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Streszczenie

Zwigzana z niedoborem zelaza niedokrwistos¢ prosigt w okresie neonatalnym jest za-
burzeniem, ktore w zré6znicowanym nat¢zeniu wystepuje powszechnie u prosigt wszystkich
ras, niezaleznie od sposobu zywienia macior i systemu utrzymania prosigt w okresie przed
odsadzeniem od matek. Dlatego prosi¢ta stanowig dogodny zwierzecy model biomedyczny
odzwierciedlajacy niedokrwisto$¢ na tle niedoboru zelaza we wczesnym okresie zycia. Stan-
dardowa procedura weterynaryjna, ktéra ma na celu przeciwdziatanie rozwojowi anemii u
tych zwierzat jest domig$niowa iniekcja duzej dawki dekstranu zelaza. Suplementacja ta cha-
rakteryzuje si¢ jednak toksycznoscig i powoduje zaburzenia w ogolnoustrojowej gospodarce
zelaza poprzez wzrost produkcji hepcydyny, peptydu hamujacego wchtanianie zelaza w
przewodzie pokarmowym.

Weczesniejsze badania wykazaly, ze suplementacja prosigt polegajgca na podaniu per
0s zelaza hemowego w potaczeniu z domig$niowa iniekcjg niskiej, nietoksycznej dawki dek-
stranu Zelaza jest skuteczna w leczeniu niedokrwistosci na tle niedoboru zelaza i1 jednoczes$nie
nie wywotuje objawow toksycznosci zelaza w pierwszym miesigcu zycia prosiat.

W niniejszej pracy podjeto probe oszacowania dtugoterminowego (do momentu ubo-
ju) efektu mieszanej suplementacji prosiagt dekstranem zelaza, podanym parenteralnie w nie-
toksycznej dawce, oraz hemoglobing bydleca podang per 0s na ogdlnoustrojowy metabolizm
zelaza, indukcje ekspresji hepcydyny i poubojowa warto$¢ rzezng i tuczng 6-miesi¢cznych
$win rasy wbp 1 linii 990. Wykazano, ze u $win obu ras suplementacja mieszana byta rownie
skuteczna w utrzymaniu fizjologicznych wartosci parametrow czerwonokrwinkowych i zelaza
w osoczu krwi, jak domig$niowe podania dekstranu zelaza w wysokiej, toksycznej dawce.
Jednocze$nie parametry rzezne i tuczne, a takze cechy jakosci migsa nie roznity si¢ migdzy
grupami.

Kolejnym celem badan byta ocena skuteczno$ci nieinwazyjnej, doustnej suplementacji
prosiat zelazem liposomalnym w pordwnaniu do standardowej procedury polegajacej na do-
mig$niowej iniekcji dekstranu zelaza. Wykazano, ze podawanie prosigtom preparatu zelaza
lipososomalnego per 0s przez okres 25 dni (od 3 do 28 dnia zycia) skutecznie przeciwdziata
anemii, na co wskazuja fizjologiczne wartosci wskaznikow erytrocytarnych oraz parametrow
zelaza w osoczu krwi. Ponadto prosigta suplementowane zelazem liposomalnym wykazywaty
znacznie nizszy poziom 8-izoprostanu, biomarkera stresu oksydacyjnego, w poréwnaniu ze
zwierzetami, ktérym podano dekstran zelaza. Zelazo liposomalne podane per os nie zwicksza
znaczaco poziomu hepcydyny we krwi. W swietle przedstawionych wynikow, suplementy
zelaza oparte o kapsutkowanie liposomalne mogg potencjalnie zosta¢ wykorzystane do lecze-
nia/zapobiegania niedokrwistosci w odchowie prosiat.



Abstract

Neonatal iron deficiency anemia in pigs is a common disorder in piglets of all breeds,
regardless of the sow’s and piglet’s feed. Therefore, piglets may be considered as a conven-
ient animal biomedical model of iron deficiency anemia. Intramuscular injection of a high
dose of iron dextran to newborn piglets is a standard husbandry veterinary procedure to pre-
vent the development of anemia. However, this supplementation may be toxic and causes im-
balance in the systemic iron metabolism through increasing the production of hepcidin, a pep-
tide that inhibits the absorption of iron in the gastrointestinal tract. Previous studies address-
ing split supplementation of piglets with oral heme iron in conjunction with intramuscular
non-toxic dose of iron dextran showed a beneficial effect in treating iron deficiency anemia
while avoiding its toxicity in the first month after birth.

The study attempted the estimation of a long-term (until the slaughter) effect of split
supplementation on the systemic iron metabolism and post-mortem slaughter and fattening
value of 6-month-old pigs of plw breed and 990 line. Split supplementation has been shown to
be effective in maintaining physiological values of red blood cell and blood plasma iron pa-
rameters in both breeds. Slaughter and fattening parameters as well as meat quality traits did
not differ between groups.

The second major aim of the present study was to evaluate the effectiveness of non-
invasive piglet supplementation with liposomal iron. ./It has been shown that the administra-
tion of liposomal iron to the piglets for a period of 25 days (from day 3 to day 28 after birth )
has effectively counteracted anemia, as indicated by physiological values of red blood cell
indices and iron parameters in blood plasma. Moreover, the piglets supplemented with lipo-
somal iron showed significantly lower levels of 8-isoprostane, a biomarker of oxidative stress,
compared to the animals injected with iron dextran. Finally, liposomal iron administered per
os, did not significantly increase hepcidin levels in the blood. It can be concluded that iron
supplements based on liposomal encapsulation may be potentially used to treat/prevent iron
deficiency anemia in suckling piglets.



1.Wstep

1.1 Niedokrwistos¢ na tle niedoboru zelaza u prosiat
Niedobor zelaza, objawiajacy si¢ w zaawansowanej postaci niedokrwisto$cig (ang.

Iron Deficiency Anemia — IDA), wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) uwazany
jest za jeden z najpowazniejszych i najczesciej wystepujacych niedoboréw zywieniowych na
$wiecie. Problem ten moze dotyczy¢ ludzi w kazdej grupie wiekowej, najbardziej jednak na-
razone s3 dzieci w okresie niemowlecym, a w szczegolnosci w pierwszych tygodniach Zycia.
Badania naukowe dowodza, Zze czgsto$¢ wystepowania anemii na tle niedoboru zelaza w tej

grupie jest najwigksza wsrod wezesniakow z niskg masg urodzeniowa [Thompson., 2013].

Swinia (Sus scrofa domestica) jest jedynym gatunkiem ssakow, u ktorego w okresie
neonatalnym, regularnie wystepuje anemia na tle niedoboru zelaza. Problem niedoboru zelaza
u prosiat po raz pierwszy odnotowano pod koniec XIX wieku. W 1924 r. badacze po raz
pierwszy powiazali wystepowanie anemii u mtodych prosiat z niedoborem zelaza i wskazali
go jako gltéwny czynnik tej choroby[McGovan i Crichton, 1924]. W latach 20-tych XX wieku
badania dotyczace anemii u prosigt ukierunkowano gltownie na proby leczenia tego schorze-
nia. W konsekwencji prosietom zaczeto rutynowo podawac per o0s siarczan zelaza (FeSOs ).
W roku 1947 Venn i in. [ ], wskazali anemig na tle niedoboru zelaza u $win jako wazny

problem, zar6wno naukowy jak i ekonomiczny w odniesieniu do produkcji mi¢sa wieprzowe-
go.

IDA u miodych prosiat jest zwykle niedokrwistoscig niedobarwliwg (hipochromiczng)
i mikrocytarng, charakteryzujaca si¢ obnizeniem wartoSci parametrow czerwonokrwinko-
wych, takich jak liczba czerwonych krwinek (RBC), srednia objetos¢ krwinek (MCV) i $red-

nie stezenie hemoglobiny w krwinkach (MCHC). Fizjologiczne zakresy powyzszych parame-
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trow U prosigt we wczesnym okresie pourodzeniowym (od urodzenia do odsadzenia, tj. zwy-
kle do wieku 28 dni) powszechnie stosowane do diagnozowania IDA sg trudne do oszacowa-
nia. W produkcji trzody chlewnej suplementacja prosigt zelazem jest rutynowg i obowigzko-
wa praktyka zootechniczng stosowang przy uzyciu réznych suplementéw zelaza, podawanych
réznymi drogami, w roznych dawkach i wedlug réznych harmonograméw czasowych. W pi-
$miennictwie naukowym przytaczane sg rdézne wartosci parametrow czerwonokrwinkowych
nie tylko w zalezno$ci od rasy czy populacji zwierzat wybranych do danego doswiadczenia,
ale przede wszystkim w zaleznosci od protokotow leczenia. Prosieta niesuplementowane ze-
lazem szybko rozwijaja anemiczny fenotyp, a zatem wartosci parametréw RBC mierzone u
tych zwierzat nie moga by¢ uwazane za referencyjne. Niemniej jednak wigkszo$¢ badaczy
uznaje stezenie hemoglobiny na poziomie 8 g/dl [ ] jako
warto$¢ graniczng anemii, niektorzy autorzy proponuja wyzsze wartosci siggajace 11-13 g/dl.
[ ]. Na podstawie danych literaturowych i do§wiadczen zespotu Profesora
Lipinskiego, wynika, ze tak wysoki poziom hemoglobiny jest osiggalny tylko u prosiat su-
plementowanych bardzo wysokimi dawkami zelaza [

]. Bez suplementacji zelazem niedokrwisto$¢ na tle niedoboru zelaza u prosiat pojawia
si¢ kilka dni po urodzeniu. Jednodniowe prosieta zwykle nie wykazujg anemii. Stgzenie he-
moglobiny u noworodkow sigga nieco powyzej 8 g/dl. Nalezy podkresli¢, ze wigkszos¢ tera-
pii uzupetiajacych niedobory zelaza rozpoczyna si¢ 2 lub 3 dnia zycia prosiat, dlatego po-
czatkowa warto$¢ hemoglobiny jest dogodnym punktem wyjscia do testowania skutecznos$ci
nowych procedur suplementacji. W trzecim dniu zycia u niesuplementowanych prosiat steze-
nie hemoglobiny spada do poziomu 6-7 g / dl, a przy odsadzeniu tj. w 28 dniu zycia obniza
si¢ drastycznie, nawet do 4-5 g / dl, [

], co wskazuje na stan glebokiej anemii. Ze wzgledu na wysoka skutecznos¢ rutynowo

stosowanej suplementacji parenteralnej prosiat, problem anemii w tej grupie zwierzat prak-
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tycznie wyeliminowano, jednak w badaniach naukowych prosieta z niedokrwisto$cig stano-
wig niezwykle cenny doswiadczalny model zwierzecy do analizy ogdlnoustrojowych i lokal-
nych (w dwunastnicy) molekularnych mechanizméw regulacji metabolizmu zelaza we wcze-

snym okresie postnatalnym.

1.2 Etiologia niedokrwistosci na tle niedoboru zelaza u prosiat

1.2.1 Niski poziom zapasow zelaza w watrobie.
U wigkszo$ci ssakow zelazo nagromadzone podczas cigzy w watrobie ptodu jest

glownym Zrodlem tego pierwiastka, w okresie neonatalnym wykorzystywanym na potrzeby
erytropoezy. Noworodki ludzkie z prawidtowa masa urodzeniowa posiadaja zapasy zelaza
wystarczajace do ich rozwoju przez okoto po6t roku po urodzeniu. Natomiast prosig¢ta, W po-
rOwnaniu z innymi ssakami, rodzg si¢ z bardzo ograniczonymi zapasami zelaza, Szacowanymi
na ok. 50 mg, [ ] Jest to warto$¢ uznawana za najnizsza
wérod wszystkich ssakow. Niska zawartos¢ zelaza w watrobie noworodkow $wini jest zjawi-
skiem, ktore wystgpuje rowniez u niemowlat o niskiej masie urodzeniowej 1 wczesniakow
[Strauss, 2010]. Wynika to z tego, ze akumulacja zelaza w watrobie ptodu odbywa si¢ dopiero
w ostatnim okresie cigzy (ostatnie 10 tygodni u $wini i trzeci trymestr u cztowieka) [

]. Zaro6wno u ludzi, jak i $win, niski poziom zelaza zgromadzo-
ny w okresie plodowym wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia niedokrwistosci z
niedoboru Zelaza u noworodkéw. Ilos¢ zelaza zmagazynowanego w organizmie prosigt W
czasie cigzy jest wystarczajaca do pokrycia zapotrzebowania na ten mikroelement rozwijaja-
cego si¢ noworodka tylko przez pierwsze 3-4 dni zycia. Wyniki badan niezaprzeczalnie wska-

Zuja, iz u prosiat niesuplementowanych zelazem, zawarto$¢ tego pierwiastka w watrobie w
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czwartym dniu zycia spada pigciokrotnie w pordwnaniu z dniem narodzin, natomiast siodme-
go dnia jest wrecz niewykrywalna [ ]. W $wietle przedstawionych wynikow
badan wyraznie wida¢, ze u nowo narodzonych prosigt zapasy zelaza sa expressis verbis za
niskie w stosunku do zapotrzebowania. Stata poprawa potencjatu reprodukcyjnego swin (w
tym zwigkszenie wielkosci miotu i masy urodzeniowej) jest jednym z celow wspodiczesnej
hodowli trzody chlewnej. Wedtug raportu rocznego Polskiego Stowarzyszenia Hodowcow i
Producentow Trzody Chlewnej ,,POLSUS” [ ], liczba zywych urodzonych prosigt u
dwoch gtownych matecznych polskich ras (Wielka Biata Polska, Polska Biata Zwistoucha)
wzrosta odpowiednio 0 0,5 i 0,7 sztuki miedzy rokiem 2008, a rokiem 2017. Taki przyrost,
ktory jest efektem intensywnej pracy selekcyjnej, znacznie przewyzsza fizjologiczny poten-
cjat loch w zakresie dostarczania ptodom wystarczajacej ilosci zelaza. Bardzo interesujacy
wydaje si¢ fakt, ze anemia w okresie neonatalnym nie wystepuje u dzikow europejskich
(wciaz zyjacych na wolnos$ci przodkéw udomowionych $win), majacych o okoto potowe (4-6
sztuk) mniej prosigt w miocie niz ich udomowiony odpowiednik [

]. Swinie udomowione w Eurazji okoto 10 000 lat temu hodowano ekstensywnie przez
tysigclecia az do XIX w., kiedy to wprowadzono intensywne metody hodowlane zmierzajace
do doskonalenia tych zwierzat pod wzgledem reprodukcyjnym i maksymalizacji produkcji
miesnej [ ]. W obliczu silnej presji selekcyjnej zwierzeta nie byty w stanie
dostosowac swoich regulacji fizjologicznych, w tym tych obejmujacych dostarczenie wystar-
czajacej ilosci zelaza, do zapewnienia prawidlowego przebiegu podstawowych proceséw bio-
logicznych odbywajacych si¢ przy udziale tego biometalu. Prawdopodobnie jednym z gtow-
nych procesow biologicznych charakteryzujacych si¢ niewystarczajaca wydajnosciag u §win
jest transport Zelaza przez tozysko. Jest to proces ewolucyjnie przystosowany do dostarczenia
zelaza w ilo$ci adekwatnej dla kilku ptodow, majacy rowniez na celu ograniczenie toksyczno-

$ci tego pierwiastka. W tym konteks$cie warto zauwazy¢, ze suplementacja zelazem cigzar-
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nych loch, na réznych etapach cigzy, przy uzyciu réznych suplementéw podawanych doustnie
lub pozajelitowo, nie ma znaczgcego wplywu na poprawe statusu zelaza nowonarodzonych
prosiat, a zatem nie zapobiega wystgpieniu anemii u tych zwierzat [

]. Pomimo prawidtowego statusu zelaza ci¢zarnych macior i odpowiedniej podazy
tego elementu w diecie, status zelaza ich potomstwa wcigz pozostaje niski. Taki stan rzeczy
zdecydowanie sugeruje, ze molekularne mechanizmy odpowiedzialne za transport zelaza
przez bariere tozyskowa nie sg wystarczajagco wydajne, aby dostarczy¢ odpowiednig ilosé
zelaza do kilkunastu ptodow. Wiedza na temat przemieszczania zelaza przez tozysko i regula-
cji tego procesu u $win jest niezadowalajaca [ ]. Zaskakujace jest to, ze
nawet u myszy i ludzi (u ktorych regulacje metabolizmu zZelaza poznano najlepiej sposrod
roznych gatunkoéw ssakow) wiedza na temat transportu zelaza przez tozysko jest niewielka
[ ]. Zainteresowanie badaczy tematyka regulacji metabolizmu Zelaza
w tozysku wzrasta, czego dowodem jest najnowsza praca Sangkhae i in. [2019]. Autorzy cy-
towanej pracy wskazuja receptor transferryny 1 i ferroportyne jako gldwne biatka transportu-
jace zelazo poprzez tozysko do ptodu, a samo tozysko jako swoisty jego magazyn, z ktérego
w warunkach niedoboru zelazo moze by¢ przekazywane do ptodu. Nalezy podkresli¢, ze Au-
torzy cytowanej pracy dowodza, iz znaczna czg$¢ zelaza zawartego w tozysku (nawet w sytu-
acji niedoboru tego mikroelementu u matki) jest wykorzystywana do prawidtowego funkcjo-

nowania tego organu.

1.2.2 Niska zawartos$¢ zelaza w mleku lochy.
Niskie stezenie zelaza w siarze i mleku lochy jest powszechnie uwazane za jeden z

gtownych czynnikow ryzyka rozwoju niedokrwistosci u prosiat. Mleko $§wini jest bowiem
niewystarczajagcym zrodlem zelaza w porownaniu np. z mlekiem ludzkim. St¢Zzenie zelaza w
mleku lochy jest 0 okoto potowe mniejsze w porownaniu do st¢zenia w mleku kobiety. Steze-

nie tego pierwiastka w mleku lochy wedlug roznych doniesien waha si¢ od 1,4-do 4 mg/L
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[ ]. Zaktadajac, ze dzienne spozycie mleka przez prosi¢ wynosi 0,5-1 L, a
wspotczynnik wchtaniania zelaza zawartego w mleku wynosi 60-90%, prosi¢ wchtania okoto
1 mg zelaza dziennie, czyli ilo$¢ znacznie ponizej jego dziennego zapotrzebowania (okoto 7
mg) [ ]. Proby zwigkszenia st¢zenia zelaza w mleku loch
poprzez podawanie im paszy bogatej w zelazo lub poprzez parenteralne podanie duzych ilosci

dekstranu zelaza podczas pdznej cigzy i W czasie laktacji zakonczyly sie niepowodzeniem

[ 1

1.2.3 Nierozwiniete molekularne mechanizmy absorpcji zelaza w okresie neonatalnym
Brak w pehi funkcjonujacych molekularnych mechanizméw wchtaniania zelaza w jelicie

i ich regulacji u noworodkow $wini domowej, uznaje si¢ za kolejny powazny czynnik w roz-
woju IDA. Mechanizmy wchtaniania Zelaza u dorostych ssakow nie sa jeszcze w petni funk-
cjonalne we wczesnym okresie pourodzeniowym [ ]. U
osobnikéw dorostych wchtanianie zelaza odbywa si¢ glownie w odcinku proksymalnym
dwunastnicy, lezacym zaraz za Zoladkiem. Zelazo jest wchtaniane przez spolaryzowane ko-
morki nabtonka jelitowego zlokalizowane w $rodkowej i gornej czgsci kosmkow jelitowych
zwane enterocytami. Transport zelaza nichemowego przez enterocyty absorpcyjne ze $wiatta

jelita do krazenia wrotnego obejmuje dwa gtoéwne etapy:

e Transport przez rabek szczoteczkowy enterocytow za pomoca transportera metali
dwuwartosciowych - DMT1 (ang. Divalent metal transporter 1), poprzedzony enzy-
matyczng redukcja jonow Fe** do jonow Fe?* przez ferrireduktaze - dwunastniczy cy-
tochrom b, (DcytB) .

e cksport z enterocytu przez btone podstawno-boczng do naczyn wlosowatych jelit po-

przez jedyny znany eksporter zelaza ferroportyne (Fpn).
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Proces eksportu zelaza z komorki umozliwia wezesniejsze utlenienie jonow Fe?* do jonow
Fe3* przez enzym o aktywnosci ferroksydazowej - hefajstyne, ktora wystepuje wespot z ferro-
portyng w blonie podstawno-bocznej. W celu utworzenia kompleksu zelazo-transferyna, he-
fajstyna utlenia jony Fe?*, gdyz transferryna, gléwne biatko transportujace zelazo w krwi,
wigze jedynie jony Fe®* [Gunshin i in., 2005; Vulpe, 1999]. Zaréwno DcytB, jak i hefajstyna
prawdopodobnie nie sg niezb¢dne do wchianiania zelaza zawartego w diecie. Badania na my-
szach ze znokautowanym genem Cybrdl kodujacym DcytB nie wykazaly uposledzonego
wchianiania zelaza, natomiast U myszy z mutacjg W genie Heph, kodujacym hefajstyne, zaob-
serwowano tylko niewielkie zmniejszenie wchtaniania tego mikroelementu. Wchianianie ze-
laza w dwunastnicy jest przede wszystkim regulowane w zaleznosci od statusu zelaza w orga-
nizmie przez peptyd zwany hepcydyna [Ganz i Nemeth, 2012]. Ten 25-aminokwasowy pep-
tyd, wydzielany do osocza krwi gtownie przez hepatocyty, hamuje trzy procesy: uwalnianie
zelaza wchlonigtego przez enterocyty, uwalnianie zelaza z makrofagow uktadu siateczkowego
w $ledzionie | watrobie oraz uwalnianie zelaza zawartego w hepatocytach. Aktywnos¢ biolo-
giczna hepcydyny polega na wigzaniu si¢ z ferroportyng, co prowadzi do przemieszczenia
tego biatka z btony komoérkowej do wnetrza komorki, a w konsekwencji do jego degradacji
[Nemeth i in., 2004, 2006]. Wzrost poziomu hepcydyny indukowany jest w odpowiedzi na
wzrost zawartosci zelaza w organizmie, co ma na celu ograniczenie absorbcji tego mikroele-
mentu w dwunastnicy i w ten sposob zmniejszenie jego toksycznosci [ ].
W przypadku ogélnoustrojowego niedoboru zelaza poziom hepcydyny w osoczu krwi obniza
si¢ 1 jest to regulacja, ktéra ma za zadanie zwigkszenie absorpcji zelaza a takze zwiekszenie
jego uwalniania z makrofagow i hepatocytow. Na zmniejszenie ekspresji hepcydyny bezpo-
srednio wptywaja rowniez czynniki erytropoetyczne uwalniane przez komorki prekursorowe
erytrocytow w szpiku kostnym w trakcie erytropoezy, ktorej intensyfikacja (pobudzenie) mo-

ze by¢ skutkiem niedoboru zelaza [Papanikolaou i Pantopoulos, 2017]. Najnowsze wyniki
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badan wykazaty, ze obok zaleznej od hepcydyny regulacji ogdlnoustrojowej, wchianianie
zelaza podlega rowniez lokalnej kontroli w enterocytach. [Mastrogianaki, 2009; 2013]. Na
podstawie wynikow tych badan [Galy i in., 2013; Vanoaica, 2010] powrdécono do koncepcji
tzw. bloku §luzowkowego (ang. Mucosal block) jako mechanizmu regulacji wchtaniania zela-
za, wysunietej W latach 40-tych ubieglego wicku [ ]. Gtéwnym elementem
bloku sluzéwkowego jest ferrytyna, biatko o niespotykanym w przyrodzie wysokim potencja-
le magazynowania zelaza (do 4500 atomow Fe /czasteczke) [ ]. Regu-
lacja polega na tym, ze ferrytyna ,,przejmuje” wigkszos$¢ zelaza transportowanego ze Swiatta
przewodu pokarmowego. Wiazanie zelaza przez ferrytyne sprawia, ze jego transport przez
ferroportyne do krwi jest ograniczony. Zelazo to podlega wydaleniu z organizmu wraz z
apoptotycznymi enterocytami zluszczajacymi si¢ do $wiatla dwunastnicy. Mechanizmy mole-
kularne, ktore prowadza do retencji zelaza w enterocytach obejmuja transkrypcyjng i potran-
skrypcyjng regulacje genéw zaangazowanych w absorpcje zelaza odpowiednio przez czynnik
indukowany hipoksja 2 (HIF2a, ang. Hypoxia inducible factor) [Mastrogianaki, 2009; 2013] i
przez biatka regulujace poziom zelaza komorkowego (IRPLi IRP2 - ang. iron regulatory pro-

tein1and 2) [ ].

