczych,
dotyczacych mechanizméw molekularnych erytrofagocytozy (Pek et al., 2019)(Bennett et al., 2019), - w

najnowszych pracach, opartych na wykorzystaniu modelu Tmprss6é KO (Xavier-Ferrucio et al., 2019)

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




(Altamura et al., 2019)(Stagg et al., 2019) 1 bazujac na wieloletnim doswiadczaniu z mojego obszaru

badan, stwierdzam, co nastepuje:

adania nad wptywem poziomu zelaza w organizmie czy w $ledzionie na zdolno$¢ makrofagéw RPM do
erytrofagocytozy nie zostaty opublikowane. Podobnie, nie zostal opisany zaden fenotyp myszy z delecja
genu Tmprss6 zwigzany z modulacja efektywno$¢ procesu erytrofagocytozy. Opublikowany zostat
artykut (Bennett i wsp.) pokazujacy zwigkszenie intensywnosci erytrofagocytozy w warunkach infekcji,
co w zaden sposob nie podwaza oryginalnosci naszych badan, ale stanowi bardzo ciekawy punkt
odniesienia dla naszych aktualnych i przysztych wynikow. Nowatorsko$¢ naszego projektu zostata
réwniez potwierdzona przez konsultacje naszych wstepnych obserwacji z innymi uznanymi ekspertami
pracujacymi nad homeostaza zelaza. Jedna z naszych hipotez zaklada, Ze poziom hepcydyny moze mie¢
udziat w regulacji intensywnosci erytrofagocytozy. W tym kontekscie, udowodnienie, ze kluczowy
hormon regulujacy uwalnianie zelaza z makrofagow RPM, moze réwniez kontrolowaé tempo wychwytu
starzejacych si¢ erytrocytow, i inne funkcje makrofagdéw, zwigzane z uwalnianiem zelaza z erytrocytow,

moze by¢ przelomowym odkryciem w obszarze naszych badan.
Zasada zastgpienia

Na weczesniejszych etapach projektu wykonaliSmy liczne analizy in vitro na modelu makrofagow
BMDM, sugerujace, ze istotnie zawarto$¢ (nadmiar) zelaza w makrofagach moze wptywa¢ na ich
zdolno$¢ do erytrofagocytozy i recyklingu zelaza. Co ciekawe, sam niedobdr zelaza w tych komorkach
nie reguluje powyzszych procesow w podobnym stopniu jak widzimy to w modelu in vivo, u myszy
karmionych pasza ze Sladowa zawartoscig zelaza. W tym kontekscie, badanie wptywu niedoboru zelaza
1 poziomu hormonu hepcydyny na zdolno$¢ komérek RPM do recyklingu zelaza wymaga uzycia myszy.
W tej czgsci naszego projektu mamy szans¢ wykaza¢, ze nadmiar hepcydyny, charakterystyczny dla
myszy Tmprss6, moze modulowa¢ intensywno$¢ erytrofagocytozy, czas zycia krazacych erytrocytow

czy inne aktywno$ci komoérek RPM, niezalezenie od niskiego poziomu zelaza w organizmie.
Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najnizszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczegbdlnych grupach. Opracowujac plan badawczy uzyliSmy programu Power and Sample Size
Calculator oraz wiedzy z artykutow naukowych, aby jak najdoktadniej oszacowac liczebnosci grup

doswiadczalnych.




Zasada udoskonalenia Proponowane doswiadczenia zostaty dobrze przemys$lane i opracowane bazujac
na wiedzy oraz do$wiadczeniu naszego zespotu, zdobytych podczas realizacji projektu (wnioski:
WAW/015/2019 oraz WAW2/150/2019). Nasze plany badawcze i zatozenia naukowe zostaly rzetelnie
skonsultowane z naszymi wspotpracownikami, czotowymi naukowcami w obszarze naszych badan.
Procedury w przedstawionym projekcie zostaty zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum stres oraz
dyskomfort zwierzat. Wybrany model Tmprss6 KO jest niezbedny do lepszego zrozumienia regulacji
procesu erytrofagocytozy, co stanowi zupetnie nowy kierunek badan w naszej tematyce. Model ten
charakteryzuje si¢ stosunkowo tagodnym fenotypem, ktéry nie powoduje cierpienia i1 nie wptywa na

dobrostan zwierzat.

Eksperymenty przeprowadzone zostang na myszach mozliwie najmtodszych. Z naszego do$wiadczenia
wiemy, ze krotkotrwala transfuzja zestresowanych, ale nie dotkliwie uszkodzonych erytrocytow, jest
przez myszy bardzo dobrze tolerowana. Nawet przy zastosowaniu 4-krotnie wyzszej dawki
zestresowanych erytrocytow, niz ta ktorg planujemy uzy¢, w badaniach opisanych w literaturze, nie
zaobserwowano szkodliwych efektow dla zwierzat (Theurl et al., 2016). Udoskonalamy procedure
poprzez zmniejszenie dawki podawanych erytrocytdw, wystarczajacej do uzyskania potrzebnych
wynikow. Podobnie, nowoczesna metoda okre$lania $redniego czasu zycia erytrocytow za pomoca
biotynylacji jest nieszkodliwa oraz nieinwazyjna i stanowi obecnie najlepszy standard do$wiadczalny w
badaniach dotyczacych kondycji erytrocytow (Kim et al., 2014; Parrow et al., 2019; Zhang et al., 2018).
Inne metody zaproponowane we wniosku zostaly tak opracowane, aby nie wymagaly dodatkowych
czynnosci (pomiary przeprowadzane sg na komorkach RPM ex vivo). Zaproponowane procedury nie
wywotlaja naglych lub dtugotrwatlych, niekorzystnych zmian fizjologicznych w organizmie myszy i nie

spowoduja bolu ani innego cierpienia poza faktem wykonania iniekcji.

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

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

X NIE

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




