Zelazo jest istotnym elementem proceséw metabolicznych oraz immunologicznych. Pierwiastek ten stuzy jako kofaktor wielu
enzymow uczestniczacych w podstawowych procesach komdrkowych takich jak replikacja i naprawa DNA, redukcja
rybonukleotyddéw czy transport elektronéw w mitochondriach. Zachowanie réwnowagi pomiedzy pobieraniem zelaza z
pozywienia, a jego transportem i magazynowaniem jest niezwykle wazne i wymaga wspétdziatania wielu gendéw. W ciggu
ostatnich kilkunastu lat u ssakéw cze$¢ z nich zostata odkryta i opisana, przyktadowo hepcydyna, transferryna czy receptory
transferryny. W przeciwienstwie do ssakéw, u nizszych kregowcow, na przyktad karpia (Cyprinus carpio L.) rola genéw
zwiazanych z metabolizmem zelaza oraz zalezno$ci pomiedzy nimi nie zostala jeszcze szerzej poznana. Ponadto u karpia jako
organizmu tetraploidalnego cze$¢ z tych gendw ulegta duplikacji. Z drugiej jednak strony, fakt ten sprawia, ze C.carpio jest
unikatowym modelem w badaniach ewolucyjnych nad funkcjonalnymi rozbieznosciami zduplikowanych genéw. Celem tego
projektu jest okreslenie roli biatek zaangazowanych w metabolizm Zzelaza z uwzglednieniem mechanizméw obronnych ukfadu
odpornosciowego u karpia. Badania beda koncentrowaty sie na procesach wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowego transportu,
redukcji, akumulacji i uwalniania tego pierwiastka. W tym celu okreslony zostanie wzér ekspresji gendéw zwigzanych z
metabolizmem Zzelaza to jest: transportera metali dwuwartosciowych (DMT1), ferroportyny (FPN), ferrytyny (FER), transferyny
(TF), receptorow transferryny (TFRs), hepcydyny (HEP), metaloreduktazy (SEAP3) oraz biatek regulatorowych zelaza1i2 (IRP
1, 2). Analiza ekspresji tych genéw bedzie przeprowadzona dwukierunkowo. W pierwszej czesci projektu badania bedg skupiac¢
sie na wyjasnieniu interakcji zachodzacych pomiedzy pasozytem, ktéry pozyskuje zelazo od infekowanego organizmu, a
gospodarzem, ktérego dziatanie polega na immobilizacji tego pierwiastka. Prze$ledzone zostana zmiany ekspresji wyzej
wymienionych genéw. W tym celu przeprowadzona zostanie reakcja PCR w czasie rzeczywistym (RTg-PCR) w prébach réznych
tkanek pobranych w kolejnych punktach czasowych ryb zainfekowanych pasozytem krwi (Trypanoplasma borreli). W drugiej
czesci projektu postaramy sie wyjasni¢ udziat genéw zwigzanych z metabolizmem zelaza podczas odpowiedzi immunologicznej.
Wiadomym jest fakt, ze niektére z tych genéw np. ferrytyna, reaguja zmiana swojej ekspresji nie tylko pod wptywem
zmieniajacej sie koncentracji zelaza, ale rowniez podczas odpowiedzi immunologicznej. Aby wyjasni¢ mechanizmy tych zmian
przeprowadzone zostanie dos$wiadczenie, w ktérym osobniki C.carpio zostang poddane iniekcji stymulantami - LPS
(lipopolisacharyd) i HSA (albumina z surowicy ludzkiej) w celu wywotania odpowiedzi immunologicznej. Nastepnie w
okreslonych punktach czasowych pobrane zostang probki organéw, na ktérych bedzie wykonana reakcja RTg-PCR z
interesujgcymi nas starterami. Ponadto zostanie réwniez okre$lona aktywnos¢ makrofagéw(wyizolowanych z nerki gtowowej
karpia) poprzez kolorymetryczne zmierzenie produkcji tlenku azotu, aktywnosci arginaz i produkcji rodnikéw tlenowych.
Otrzymane wyniki pokaza, jak zakazenie/zapalenie wptywa na aktywno$¢ gendw zwigzanych z metabolizmem zelaza i wyjasnia
ich role w odpornosci. Ponadto uzyskane dane pozwolg lepiej zrozumie¢ interakcje zachodzace pomiedzy gospodarzem a
patogenem podczas infekcji.