W ciggu pierwszych dwodch tygodni po urodzeniu prosigta pobieraja prawie wylacznie po-
karm ptynny w postaci mleka matki. W tym okresie $rednie dzienne spozycie pokarmu stale-
go wynosi tylko nieco powyzej 5 g. Gtownym biatkiem wigzacym (z wysokim powinowac-
twem) jony zelaza w mleku ssakow jest laktoferyna (Lf), glikoproteina z rodziny transferryn, i
to wlasnie to biatko uznawane jest za gtdéwne zrodlo zelaza dla noworodkow [

]. W dwunastnicy noworodkoéw $wini i prosigt ssgcych zidentyfikowano receptor dla
laktoferyny (LTR) [ ], co moze by¢ dowodem, ze wchtanianie zelaza we wcze-
snym okresie zycia odbywa si¢ na szlaku Lf-LfR. W tym kontekscie niska ekspresja w dwu-

nastnicy prosiat glownego apikalnego transportera zelaza jonowego - DMT1 moze jedynie
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ogranicza¢ wchlanianie Zelaza zawartego w paszy i pochodzacego z suplementow podawa-
nych per 0s, natomiast nie ma wptywu na wchianianie zelaza zwigzanego z Lf, ktore wyko-

rzystuje niezalezny szlak przekraczania apikalnej btony enterocytow [Lipinski i in., 2010].
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Rysunek 1. Szlaki wchtanianie zelaza nichemowego przez enterocyt absorpcyjny i ich regulacja (modyfikacja na

podstawie [Szudzik i in., 2018])

Wochianianie zelaza nichemowego ma miejsce gtownie w enterocytach dwunastnicy. Pierwszym etapem trans-
portu zelaza przez blone wierzchotkowa enterocytéw jest redukcja jonéw zelazowych (Fe®*) do jonow zelaza-
wych (Fe?"), katalizowana przez zwigzany z btona komérkowa dwunastniczy cytochrom B (DcytB). Zelazo jest
nastepnie transportowane do enterocytu za pomocg biatka DMTL1 (ang. divalent metal transporter 1). Po prze-
kroczeniu btony wierzchotkowej zelazo wchodzi do tzw. labilnej puli zelaza (ang. labile iron pool, LIP) w cyto-
zolu i jest nastepnie wykorzystywane na potrzeby komoérki (np. do biogenezy klastréw zelazowo-siarkowych w
mitochondriach). W komorce Zelazo jest przechowywane w ferrytynie (Ft) (ktora prawdopodobnie wymaga
chaperonu PCBP1 (ang. poli(rC) binding protein 1) do transportu zelaza do Ft), lub eksportowane jest do krwio-
obiegu przez ferroportyng (FPN) znajdujacea si¢ na blonie podstawno-bocznej enterocytu. Eksport zelaza z ente-
rocytow wymaga rowniez biatka zwanego hefajstyna (Heph), ktora jest miedzio-zalezng ferroksydaza, ktora
utlenia jony Fe?* do Fe®*, bezposrednio przed zwigzaniem ich przez transferyne (Tf) osocza krwi. Ekspresja
gendw zaangazowanych w absorpcje zelaza jest regulowana wewnatrzkomorkowo na poziomie transkrypcji
przez czynnik regulowany hipoksja 2 (HIF2a) i posttranskrypcyjnie poprzez biatka regulujace zelazo (IRP1 i
IRP2). W warunkach niedoboru zelaza stabilizacja biatka HIF2a prowadzi do zwigkszenia ekspresji genow
DcytB, DMT1 i FPN no poziomie transkryptu. Natomiast w enterocytach przetadowanych zelazem, HIF2a ulega
degradacji proteosomalnej, co prowadzi do zmniejszenia jego regulatorowej aktywnosci transkrypcyjnej. W
warunkach niskiego stezenia zelaza wewngtrzkomorkowego biatka IRP wigza si¢ ze specyficznymi sekwencjami
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reagujacymi na zelazo (iron responsive element (IREs) ktore sa obecne na koncach 5’- UTR mRNA podjednost-
ki ferrytyny (H-Ft i L-Ft) lub mRNA FPN i blokujg ich translacje. Z drugiej strony, bezposrednie oddziatywania
pomiedzy IRP i kilkoma motywami IRE w 3’-UTR mRNA DMT1 zwigksza okres pottrwania tych transkryptow.
Odwrotna regulacja syntezy podjednostek Ft, FPN i DMTI1, bedaca konsekwencjg braku wigzania IRPs z IRE,
wystepuje w enterocytach o wysokim poziomie zelaza. Co wazne, obecno$¢ IRE zostata réwniez zidentyfikowa-
na w mRNA HIF2a. Zdolno$¢ wigzania IRP1 (ktéra w warunkach niedoboru zelaza w komoérce wzrasta poprzez
wzmocniong zdolno$¢ rozpoznawania IREs przez apo-IRP1) z unikalnym IRE w 5’-UTR mRNA HIF2a blokuje
jego translacje. Dynamiczne przemieszczanie si¢ zelaza w enterocycie jest rowniez dodatkowo kontrolowane
przez ogdlIno-systemowsa regulacje hormonem hepcydyng (Hepc). Biatko to moze wigza¢ si¢ z FPN, powodujac
jego internalizacje i degradacje, a tym samym znacznie zmniejszajac transport zelaza do krwi.

Nalezy pamig¢taé, ze w paszy obok zelaza w formie jonowej wystepuje rowniez forma
hemowa tego mikroelementu. Czasteczka hemu moze by¢ transportowana przez enterocyty
poprzez biatka blonowe wiasciwe dla transportu nieroztozonego hemu. Oprocz tego ta forma
zelaza w diecie jest zrodlem Zelaza elementarnego (po roztozeniu czasteczki hemu) i w posta-
ci jonow Fe** zelazo transportowane jest immanentnym, wyzej opisanym szlakiem transportu.
Zanim zelazo hemowe bedzie moglo zosta¢ wchtoniete, hem musi by¢ odtaczony z czasteczki
hemoglobiny poprzez aktywnos$¢ proteolityczng enzymdéw w zotadku i dwunastnicy. Wchta-
nianie hemu w jelicie ma miejsce w poczatkowej czgéci dwunastnicy. Pierwszym krokiem w
absorpcji zelaza hemowego jest transport nienaruszonej czasteczki hemu przez blone wierz-
chotkowa do wnetrza enterocytu za posrednictwem biatek blonowych HCP1 (ang. Haem car-
rier protein 1) i HRG1 (ang. Heme-responsive gene 1). Przeptyw hemu przez enterocyt dzieli
si¢ nastgpnie na dwie oddzielne $ciezki. Po pierwsze hem znajdujacy si¢ w cytoplazmie moze
by¢ rozktadany za pomocg oksygenazy hemowej 1 (HO1) kodowanej przez gen Hmox1. W
procesie tym jon zelaza zawarty w pier§cieniu porfirynowym zostaje uwolniony do cytopla-
zmy. Wolne zelazo jest nastgpnie wigzane przez ferrytyng, lub wprowadzane do obiegu przez
ferroportyne (Fpn), gdzie wigzane jest przez transferryne (Tf). Wolny hem, oprocz tego, ze
jest substratem reakcji enzymatycznej katalizowanej przez HO1, moze indukowac¢ ekspresje
genow Hmox1 i Fpn na poziomie transkrypcji poprzez motyw MARE/ARE (mechanizm, kto6-
ry obejmuje odpowiednio inaktywacje i aktywacj¢ czynnikéw transkrypcyjnych Bachl i

Nrf2). Ponadto zelazo uwolnione z pierscienia protoporfiryny hemu moze promowac transla-
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cje¢ transkryptu Fpn posiadajacego w swej sekwencji motyw IRE w jego 5 UTR. Wreszcie
zwigkszenie ekspresji Fpn u prosigt suplementowanych hemoglobing moze by¢ spowodowane
zmniejszonym wigzaniem hepcydyny (wykazujacej szczatkowe stezenie w osoczu krwi po
suplementacji hemem) [ ] z ferroportyng, a tym samym jej ograniczong de-
gradacje. Zwigkszona ekspresja Fpn w enterocytach dwunastnicy prosigt suplementowanych
hemem moze by¢ kluczowg przestanka w zrozumieniu wysokiej biodostepnosci zelaza wia-
$nie w tej formie. Druga $ciezka tranzytu zelaza w formie hemowej polega na transporcie
nierozlozonej czasteczki hemu, przez bton¢ podstawno-boczng za pomocg biatka FLVCRI1
(ang. Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor 1) do krwi , gdzie jest ona wychwytywana
przez hemopeksyne (Hpx) i dostarczana w postaci kompleksu hemu z hemopeksyna poprzez

receptor CD91 (ang. Cluster of differentiation 91 ) do réznych miejsc w organizmie.

1.3 Strategie suplementacji prosiat zelazem

1.3.1 Parenteralna suplementacja zelazem
Parenteralne podanie zelaza prosigtom poprzez domigsniowg iniekcje 200 mg Fe w postaci

dekstranu zelaza, w ciggu 2-3 dni po urodzeniu, jest praktykowane rutynowo w hodowli $win
I powszechnie uznawane przez hodowcow i lekarzy weterynarii za ztoty standard zapobiega-
nia/leczenia IDA u prosigt. W odchowie prosigt wykorzystuje si¢ rozmaite warianty domig-
$niowego podania dekstranu zelaza (r6zne dawki i harmonogram podania). Strategia ta od
wielu lat w wyrazny sposob koryguje niedokrwisto$¢ wpltywajac na poprawe parametrow

czerwonokrwinkowych u prosiat [ ]

Wydaje si¢ jednak, ze zelazo podane pozajelitowo w wysokiej pojedynczej lub nawet dwu-
krotnej dawce nie jest wydajnie metabolizowane 1 moze zaburzy¢ $cista kontrolg ogdlnoustro-

jowej homeostazy zelaza. Po pierwsze, nadmiar zelaza wprowadzonego do organizmu moze
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znacznie przekraczac jego zdolnos¢ do magazynowania i detoksykacji tego biologicznie ak-
tywnego metalu. Po domig$niowym wstrzyknig¢ciu dekstranu zelaza, ten wysokoczasteczkowy
polimer dostaje si¢ do makrofagow uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego (RES) watroby i
$ledziony przez uktad limfatyczny. W makrofagach zelazo uwolnione z dekstranu jest albo
przechowywane w ferrytynie, albo przekierowywane do krwioobiegu przez ferroportyne,
gdzie w kompleksie z transferyng jest transportowane gtownie do szpiku kostnego na potrze-
by erytropoezy. W watrobie prosigt nastrzykiwanych dekstranem zelaza wykryto ztogi tego
mikroelementu w komoérkach Browicza-Kupffera (makrofagi) [ ]. Ponadto
stwierdzono, ze ferrytyna w watrobie tych prosiat jest w petni wysycona zelazem, co wskazu-
je na znaczne, patologiczne przecigzeniem tym pierwiastkiem [ ]. Nad-
miar zelaza w komorkach zwigksza ryzyko reakcji Fentona, katalizowanej przez jony Fe?*, w
wyniku ktorej powstaje niezwykle reaktywny, toksyczny rodnik hydroksylowy (OH"). U pro-
sigt suplementowanych dekstranem zelaza odnotowuje si¢ zwigkszone poziomy réznych mar-
keréw wskazujacych na stres oksydacyjny, uszkodzenia DNA, oraz hepatotoksycznos¢ [

]. Ponadto stosowanie iniekcji dekstranu zelaza u pro-
sigt wigze si¢ z nadmierng indukcja ekspresji hepcydyny. Jest to niekorzystne zjawisko, ktore
wigze si¢ ze zmniejszeniem biodostepnosci zelaza w organizmie. Konsekwencja wzrostu ste-
zenia hepcydyny we krwi jest zahamowanie wchianiania Zelaza z pokarmu w enterocytach
oraz uwalniania zelaza z makrofagoéw. W badaniach przeprowadzonych na ludziach stwier-
dzono istotne zmniejszenie frakcyjnego wchtaniania zelaza, co bylo skutkiem wysokiego ste-
zenia hepcydyny w grupie osobnikéw suplementowanych zelazem [ 1 W
badaniach stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej przeprowadzono po raz pierwszy
kompleksowa analize ekspresji hepcydyny (zmierzono mRNA hepcydyny w watrobie, a takze
stezenie biatka W 0soczu Krwi prosiat suplementowanych i niesuplementowanych zelazem).

Podanie duzych ilosci zelaza prosigtom spowodowato istotny wzrost ekspresji hepcydyny,
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ktory odnotowano zaledwie jeden dzien po wstrzyknieciu dekstranu zelaza i ktory utrzymy-
wal si¢ az do odsadzenia prosigt od matek (28 dzien po urodzeniu) [

]. Natomiast u prosigt z niedokrwisto$cig (czyli niesuplementowanych zela-
zem) poziom hepcydyny byt ledwo wykrywalny w osoczu krwi. Poprzednie obserwacje suge-
rujg, ze u prosigt suplementowanych wysoka domiesniowa dawka dekstranu zelaza, wchia-
nianie tego mikroelementu z diety moze by¢ zmniejszone [ ]. Sytuacja
taka potencjalnie moze by¢ nickorzystnym zjawiskiem, zwlaszcza od 14 dnia po urodzeniu do
odsadzenia, gdy spozycie paszy statej (zawierajacej zwykle duze ilo$ci nieorganicznego zela-

za) przez prosieta jest zwiekszone, a dieta staje si¢ cennym zroédtem egzogennego Zelaza.

1.3.2 Doustne podanie suplementéw zelaza
Do naturalnych zachowan dzikéw 1 $win nalezy rycie w podlozu. Zwierzeta poszukuja w ten

sposob pozywienia (np. bulwy i owoce roslin, bezkrggowce glebowe), pobierajac przy okazji
sktadniki gleby, ktora jest bogatym zrodtem zelaza (20-40 g/kg) dla dziko zyjacych prosiat w
ich naturalnym $rodowisku le$nym [ ]. Nowoczesne systemy hodowlane w
zamknietych budynkach inwentarskich uniemozliwiajg rycie w ziemi, a tym samym pozba-
wiajg swinie dostepu do tego zrodia zelaza. Badania sugerujg, ze zwierzeta utrzymywane w
systemie pastwiskowym przynajmniej cze$§ciowo uzupelniaja niedobory Zelaza wtasnie z gle-
by. Doswiadczenia na bardzo duzej populacji prosiat (ponad 2300 osobnikéw na grupe) wy-
raznie wykazaty jednak, ze zwierzeta z chowu ekstensywnego na wolnym powietrzu nadal
potrzebuja pozajelitowej suplementacji dekstranem zelaza, w przeciwnym razie rozwijaja
niedokrwisto$¢ (poziom Hgb - 5,1 g/dL), co w konsekwencji prowadzi do zwigkszonej liczby
upadkow [ ]. Na przestrzeni lat do zapobiegania/leczenia IDA u prosiat sto-
sowano rézne suplementy diety zawierajace zwigzki zelaza, takie jak sole zelaza, chelaty ze-
laza, zelazo karbonylowe, kompleks zelaza i polimaltozy oraz mikroczgstki zelaza [

]. Pomimo tak du-
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zej roznorodnosci doustnych suplementow zelaza istnieje powszechna zgoda co do tego, ze
suplementacja per os jest mniej efektywna niz parenteralna. Z drugiej jednak strony znalezie-
nie suplementacji doustnej roéwnie skutecznej, co pozajelitowe podanie dekstranu zelaza cal-
kowicie wyeliminowatoby z chowu stres zwierzat zwigzany z iniekcja domigéniowsg, poten-
cjalne choroby jatrogenne i zmniejszytoby naktad pracy. Niestety gldwnym czynnikiem ogra-
niczajacym skuteczno$¢ terapeutyczng tej strategii jest niskie spozycie paszy przez prosigta w
ciggu pierwszych dwoch tygodni po urodzeniu. Wykazano, ze bardzo wysokie (ok. 2,49
Fe/dzien /prosi¢) ilosci zelaza w paszy [ ] mogg istotnie poprawi¢ parametry
czerwonokrwinkowe. Niestety tak duze ilosci zelaza w paszy powodujg bardzo grozne efekty
uboczne (biegunki 1 uposledzenie pracy watroby), co w oczywisty sposob wplywa na ekono-
mike¢ produkeji [ ]. Zelazo moze by¢ réwniez indywidualnie podawane prosie-
tom w postaci pasty bezposrednio do jamy ustnej, lecz pracochtonnos¢ tego zabiegu oraz jego
negatywny wptyw na dobrostan zwierzat eliminujg t¢ metode [ ]. Pomimo kilku
ograniczen doustnej suplementacji prosigt zelazem, trwaja poszukiwania nowych suplemen-
tow zelaza charakteryzujacych si¢ wysoka biodostgpnoscia oraz takich, ktorych wchtanianie

,,Lomija” kanoniczne drogi absorpcji zelaza.

W s$wietle wyzej wymienionych faktow zelazo hemowe wydaje si¢ by¢ dobrym kan-
dydatem na nowy, cho¢ znany juz od dawna suplement zelaza. Hem jest kompleksem proto-
porfiryny 1X z zelazem i wystepuje jako grupa prostetyczna w réznych biatkach (w tym he-
moglobinie), ktére uczestniczg w waznych procesach biologicznych. [ ]. Wiele
wynikow badan wskazuje, ze u ssakoéw (z wyjatkiem myszy) wchlanianie zelaza hemowego
jest o wiele bardziej wydajne niz wchianianie zelaza nieorganicznego [

]. W zwiagzku z tym preparaty zelaza hemowego sa z powodzeniem sto-
sowane w celu uzupetienia niedoboru tego mikroelementu u ludzi [

]. Zelazo hemowe jako suplement stosowano réwniez w celu zapobiegania IDA u pro-
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sigt [ ], chociaz proce-
dura ta nie wzbudzita wigkszego zainteresowania hodowcow trzody chlewnej. Niemniej jed-
nak niektore badania, w tym nasze wyraznie wykazaly, ze suplementacja prosigt w oparciu o
dobrowolne spozycie hemoglobiny dodanej do paszy moze uchroni¢ zwierzeta przed ciezka
niedokrwistoscig (prosicta utrzymywaty hemoglobing na poziomie 8 g/dL przez caty okres
doswiadczalny, tj. od 3 do 28 dnia po urodzeniu) pomimo stosunkowo niewielkiego spozycia
paszy statej w ciggu pierwszych 10 dni po urodzeniu. Co wazne suplementacja hemoglobing
sprzyja zwalczaniu ciezkiej niedokrwistosci u prosigt, nie powodujac jednoczesnie nieko-

rzystnego wzrostu ekspresji hepcydyny [ ].

