NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie wptywu przetadowania zelazem makrofagéw czerwonej miazgi (RPMs) na

rownowage biatkowg i powigzane z nig procesy komorkowe
2.Czas trwania projektu 20.06.19 (lub po6zniej, po uzyskaniu zgody LKE) — 20.06.21
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): proteostasis, red pulp macrophages, iron accumulation, aging

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

4.A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sagdowe;j

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$ci, skutecznos$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 lub 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; Sercowo-naczyniowy uktad krazenia krwi i limfy

Makrofagi obecne w miazdze czerwonej $ledziony (red pulp macrophages: RPMs) sa odpowiedzialne za
usuwanie starzejacych si¢ erytrocytow z krwiobiegu. Komorki te sg wyspecjalizowane w rozktadzie hemoglobiny
i uwalnianiu zelaza niezbgdnego do produkcji nowych krwinek. RPMs odrywaja zatem kluczowa role w
utrzymaniu homeostazy krwi i zapewnianiu prawidtowego obrotu Zelaza w organizmie. Co ciekawe, fizjologiczne
starzenie potaczone jest z akumulacjg zelaza w §ledzionie, najprawdopodobniej w komorkach RPM. Celem
naszego projektu jest zbadanie czy proces starzenia indukuje stres oksydacyjny w tych komdrkach, i czy prowadzi
to do uposledzenia ich funkcji. Doktadniej, chcemy okres§lic wplyw starzenia na homeostaz¢ bialek w RPMs,
mierzac poziom agregacji bialek, glutationu, aktywno$¢ lizosomolng i proteasomalng, tempo autofagii, jak i
aktywno$¢ mitochondriow. Planujemy rowniez przeprowadzi¢ sekwencjonowanie RNA na przesortowanych
RPMs oraz pomiar zawarto$ci zelaza za pomocg spektroskopii ICP-MS. Nasze wstepne wyniki wskazujg na
zaburzenia rownowagi biatkowej w RPMs u myszy starszych (10-11-migsi¢cznych) w poréwnaniu z mtodymi (8-
12-tygodniowymi). Eksperymenty opisanie w niniejszym wniosku pozwola nam okresli¢, czy zmiany te sa




spowodowane wylacznie podwyzszonym poziomem zelaza w RPMs, czy takze zwigzane sg z procesem starzenia
si¢ tych komorek. Poczatkowo przeprowadzimy optymalizacje dawki iniekcji dootrzewnowej zelaza
skompleksowanego z dekstranem (aby otrzymacé zblizong akumulacje¢ zelaza w $ledzionie jak u myszy starszych;
Procedura I) i punktu czasowego pomiaréw (Procedura II). W Procedurze Il wykorzystamy zoptymalizowane
warunki eksperymentalne do wlasciwych eksperymentow, gdzie wszystkie wymienione wyzej aktywnosci
zostang zmierzone. Nasza praca pozwoli nam zidentyfikowa¢ kluczowe czynniki wptywajace na uposledzenie
funkcji RPMs u myszy starszych, i co za tym idzie na jako$¢ krazacych erytrocytow i na ogdlnoustrojowa
gospodarke zelaza.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

96 samic, Mysz domowa (Mus musculus); szczep C57BL/6

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, rzetelnie sprawdzilam istniejagca wiedzg w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

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

Uzytam nastepujacych stow kluczowych: proteostasis, red pulp macrophages (RPMs), iron accumulation, aging.
Na podstawie przeszukiwania literatury i bazujac na wieloletnim doswiadczaniu z mojego pola badan,
stwierdzam, ze badania nad wptywem starzenia i nadmiaru zelaza na réwnowage biatkowa makrofagoéw RPM i
funkcje/aktywnosci komorkowe z nig zwigzane nie zostaty opublikowane i maja zatem charakter nowatorski.

Zasada zastgpienia

Na weczesniejszych etapach projektu wykonaliSmy (i nadal wykonujemy) analizy z uzyciem myszy starszych
(Ryc. 1) jak i doswiadczenia in vitro na modelu makrofagow BMDM (Ryc. 2). Badania te sugeruja, ze nadmiar
zelaza, towarzyszacy fizjologicznemu starzeniu si¢ §ledziony, jak i niezaleznie sam proces starzenia wplywaja na
czynnosci komorek zwiazane z rownowagg biatek. Zaproponowane w tym wniosku badania umozliwig nam
ostatecznie okreslenie, ktore ze zmian w konteks$cie starzenia zaleza stricte od akumulacji zelaza. Spodziewamy
si¢, ze rzuci to nowe $wiatto na czynniki wplywajace na zmiany w funkcjonalno$ci komérek RPM postepujace z
wiekiem. Odkrycie takich mechanizmoéow bedzie mie¢ przetozenie na jako$¢ krazacych erytrocytow i na zdolnosé
organizmu do odzysku zelaza dla produkcji nowych erytrocytow w szpiku kostnym. W tym kontekscie,
weryfikacja naszych obserwacji w modelu in vivo jest konieczna i moze prowadzi¢ do zaproponowania podej$¢ o
znaczeniu terapeutycznym (np. chelacji zelaza lub zastosowania anty-oksydantéw), skierowanych na
zahamowaniu niekorzystnych dla jakosci tych komoérek zmian.

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




Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniajg ich wykonanie na najnizszej mozliwej liczbie zwierzat w poszczegolnych
grupach. Ze wzgledu na ich pilotazowy charakter, w Procedurze I i II naszym celem nie jest uzyskanie
statystycznie istotnych wynikow. W Procedurze III, positkujac si¢ obliczeniami za pomocg programu Power and
Sample Size Program i szacujac spodziewane zmiany w planowanych pomiarach z przypuszczalnym odchyleniem
standardowym, obliczono, Ze istotno$¢ statystyczna na poziomie o = 0,05 moze by¢ osiagnicta przy ilo$¢ zwierzat
wynoszaca 7 na kazdg z planowanych grup eksperymentalnych. W przypadku przygotowania probek na
sekwencjonowanie RNA 1 na analizy poziomu zelaza w RPMs, bazujac na do§wiadczeniu wspotpracujacych
laboratoriow oszacowaliSmy ilo$¢ myszy na 4 na grupeg.

Zasada udoskonalenia

Procedury w przedstawionym projekcie zostaty zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum stres oraz
dyskomfort zwierzat. Ponadto, proponowane doswiadczenia zostaty dobrze przemyslane i opracowane bazujac na
doswiadczeniu naszego zespotu (Ryc. 1). Podczas hodowli zapewnione bedzie urozmaicenie warunkow
bytowania.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna®
(1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

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

X NIE

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