Nowoczesne doustne suplementy zelaza opracowywane sg gtownie W oparciu o tech-
nologie enkapsulacji (kapsutkowania) liposomalnej. Polega ona na umieszczeniu leku czy
suplementu (w tym przypadku zelaza w réznych formach) w strukturze sktadajacej si¢ z fos-
folipidow [ ]. Proces enkapsulacji zwigksza biodostgpnosé i przyswajalnosé
suplementow zelaza, jak rowniez zmniejsza ich toksyczno$¢ [ ]. Spo-
$rod roznych technologii enkapsulacji, wykorzystanie liposomow, dwuwarstwowych peche-
rzykow fosfolipidowych, cieszy si¢ duzym zainteresowaniem W medycynie i weterynarii.
Ostatnio przeprowadzono wiele badan na pacjentach i myszach z wykorzystaniem pirofosfo-
ranu zelaza wbudowanego w strukture liposomu (Sideral® Pharmanutra, Sl, Piza, Wlochy)
(SFP) 0 podwdjnej btonie fosfolipidowej, powleczonego estrami sacharozy i kwasow thusz-
czowych. Otoczka cukrowa ma wlasciwosci powierzchniowo czynne, dzigki czemu caty pre-
parat posiada wickszg zdolno$¢ pokonywania bariery jelitowej. Wedlug wielu badan (SFP)
dzigki zwickszonej biodostepnosci jest skuteczny w leczeniu niedokrwistosci, co objawia si¢
podwyzszeniem poziomu hemoglobiny do fizjologicznej wartosci u pacjentdw i anemicznych

zwierzat [ ].
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Biorgc pod uwagge zalety zarowno zelaza hemowego jak i zelaza liposomalnego w
uzupetnianiu niedoboru zelaza u anemicznych osobnikow (ludzi i zwierzat), w niniejszej roz-
prawie podjeto probe wykorzystania tych suplementéw, w celu korygowania statusu zelaza

prosiat w okresie do odsadzenia od matek a takze osobnikow dorostych.

Zwazywszy na mnogos¢ badan, ktore dowodza skutecznosci tego suplementu w lecze-
niu niedokrwistosci na tle niedoboru Zelaza, przeprowadzono doswiadczenie wykorzystujace
zelazo liposomalne w odchowie prosiat do 28 dnia zycia. Zgodnie z dostgpna wiedza wyniki
badania sg pierwszym dowodem udanego profilaktyczno-terapeutycznego zastosowania SFP
u noworodkow ssakow, jednoczes$nie pokazujac, ze dzigki specyficznej formule, zelazo za-
warte w SFP moze by¢ skutecznie transportowane przez bariere jelitowa i moze staé si¢ bio-
dostgpne pomimo niedojrzatosci molekularnych mechanizméw wchlaniania zelaza w jelicie

noworodkow.

2. Hipotezy

1. Mieszana suplementacja prosigt zelazem hemowym podawanym per 0s i niskg dawka

dekstranu zelaza podawanego domigsniowo:

a. zapewnia odpowiedni status zelaza §win na poczatku tuczu, co przeklada si¢ na
utrzymanie parametréow uzytkowosci rzeznej tucznikow.

b. wykazuje mniejszg toksyczno§¢ w porownaniu z tradycyjna suplementacja.

2. Wystepuja réznice w zapotrzebowaniu na zelazo u osobnikow rasy wbp i linii 990, co
wigze si¢ z rozng skuteczno$cig mieszanej suplementacji.
3. Suplementacja prosiat zelazem liposomalnym per 0s w ciggu pierwszych 28 dni zycia

koryguje niedokrwisto$¢ na tle niedoboru zelaza.
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3. Gtowne cele pracy

Sprawdzenie dalekosieznego efektu mieszanej suplementacji prosiagt polegajacej na
doustnym podaniu zelaza hemowego i domig$niowej iniekcji dekstranu zelaza w
suboptymalnej dawce, w leczeniu niedokrwistosci na tle niedoboru zelaza.

Porownanie efektu mieszanej suplementacji prosiat z rutynowo stosowana suplemen-
tacja parenteralng dekstranem zelaza na metabolizm zelaza i na wybrane cechy pro-
dukcyjne tucznikow.

Zbadanie ekspresji hepcydyny u osobnikow rasy wbp i linii 990 w warunkach inten-
Sywnego tuczu i u prosiat otrzymujacych zelazo liposomalne.

Sprawdzenie przydatno$ci zelaza liposomalnego jako doustnego suplementu korygu-
jacego noworodkowa anemig¢ prosiat, charakteryzujacego si¢ niska toksycznoscia i nie
wywotujacego zaburzen homeostazy zelaza.

Ustalenie, czy zelazo liposomalne stosowane jako suplement w leczeniu niedokrwisto-
$ci w odchowie prosiat moze w przysztosci wyeliminowac parenteralng suplementacjg

dekstranem zelaza.

4.Materiat i metody

4.1 Zwierzeta i schemat doswiadczenia
Dos$wiadczenia byly przeprowadzane w Zaktadzie Doswiadczalnym Pawlowice nalezacym do

Instytutu Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawczego w Balicach. Procedury ekspery-

mentalne zastosowane w do$wiadczeniu byty zgodne z wytycznymi UE (Dyrektywa Parla-

mentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwie-

rzat wykorzystywanych do celéw naukowych). Zgodnie z polskim ustawodawstwem badania

na zwierzetach z wykorzystaniem dodatkow paszowych i suplementow (w tym suplementow

zelaza, takich jak FeSOas, hemoglobina, liofilizowane erytrocyty, osocze, krwi) nie sg uzna-
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wane za procedury badawcze i tym samym nie wptywaja na dobrostan zwierzat. W zwigzku z

tym nie jest wymagana zgoda komisji etycznej.

Doswiadczenie nr 1 (publikacja nr 2) przeprowadzono na 28 samcach dwoch ras: Wielka

Biata Polska (wbp, N=14) i linia 990 (990, N=14). Zwierz¢ta pochodzity od 6 roznych ojcow
(3-1inia990 i 3 - whp) i 8 matek (4 - linia 990 i 4 - wbp). Utrzymywano je w standardo-
wych warunkach (wilgotnos¢ 70% i temperatura 22°C). Prosi¢ta do czasu odsadzenia (28
dzien zycia) przebywaty z matkami, jednoczesnie nie miaty dostepu do ich karmy. Prosicta
otrzymywaty karm¢ Prestarter Wigor 1 Plus od 5 do 45 dnia zycia o zawarto$ci 238 mg zela-
za/lkg paszy (pomiar wykonano z wykorzystaniem atomowej spektrometrii absorpcyjnej).
Prosieta zostaty podzielone na 4 grupy doswiadczalne, po 7 sztuk w grupie na podstawie wy-
réwnanej masy ciata przy urodzeniu: (i) prosigta wbp, (ii) prosigta 990 nastrzykiwane domig-
$niowo dekstranem zelaza (Ferran 100, Vet-Agro, Lublin, Polska) — kompleks dekstranu zela-
za Fe3*, w ilosci 100 mg Fe/kg m.c. w 3 dniu zycia. Jest to rutynowo stosowana suplementa-
cja w Zaktadzie Dos$wiadczalnym Pawtowice; (iii) prosigta wbp 1 (iv) prosieta linii 990 na-
strzykiwane domigsniowo dekstranem zelaza, w ilosci 40 mg Fe/kg m.c. w 3 dniu Zycia 1 su-
plementowane od 5 do 45 dnia po urodzeniu hemoglobing bydleca (Bovogen, East Keilor,
Australia), dodawang do karmy Prestarter Wigor 1 Plus. Hemoglobina bydlgca dodana zostata
do karmy w proporcji 38 g hemoglobiny na 1 kg paszy. Zawarto$¢ zelaza w tak przygotowa-
nej mieszaninie wynosita 612 mg Fe/kg paszy. Po 45 dniu zycia zwierzeta byly skarmiane
typowymi paszami wykorzystywanymi w intensywnym tuczu: starter (do osiggni¢cia masy
30kg o zawartosci zelaza 150mg/kg paszy), grower (do osiggnig¢cia masy 70kg o zawartosci

zelaza 100mg/kg paszy) 1 finisher (do dnia uboju o zawartosci zelaza 80mg/kg paszy).

Po osiggnigciu masy ciata 110 kg (okoto 180-tego dnia zycia), zwierzeta zostaly przetranspor-
towane do ubojni nalezacej do Zaktadu Doswiadczalnego Pawlowice, w ktorej dokonano ubo-
ju zgodnie z obowigzujacymi standardami i przepisami.
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Doswiadczenie nr 2 (publikacja nr 3) przeprowadzono na 18 prosietach rasy Wielka Biata

Polska (wbp). Do doswiadczenia wybrano knurki z 6 ré6znych miotow.

Zwierzeta utrzymywano w standardowych warunkach (wilgotnos¢ 70% i temperatura 22°C).
Prosigta przez czas trwania doswiadczenia przebywaly z matkami, majgc mozliwo$¢ ssania,
jednoczes$nie nie miaty dostepu do ich karmy. Wszystkie prosi¢ta otrzymywaty karme Prestar-
ter Wigor 1 Plus od 5 do 28 dnia Zycia o zawartos$ci 238 mg zelaza/kg paszy (pomiar j.w.).
Prosieta zostaty podzielone na 2 grupy doswiadczalne, po 9 zwierzat w grupie na podstawie
wyrownanej masy ciata przy urodzeniu: (i) Prosigta nastrzykiwane domig¢$niowo dekstranem
zelaza (Ferran 100, Vet-Agro, Lublin, Polska) — kompleks dekstranu i zelaza Fe3*, w ilosci
100 mg Fe/kg m.c. w 3 dniu zycia, , n=9; (ii) prosi¢ta suplementowane per 0s od 5 do 28 dnia
po urodzeniu dzienng dawka 6 mg zelaza w formie Zelaza liposomalnego (Sucrosomial® iron,
PharmaNutra, Pisa, Italy) (SFP), w postaci zawiesiny o objetosci 2 ml praparatu mlekozatep-
czego (podawane prosictom doustnie w sterylnych strzykawkach); n=9. Monitorowano $red-
nie dzienne spozycie paszy na prosi¢ (podobne w dwoch grupach eksperymentalnych). Zwie-
rzeta poddano eutanazji w 28 dnia zycia poprzez przedawkowanie $rodka znieczulajgcego
Morbital (133.3 mg/mL of pentobarbital sodu + 26.7 mg/mL pentobarbital, Biowet, Putawy,

Polska).

4.2 Pobranie préb biologicznych od zwierzat
Od kazdego osobnika pobrano po okoto 10 ml krwi w 28 dniu zycia prosiat (w doswiadczeniu

1 przyzyciowo z vena jugularis externa, a w doswiadczeniu 2 po eutanazji z serca) i w dniu
uboju (doswiadczenie 1 po eutanazji z serca). Proby pobrane na heparyne 0 objetosci 0,5 ml
przekazano do analizy parametrow czerwonokrwinkowych. Pozostalg krew odwirowywano
(2000 rpm rotor E1755, 10 min, 4°C, Mikro20, Hettich zentrifugen D-78532 Tuttlingen) w
celu odebrania osocza, ktére porcjowano, zamrazano i przechowywano w temperaturze -80°C

do dalszych analiz. Prosig¢ta poddano eutanazji w 28 dniu zycia poprzez wstrzyknigcie do ser-
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ca $miertelnej dawki Morbitalu (Biowet, Putawy, Polska) przez lekarza weterynarii. Nastep-
nie pobierano probki nastepujacych narzadow: watroby, sledziony, nerki, serca, szpiku kost-
nego, miesnia posladkowego wigkszego, mig¢snia najdtuzszego grzbietu (musculus longissi-
mus thoracis et lumborum, musculus gluteus maximus). Fragmenty tkanek utrwalano w 4%

roztworze paraformaldehydu, ptynie Bouin’a lub zamrazano i przechowywano w -80°C.

4.3 Pomiar parametrow czerwonokrwinkowych i biochemicznych parametréw
zelaza w osoczu krwi
Parametry czerwonokrwinkowe: RBC (liczba czerwonych krwinek), HGB (st¢zenie hemo-

globiny), HCT (hematokryt), MCV ($rednia objetos¢ krwinki czerwonej) oznaczono przy
uzyciu aparatu ADVIA 2010 (Siemens Germany). Poziom zelaza w osoczu zmierzono meto-
da kolorymetryczng zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta (Alpha Diagnostic,
Poland). Pomiar TIBC (ang. Total Iron Binding Capacity; catkowita zdolnos$¢ transferryny do
wigzania jonow zelaza) wykonywano przy uzyciu zestawu firmy BioMaxima zgodnie z zale-
ceniami producenta. Wysycenie transferyny obliczano zgodnie ze wzorem: wysycenie Tf =

stezenie Fe w osoczu \ TIBC *100.

4.4 1zolacja RNA z tkanek i Real-Time qPCR (RT-gPCR)
Catkowite RNA izolowano z watroby (ok. 30 mg) przy uzyciu odczynnika Trizol (Invitrogen)

wg zmodyfikowanej metody Chomczynskiego [1987]. Dwa mikrogramy catkowitego RNA
poddanego trawieniu DNAza, zgodnie z protokotem producenta (Roche, Szwajcaria ) a na-
stepnie przeprowadzono reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu cDNA Synthesis
Kit® Transcriptor First Strand. Ilosciowg analize PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzo-
no w Light Cycler U96 (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy), stosujac pary starterow
specyficzne dla hepcydyny. Starter prawy (5'-3") AAGACAGCTCACAGACCTCC, starter
lewy (5'-3") CTACGTCTTGCAGCACATCC. Do detekcji amplifikowanych produktow uzyto

SYBR Green I (Roche Diagnostics). Aby potwierdzi¢ specyficzno$¢ amplifikacji, produkty
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PCR poddano analizie krzywej topnienia 1 elektroforezie w zelu agarozowym. Do analizy
danych wykorzystano oprogramowanie Light Cycler U96 wersja 1.1. Poziomy transkrypcji
zostaly znormalizowane w stosunku do reduktazy glutationowej (GSR) starter prawy (5'-3")
CACAGCTCCTCACATCCTGA, starter lewy (5'-3) GGGCAATTCTTCCAGCTGAA. Gen

referencyjny zostat wybrany z 5 réznych gendw przy uzyciu oprogramowania NormFinder.

4.5 Pomiar poziomu hepcydyny w surowicy
Pomiar hepcydyny w surowicy krwi wykonano we wspolpracy z Profesor Dorine Swinkels

(Radboud University Nijmegen) metoda taczonej chromatografii jonowymiennej oraz spek-
trometrii mas Maldi-TOF (WCX-TOF MS) [Staron., 2015]. Do probek surowicy dodano ace-
tonitryl i syntetyczny wzorzec ludzkiej hepcydyny-25 (Peptide International Inc.). Powstaty
roztwor mieszano i wirowano przy 27500 RCF przez 5 minut, po czym zebrano supernatant.
Do supernatantu dodano zawiesine kulek jonowymiennych (Macro-Prep Support Beads; Bio-
Rad Laboratories) i bufor wigzacy. Roztwor inkubowano przez 15 minut w temperaturze po-
kojowej, aby umozliwi¢ wigzanie hepcydyny z kulkami. Nast¢pnie mieszaning przeptukano
trzykrotnie i zwigzang hepcydyng odseparowano od kulek stosujac bufor do elucji sktadajacy
si¢ z acetonitrylu i kwasu trifluorooctowego. Eluowang frakcje z dodatkiem kwasu a-cyjano-
4-hydroksycynamonowego (Bruker Daltonics) naniesiono na polerowang stalowg ptytk¢ MSP
96 (Bruker Daltonics). Widma peptydowe wygenerowano na Microflex LT platforma desorp-
cji / jonizacji laserowej TOF MS (Bruker Daltonics). St¢zenie swinskiej hepcydyny-25 obli-
CZono przez pordwnanie wysokosci piku masy z wzorcem wewnetrznym. Stezenia hepcydy-
ny-25 w osoczu prosigt wyrazono w nmol / 1 (nM). Dolna granica wykrywalno$ci tej metody

wynosita 0,5 nM.

4.6 Pomiar zawartosci zelaza niehemowego w tkankach
Zawarto$¢ zelaza nichemowego w watrobie, §ledzionie, nerkach, sercu, szpiku kostnym i mie-

$niach szkieletowych zmierzono po trawieniu zhomogenizowanych tkanek (okoto 60mg)
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kwasem TCA (trichlorooctowym) w 100°C przez 10 minut. Powstaly roztwor wirowano przy
10000 RPM x g przez 5 minut, po czym zebrano supernatant, a nastepnie dokonano kalory-
metrycznego pomiaru absorbancji kompleksu zelazo-ferrozyna przy dtugosci fali 560 nm

[Torrance i Bothwell, 1980].

4.7 Pomiar zawartosci zelaza hemowego w tkankach
Homogenaty watroby, §ledziony, nerek, serca i migsni szkieletowych rozpuszczono w kwasie

mréwkowym. Zawarto$¢ zelaza hemowego oznaczono spektrofotometrycznie przy dtugosci
fali 398 nm, stosujagc wzorce heminy przygotowane w kwasie mréwkowym o molowym

wspdtezynniku absorpcji 1,5 x 10° M "t em L [Motterlini i in., 1995].

4.8 Pomiar poziomu 8-izoprostanu, transaminazy asparaginianowej (AST) i tran-
saminazy alaninowej (ALT)
Poziom 8-izoprostanu, markera stresu oksydacyjnego, ALT i AST, transaminaz bg¢dacych

gléwnymi markerami uszkodzenia watroby, mierzono w osoczu, $ledzionie i watrobie testem

ELISA zgodnie z protokolem producenta (Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Hubei, Chiny).

4.9 Barwienie tkanek btekitem Pruskim
Ztogi zelaza w watrobie, §ledzionie i1 szpiku kostnym analizowano za pomoca zestawu Accu-

stain Iron Deposition Kit (Sigma Aldrich). Probki watroby i §ledziony pobrane natychmiast
po usmierceniu prosigt utrwalono w roztworze Bouin’a przez 24 godziny, a nastgpnie prze-
chowywano w 70% etanolu. Po zatopieniu w parafinie probki pocigto na skrawki o grubosci 7
um przy uzyciu mikrotomu (Reichert-Jung, Niemcy). Skrawki umieszczono na szkietku, od-
parafinowano i inkubowano z roztworem Perla (bfekit pruski) przez 30 minut. Nastepnie
szkietka barwiono roztworem pararozaniliny przez 2 minuty i poddano analizie przy uzyciu
standardowego mikroskopu §wietlnego z kamera (Olympus, typ CH2). Te¢ samg procedurg
barwienia biekitem pruskim przeprowadzono przy uzyciu rozmazéw szpiku kostnego pobra-

nego z kosci konczyny miedniczne;.
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4.10 Poubojowa ocena wartosci rzeznej, tucznej i wybranych parametrow jako-
$ci miesa
Wszystkie parametry wartoSci rzeznej, tucznej i parametry migsa testowane byly w Stacji

Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej (SKURTCh), zlokalizowanej w Zaktadzie
Doswiadczalnych Instytutu Zootechniki PIB w Pawlowicach. Bezposrednio po uboju reje-

strowane byty nastepujace cechy:

- masa ciata w dniu porodu,

- wiek w dniu uboju,

- masa ciata w dniu uboju,

- masa pottuszy,

- wydajnos¢ rzezna,

- procentowa zawarto$¢ migsa w tuszy (pomiar aparatem CGM Sydel)
- dlugos¢ tuszy,

-Srednie dzienne przyrosty (standaryzowane na 180 dzien zycia)

- grubo$¢ stoniny w 5 punktach: nad topatka, na grzbiecie oraz w 3 punktach umieszczonych

na krzyzu 1, 11, III

- powierzchnia ,,oka” poledwicy,
- wysokos¢ ,,oka” poledwicy

- szeroko$¢ ,,oka” poledwicy,

Na prawej pottuszy poledwice przecinano wzdhuz zaznaczonej linii podziatu, migdzy ostatnim
kregiem piersiowym, a pierwszym kregiem ledzwiowym, po czym na ptaszczyznie dogtowo-

wej (na folii lub papierze woskowym) wykonywano petny obrys przekroju. Nastepnie za po-
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mocg planimetru mierzono powierzchnie¢ ,,0ka” poledwicy. Barwe migsa mierzono przy uzy-
ciu MINOLTA CHROMA METER CR 400. Przyrzad skalibrowano wzgledem standardowej
biatej ptytki (o $rednicy 8 mm), system oswictlenia d / 0, zrodto $wiatta D65 i 2 °standardowy

kat obserwacji) okreslajacy sktadowa L * koloru.

4.11 Analiza statystyczna
Wyniki analizowano statystycznie za pomocg jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA)

z testem post hoc Tukey-Kramera lub testem t-studenta dla cech wykazujacych rozktad nor-
malny, natomiast dla cech, ktore nie przeszty weryfikacji normalnos$ci rozktadu uzyto testu
Manna-Whitneya. Do analizy wykorzystano oprogramowanie GraphPad Prism (GraphPad,
San Diego, Kalifornia, USA). Weryfikacje normalnosci rozktadu badanych cech przeprowa-
dzano stosujac test Shapiro-Wilka. Roznice migdzy analizowanymi parametrami uznano za
statystycznie istotne przy wartosci P < 0,05. Dane przedstawiono jako warto$ci srednie + SE,
(btad standardowy). Kazdy eksperyment wykonano co najmniej w dwoch powtorzeniach

technicznych.

5. Najwazniejsze wyniki i dyskusja
W pracy przegladowej wchodzacej w sktad niniejszej rozprawy (Publikacja 1), oméwiono

szczegdtowo etiologie oraz metody zapobiegania i leczenia tej patologii. Jak sugeruje tytut
pracy przegladowej suplementacja prosiat jest tylko pozornie prostg terapig. Stosowane ruty-
nowo uzupelinianie niedoboru przy pomocy parenteralnego podania duzej ilo$ci zelaza w po-
staci dekstranu zelaza, jest procedurg skuteczng, szeroko akceptowang przez hodowcow i le-
karzy weterynarii, nie pozbawiona jednak efektow ubocznych i wywotlujacg zaburzenia ogoél-

noustrojowej homeostazy zelaza [Starzynski i in., 2013].

Ocena skutecznos$ci roznych strategii suplementacji prosigt zelazem z reguty odbywa si¢ je-

dynie w okresie do odsadzenia od matek w 4 tygodniu zycia. Wedtug naszej wiedzy niewiele
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uwagi poswigcono dotychczas wptywowi suplementacji zelazem przed odsadzeniem na status
tego mikroelementu u §win w okresie po odsadzeniu. Nalezy pami¢tac, ze w dlugoterminowe;j
perspektywie uzupehienie niedoboru zelaza i korekta niedokrwisto$ci u prosiat powinna za-
pewni¢ prawidlowy wzrost i rozwdj zwierzat W okresie intensywnego tuczu, co jednoznacznie
przektada si¢ na parametry rzezne, tuczne i na jako$¢ migsa, a zatem na ekonomike produkcji
trzody chlewnej. W zwigzku z powyzszym podjeto probe zastosowania suplementacji, ktora
nie tylko gwarantowalaby utrzymanie homeostazy zelaza prosigt odsadzanych od matek, ale
roOwniez zapewniataby dalszy prawidtowy rozwdj zwierzat do osiggni¢cia wieku ubojowego
(Publikacja 2). W poprzednich badaniach naszego zespotu wykazano, ze mieszana suple-
mentacja prosiat rasy wbp przy zastosowaniu liofilizatu hemoglobiny bydlecej jako dodatku
do paszy przez pierwsze 28 dni zycia i domig¢$niowej iniekcji 40 mg Fe/kg m.c. (niska, nie-
toksyczna dawka) w postaci dekstranu zelaza jest rownie skuteczna w korygowaniu anemii,
co tradycyjna suplementacja przy uzyciu wysokiej dawki zelaza w (100 mg Fe/kg m.c.) w
postaci dekstranu zelaza (Staron i inn., 2017). W badaniach obj¢tych publikacjg nr. 2 rozsze-
rzamy te obserwacje 0 suplementacje prosiat linii 990, charakteryzujacych si¢ wyzszym statu-
sem czerwonokrwinkowym (Publikacja 2, Tabela 1) i w konsekwencji wigkszym zapotrze-
bowaniem na Zzelazo. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze mieszana suplementacja
spetnia podstawowy warunek zapobiegania anemii w stopniu porownywalnym do rutynowej
suplementacji, o czym $wiadczg wartos$ci parametrow czerwonokrwinkowych u 28-dniowych
prosiat linii 990 (Publikacja 2, Tabela 1, Rycina 1 AB,C). Zarbwno w przypadku 28-
dniowych prosiat rasy wbp jak i linii 990 stezenie hemoglobiny przewyzsza poziom 8 g/dL,
uznawany jako dolna granica normy dla zwierzat w tym wieku [ ]. Swiadczy
to o tym, ze zelazo pochodzace z doustnie podanej prosigtom hemoglobiny, absorbowane w
przewodzie pokarmowy szlakami alternatywnymi do szlakow absorpcji zelaza jonowego,

opisanymi przez Staronia i in., [2017], jest biodostgpne w stopniu wystarczajacym dla utrzy-
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mania procesu erytropoezy. W zaproponowanej przez nas suplementacji mieszanej, zelazo
podane parenteralnie w formie dekstranu zelaza jest zrodiem tego mikroelementu w okresie,
gdy pobieranie paszy stalej przez prosietach w pierwszych dniach zycia jest ograniczone. Ta
ilo$¢ zelaza nie jest jednak wystarczajgca do pokrycia potrzeb prosigcia. Prosieta suplemen-
towane dawkg okoto 40 mg Fe/kg m.c. prezentujg anemiczny fenotyp w 28 dniu zycia [Sta-

rzynski i in., 2013]

Warto zauwazy¢, ze pojawienie si¢ pierwszych objawow niedokrwistosci jest zwykle
poprzedzone zmniejszeniem si¢ rezerw zelaza w watrobie 1 obnizeniem ste¢zenia zelaza w
surowicy krwi. Czesto zdarza si¢, ze wskazniki czerwonokrwinkowe mieszczg si¢ jeszcze w
granicach normy, natomiast nagromadzone rezerwy zelaza sg juz znacznie uszczuplone [

]. 28-dniowe prosigta rasy wbp, poddane suplementacji mieszanej wy-
kazuja, w poréwnaniu do zwierzat tej samej rasy suplementowanych tradycyjnie, lekki niedo-
bor zelaza (jednak nie wywotujacy niedokrwistosci), co stwierdzono na podstawie obnizenia
warto$ci parametrow biochemicznych zelaza w osoczu krwi. (Publikacja 2, Rycina 1
A,B,C). Wyniki takie sugeruja, iz status zelaza w organizmie i wymagania co do tego pier-
wiastka przed odsadzeniem moga by¢ odmienne dla réznych ras swin. Gtownym celem tej
czgsci badan byto zaproponowanie takiej suplementacji, w wyniku ktorej status czerwono-
krwinkowy prosiat, a takze ogdlnoustrojowy status zelaza, gwarantowalby dalszy prawidiowy
wzrost 1 rozw0j prosiagt az do osiggni¢cia wieku ubojowego, przy zatozeniu, ze zwierzgta
karmione sg paszami o standardowej zawartosci zelaza w poszczegolnych fazach wzrostu i

tuczu (okreslonych we wstepie).

Nalezy podkresli¢ fakt, ze wigksze niedobory zelaza na poczatku tuczu mogg skutkowac za-
burzeniem proceséw fizjologicznych w jego dalszych etapach. W badaniach przeprowadzo-
nych na ludziach dowiedziono, ze niedobor zZelaza wystepujacy w okresie niemowlecym

wplywa na zaburzenie rozwoju mozgu 1 jego funkcje w przysztosci. Oznacza to, ze niedobory
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zelaza w zyciu neonatalnym powoduja, nicadekwatny rozwoj tego narzadu, a odpowiednia i
dostateczenie wczesna suplementacja moze znie$¢ dtugofalowe skutki niedoboru tego mikroe-
lementu [Beard, 2008; Lozoff i in., 2006 a,b]. Majac na uwadze lekki niedobor zelaza zaob-
serwowany u 28-dniowych prosiat rasy whp, postanowiono przedtuzy¢ suplementacje hemo-
globing bydlg¢ca do 45 dnia zycia prosiat, Kiedy nastepuje wprowadzenie paszy starter prze-
znaczonej dla zwierzat do osiggniecia 30 kg masy ciata. Tym samym, jako jedne z pierw-
szych, nasze badania mialy wykaza¢ dalekosiezny efekt mieszanej suplementacji stosowanej
przed odsadzeniem prosigt od matek w krotkim okresie po odsadzeniu. Wyniki przedstawione
w publikacji nr. 2 (Tabela 1) jednoznacznie dowodzg, ze u okoto 180-dniowych zwierzat
(koniec tuczu) obu ras poddanych suplementacji mieszanej we wspomnianym okresie, status
czerwonokrwinkowy nie rézni si¢ od statusu zwierzat suplementowanych w/g metody trady-
cyjnej, czyli przy uzyciu wysokiej dawki parenteralnie podanego zelaza, a wartosci parame-
trow czerwonokrwinkowych mieszczg si¢ w fizjologicznym zakresie [

]. Podobnie obraz zelaza w osoczu
krwi dorostych $win obu ras jest porownywalny niezaleznie od zastosowanej suplementacji
(Publikacja 2, Rycina 1, D, E, F). Dotyczy to rowniez zwierzat rasy whbp, ktore jako 28-
dniowe prosieta charakteryzowaty si¢ nieznacznym niedoborem zelaza. Brak statystycznych
roznic W ekspresji mRNA hepcydyny oraz stezenia hepcydyny-25 w osoczu krwi dorostych
$win nalezacych do réznych grup suplementacyjnych w obrgbie poszczegdlnych ras, to do-
datkowa obserwacja wskazujaca na to, ze regulacja ogdlnoustrojowego metabolizmu Zelaza
przebiega podobnie bez wzgledu na rodzaj zastosowanej suplementacji (Publikacja 2, Ryci-
na 2). Korekta statusu zelaza i parametrow czerwonokrwinkowych u dorostych zwierzat rasy
wbp, moze wynika¢ bezposrednio z potaczenia efektow dwoch czynnikow. Po pierwsze,
dzigki mieszanej suplementacji zwierze¢ta w dniu odsadzenia nie cierpig z powodu niedokrwi-

stosci, co w poczatkowych okresach tuczu moze powodowacé lepsze wykorzystanie paszy, jak
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i szybsze oraz adekwatne do wieku przyrosty niz u zwierzat anemicznych. Po drugie, wyko-
rzystanie wysokojakosciowych pasz zawierajacych zelazo w okresie tuczu (rozdziat Materiat
i Metody) sprawia, ze zwierzeta, ktore po odsadzeniu od matki majgce rozwiniete w pelni
mechanizmy absorpcji zelaza w jelitach w szybkim tempie koryguja parametry czerwono-

krwinkowe, jak i status zelaza do poziomu fizjologicznego.

Tak jak juz wspomniano, fizjologiczne wartosci wskaznikéw czerwonokrwinkowych nie
zawsze wigza si¢ z prawidlowg zawartoscig zelaza w tkankach, szczegolnie tych zwigzanych
Z magazynowaniem zelaza w organizmie [ ]. Pomiar zawartosci zela-
za nichemowego w wybranych tkankach wykazal statystycznie istotnie obnizone poziomy
tego mikroelementu w nerkach (rasa wbp i linia 990) oraz w §ledzionie i watrobie (linia 990)
dorostych zwierzat poddanych suplementacji mieszanej, w poréwnaniu do osobnikéw suple-
mentowanych w/g rutynowej procedury (Publikacja 2, Rycina 3 A, B, C). Ze wzglgdu na
brak stosownych danych w pi§miennictwie, trudno jest stwierdzié, czy te niskie poziomy (w
przypadku suplementacji mieszanej) mieszczg si¢ w fizjologicznym zakresie, i czy wysokie
poziomy (w przypadku suplementacji rutynowej) nie sa efektem nadmiernej akumulacji zela-
za. Bioragc pod uwage wyzsze wartosci parametrow czerwonokrwinkowych osobnikow (pro-
sigt 1 tucznikow) linii 990 oraz fakt, ze charakteryzujg si¢ one szybszym tempem wzrostu niz
osobniki rasy wbp [Michalska i in., 2004, 2006], warto zasugerowac, ze zelazo w organizmie
tych pierwszych jest preferencyjnie przekierowywane do erytronu kosztem zmniejszenia za-

pasow tego mikroelementu w watrobie 1 §ledzionie.

Zwazywszy, ze migso wieprzowe jest cennym zrodtem zelaza dla konsumentow, warto zau-
wazy¢, ze suplementacja mieszana nie spowodowatla obnizenia zawartosci zelaza hemowego i
niehemowego w migséniach szkieletowych, takich jak Longissimus thoracis et lumborum i
Gluteus maximus u §win obu ras w poréwnaniu z powszechnie stosowang suplementacja duza

dawkga dekstranu zelaza (Publikacja 2, Rycina 3D, E, Rycina 5). Co istotne wiek ubojowy
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tucznikow (determinowany osiggnieciem Ok. 110 kg masy ciata) byt zblizony we wszystkich
grupach doswiadczalnych (Publikacja 2, Rycina 4A). W poréwnaniu z klasyczng suplemen-
tacjg, suplementacja dekstran/hemoglobina okazata si¢ rowniez wystarczajagca w kontekscie
dziennych przyrostow dobowych (Publikacja 2, Rycina 4B) i masy ubojowej §win rasy wbp
(Publikacja 2, Rycina 4C). Jednakze u $win linii 990 otrzymujgcych mieszang suplementacje
$redni dzienny przyrost dobowy byt istotnie nizszy (P<0,05), co sugeruje, ze suplementacja ta
nie podtrzymuje w petni szybkiego wzrostu tych zwierzat. Najwyrazniej zawarto$¢ zelaza w
diecie w poszczegdlnych okresach tuczu jest w duzej mierze wystarczajaca, aby zrekompen-
sowa¢ umiarkowany niedobor tego mikrosktadnika u odsadzanych prosiat, (Publikacja 2,
Tabela 1, Rycina 1A, B, C) i utrzyma¢ zarowno prawidtowy wzrost, jak i parametry rzezne i

tuczne $win rasy wbp, ale nie zwierzat linii 990.

Co ciekawe, dodanie zelaza do karmy podawanej §winiom po odsadzeniu, w ilosci przekra-
czajacej normy NRC (ang. National Research Council) [ ], okazato si¢ zbedne dla
poprawy wydajno$ci wzrostu §win, cech tuszy i jakosci wieprzowiny [

]. Jednak w przeciwienstwie do zelaza w formie jonowej (siarczan
zelaza), zelazo hemowe podawane $winiom od 5 tygodnia po urodzeniu sprzyjato uzyskaniu
wigkszej masy ciala zwierzat w 20 tygodniu zycia. Sugeruje to wigksza biodostepnos¢ zelaza
hemowego niz jonowego [ ]. Wiadomo, Ze kolor migsa jest istotnym czynni-
kiem wplywajgcym na jego jako$¢ i atrakcyjnosé dla konsumentow [ ].
Barwa migsa zalezy glownie od zawarto$ci mioglobiny, ktora jest dominujgcym pigmentem w
migs$niach szkieletowych [ ]. W tym kontekscie warto zauwazy¢, ze hem
stosowany jako suplement zwigksza zaczerwienienie i poziom mioglobiny (ktora jest gtow-
nym biatkiem wigzacym zelazo w migséniach szkieletowych) migsnia Longissimus thoracis et

lumborum u 2-miesigcznych $win [ ]
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Wedlug Blicharskiego i in. [ ] oraz Borzuty i in. [ ], a takze, jak wykazano w niniej-
szym opracowaniu (Publikacja 2, Rycina 4) parametry rzezne i tuczne swin rasy wbp i linii
990, poddanych tradycyjnej suplementacji duzg dawka dekstranu zelaza nie rdznig si¢ istot-
nie. Jednak co bardziej istotne, ww. parametry zwierzat obu ras suplementowanych zapropo-
nowang przez nas procedurg obejmujgcag matg dawke dekstranu zelaza podanego domigsnio-
wo i hemoglobine podawang per 0s nie rdznig si¢ od parametrow zwierzat suplementowanych
duzg dawka dekstranu zelaza. (Publikacja 2, Rycina 4). Ponadto wykazali$my, ze parametry
jakos$ci migsa, takie jak powierzchnia "oko poledwicy" (ang. LEA-loin eye area), barwa mie-
sa, grubo$¢ stoniny i poziom zelaza niehemowego w mie$niu Longissimus thoracis et lumbo-
rum u $win obu ras otrzymujacych mieszang suplementacje dekstran/hemoglobina, nie réznig
si¢ statystycznie od parametrow zwierzat tradycyjnie suplementowanych duza dawka dekstra-
nu zelaza. Niezwykle interesujaca jest natomiast 2,5-krotnie wicksza zawarto$¢ zelaza hemo-
wego w migsniu Longissimus thoracis et lumborum u tucznikow linii 990 w stosunku do wbp.
Jest to kolejny wynik wskazujacy na wigksze wymagania, co do zapotrzebowania na zelazo
osobnikow linii 990, ktére uzupetnia suplementacja mieszana (Publikacja 2, Tabela 2 i Ry-

cina b).

Wolny hem jest silnym prooksydantem, katalizuje utlenianie biatek, peroksydacje li-
pidow oraz powoduje uszkodzenia DNA [ ]. Ponadto Zelazo jonowe uwal-
niane z czgsteczek hemu wskutek jego enzymatycznej degradacji, moze bra¢ udzial w reakcji
Fentona, w ktorej generowany jest toksyczny rodnik wodorotlenowy. Nadmiar wolnego hemu
moze wigc prowadzi¢ do uszkodzenia narzadow 1 zaburzenia ich funkcjonowania. Suplemen-
tacja mtodych prosigt przy uzyciu hemoglobiny (bogatego zrodta hemu) niesie ze sobg ryzyko
toksycznos$ci. Dlatego postanowiliSmy sprawdzi¢ u dorostych zwierzat podstawowe markery
peroksydacji lipidow oraz uszkodzenia watroby. Stezenie w watrobie 1 surowicy markerow

uszkodzenia watroby czyli, ALT (aminotransferazy alaninowej) 1 AST (aminotransferazy
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asparginianowej) nie r6znig si¢ pomig¢dzy grupami suplemantacyjnymi jak rowniez pomiedzy
rasami $win. ZaobserwowaliSmy jednak, spadek stezenia 8—izoprostanu w surowicy krwi u
$win linii 990 suplementowanych za pomoca metody taczonej w poréwnaniu do standardowo
suplementowanych $win. Ponadto wykazano brak roznic u rasy whp bez wzgledu na procedu-

r¢ suplementacyjng. (Publikacja w przygotowaniu).

Podsumowujac, przedstawione wyniki wyraznie dowodza, ze zaproponowana przez nas mie-
szana suplementacja prosigt w okresie do 45 dnia zycia jest procedura, ktora gwarantuje dal-
szy prawidtowy wzrost i rozwoj zwierzat az do uboju, satysfakcjonujace dzienne przyrosty
dobowe, a takze zapewnia wysoka jakos¢ wieprzowiny. Nawet jesli suplementacja ta nie w
pelni rownowazy status czerwonokrwinkowy i status zelaza prosigt w czasie odsadzania, to te
nieznaczne niedobory sa uzupeliane w oparciu o pasze o standardowej zawartosci zelaza
zadawane zwierzetom w kolejnych etapach tuczu. Niewatpliwg zaleta mieszanej suplementa-

cji jest brak efektow toksycznych hemowego zelaza w dlugoterminowym okresie.

Zaktadamy, ze doustna suplementacja prosiat z wytacznym wykorzystaniem zelaza hemowe-
go (nawet bez niewielkiej ilosci podawanego domigsniowo dekstranu zelaza) jest procedurg
wartg rozwazenia przez hodowcow trzody chlewnej, gdyz eliminuje ona szereg niedogodnos$ci
zwigzanych z rutynowg suplementacja poprzez iniekcj¢ domig$niowg dekstranu zelaza, takich
jak: stres zwierzat i duza pracochtonnos¢. Weryfikacja tej hipotezy wymagataby przeprowa-

dzenia doswiadczen na duzej liczbie zwierzat.

Jednym z celéw przeprowadzonych badan byto rowniez znalezienie podawanego dro-
ga per os suplementu zelaza, w petni korygujacego anemig prosigt w okresie od urodzenia do
odsadzenia od matek, ktory pozwoli catkowicie wyeliminowa¢ inwazyjng terapie w postaci
domigséniowej iniekcji dekstranu zelaza. Jako suplement komercyjny spetniajacy te warunki
zaproponowano SiderAL® (Sideral®Pharmanutra, SI, Piza, Wtochy) (SFP), nalezacy do gru-

py preparatow zelaza liposomalnego, szczegdtowo opisany we wstepie. W przeprowadzonym
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doswiadczeniu (doswiadczenie nr. 2) SFP podawano prosigtom poprzez wlew strzykawka do
otworu gebowego, co nie jest procedurg bezstresowa. Takie postepowanie podyktowane byto
jednak konieczno$cig Scistej kontroli iloSci podawanego po raz pierwszy prosi¢gtom suplemen-
tu. W przysztosci nalezy sprawdzi¢ skuteczno$¢ terapeutyczng SFP pobieranego przez prosig-
ta spontanicznie z pasza. W przypadku powodzenia takiego metodycznego podejscia, suple-

mentacja SFP spetiataby kryterium catkowitej bezinwazyjnosci i obnizonej pracochtonno$ci.

Z wynikow doswiadczenia nr. 2 (bgdacego przedmiotem publikacji 3) jednoznacznie wynika,
ze doustna suplementacja SFP, koryguje anemie¢ na tle niedoboru zZelaza, co stwierdzono na
podstawie wartosci parametrow czerwonokrwinkowych 28-dniowych prosiat, ktore mieszcza
si¢ w granicach norm fizjologicznych dla zwierzat w tym wieku [Egeli i in., 1998] (Publika-
cja 3, Tabela 1). Co wigcej liczba czerwonych krwinek u prosiat, ktorym podano SFP byta
wyzsza niz u prosiagt poddanych suplementacji wysoka dawka zelaza w postaci domigsniowe;j
iniekcji dekstranu zelaza. Co istotne z zootechnicznego punktu widzenia, prosieta otrzymuja-
ce SFP charakteryzowaly si¢ prawidtowym dla tej grupy wiekowej wzrostem. Dobowe przy-
rost masy ciata i w konsekwencji ich masa ciata przy odsadzeniu byly podobne do tych, odno-
towanych u zwierzat suplementowanych wysoka dawka dekstranu zelaza (Publikacja 3, Ta-
bela 2) i jednoczes$nie wyzsze niz u prosigt anemicznych, ktore nie otrzymywaty zadnej su-
plementacji [ ]. Uzyskane wyniki dowodza, ze ilo$¢ 1 biodostgpnosé zelaza
dostarczanego w formie SFP jest wystarczajaca do zaspokojenia potrzeb erytropoetycznych
mtodych prosiat i ich prawidtowego rozwoju w ciggu pierwszych 4 tygodni zycia. Wykonujac
badania na prosigtach do 28 dnia zycia, a wigc na zwierzetach ktorych istotnym elementem
diety jest mleko matki, nie nalezy zapomina¢ o zelazie zawartym w mleku loch. Zmierzona
zawartos$¢ zelaza w mleku byta podobna (Publikacja nr 3, Tabela 2) i zarazem bardzo niska

w poréwnaniu z paszg stalg oferowang prosigtom w trakcie eksperymentu (Publikacja 3, Ta-
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bela 1). Swiadczy to o niktym wptywie zelaza zawartego w mleku na zachowanie homeosta-

zy zelaza u nowo narodzonych prosiat.

Z niepublikowanych dotad badan molekularnych aktualnie realizowanych wynika, ze w przy-
padku zastosowania Zelaza liposomalnego w postaci preparatu SiderAL® dochodzi do wzro-
stu poziomu ferroportyny na blonie podstawno-bocznej enterocytu z jednoczesnym wzrostem
poziomu L-ferrytyny w komorkach enterocytow. Co ciekawe, nie obserwujemy przy tym
podniesionego poziomu apikalnego transportera metali dwuwarto§ciowych DMTT1 (ang. diva-
lent metal transporter 1) (wyniki niepublikowane). Takie wyniki badan sugeruja, iz zelazo
liposomalne moze dostawa¢ si¢ do enterocytu drogami alternatywnymi np. z wykorzystaniem
endocytozy, jak sugeruje Brilli i in. [ ]. Postulujemy, iz w enterocycie zelazo zostaje
uwolnione z czasteczki liposomu i dalej transportowane jest przez jedyny znany eksporter

jonow zelaza czyli wspomniang juz ferroportyne.

W celu porownania stanu zelaza u prosigt z obu grup doswiadczalnych wykonano
kompleksowg analize zawarto$ci zelaza w ich tkankach, obejmujaca pomiar stezenia zelaza w
osoczu krwi, zawartosci zelaza niehemowego oraz hemowego (Publikacja 3, Tabela 4) w
watrobie, $ledzionie, nerkach, sercu, mozgu 1 w przypadku Zelaza niehemowego rowniez w
szpiku kostnym. Biorac pod uwage, ze watroba, Sledziona i szpik kostny sg kluczowymi na-
rzadami dla utrzymania ogdlnoustrojowej roéwnowagi zelaza, dodatkowo przeanalizowano
depozyty ztogoéw zelaza nichemowego w tych tkankach poprzez barwienie bigkitem pruskim
(Publikacja 3, Rycina 1). Godne uwagi jest to, ze prosieta suplementowane SFP wykazuja
wyzszy poziom zelaza w 0soczu krwi w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej, suple-
mentowanej domigéniowo duza dawka dekstranu zelaza (Publikacja 3, Tabela 4). Swiadczy
to o wysokiej przyswajalnosci zelaza pochodzacego z SFP i 0znacza, ze jest ono biodostgpne
w skali catego organizmu. Swiadczy o tym réwniez zawarto$é zelaza niechemowego w tkan-

kach 28-dniowych prosiat suplementowanych SFP ktora, nie odbiega od poziomu oznaczone-
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go w tkankach zwierzat suplementowanych parenteralnie dekstranem zelaza (Publikacja 3,

Tabela 4)

Bardzo waznymi wspomnianymi juz narzagdami dla metabolizmu zelaza sg watroba i
Sledziona. Dlatego tez zmierzyliSmy zawarto$¢ tego mikroelementu wystepujacego w formie
jonowej u 28 dniowych prosigt suplementowanych zelazem liposomalnym w tych tkankach.
Tendencja do preferencyjnego gromadzenia si¢ zelaza pochodzacego z SFP w §ledzionie
(Publikacja 3, Tabela 4), moze odzwierciedla¢ jego udzial w aktywnosci erytropoetycznej
tego narzadu. Jak wiadomo $ledziona (szczegdlnie w okresie neonatalnym i mtodzienczym)
jest jednym z narzadow, w ktoérym intensywnie przebiega proces erytropoezy [

]. Nizsza zawarto$¢ zelaza w watrobie prosigt suplementowanych SFP
(Publikacja 3, Tabela 4, Rycina 1) w porownaniu ze zwierz¢tami z grupy suplementowane;j
dekstranem zelaza, moze wynika¢ z faktu, ze dekstran zelaza jest pobierany z krazenia na
drodze endocytozy przez makrofagi watroby [ ], podczas gdy zelazo pocho-
dzace z SFP wigze si¢ z transferryng i transportowane jest do tkanek o wysokiej ekspresji re-
ceptora transferryny 1. Co cieckawe, suplementacja prosigt SFP spowodowata znacznie mniej-
sze obcigzenie szpiku kostnego zelazem niehemowym w poréwnaniu z prosi¢tami otrzymuja-
cymi dekstran zelaza (Publikacja 3, Tabela 4). Jednak stosujac barwienie Szpiku kostnego
btekitem pruskim nie udato si¢ wykry¢ zadnych ztogow zelaza w probkach pobranych od pro-
sigt suplementowanych SFP i dekstranem (Publikacja 3, Rycina 1). We wcze$niejszych ba-
daniach [ ] obserwowano réwniez
depozyty zelaza nichemowego w makrofagach watrobowych (komodrkach Browicza-
Kupffera) po parenteralnym podaniu duzej ilosci zelaza w postaci dekstranu zelaza. Relatyw-
nie mate obcigzenie zelazem uktadu siateczko-$rodblonkowego W watrobie po suplementacji
prosigt SFP ma kluczowe znaczenie w regulacji ekspresji hepcydyny peptydu hamujacego

wchtanianie zelaza nieorganicznego w jelicie i jego reutylizacji przez makrofagi tkankowe.
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[ ]. Gtéwnym czynnikiem
indukujgcym synteze hepcydyny w hepatocytach w odpowiedzi na wzrost poziomu zZelaza jest
biatko BMP6 (ang. bone morphogenetic protein 6) [Roth i in., 2019]. Ekspresja BMP6 indu-
kowana jest przez zelazo w komorkach nabtonka naczyn krwiono$nych watroby i makrofa-
gach watroby, czyli komorkach Browicza-Kupffera [Rausa i in., 2015]. BMP6 uwolnione z
tych komorek wigze sie z receptorem BMPR (ang. bone morphogenetic protein receptor) na
hepatocytach i uruchamia wewnatrzhepatocytarny szlak transkrypcyjnej indukcji genu Hamp.
Impulsem do zwigkszonej syntezy hepcydyny jest rowniez wysycona zelazem transferryna,
ktéra posrednio poprzez TfR2 wzmacnia sygnat przekazywany przez BMP6 |

]. W osoczu krwi zwierzat, ktorym podawano zelazo liposomalne nie stwierdzono
wzrostu stezenia hepcydyny-25, ktore oscylowato wokot dolnej granicy wykrywalnosci, tj.
0,5nM (Publikacja 3). Otrzymane wyniki badan wskazujg ze, u zwierzat suplementowanych
Sl, zarowno wysycenie transferryny jonami zelaza siegajace 6,75% (wynik niezamieszczony
w publikacji 3), stezenie zelaza w 0soczu krwi, jak i zwarto$¢ zelaza w watrobie (Publikacja

3, Tabela 4) nie przekroczyty poziomdéw niezbgdnych do indukcji syntezy hepcydyny.

Nieoczekiwanie, stwierdzono rowniez zaskakujaco niskie stezenie hepcydyny-25 w osoczu
krwi (ok. 0,5nM) 28-dniowych zwierzat suplementowanych domigsniowo dekstranem zelaza
(Publikacja 3). Wynik ten odbiega od stezen hepcydyny oznaczonych u zwierzat w naszych
poprzednich do§wiadczeniach. Nalezy jednak podkresli¢, ze w analizowanym doswiadczeniu
zmniejszono 2-krotnie ilo$¢ zelaza podawanego zwierzetom. Poza tym w przeciwienstwie do
2-krotnej iniekcji dekstarnu zelaza 3-go i 21-go dnia zycia prosigt w poprzednich do$wiad-

czeniach, w obecnym wykonano tylko jedng iniekcje, 3 dnia po urodzeniu. [

Biorgc pod uwage potencjalng toksycznos$¢ zelaza wynikajacg z udziatu jondéw zela-
zawych (Fe?") w reakcji Fentona, w wyniku ktorej generowany jest silnie reaktywny rodnik
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wodorotlenowy, kazda suplementacja zelazem powinna uwzglednia¢ oceng toksykologiczng.
Parenteralne podanie prosietom dekstranu zelaza niesie ze sobg ryzyko nadmiernego odktada-
nia si¢ ztogow zelaza w tkankach. Stosujac te procedure, prosieta zazwyczaj otrzymuja po-
przez domig$niowa iniekcje duzg ilo$¢ zelaza, ktora przekracza 4-5-krotnie catkowitg zawar-
tos¢ tego pierwiastka w ich organizmie. W konsekwencji tylko cze$¢ egzogennego zelaza
moze by¢ wykorzystana przez organizm prosigt. Pozostata cze$¢ staje sie potencjalnie tok-
syczna. We wczesniejszych badaniach wykazano, ze suplementacja prosigt dekstranem zelaza
powoduje uszkodzenia oksydacyjne DNA w watrobie [ ]. Pomimo, ze w
niniejszych badaniach zastosowano mniejszg suplementacyjng dawke dekstranu zelaza, [

], to i tak u suplementowanych prosigt odnotowano 2-krotnie podwyzszone
st¢zenie 8-izoprostanu, markera peroksydacji lipidow w osoczu [ ] niz u
zwierzat suplementowanych SFP (Publikacj 3, Tabela 4). Z uwagi na to, ze izoprostany sa
produktami utleniania bton lipidowych w kazdej tkance, nasze wyniki wskazujg na znacznie
mniejsze nasilenie wystepowania stresu oksydacyjnego u prosigt suplementowanych zelazem
liposomalnym w poréwnaniu ze zwierzgtami poddanymi procedurze iniekcji domig$niowe;j
dekstranem zelaza. Warto zauwazy¢, ze catkowita ilos¢ suplementacyjnego zelaza przeliczona
na prosi¢ w ciggu trwania catego doswiadczenia jest wigksza w grupie ,,dekstranowej” niz w
grupie ,liposomalnej” (~200 versus 138 mg). Chociaz nie znamy doktadnej ilo$ci zelaza za-
absorbowanego przez prosigta w przypadku suplementacji SFP, to nalezy zauwazy¢, ze za-
warto$¢ zelaza w odchodach prosiat z obu grup jest niemal identyczna i zarazem bardzo niska
(Publikacja 3). Sugeruje to, ze wigkszo$¢ zelaza liposomalnego ulega absorpcji w przewo-

dzie pokarmowym.

Podsumowujac, przedstawione w niniejszej dysertacji wyniki badan po raz pierwszy wskazu-
ja, 1z zelazo poddane enkapsulacji liposomalnej, podawane doustnie prosi¢tom w okresie od

urodzenia do odsadzenia, czyli w okresie krytycznym z punktu widzenia zapotrzebowania na
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zelazo, zapobiega/koryguje wystgpowanie niedokrwistosci na tle niedoboru zelaza u tych
zwierzat. Suplementacja doustna zelazem liposomalnym jest nie tylko rownie skuteczna jak
suplementacja pozajelitowa dekstranem zelaza, lecz dodatkowo wydaje si¢ mniej toksyczna.
Majgc na uwadze, ze zelazo liposomalne podawane per 0s zapobiega wystgpieniu niedokrwi-
sto$ci u prosigt do 28 dnia zycia, uzasadnionym wydaje si¢ w nast¢pnej kolejnosci przepro-
wadzenie polowych do$wiadczen na duzej liczbie zwierzat do 28 dnia zycia, a w dalszej ko-
lejnoéci  dhlugoterminowego efektu dziatania Zelaza liposomalnego w formie SiderAL®u tzn.

jego wptywu na parametry rzezne i tuczne $win jak i jako$¢ migsa.

Wyniki badan otrzymane na podstawie dwoch niezaleznych doswiadczen na zwierzgtach, w
ktorych wykorzystano nowatorskie suplementy paszy: hemoglobing bydleca oraz zelazo lipo-

somalne upowazniajg do wysunig¢cia nastgpujacych wnioskow:

6.Wnioski

1. Mieszana suplementacja prosiat zelazem hemowym (per 0s) i niska dawka dekstranu
zelaza (domig$niowo), pokrywa zapotrzebowanie prosigt na zelazo w ciggu pierwszych
28 dni zycia, a tym samym przyczynia si¢ do utrzymania na poczatku intensywnego tu-
czu prawidtowych parametréw czerwonokrwinkowych, jak 1 ogoélnoustrojowego statu-
Su zelaza, co bezposrednio przektada si¢ na odpowiedni wzrost 1 rozw0j] zwierzat w
trakcie tuczu.

2. Jako$¢ tuszy, wydajno$¢ rzezna, parametry tuczne i jako$¢ migsa u $win poddanych
zaproponowanej nowatorskiej mieszanej procedurze suplementacyjnej nie r6znig si¢ od
w/w. parametrow u $win poddanych procedurze standardowe;j tj. iniekcji domig$niowe;j

dekstranem zelaza.
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3. Wyniki badan wskazujg, ze zwierzeta linii 990 majg wicksze od rasy wbp zapotrzebo-
wanie na zelazo w okresie tuczu. Zatem, zasadnym wydaje si¢ wprowadzenie dla tej li-
nii zmian w zaleceniach zywieniowych dotyczacych zawartosci zelaza w paszy.

4. Suplementacja zelazem liposomalnym per 0s w ciggu pierwszych 28 dni zycia prosiat
koryguje niedokrwisto$¢ na tle niedoboru zelaza rownie skutecznie jak parenteralne
podanie duzej dawki dekstranu zelaza stosowane rutynowo w odchowie prosiat.

5. Suplementacja zelazem liposomalnym, jak rowniez suplementacja mieszana niec wpty-
waja na wzrost ekspresji hepcydyny-25.

6. Zaproponowane w dysertacji suplementacje z obu do$wiadczen wykazuja si¢ mniejsza

toksyczno$cig w stosunku do parenteralnego podania dekstranu zelaza.
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Abstract: In pigs, iron deficiency anemia (IDA) is the most prevalent deficiency disorder during the
early postnatal period, frequently developing into a serious illness. On the other hand, in humans,
only low-birth-weight infants, including premature infants, are especially susceptible to developing
IDA. In both human and pig neonates, the initial cause of IDA is low birth iron stores. In piglets this
shortage of stored iron results mainly from genetic selection over the past few decades for large litter
sizes and high birth weights. As a consequence, pregnant sows cannot provide a sufficient amount
of iron to the increasing number of developing fetuses. Supplementation with iron is a common
practice for the treatment of IDA in piglets. For decades, the preferred procedure for delivering
iron supplements during early life stages has been through the intramuscular injection of a large
amount of iron dextran. However, this relatively simple therapy, which in general, efficiently corrects
IDA, may generate toxic effects, and by inducing hepcidin expression, may decrease bioavailability
of supplemental iron. New iron supplements are considered herein with the aim to combine the
improvement of hematological status, blunting of hepcidin expression, and minimizing the toxicity
of the administered iron. We propose that iron-deficient piglets constitute a convenient animal model
for performing pre-clinical studies with iron supplements.

Keywords: hepcidin; iron deficiency anemia; iron dextran; neonatal period; pig; supplementation

1. Iron Deficiency Anemia (IDA) in Suckling Piglets

Iron deficiency is a very common condition, which is widespread in the human population [1].
In humans, individuals at increased risk of developing iron deficiency are young children, adolescents,
and postpartum women. There is evidence in humans that iron deficiency at birth is relatively rare with
the exception of low birth-weight-infants, including premature infants [2]. Pigs (Sus scrofa domestica)
are the only mammalian species, in which neonatal iron deficiency anemia (IDA) commonly occurs,
the most serious consequence of iron deficiency [3-5]. This disorder affects piglets of all breeds but
its outcome is particularly severe in animals of high performance breeds. The occurrence of IDA in
suckling piglets has been known for long time: The first case of anemia in piglets has been reported
at the end of the 19th century [6], then in 1924 a causal link had been made between iron deficiency
and the appearance of anemia [7]. Finally, 5 years later it was shown that anemia may be prevented
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by the administration to piglets of iron salts (FeSOj) [8]. The problem of neonatal IDA in piglets was
first comprehensively drawn to the attention of the scientific community by Venn et al. in 1947 [3].
Thereafter, various aspects of IDA in piglets such as etiology, clinical aspects, diagnosis, prophylaxis
and treatment have been the subject of several reviews [3-5,9-11].

IDA in suckling piglets is typically hypochromic, microcytic anemia characterized by a decrease
in red blood cell (RBC) parameters such as mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC). However, it is worth noting that physiological reference ranges
for RBC indices of piglets in the early postnatal period (from birth to weaning, i.e., usually up to
day 28 postpartum) commonly used to diagnose IDA are difficult to estimate. In swine production,
iron supplementation of piglets is a routine and mandatory practice performed with the use of
various iron supplements, administered by various routes, at differential doses of supplemental iron,
and following various time schedules (reviewed in [9,10]). It is not surprising therefore that RBC
parameters strongly vary in piglets depending on iron treatment protocols. On the other hand, without
iron supplementation piglets rapidly develop IDA, and thus, by definition, RBC values measured in
these animals (most frequently when pigs are used for research purposes) cannot be considered as
normal ones. Nevertheless, there is a general consensus regarding hemoglobin concentration to set the
cut-off level of anemia in suckling piglets at 8 g/dL [12,13], although some authors propose higher
values reaching 11-13 g/dL [14]. It is clear from many studies [15-20] including our own [15-17] that
such a level of Hgb is reachable only in piglets supplemented with very high doses of iron. Without
iron supplementation IDA in piglets appears few days after birth. 1-day old piglets are usually not
anemic showing Hgb concentration slightly above 8 g/dL [12,15]. It is important to underline that
most iron supplementation therapies start on the 2nd or 3rd day after birth, therefore, this initial, sensu
stricto normal Hgb value is a convenient starting point for testing the efficacy of new supplementation
procedures in both veterinary practice and research. On day 3, Hgb concentration in non-supplemented
piglets drops to the level of 6-7 g/dL and at weaning is drastically decreased even down to 4-5 g/dL,
which indicates a state of extreme anemia [15,16,21]. Due to the efficient supplementation widely
used in suckling piglets (see chapter below), anemia was practically eliminated from pig husbandry,
however, in research, anemic piglets still constitute an indispensable reference group for exploring the
molecular background of systemic iron metabolism in neonatal and early postnatal periods.

Etiology of IDA in Suckling Piglets

Low iron stores. In most mammals iron accumulated during pregnancy in the fetal liver is the
main source of this microelement for erythropoiesis and other iron-dependent processes in the neonatal
period [22]. For example, infants born full term with an appropriate weight for gestation have iron
stores that are adequate for their development during about half a year after birth [22]. In contrast,
piglets are born with very limited iron reserves estimated at 50 mg, which are considered the lowest
among mammalian newborns [3,4]. This reduced hepatic iron reservoir in pig neonates is reminiscent
of that reported in low-birth-weight and preterm infants, congruent with the fact that the birth iron
stores are generated primarily during the last period of gestation (last 10 weeks in pigs [23] and third
trimester in humans [22]). In both humans and pigs, low iron stores are associated with increased risk
of neonatal iron deficiency anemia. Iron content in the piglet at birth covers the requirement for only
the first 3—4 days of postnatal life. Indeed, in non-supplemented piglets on day 4 after birth hepatic iron
content is decreased by about 5-fold compared to day 1, and on day 7 is barely detectable [15]. In this
context, the question why iron stores in normally born piglets are strikingly low arises. It is conceivable
to propose that the main reason is the physiological inability of pregnant sow to meet iron demand
for the greater number of fetuses. Unceasing improvement of the reproductive potential (including
increasing litter size), is one of the objectives of modern pig husbandry. According to the Annual
Report of the Polish Pig Breeders and Producers Association “POLSUS” the number of alive born
piglets in two main Polish breeds (Polish Large White and Polish Landrace), increased by 0.5 and 0.7
between 2008 and 2017, respectively [24]. Such performance, which is an effect of intensive selection for
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reproductive traits, largely exceeds the physiological potential of sows to provide a sufficient amount
of iron to their fetuses. Interestingly, wild boars (ancestors of domesticated pigs still present in the
wild) having about half as many piglets in the litter as domestic pigs [25], seem to be not affected by
neonatal IDA. Apparently, pigs domesticated from wild boars in Europe and Asia about 10,000 years
ago [26] have not been able to evolve quickly enough to deal with high breeding pressure exerted only
since the 19th century.

A second plausible explanation of deficient iron stores in pig fetuses and neonates is a low
efficiency of iron transfer across the placenta. In this context, it is worth noting that iron
supplementation of sows at various stages of pregnancy, using various iron supplements administered
orally or parenterally has no significant impact on the improvement of the iron status of newborn
piglets, and thus does not prevent suckling animals from becoming anemic (reviewed in [4]).
The fact that despite iron abundance in pregnant sows, the iron status of their offspring still remains
compromised, strongly suggests an insufficiency of the molecular machinery involved in iron transfer
from mother to fetus. Obviously, this issue deserves further investigation. Our knowledge about
placental iron trafficking and its regulation in pigs is poor. Surprisingly, even in mice and humans
(in which iron metabolism is best studied among mammalian species) the placenta is considered
the forgotten organ of iron transport, and regulatory mechanisms of iron transport from maternal to
fetal circulation are only now emerging [27]. Moreover, when comparing placental iron transfer in
various species, we should be aware of structural differences between human/rodent and pig placenta
(hemochorial vs. epitheliorial type) because they may imply different regulations of iron trafficking
across the placenta.

Low iron content in the sow’s milk. Low iron concentration in the sow’s colostrum and milk is
commonly considered as risk factor in developing IDA in piglets [3-5]. Indeed, sow’s milk is a very
poor source of iron containing about half as much of this microelement as human milk. Iron content of
sow’s milk according to various reports ranges from 1.4-2.6 [28] to 0.2-4 mg/L [29]. Assuming that
the daily milk intake per piglet is 0.5-1 L and that the absorption rate of milk iron is 60-90%, the piglet
absorbs approximately 1 mg iron per day, an amount that is far below their daily requirement (about
7 mg) [3,30]. Importantly, attempts to increase the iron concentration in sow’s milk by giving them
high iron diets or by the injection of large amounts of iron dextran during late gestation and lactation
have not been successful [3,31].

Immaturity of molecular iron absorption mechanisms? Immaturity of the molecular machinery
involved in intestinal iron absorption and its regulation in newborn piglets have been claimed as
a factor contributing to the development of IDA [15]. Although our understanding of processes
of dietary iron uptake in the neonatal period of mammalian development is poor, there are strong
indications from studies on rodents that mechanisms of iron absorption clearly established in adult
mammals are not fully functional during early life [32-34]. In adults, iron absorption occurs mainly in
the proximal part of duodenum. At the cellular level, iron is absorbed through the polarized simple
columnar epithelial cells located at the mid to upper villus. The passage of non-heme iron through
the absorptive enterocyte from the gut lumen into the portal circulation involves two major steps:
(1) Transfer across the enterocyte brush border (apical) membrane by the iron transporter—divalent
metal-ion transporter 1 (DMT1) [35], a process preceded by the enzymatic reduction of the dietary ferric
iron by duodenal cytochrome b, (DcytB, an apical membrane ascorbate-dependent ferrireductase) [36];
(2) export from the enterocyte across the basolateral membrane into intestinal capillaries via the sole
iron exporter known to date—ferroportin [37]; the trans-membrane ferroxidase, hephaestin, colocalizes
with ferroportin in the basolateral membrane and oxidizes the exported ferrous iron back to ferric iron,
which is then complexed to transferrin [38]. Both, DcytB and hephaestin seem not to be indispensable
for dietary iron absorption at least in mice, as animals with targeted disruption of the Cybrdl gene
coding for DcytB show normal iron phenotypes [39], and in sla mice carrying a mutation in the heph
gene, the transport of iron into the circulation is only diminished [38]. The efficiency of iron absorption
is normally regulated in accord with iron status of the organism by hepcidin, a 25 amino acid peptide
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hormone released in to the blood plasma mainly by hepatocytes that negatively regulates the efflux of
absorbed iron from enterocytes in the duodenum, the release of recycled iron from macrophages as well
as the release of iron stored in hepatocytes [40]. This well-documented biological activity of hepcidin
relies on its binding to ferroportin, which leads to its degradation [41]. Hepcidin is induced upon iron
loading to decrease the iron level and in this way limits iron toxicity, whereas during iron deficiency
there is increased erythropoietic activity and hypoxia, therefore, hepcidin expression is down-regulated
to increase iron availability [40]. Recent studies demonstrated that the rate of dietary iron uptake is also
locally controlled in absorptive enterocytes and that hepcidin-mediated regulation alone is insufficient
to reduce iron absorption [42,43]. These studies showed the molecular mechanism of functioning of so
called “mucosal block” [44], a concept of the regulation of iron absorption by duodenal ferritin, protein
with an enormous capacity to store iron (up to 4500 Fe atoms/molecule [45]), which determines the
level of basolateral iron efflux from the duodenal epithelium. Local control of duodenal iron absorption
also involves transcriptional and post-transcriptional regulation of genes involved in iron absorption
by hypoxia inducible factor 2 [46] and iron regulatory protein 1 [43], respectively. Recent advances in
the understanding of this gut regulation have been detailed elsewhere [47]. In Figure 1, we provide an
outline of duodenal non-heme iron absorption and its regulation.
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Figure 1. Intestinal uptake of non-heme iron and its regulation. Non-heme iron absorption occurs
mainly in duodenal enterocytes. The first step in the transport of iron across the apical membrane
of enterocytes is ferric (Ee?*) to ferrous (Fe?*) iron reduction, catalyzed by the membrane-associated
ferrireductase duodenal cytochrome B (DcytB). Ferrous iron is subsequently transported into the
enterocyte via the divalent metal transporter 1 (DMT1)-dependent pathway. After crossing the apical
membrane, iron enters so called labile iron pool (LIP) in the cytosol and is subsequently used for
cellular needs (e.g., for iron-sulfur cluster biogenesis in mitochondria), stored inside the cell in ferritin
(Ft, which probably requires the chaperone PCBP1 (poly (rC) binding protein 1) to delivers iron to
Ft), or exported into the circulation by the iron exporter ferroportin (FPN) present on the basolateral
membrane. Iron export from enterocytes also requires hephaestin (Heph), a multi-copper oxidase,
which oxidizes Fe?* to Fe**, prior to iron binding by transferrin (Tf) in the blood. The expression of
genes involved in iron absorption is regulated intracellularly at the level of transcription by hypoxia
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inducible factor 2 alpha (HIF2«) and post-transcriptionally via iron regulatory proteins (IRP1 and
IRP2). Under iron-deficient conditions, stabilization of HIF2« protein leads to the transcriptional
up-regulation of DeytB, Dmt1 and Fpn genes. In contrast, in iron replete enterocytes HIF2«x undergoes
accelerated proteosomal degradation resulting in the decrease of its transcriptional activity. At low
intracellular iron concentrations, IRPs bind to specific iron regulatory elements (IREs) present in the
5'-UTR mRNAs encoding ferritin subunits (H- and L-Ft) or FPN mRNAs and block their translation.
On the other hand, direct interactions between IRPs and several IRE motifs in the 3'-UTR DMT1
mRNA stabilize this transcript. The converse regulation of Ft subunits, FPN and DMT1 synthesis,
being a consequence of the lack of binding of IRPs to IRE, occurs in enterocytes with high iron level.
Importantly, the presence of IRE has also been identified in HIF2aa mRNA. Binding of IRP1 (which
under iron deficient conditions gains the ability to recognize IREs with high affinity) to the unique
IRE in the 5'-UTR of HIF2a mRNA blocks its translation. Iron trafficking across the enterocyte is also
controlled extracellularly by the systemic iron regulatory hormone hepcidin (Hepc). Hepcidin can bind
to FPN, causing its internalization and degradation, hence decreasing iron export from enterocytes into

the blood plasma. . 5 i d o i
It seems that in neonatal piglets fed almost an exclusive milk diet (mean daily intake of solid

feed by piglets during two first weeks after birth is only slightly above 3 g [17]) and in infants with
exclusive breast feeding, this complex molecular machinery described above is not mandatory for
iron absorption. Lactoferrin, a major iron-binding glycoprotein abundantly present in milk, retaining
bound iron down to a pH of ~3.5 [48], was postulated to be involved in intestinal iron absorption in
suckling newborn animals and breast-fed infants. The identification of a specific receptor for lactoferrin
(LfR) in the duodenum of newborn infants [49] and suckling piglets [50] is evidence that the Lf-LfR
pathway is involved in iron absorption during early life. In this context, low duodenal expression
of the two major iron transporters DMT1 and Fpn reported in pig neonates [15] may only impair
absorption of iron contained in the solid diet and/or derived from dietary iron supplements and not
Lf-bound iron, which uses an independent pathway to cross intestinal barrier.

High iron requirements in suckling piglets. Iron supply from natural sources such as hepatic iron
stores and iron contained in the sow’s milk cannot balance the extremely high iron demand in suckling
piglets. According to various authors their daily iron requirements are estimated at the level between
7 and 16 mg [20,30], which largely exceeds the amount of iron provided from natural sources. It is
worth noting that upper reference values have been established for piglets with daily body weight
gain of 250 g and more [20]. Indeed, high growth intensity of piglets in early postnatal life is a crucial
factor determining this huge iron need. Piglets increase their body mass 2-, 4- and 10-fold within first
week, 3 and 6 weeks after birth, respectively being the most rapidly growing animals among livestock
species [5]. This impressive growth rate is accompanied by the expansion of blood volume, high
erythropoietic activity resulting in an increased number of red blood cells that require an enormous
amount of iron to maintain adequate hemoglobin level. Of note, a major part (~70%) of body iron
is present associated with hemoglobin of developing erythroblasts in bone marrow and mature
circulating erythrocytes.

2. Iron Supplementation of Piglets

2.1. Intramuscular Supplementation with Iron Dextran (FeDex)—A Gold Standard?

To counteract the development of anemia in young pigs, an exogenous iron source must be
administered. Parenteral iron supplementation of piglets by intramuscular injection of 200 mg
Fe in the form of FeDex (high molecular weight iron complex composed of a polynuclear iron
hydroxide with dextran (polyisomaltose)) within 2-3 days after birth is routinely practiced in pig
breeding and commonly considered by breeders and veterinary surgeons a golden standard for the
prevention/treatment of IDA in suckling piglets [9]. Multiple variants of this method (in terms of
number of injections, their time schedules and the amount of injected FeDex) have been proved
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to be generally beneficial in correcting iron deficiency in newborn piglets [15,18,20,51]. However,
it seems that high parenteral intake of supplemental iron given in a single dose or even twice is
not efficiently metabolized and may perturb the tight control of systemic iron homeostasis. First,
excess of iron introduced to the organism may strongly exceed its capacity to store and detoxify this
biologically active metal with ferritin. It is worth noting that after intramuscular injection of FeDex,
this complex enters macrophages of the reticuloendothelial system (RES) via lymphatic circulation [52].
In macrophages, iron released from FeDex is either stored in ferritin [53] or redirected from these
cells into the circulation by ferroportin where it is bound to transferrin and transported mainly to the
erythropoietic compartment. In piglets supplemented with large amounts of FeDex, iron has been
detected in Browicz-Kupffer cells (hepatic macrophages) by Prussian blue staining in the form of
massive iron deposits [15]. Moreover, ferritin in the liver of these piglets has been found to be fully
saturated with iron pointing to heavy pathological iron overload [15]. When in excess, iron is toxic
because it generates through the Fenton reaction, the hydroxyl radical that reacts nonspecifically with
biological molecules. Accordingly, piglets excessively loaded with FeDex showed increased hepatic
levels of 8-ox0-7,8-dihydro-2-deoxyguanosine (8-oxodG), an oxidatively modified nucleoside in DNA,
a biomarker of iron-induced oxidative stress [15,54]. These piglets showed also elevated levels of
8-isoprostane, a biomarker providing a reliable measure of oxidative stress in whole organism [55].
It is not surprising therefore that an acute toxicity of the overdose of FeDex has been reported in
antioxidant-deficient piglets [56]. Sporadically, toxicity of FeDex given to piglets may be also assigned
to dextran (sugar part of FeDex)-induced anaphylactic reactions [57].

Second, applying FeDex therapy to piglets also implies the necessity for caution due to the
possibility of excessive induction of hepcidin expression by supplemental iron, and in consequence,
inhibition of iron absorption from the diet as well as iron release from macrophages (utilization of
iron freed from FeDex). In humans, the incidence of such risk has been clearly demonstrated in
iron-supplemented women showing significantly decreased fractional iron absorption, which was
associated with acute increase in hepcidin [58]. In our studies, we have performed for the first time
a comprehensive analysis of hepcidin expression (we measured the abundance of hepcidin mRNA in
the liver as well as hepcidin concentration in blood plasma and urine) in suckling piglets supplemented
with FeDex and in anemic, non-supplemented animals [16,17,59]. Administration of large amounts of
iron to piglets resulted in a significant increase in hepcidin expression, which appeared immediately
(only one day) after the injection of FeDex and was sustained at high levels up to weaning (day 28
after birth). In contrast, in anemic piglets hepcidin was hardly detectable in the blood plasma [16,59].
Our observation suggests that in piglets abundantly supplemented with iron, absorption of this
microelement from the diet may be reduced. This could be a potentially unfavorable phenomenon
especially in the second part of the early postnatal period (from day 14 following birth up to weaning),
when voluntary intake of solid feed (containing usually high amounts of inorganic iron) by piglets
is increased and the diet becomes a valuable source of exogenous iron. With the aim to correct iron
deficiency in piglets without increasing hepcidin expression, we have proposed a modified procedure
of FeDex administration, which involves double injection of a carefully calculated, reduced amount
FeDex on day 3 and 14 after birth. Although this procedure has been shown to achieve the objectives,
its application in the practice is questionable due to labor considerations at farms [59].

2.2. Oral Supplementation

“Supplementation” with soil iron. Rooting is a natural behavior for pigs frequently used at all
ages. Pigs root in the soil in different ways for different reasons including searching for food. Iron
is a relatively abundant element (2040 g/kg) of the soil [60], which is considered a valuable source
of this nutrient (mineral) for wild boar piglets living in their natural woodland habitat. In contrast,
modern indoor farming systems prevent contact of piglets with soil and thus deprive them access
to this source of iron. It has been suggested that in outdoor production iron supplementation of
piglets occurs at least in part by ingesting this microelement from the soil [61]. However, experiments
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conducted on a large number of piglets (more than 2300 per group) clearly showed that outdoor-reared
animals still need parenteral iron supplementation with FeDex, otherwise they develop anemia (Hgb
level—5.1 g/dL) and show increased mortality [21]. Other studies demonstrated that environmental
iron, ingested from the soil plays an essential role in maintaining correct iron status in domestic piglets
during the pre-weaning period [62].

Iron supplements as feed additives. Over the years, various dietary iron supplements such as
iron salts [63], iron chelates [13], carbonyl iron [64], iron polymaltose [65], and iron microparticles [66]
have been used to prevent/treat IDA in piglets. Despite such huge diversity of oral iron supplements,
there is a general consensus that dietary supplementation with iron is less efficient in rectifying
hematological status of piglets compared with parenteral one (reviewed in [10]). On the other hand,
supplementation per 0s, when it is based on voluntary intake of feed containing supplemental iron,
it is a non-stressful, less time-consuming procedure, which avoids possible risks of iatrogenic disease
transmission. However, low consumption of solid feed or drinking water by piglets during the first
two weeks after birth strongly reduces the therapeutic efficiency of this strategy despite using various
feeding devices and chemical attractants [17,67]. Although applying of excessive doses of supplemental
iron added to the feed has been shown to improve iron status in piglets at a rate comparable to FeDex
injection [67], the usefulness of this method seems to be doubtful because of strong adverse side effects
observed mainly at the level of gastrointestinal tract and liver [68]. Regarding the oral route, iron can
be also individually delivered to piglets in the form of a paste directly into the mouth [69]. In this case,
the amount of administered iron can be tightly controlled. However, reports on the labor consumption
of this procedure and its influence on the welfare of supplemented animals are controversial [70,71].

Despite several limitations in oral supplementation of piglets with iron, the search is ongoing for
new iron supplements characterized by high bioavailability and potentially overcoming canonical
pathways of iron absorption. In some sense, heme is a good candidate for such new although already
long known iron supplement. Heme, a ferrous iron protoporphyrin IX complex, is employed as
a prosthetic group in diverse proteins (including hemoglobin) that participate in important biological
processes [72]. On one side, dietary heme uptake has been recognized for more than 60 years [73]
and many studies have since confirmed that in mammals (except from mice [74]) absorption of heme
is far more efficient than that of inorganic iron [73]. Accordingly, heme iron has been successfully
used as iron supplement to treat iron deficiency in humans [75,76]. On the other hand, the use of
heme iron to prevent IDA in piglets has not attracted much interest from pig breeders. Nevertheless,
some studies [17,66,77] including our own [17] clearly showed that supplementation of piglets based
on voluntary intake of hemoglobin from the feed can rescue these animals from severe IDA (piglets
maintained hemoglobin level at 8 g/dL throughout the experimental period i.e., from day 3 to day
28 after birth) despite the reduced intake of solid feed during the first 10 days postpartum [17].
Importantly, dietary supplementation with hemoglobin promoted combating of severe IDA in piglets
without inducing a disadvantageous increase in hepcidin expression [17]. We proposed that the
well-known high bioavailability of heme iron may depend on a split pathway mediating the transport
of heme-derived elemental iron as well as intact heme from the interior of duodenal enterocytes to
the bloodstream.

The use of encapsulation technologies has been proposed not only to improve bioavailability
of supplemental iron delivered by the oral route [78] but also to decrease its adverse effects in the
gastrointestinal tract, due to the oxidative toxicity of ferrous iron [68]. Some of the novel oral iron
supplements developed by encapsulating in various kinds of matrix inorganic and heme iron have
been tested on anemic piglets and found to improve RBC indices [66,79]. Among encapsulation
technologies, liposomes, bilayer phospholipid vesicles, have attracted much interest as efficient drug
delivery systems [80]. In our recent studies we successfully used liposomal iron (Sideral®Pharmanutra,
Pisa, Italy), a new generation iron (ferric phosphate) supplement containing phospholipids and sucrose
esters of fatty acids, assuring its high bioavailability and tolerability [81]. The efficacy of this drug
in correcting iron deficiency attested by the restoration of physiological hemoglobin levels has been
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proven in human and animal studies [82,83]. We show that liposomal iron given orally to suckling
piglets is a suitable feed additive for the reinforcement of iron status in piglets in the critical period from
birth to weaning. Oral supplementation with liposomal iron is not only as effective as the parenteral
one with FeDex, but in addition it seems to be less toxic [55].

3. Concluding Remarks

Intramuscular administration of large amounts of FeDex to suckling piglets is long-established
and commonly considered most favorable procedure used for preventing/treatment of IDA in the
neonatal/early postnatal period. Here, we propose reconsidering this routine supplementation in the
light of recent advances in molecular understanding of homeostatic regulation of iron in mammals [84],
including mammalian neonates [85,86]. Our concept of optimal prophylaxis/treatment of IDA in
suckling piglets is outlined in Figure 2. The main objective of iron supplementation is to meet current
needs of this microelement for erythropoiesis, a physiological process consuming large amounts of
iron. It seems that rebuilding of depleted hepatic iron stores of suckling piglets with supplemental
iron is physiologically less important and plays a secondary role. The process of replenishment of
iron reservoirs should proceed gradually and be driven by dietary iron contained in the basal feed
routinely given to piglets during rearing. This approach will allow the reduction of the amount of
supplemental iron administered to piglets. Lower dose iron given to piglets will primarily decrease its
toxicity but will also minimize hepcidin expression and in consequence, maximize both natural iron
absorption from the gut and supply of iron recovered from reticuloendothelial macrophages. Finally,
when providing exogenous iron to piglets, we cannot leave aside neither the economical aspect of this
procedure nor piglet welfare. In this context, oral supplementation based on voluntary intake of iron
compounds added to the feed seems to be an optimal solution. However, major obstacles standing on
this way are poor intake of solid feed by piglets during the first two weeks after birth, and neonatal
immaturity of the piglets” absorption molecular mechanisms. For this reason, there is a need to test
the therapeutic efficacy of new iron supplements such as iron nanoparticles and encapsulated iron
compounds overcoming canonical pathways of iron absorption. Importantly, considering that pig is
a recognized model for human nutrition [87,88], we propose that piglet model of “physiological” IDA
may be useful in preclinical studies for testing various iron food supplements in humans.
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Figure 2. Main objectives of sustainable iron supplementation in suckling piglets. See description in
the text for details.
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Abstract

Heme is an efficient dictary iron supplement applied in humans and animals to prevent iron deficiency anemia (IDA). We have
recently reported that the use of bovine hemoglobin as a dietary source of heme iron efficiently counteracts the development of
IDA in young piglets, which is the common problem in pig industry. Here, we used maternal Polish Large White and terminal sire
breed (L990) pigs differing in traits for meat production to evaluate the long-term effect of split supplementation with intramus-
cularly administered small amount of iron dextran and orally given hemoglobin on hematological indices, iron status, growth
performance, slaughter traits, and meat quality at the end of fattening. Results of our study show that in pigs of both breeds split
supplementation was effective in maintaining physiological values of RBC and blood plasma iron parameters as well as growth
performance, carcass parameters, and meat quality traits. Our results prove the effectiveness of split iron supplementation of

piglets in a far-reach perspective.

Keywords Heme - Iron deficiency anemia - Pig - Supplementation - Slaughter performance - Meat quality

Introduction

Early postnatal iron deficiency anemia (IDA) is a widespread
pathology in livestock affecting especially suckling piglets [1,
2]. The common cause of iron deficiency in newbormn piglets is
a striking imbalance between high iron demand and inade-
quate iron supply. Huge iron requirements during the first
few weeks after birth (7-16 mg Fe/piglet/day) [2, 3] result
from the selection of piglets for a large litter size, high birth
weight, rapid growth and in consequence greater blood vol-
ume, and increased red blood cells (RBC) count. Considering
that RBC are the largest reservoir of iron in the body [2],
meeting iron requirements for erythropoiesis from natural
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iron-deficient sources such as hepatic iron stores [2, 4] and
sow’s milk [5, 6] is unreachable in suckling piglets [7].
Without iron supplementation piglets regularly become ane-
mic within 2 weeks postpartum [2].

Intramuscular administration of large amount of iron dex-
tran (FeDex) on days 3 to 6 postpartum is current practice in
the swine industry, rectifying the hematological status of pig-
lets [8—11]. However, routinely applied dose of 200 mg Fe per
piglet in the form of a single intramuscular injection of FeDex
seems not being efficiently metabolized and detoxified [8].
Moreover, we have previously reported that high iron paren-
teral supplementation with FeDex induces expression of
hepcidin (Hepce) [8, 12, 13], a 25-amino acid peptide hormone,
the master regulator of the systemic iron homeostasis in ver-
tebrates [14]. It is well established that high Hepc may perturb
body iron homeostasis by inhibiting both duodenal iron ab-
sorption and iron recycling by macrophages of the reticuloen-
dothelial system (RES) that catabolize heme contained in
phagocytosed senescent RBC [15]. In consequence of this
two-way hepcidin-dependent regulation, availability of iron
for erythropoiesis is strongly decreased.

To minimize both toxicity of supplemental iron and its
capacity to induce hepcidin synthesis, we proposed several
modifications of routine procedure of FeDex administration
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to piglets [8, 12]. Furthermore, considering that heme prepa-
rations have been successfully used to prevent and treat IDA
in humans [16-18], dogs [19], and pigs [20, 21], we used
bovine hemoglobin as heme iron supplement. We showed that
oral supplementation of piglets with hemoglobin rescues them
from severe IDA observed in non-supplemented animals [22].
However, to strengthen the curative effect of dietary hemoglo-
bin, we successfully used a split iron supplementation regime
involving additional supportive injection of a small amount of
FeDex on day 3 after birth. This modified procedure has been
shown to better cover iron needs of 28-day-old piglets, i.c., at
the age of weaning [22]. Indeed, most studies dealing with
iron supplementation procedures in piglets evaluate their effi-
cacy in animals during the period from birth to weaning [1, 2].
However, a final, far-reaching goal of iron supplementary
procedures in pig breeding is to assure a permanent and dura-
ble iron balance in pigs until slaughter. Therefore, in this
study, we evaluated a long-term effect of split (FeDex/hemo-
globin) iron supplementation on RBC status, iron content in
tissues (including skeletal muscles), and its impact on growth
performance, carcass parameters, and meat quality traits of ~
180-day-old (slaughter age) Polish Large White (PLW) and
990 line (L990) pigs. We used in our experiment these two
Polish breeds considering their different characteristics of
meat performance and distinct use in crossbreeding program
in Poland [23]. In contrast to PLW, a typical maternal breed,
L990 is exploited as a terminal sire breed [24]. Importantly,
we compared our experimental supplementation with the pro-
cedure considered a gold standard in the therapy of IDA in
pigs, involving intramuscular injection of high amount of iron
in the form of FeDex.

We provide evidence that the experimental split iron sup-
plementation of piglets, which is not fully effective at
weaning, does not entail negative consequences for the main-
tenance of RBC indices, systemic iron status, growth perfor-
mance, and meat quality of pigs at the end of fattening.

Materials and Methods
Animals and Experimental Design

Experiment was conducted at the Pig Hybridization Centre in
Pawlowice (National Research Institute of Animal
Production, Balice, Poland). The experimental procedures
used in this study were in compliance with the EU guidelines
for the care and handling of research animals (EU Directive
2010/63/EU for animal experiments). According to Polish
legislation, tests on animals using feed additives and supple-
ments (including iron supplements such as FeSO,, hemoglo-
bin, dried erythrocytes, plasma, blood) are not considered re-
search procedures and therefore do not interfere with animal
welfare. Therefore, ethical permission is not required. A total

of 28 Polish Large White (PLW) and 990 line (L990) piglets
(males) born from 6 sires (3 PLW and 3 L990) and 8 dams (4
PLW and 4 1990) from different litters, housed in standard
conditions (70% humidity and a temperature of 22 °C in cages
with straw bedding), were used. Until weaning (day 28 after
birth) sows were allowed to nurse their piglets and piglets had
no access to the sows’ feed. The Prestarter Wigor 1 Plus feed
(containing 238 mg Fe/kg as estimated by flame spectrome-
try) was offered to piglets from day 5 to day 45 after birth.
Piglets from both breeds were allotted into the following 4
experimental groups (7 piglets per group) on the basis of bal-
anced body weight at day 3 after birth: PLW and 1990, piglets
intramuscularly injected with 100 mg Fe/kg b.w. in the form
ofiron dextran, FeDex (Ferran 100, Vet-Agro, Lublin, Poland)
on day 3 after birth (supplementation routinely applied to pig-
lets at the Pig Hybridization Centre in Pawlowice); PLW and
1990, piglets intramuscularly injected with 40 mg Fe/kg b.w
in the form of FeDex on day 3, and supplemented orally from
day 3 to day 45 with bovine hemoglobin (Bovogen, East
Keilor, Australia) added to the feed in the proportion 38 g
hemoglobin per 1 kg of feed (split supplementation). The final
total iron content in this mixture, assessed by flame atomic
absorption spectroscopy was 612 mg Fe/kg. The mean daily
consumption of feed per piglet and the respective calculated
iron intake were monitored in the 4 experimental groups and
did not differ significantly between animals (data not shown).
After 45th day of life, piglets were fed with the following
typical feeds offered to pigs during intensive fattening: starter
(up to body weight 30 kg containing 150 mg Fe/kg feed),
grower (until body weight 70 kg containing 100 mg Fe/kg
feed), and finisher (until the day of slaughter containing
80 mg Fe/kg feed).

After reaching the slaughter weight—110 kg (on day ~ 180
after birth)—animals were transported to the slaughterhouse
belonging to National Research Institute of Animal
Production, Pig Hybridization Centre, and slaughtered by ex-
sanguination after being electric stunned, then scalded,
dehaired, eviscerated, and split down the midline according
to commercial procedures.

Biological Sample Collection

Blood was drawn on day 28 after birth by venipuncture of the
jugular vein (vena jugularis externa) and at slaughter using
syringe with Li-Heparin (S-Monovette® with S-Monovette-
Needle®). The blood samples were centrifuged (1200xg,
10 min, 4 °C) to separate the plasma. Plasma samples were
immediately aliquoted and stored at — 80 °C. Samples of the
liver, spleen, kidney, heart, and skeletal muscles—musculus
longissimus thoracis et lumborum, musculus gluteus
maximus—were collected, rinsed with PBS, and then stored
at — 80 °C until they were used for biochemical analyses.

@ Springer
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Measurement of Red Blood Cell Indices and Iron
Parameters in the Blood Plasma

RBC indices were measured using ADVIA 2010 analyzer
(Siemens, Germany). Iron concentration in the blood plas-
ma and total iron binding capacity (TIBC) were deter-
mined by colorimetric measurement of the absorbance of
the iron-chromasurol complex at 630 nm according to the
manufacturer’s protocol (Biomaxima S.A., Poland).
Percent of transferrin saturation (TSAT) was then calcu-
lated according to the following formula: TSAT = [plasma
iron/TIBC] x 100.

Quantitative Measurement of Non-heme Iron Content
in Tissues

The non-heme iron content of the liver, spleen, kidney, heart,
and skeletal muscles (gluteus maximus and longissimus
thoracis et lumborum) were determined using colorimetric
assay as described previously [25].

Quantitative Measurement of Heme Iron Content
in Longissimus Thoracis et Lumborum Muscle

The heme content of formic acid-solubilized tissues was de-
termined spectrophotometrically at 398 nm using hemin stan-
dards prepared in formic acid and a molar absorption coeffi-
cientof 1.5x 10° M~ cm ™' [26].

Real-time Quantitative RT-PCR Analysis of Hepatic
Hepcidin mRNA Abundance and Blood Plasma
Hepcidin-25 Quantification

Hepatic hepcidin mRNA levels were measured by a real-time
quantitative RT-PCR of ¢cDNA derived from specific tran-
script in a Light Cycler U96 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), using the pair of following primers:
forward (5'-3") AAGACAGCTCACAGACCTCC, reverse
(5'-3') CTACGTCTTGCAGCACATCC. The amplified prod-
ucts were detected using SYBR Green I (Roche Diagnostics)
as described previously [22]. For data analysis Light Cycler
U96 Software was used. Expression was quantified relative to
that of a control transcript encoding the glutathione reductase
(GSR) Forward (5'-3') CACAGCTCCTCACATCCTGA,
Reverse (5'-3") GGGCAATTCTTCCAGCTGAA.

Measurement of hepcidin-25 level in the blood plasma was
performed as described previously for porcine plasma samples
[13] by a combination of weak cation exchange chromatogra-
phy and time-of-flight mass spectrometry (WCX-TOF MS)
[27].

@ Springer

Analysis of the Meat Quality and Production Traits

Immediately after slaughter, blood samples were collected as
described for 28-day-old piglets. Samples of the duodenum,
liver, spleen, kidney, and muscles were collected for further
analyses. All carcass parameters were tested according to the
methodology applied in Polish Pig Testing Stations as de-
scribed by Rozycki (1996) [28]. The following parameters
were registered: average slaughter age, average daily gain
(standardized on day 180 of age), slaughter yield, body weight
at slaughter, half carcass weight, dressing percentage, meati-
ness percentage using CGM Sydel apparatus. Meat quality
parameters such as loin “eye” area (LEA), backfat thickness
(FT), and color/brightness were measured. On hot, hanging
right carcass sides using slide caliper backfat thickness at
points FTI to FTV were measured Borzuta (1998) [29]. For
the LEA measurement, the cut has been made between the last
thoracic vertebra and the first lumbar vertebrae and the con-
tour of the muscle was done for planimeter assessment. Color/
brightness of longissimus thoracis et lumborum muscle using
MINOLTA CHROMA METERS CR 400. The instrument
was calibrated against a standard white plate (8-mm-diameter
aperture, d/0 illumination system, D65 illuminant and a 2°
standard observer angle) determining L*color component
(brightness) parameter was measured. Each measurement
was performed 6 times. The mean value was used as the result.

Statistical Analysis

Results were statistically analyzed with one-way analysis of
variance (ANOVA), and Tukey-Kramer post hoc test using
GraphPad Prism software (GraphPad, San Diego, CA,
USA). The treatment was the fixed effect, and sires were the
random effect in the statistical model. P <0.05 was considered
significant. Data are presented as mean values = SE.
Experiments were designed in two replicates.

Results and Discussion

Most iron supplementation procedures in piglets are designed
to provide exogenous iron as early as on day 36 after birth
and thus to prevent the development of IDA during first few
weeks oflife. Indeed, this period is critical for the maintenance
of'iron balance because of extremely high iron requirements to
sustain hemoglobin synthesis in erythroid cells. Without sup-
plementation, piglets may also show an impaired functioning
of the immune system resulting in a greater susceptibility to
infectious and parasitic diseases [30]. Most studies dealing
with iron supplementation strategies in suckling piglets con-
sider their effectiveness by evaluating RBC indices and iron
status of piglets at weaning (in 4-week-old animals) [8-11] To
our knowledge, little attention has been paid to the effect of



70

Long-term Effect of Split Iron Dextran/Hemoglobin Supplementation on Erythrocyte and Iron Status, Growth... 475

Table 1  Hematological indices of PLW and 1L990 28- and ~ 180-day-old pigs receiving various iron supplementations

Parameter RBC (x 10 uL) HGB (g/dL)

HCT (%) MCV (fL)

Breed | Age (days) — 28 180 28
Supplementation |

180 28 180 28 180

PLW Iron dextran 65+0.11 749+0.18 12.02+0.50
Split 605049 724+041 8.04+0.58%*

L990 Iron dextran 635+0.27 8.48+0.19% 9.5+£0.65*
Split 590=0.37 831+0.18% 8.60+0.56%*

1234038 26.12+1.37 39.09+124 43.55+222 52.14+0.85
1193+046 28.16+1.96 38.29+1.67 41.78+1.82 53.14+0.98
13.77£0.29% 31.21+£1.96*% 43.79+1.11* 43.80+2.23 53.00+0.78
13.21£0.19% 2890+1.66 43.56+0.60% 42.10+1.73 52.43+0.71

Values are expressed as the means + SE. RBC indices were determined for seven pigs of each treatment group. RBC red blood cell count, HGB
hemoglobin level, //CT hematocrit, MCV mean corpuscular volume, RDW red blood cell distribution width, MCH mean corpuscular hemoglobin.
*#P < 0.05, significant differences between PLW and L990 pigs within a given supplementation group. **P < (.05, significant differences between pigs

receiving split and routine supplementation within a given breed

pre-weaning iron supplementation on the status of this micro-
element in pigs during the post-weaning period [31].
Meanwhile, it seems that in a long-term perspective iron re-
pletion in pigs is important not only for their health but also for
their growth performance and nutritional value of pork.

In the present study, we first aimed at evaluating the impact
of an early split iron supplementation in piglets on both RBC
and iron plasma parameters at the end of fattening, i.e., in
approximately 180-day-old PLW and 1990 pigs (Table 1 and
Fig. 1). We hypothesized that although piglets receiving a
combined supplementation are not fully replete with iron at
weaning [22, 32 and this study—Table 1], during the post-
weaning period they can accommodate iron absorption to sus-
tain growth performance and iron content in tissues.
Accordingly, it has been demonstrated that a few months pigs
highly express apical (divalent metal transporter 1) and

TIBC Cc

basolateral (ferroportin) iron transporters not only on duode-
nal enterocytes but also on colonocytes [33]. Concentration of
hemoglobin in 28-day-old piglets receiving split supplemen-
tation indicates that depending on various cut-off values, these
animals are slightly below [34] or above [35] the border line of
anemia (Table 1). It is noteworthy that blood plasma iron
parameters indicate slight iron deficiency but only in PLW
piglets (Fig. 1a-c). In contrast, piglets supplemented with high
amount of FeDex definitely exhibit a non-anemic phenotype
(Table 1). In our previous study we demonstrated that 28-day-
old piglets supplemented exclusively with a single, low dose
of FeDex (i.e., a parenteral component of split supplementa-
tion used in this study) are definitely iron deficient and show
clear symptoms of IDA [13]. Assuming that IDA in these
animals at weaning is far advanced, we considered them not
suitable for investigating long-term effect of preweaning iron
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Fig. 1 Iron status in the blood plasma of PLW and L990 in 28-day-old
and ~ 180-day-old pigs receiving various iron supplementations. 28-day-
old: (a) blood plasma iron; (b) total iron binding capacity (TIBC); (c)
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as the means + SE for plasma samples obtained from 7 pigs from cach
experimental group. Solid bars, piglets supplemented with high-dose
FeDex; open bars, piglets receiving split FeDex/hemoglobin
supplementation
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a Hepatic hepcidin mRNA expression

1

Hepc/GSR mRNA level

PLW 990

Fig. 2 Hepatic hepcidin mRNA expression and plasma hepcidin
concentrations of PLW and L990 ~ 180-day-old pigs receiving various
iron supplementations: (a) hepatic hepcidin mRNA expression: (b)

supplementation. Interestingly, at weaning piglets from two
analyzed breeds within a given supplementation group show
very similar RBC status, except higher level of HGB in PLW
animals (Table 1). In contrast, at the end of fattening, L990
pigs display significantly higher values of the majority of
RBC indices such as RBC count, hemoglobin concentration,
and hematocrit values compared with PLW animals (Table 1).
Most importantly, RBC parameters in finishing animals of
both breeds receiving either routine or split supplementation
do not differ significantly (Table 1). Similarly, iron status in
the blood plasma of PLW and L990 adult pigs is comparable
regardless supplementation procedure (Fig. 1d-f).
Consequently, hepcidin mRNA expression as well as blood
plasma concentration of hepcidin-25 in adult pigs shows no

Plasma hepcidinlevel

b

plasma hepcidin concentrations. Solid bars, piglets supplemented with
high-dose FeDex; open bars, piglets receiving split FeDex/hemoglobin
supplementation

s

Hepcidin 25 concentration(nM)
-

statistically significant differences neither between pig breeds
nor between supplementation groups (Fig. 2). These results
clearly indicate that piglets receiving split supplementation
and showing slightly anemic RBC status at weaning, during
post-weaning period are able to improve RBC parameters,
stabilize them within the physiological range [32, 36-38],
and correct their iron status. This recovery attests a very effi-
cient process of iron absorption from high iron—containing
diets given to growing and finishing pigs (see the “Materials
and Methods” section). Appropriate values of RBC indices
are not always associated with iron repletion in tissues because
erythroid compartment is on the first line of iron demand
consuming major part of iron supply in the body [39].
Therefore, we measured iron content in tissues such as the
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Fig. 3 Comparison of the tissular non-heme iron content in PLW and
L990 ~ 180-day-old pigs receiving various iron supplementations.
Tissue non-heme iron content was measured in following tissues: (a)
liver; (b) kidney; (¢) spleen; (d) gluteus maximus muscle; (e) longissimus
thoracis et lumborum muscle; and (f) heart. Values are expressed as the
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means + SE for tissue samples obtained from pigs of each group (N=7).
*P < 0.05, significant differences between pigs receiving split and routine
supplementation within a given breed. Solid bars, piglets supplemented
with high-dose FeDex; open bars, piglets receiving split FeDex/
hemoglobin supplementation
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Fig. 4 Growth performance and carcass parameters in PLW and L990 ~
180-day-old pigs receiving various iron supplementations: (a) slaughter
age: (b) average daily gain; (¢) body weight at slaughter; (d) dressing
percentage; (e) half carcass weight; and (f) meatiness percentage. Values
are expressed as the means = SE for pigs of each group (N =7). *P < 0.05,

PLW

liver, spleen, kidney, skeletal muscles, and heart and found
statistically significant differences between animals from
two supplementation groups in the kidney (lower iron content
in pigs receiving split supplementation in both PLW and L990
breeds), in the spleen (lower iron content in L990 pigs sup-
plemented with FeDex and hemoglobin), and in the liver (low-
er iron content in L990 pigs supplemented with hemoglobin)
(Fig. 3). Interestingly, splenic iron content was significantly
lower in L990 than in PLW pigs regardless the

a Longissimus

M. longissimus
heme iron level
[mgFe/kg of wet tissue

PLW 990

Fig. 5 Comparison of the longissimus thoracis et lumborum muscle
heme iron content in PLW and L990 ~ 180-day-old pigs receiving
various iron supplementations. Musculoskeletal heme iron content was
measured in (a) longissimus thoracis et lumborum muscle. Values are
expressed as the means + SE for pigs of each group (N=7). *P < 0.05,
significant differences between PLW and L990 pigs within a given
supplementation group. Solid bars, piglets supplemented with high-dose
FeDex; open bars, piglets receiving split FeDex/hemoglobin
supplementation

990 PLW 990
significant differences between pigs receiving split and routine
supplementation within a given breed. Solid bars, piglets supplemented
with high-dose FeDex: open bars, piglets receiving split FeDex/
hemoglobin supplementation

supplementation and we hypothesized that this is connected
with overall higher iron demand for erythropoiesis in L990
pigs showing higher RBC status compared with PLW animals
(Table 1). Hemoglobin contained in erythrocytes accounts for
the largest pool of heme and, consequently, iron. Bone mar-
row erythroblasts acquire more than 80% of plasma iron [39].
Therefore, higher RBC status of L990 piglets is associated
with higher iron demand to maintain adequate erythropoiesis
in these animals. According to Michalska etal. 2006 [40], pigs
of L990 breed (a terminal sire breed) are also characterized by
faster growth rate than animals belonging to PLW breed (ma-
ternal breed) and it could be an additional factor of greater iron
requirements of these animals.

Considering that pork meat is a valuable source of iron for
consumers, it is noteworthy that split supplementation did not
result in lower iron content of skeletal muscles such as
musculus longissimus thoracis et lumborum and musculus
gluteus maximus in PLW and L990 pigs compared with com-
monly used high FeDex supplementation (Figs. 3d, e and 5).
The slaughter age of pigs was similar among treatments and
breeds (Fig. 4a). Comparing to classical supplementation with
high dose of FeDex, split FeDex/hemoglobin procedure sup-
ported similar average daily gain (Fig. 4b) and final body
weight of PLW pigs (Fig. 4c). However, in L990 pigs receiv-
ing split supplementation, average daily gain was significantly
lower (P < 0.05) suggesting that this supplementation does not
fully support the fast growth of these animals [40-42].
Apparently, basal iron content in diets for grower-finisher pigs
is largely sufficient to compensate for moderate deficiency at
weaning and to sustain both normal growth and slaughter
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Table 2 Backfat thickness from 5 measurements and selected meat quality parameters in PLW and L990 ~ 180-day-old pigs receiving various iron

supplementations

Breed |  Parameter — FT1 FT2 FT3 FT4 FT5 FTav LEA Color brightness (%)
Supplementation | (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (sz)
PLW Iron dextran 3.09£042 1.88+0.19 236038 1.38=0.12 197=0.03 2.16 57.60+227 53.48x=1.21

Split 2.87+038 1.70+1.03 2.16=0.12
L990 Iron dextran 3.29+0.19 2.04+0.53 249+0.12
Split 321020 193056 245=0.19

53.14+£2.19 54.68=1.42
56.79+2.07 5540+1.17
55.73+196 55.68+2.18

1.33=0.11 2.03=0.07 2.02
147£0.09 223%0.16 232
1.30=0.08 1.83=0.12 2.14

Animal quality traits were measured as described in the “Materials and Methods™ section. Values are expressed as the means + SE for pigs of each group

WN=T7)

performance in PLW but not in L990. It is highly probable that
this phenomenon is associated with the high iron demand of
this breed for erythropoiesis. Red blood cell indices in 1.990
piglets/pigs are significantly higher compared with PLW ani-
mals (Table 1). Apart from high erythroid iron acquisition,
greater need for iron in L990 piglets may result from the use
of large amounts of this microclement to sustain heme and
myoglobin synthesis in muscle tissue (see Fig. 5 heme iron
content). Iron transport to the bone marrow is dependent on
endocytosis of diferric transferrin (Tf-Fe,) via the transferrin
receptor 1 (TFR1) abundantly expressed on erythroid cell
[39]. The preferential movement of iron to the bone marrow
(at the expense of other tissues) may result in a lower content
of this biometal in the liver and kidney (Fig. 3) and may be
also responsible for a slight growth retardation (Fig. 4).

Importantly, addition of iron to post-weaning basal diets
increasing its content above NRC requirements [43, 44] has
been shown dispensable for the improvement of growth per-
formance of pigs, carcass characteristics, and pork quality [21,
45]. However, in contrast to elemental iron (ferrous sulfate),
supplemental heme iron given to pigs starting from week 5
after birth favored greater body weight of animals on week 20
after birth suggesting better bioavailability of heme iron than
that of elemental iron [46]. Itis well known that meat color is a
relevant factor that affects meat quality [47]. Meat color is
mainly determined by myoglobin, which is the dominant pig-
ment in the skeletal muscle [48]. Interestingly, supplemental
heme has been also shown to increase the redness and myo-
globin level (which is the main source of heme iron in skeletal
muscles) of longissimus thoracis et lumborum muscle of 2-
month-old piglets when compared with ferrous sulfate as ele-
mental iron source [46].

According to Blicharski et al. (2014) [47] and Borzuta and
Lisiak (2016) [49] and as shown in this study (Fig. 4), carcass
parameters of PLW and L990 pigs traditionally supplemented
with FeDex do not differ significantly. Here, in addition, we
show that main meat quality parameters such as loin “eye”
area (LEA), color/brightness of meat, backfat thickness, and
heme iron level of longissimus thoracis et lumborum in pigs
of both breeds receiving split FeDex/heme supplementation
are very similar to those measured in at slaughter in animals

@ Springer

traditionally supplemented with high amount of FeDex
(Table 2 and Fig. 5). Therefore, it is tempting to propose that
split supplementation could be recommended for use on a
larger scale in pig production.

Conclusion

Summing up, our data clearly demonstrate that the combine
supplementation of piglets during pre-weaning period with a
small amount of intramuscularly injected FeDex and orally giv-
en hemoglobin (up to day 45 after birth) is a procedure that
warrants further normal growth performance of animals up to
slaughter as well as assures high quality of pork. Even though
this split supplementation does not fully rebalance RBC and
iron status of piglets at weaning, it paves the way for normal
pig development under standard iron feeding conditions (from
birth until the weaning and at the end of fattening). We postulate
that exclusive oral supplementation of suckling piglets with
highly available heme iron supplements (even without small
amount of intramuscularly injected FeDex) is worth consider-
ing for pig breeders. Despite its poorer efficiency in rectifying
iron status at weaning compared with classical supplementation
with FeDex. We believe that elimination of the supplementation
of piglets with FeDex injected intramuscularly will allow to
avoid several inconveniences of this routine procedure such
as invasiveness, pain, and high labor consumption.
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A3. Innovative Oral Sucrosomial Ferric Pyrophosphate-based Supple-
mentation Rescues Suckling Piglets From Iron Deficiency Anemia Simi-
larly To Commonly Used Parenteral Therapy With Iron Dextran

Innovative oral sucrosomial ferric pyrophosphate-based supplementation rescues suckling pig-
lets from iron deficiency anemia similarly to commonly used parenteral therapy with iron dex-
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Short title: SFP prevents neonatal iron deficiency anemia in pigs

Abstract

Iron deficiency is the most common mammalian nutritional deficiency during the neonatal peri-
od. However, among mammalian species neonatal iron deficiency anemia (IDA), the most severe
consequence of iron scarcity, occurs regularly in pigs. Although intramuscular supplementation
of piglets with high amounts of iron dextran (FeDex) is largely considered an appropriate pre-
ventive therapy for IDA prophylaxis, an increasing evidence shows that it negatively affects pig
physiology. The aim of our study was to evaluate the efficacy of non-invasive supplementation of
piglets with sucrosomial ferric pyrophosphate (SFP), a highly bioavailable dietary iron supple-
ment in preventing IDA, in humans and mice. Results of our study show that SFP given to pig-
lets per os in the amount of 6 mg Fe daily efficiently counteracts IDA at a rate comparable with
the traditional FeDex-based supplementation (100 mgFe/kG b.w.; i.m. injection). This was indi-
cated by physiological values of red blood cell indices and plasma iron parameters measured in
28-day old piglets. Moreover, SFP-supplemented piglets showed significantly lower (P <0.05)
plasma level of 8-isoprostane, a biomarker for oxidative stress compared to FeDex-treated ani-
mals, implying lesser toxicity of this order of iron replenishment. Finally, supplementation with
SFP does not increase considerably the blood plasma hepcidin, a peptide that acts to inhibit iron
absorption from the diet. SFP emerges as a promising nutritional iron supplement, with a high

potential to be adopted in the postnatal period.
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Iron deficiency anemia (IDA) is the most prevalent micronutrient deficiency disorder in suck-
ling piglets of high performance pig (Sus scrofa domestica) breeds (Svoboda and Drabek, 2005; Kim
et al., 2017; Szudzik et al., 2018). Selective breeding of domestic pigs has been used to control desira-
ble reproduction and growth traits of newborn piglets for centuries (Rubin et al., 2012). It seems there-
fore, that both high litter size and daily gain in body weight (connected with the increase in blood vol-
ume and number of red blood cells) delineate in piglets an unattainable physiological standard for iron
demands and thus are among major etiological factors in pig IDA (Svoboda and Drabek, 2005; Kim et
al., 2017; Szudzik et al., 2018). Early supplementation of iron to piglets (on days 3-6 postpartum) by
the intramuscular injection of large amounts (100 Fe mg/kg b.w or 200 mg Fe per piglet on day 3 after
birth) of iron dextran (FeDex) is the most frequent way to prevent the development of IDA in piglets
(Egeli and Framstadt, 1999). Although this treatment has an undeniable potential to sustain iron bal-
ance and provide sufficient amount of this microelement for erythropoietic needs, it may induce harm-
ful reactive oxygen species. It may also incidentally induce sudden cardiovascular collapse and respir-
atory failure, caused by fatal anaphylaxis leading to asphyxia and hypotension (Ueberschar, 1966).
Alternatively, oral iron supplementation in piglets with iron salts and chelates seems to be relatively
inefficient (Szabo and Bilkei, 2002; Egeli and Framstad, 1998; Svoboda and Pistkova, 2018) except
when applied in very high amounts (Maes et al. 2011), mainly because inorganic iron displays low
bioavailability and molecular mechanisms of iron absorption in newborn animals are immature

(Lipinski et al., 2010).

Sucrosomial® Iron is an innovative sucrosomial ferric pyrophosphate (SFP) supplement contain-
ing phospholipids and sucrose esters of fatty acids assuring its high bioavailability and tolerability

(Pisani et al., 2015; Gomez-Ramirez et al., 2018). The efficacy of SFP in correcting iron deficiency
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attested by the restoration of physiological hemoglobin levels has been proven in human and animal
studies (Giordano et al., 2015; Parisi et al., 2017). Here, we show that SFP given orally to suckling
piglets is a suitable feed additive for the reinforcement of iron status in piglets in the critical period
from birth to weaning. Compared to parental FeDex, oral supplementation with SFP is not only as
effective but also resulted in lower levels of the oxidative stress biomarker 8-isoprostane. To our
knowledge, this study provides first demonstration of successful preventive/therapeutic use of SFP in
mammalian neonates This suggests that, iron contained in SFP can be efficiently transported across
the intestinal barrier and become bioavailable despite immaturity of molecular mechanisms of iron

absorption due to its specific chemical formula.

Materials and methods
Ethic statement

The experimental procedures used in this study were in compliance with the EU guidelines for
the care and handling of research animals (EU Directive2010/63/EU for animal experiments). Second
Local Ethical Committee on Animal Testing at the Warsaw University of Life Sciences in Warsaw
granted a formal waiver of the ethical approval because the only procedure involved in the study was
euthanasia and intramuscular injection of FeDex to piglets is a routine veterinary procedure. Moreo-
ver, administration of a dietary supplement such as sucrosomial ferric pyrophosphate is not considered

a research procedure.

Piglets, experimental design and biological sample collection

Experiment was conducted at the Pig Hybridization Centre in Pawlowice belonging to the Na-
tional Research Institute of Animal Production (Balice, Poland). A total of 18 Polish Landrace piglets
(males) from 6 different litters housed in standard conditions (70% humidity and a temperature of
22°C in cages with straw bedding) were used. During the experiment sows were allowed to nurse their
piglets and piglets had no access to the sows’ feed. The Prestarter Wigor 1 Plus feed (containing 238

mg Fe per 1 kg as estimated by flame air-acetylene AAS using PerkinElmer Life Sciences 1100B,
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MA, USA instrument at 248.3 nm) was offered to piglets from day 5 to day 28 after birth. The compo-
sition and nutritive value of Prestarter Wigor 1 Plus is shown in Supplementary Table 1. Piglets from 6
different litters were randomly allotted to 2 experimental groups on the basis of balanced body weight
and equalized red blood cell indices at day 3 after birth. Each litter provided piglets for two experi-
mental groups. Other piglets from the litter not selected for experiment did not participate in them but
remained with their mothers. First group of piglets (n=9; FeDex) received parenteral iron supplemen-
tation (Ferran®100, Vet-Agro, Lublin, Poland, Fe 3100 mg/ml; 100 Fe mg/kg BW) on the third day of
life, by intramuscular injections of FeDex in the neck. This routinely applied iron supplement is a
complex of ferric ions with low molecular weight dextran. The second group of piglets (n=9; SFP)
received oral iron supplementation (Sucrosomial® iron; (PharmaNutra, Pisa, Italy, INGREDIENTS: -
Ferro Sucrosomiale® (iron pyrophosphate — 6 mg of Fe/g of powder, pregelatinised rice starch, sac-
charic esters of fatty acids, sunflower lecithin supported on glucose syrup, milk proteins, tricalcium
phosphate) in a daily dose of 6 mg/kg BW from day 5 to 28 of life. SFP powder was suspended in 2
ml of milk replacer (application with a sterile syringe). Sucrosomial ferric pyrophosphate (SFP) repre-
sents an innovative oral iron-containing carrier in which ferric pyrophosphate is protected by a phos-
pholipid bilayer membrane mainly from sunflower lecithin and sucrester matrix (Goémez-Ramirez et
al., 2018). Feed intake was calculated as the intake per litter divided by the number of piglets in the
litter. Weighed Prestarter was applied to play feeder® troughs (Middelkoop et al., 2019). When the
piglet lost interest in fodder, the remaining Prestarter was weighed. Average total Fe intake from creep
feed/piglet (mg) has been calculated and shown in Supplementary Table 2. Blood was drawn on day
28 after birth in both experimental groups by venipuncture of the jugular vein (Vena jugularis externa)
into tubes coated with heparin as an anticoagulant. The blood samples were centrifuged (1200 x g, 10
min, 4°C) to separate the plasma. Plasma samples were immediately aliquoted and stored at -80°C. All
experimental piglets were euthanized by the intracardiac injection of 0.5 mL\kg b.w. of Morbital
(133.3 mg/mL of sodium pentobarbital + 26.7 mg/mL of pentobarbital, Biowet, Putawy, Poland).
Sow’s milk was collected at day 21 of lactation. Tissue samples were collected, rinsed with PBS

(Phosphate Buffer Saline) and then stored at -80°C until they were used for biochemical analyses.
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Measurement of red blood cell indices and plasma iron level

Hematological indices were determined using an automated ADVIA 2010 analyzer (Siemens,
Munich, Germany). The plasma iron concentration was determined by colorimetric measurement of an

iron-chromazurol complex according to the manufacturer’s protocol (Alpha Diagnostic, Poland).

Measurement of 8-isoprostane level

Levels of 8-isoprostane, an oxidative stress marker were measured in plasma, spleen and liver
according to the manufacturer’s protocol (8 isoprostane ELISA Kit (ab175819), Cambridge Biomedi-

cal Campus, UK) (Rajendran et al., 2019; Starzynski et al., 2017).

Measurement of iron content and distribution in tissues

The non-heme iron contents of liver, spleen, kidney, heart, bone marrow and brain (100 mg), as
well as milk samples (200 ul) were determined by acid digestion of the samples at 100°C for 10
minutes, followed by colorimetric measurement of the absorbance of the iron-ferrozine complex at
560 nm (Beckman DU®-68 Spectrophotometer, CA, USA) as described previously (Torrance and

Bothwell, 1980).

The heme content of formic acid-solubilized tissues was determined spectrophotometrically at
398 nm (Beckman DU®-68 Spectrophotometer, CA, USA) using hemin standards prepared in formic
acid and a molar absorption coefficient of 1.5x10° M~ cm™ (Motterlini et al., 1995). Non-heme hepat-
ic, splenic and bone marrow iron deposits were analyzed using the Accustain Iron Deposition Kit
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Briefly, liver and spleen samples excised immediately after
sacrifice of piglets were fixed in Bouin’s solution for 24 h, then stored in 70% ethanol. After embed-
ding in paraffin, the samples were cut into 7-um sections using a microtome (Reichert-Jung, 2030,

Nussloch, Germany). The sections were placed on a slide, deparaffinized and incubated with Perls’
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Prussian Blue solution for 30 minutes. Slides were counterstained with pararosaniline solution for 2
minutes and examined with a standard compound light microscope (Olympus, type CH2, Tokyo, Ja-
pan). The same procedure of staining with Prussian Blue was performed using bone marrow smears

prepared from piglets.

Blood plasma hepcidin-25 quantification

Hepcidin-25 measurements were performed as described previously for porcine plasma samples
(Starzynski et al., 2013; Staron et al., 2015) by a combination of weak cation exchange chromatog-
raphy and time-of-flight mass spectrometry (WCX-TOF MS) using a stable hepcidin-25+40 isotope as
internal standard for quantification. Peptide spectra were generated on a Microflex LT matrix-
enhanced laser desorption/ionisation TOF MS platform (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Hep-
cidin-25 concentrations were expressed as nmol/L (nM). The lower limit of quantification of this
method was 0.5 nM. The concentration of pig hepcidin-25 was calculated by comparing its mass peak

height with that of the internal standard (Laarakkers et al., 2013).

Statistical analysis

Data normality tests including the Shapiro-Wilk were performed. Results were statistically ana-
lyzed with Student’s t-test for normal distributed data or Mann-Whitney test for non normal distribut-
ed data using GraphPad Prism version 8.0.1 for Windows, (GraphPad Software, USA). P <0.05, was
considered significant. For the statistical analysis, each individual animal (n=18) was considered as
the experimental unit. Data are presented as mean values + SEM. All measurements were made in two

technical replicates.

Results
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Red blood cell indices in piglets supplemented with FeDex and SFP

Oral supplementation of piglets with SFP (daily dose of 6 mg Fe) from day 5 after birth up to
weaning resulted in maintenance of values of red blood cell indices of 28-day old animals at physio-
logical levels (Table 1). Importantly, hemoglobin concentration in these piglets (8.8+1.64 g/dL) was
above the threshold value for anemia in pigs, i.e. 8 g/dL (Egeli et al., 1998a). In piglets receiving SFP,
values of all hematological parameters were similar (showed no statistically significant differences) to
those evaluated in animals given parenteral injection with FeDex, i.e. supplementation considered as
highly efficient in preventing the occurrence of IDA and commonly used in pig rearing (Egeli and

Framstad, 1999).

Importantly for pig farming and future fattening, feed intake was measured in both groups of
piglets and showed no statistically siginificant differences (Table 2). All growth performance parame-
ters (Table 2) including daily body weight gain (from the 1% to the 28" day after birth), initial and final
body weight and tissue weight (Table 2) of 28-day old piglets receiving SFP per os were similar to
those of animals given FeDex injections. Iron content in sow’s milk were similar (Table 2) and very

low compared with creep feed offered to piglets during experiment (Supplementary Table 1).

Blood plasma iron levels and tissue iron content and distribution in piglets supplemented

with FeDex and SFP

To compare iron status of piglets from both experimental groups, we performed a comprehen-
sive analysis of iron content in their tissues including the measurement of iron concentration in blood
plasma, non-heme and heme iron content in liver, spleen, kidney, heart and brain (Table 4). Consider-
ing that liver, spleen and bone marrow are key organs for maintaining systemic iron balance, in addi-
tion, we analyzed the distribution of non-heme iron deposits in these tissues by staining with Perls’
Prussian Blue (Figure 1). We found that plasma iron levels in piglets supplemented with SFP were

almost 2-fold higher compared with FeDex-treated animals (P<0.05) (Table 4), which attests high
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nutritional bioavailability of SFP-derived iron and denotes adequate iron provision for piglets erythro-
poietic demand. In contrast to FeDex-derived iron, iron absorbed from oral supplement is not preferen-
tially stored in the liver as evaluated by biochemical analysis of non-heme (Table 4) and histological
analysis of iron deposit (Figure 1). Interestingly, supplementation of piglets with SFP resulted in sig-
nificantly lower non-heme iron loading of the bone marrow compared to piglets receiving FeDex
(P<0.05) (Figure 1). However, using Prussian Blue staining of bone marrow smears we failed to detect
any iron deposits in samples from both SFP and FeDex supplemented piglets (Figure 1). In other tis-
sues analyzed for iron content such as spleen, heart, brain, and kidney we detected no significant dif-
ferences in non-heme iron level between SFP- and FeDex-supplemented animals (Table 4). Regarding
tissue heme iron, its levels, regardless of the tissue, did not differ between piglets from two experi-

mental groups (Table 3).

Blood plasma and hepatic 8-isoprostane levels in piglets supplemented with FeDex and

SFP

Application of supplemental iron to suckling piglets raises questions about the toxic effects of
exposure to high iron levels at an early age. Considering that excess iron induces reactive oxygen spe-
cies, we determined in 28-day old piglets from both experimental groups blood plasma and hepatic
levels of 8-isoprostane, a biomarker providing a reliable measure of oxidative stress (Tsikas and
Suchy, 2016). We found that in plasma of SFP-supplemented piglets, 8-isoprostane level were only
half that of measured in FeDex-treated animals (Table 4). In the liver of piglets receiving per os SFP
we also observed decreased 8-isoprostane concentration, although this decline was not statistically

significant. We did not observe a decrease in 8-isoprostane level in the spleen (Table 4).

Concentration of hepcidin-25 in the blood plasma of piglets supplemented with FeDex and

SFP
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Analysis of hepcidin level is helpful for guiding safe iron supplementation in piglets. Here, we
found that the concentration of hepcidin-25 in heparin-treated plasma of piglets supplemented orally
with SFP and parenterally with FeDex was not detectable in any of the samples (below the lower limit

of detection, i.e. 0.5 nM).

Discussion

In most mammals reserves of iron accumulated in the liver during gestation are primary source
of this microelement in early postnatal life. However, in piglets hepatic iron stores are relatively low
and are rapidly exhausted during few days after birth (Peters and Mahan, 2008; Lipinski et al., 2010).
Our previous data indicated that between day 1 and 3 postpartum in the Polish Landrace piglets iron
content in the liver is drastically decreased to a barely detectable level (Lipinski et al., 2010). For this
reason, exogenous iron fortification is crucial to prevent and treat iron deficiency in piglets. Intramus-
cular bolus injection of high amounts of iron in the form of FeDex to piglets, has emerged as an effi-
cient technique to counteracting iron deficiency in pig breeding (Egeli and Framstad, 1999; Svoboda
and Drabek, 2005; Szudzik et al., 2018). Interestingly, dietary supplements are usually much less ef-
fective (Egeli and Framstad, 1998; Szabo and Blikei, 2002; Svoboda and Pistkova, 2018), unless iron

is given in excessive (grams) quantities (Maes et al., 2011).

Iron absorption is a tightly regulated process, in which several iron transporters, oxidoreductas-
es, and regulatory proteins act in concert to transfer adequate amount of dietary iron successively
across the apical and basolateral membrane of duodenal enterocytes (Gulec et al., 2014). Poor respon-
siveness of suckling piglets during the neonatal period to orally administered iron salts and chelates is
caused by impaired molecular mechanisms of iron absorption, i.e. very low expression of the main
iron transporters in the duodenum (Lipinski et al., 2010). It seems that immaturity of molecular ab-
sorption machinery is a common developmental insufficiency in mammalian neonates as demonstrated

in mice, rats and humans (reviewed in Lipinski et al., 2013). Nevertheless, the oral route of iron ad-
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ministration to piglets remains potentially an attractive procedure as it is noninvasive and enables ac-

curate, gradual iron dosing during consecutive days of supplementation.

Liposomes (small vesicles enclosed by a lipid bilayer membrane) are now well recognized and
widely used delivery carriers for drugs that can reduce systemic toxicity and increase drug delivery to
the target sites in the body (Alavi et al., 2017). Importantly for this study, iron compounds encapsulat-
ed in liposomes have been successfully used to relieve the iron deficiency in various animal models
(Zimmermann, 2004). Here, we made an attempt to verify efficacy of SFP, liposomal iron preparation
to rescue piglets from neonatal IDA. A strong indication for using SFP in the treatment of neonatal
IDA in pig model was that its liposomal formulation allows transfer of iron (111) pyrophosphate encap-
sulated in liposomes across the duodenal barrier independently of established molecular pathways of
iron absorption (Rodriguez et al., 2019; Pisani et al., 2015; Mazgaj et al., 2020). Furthermore, sucrose
ester has the dual function of protecting the iron from stomach acid while interacting with the absorp-
tive enterocytes. Preventive/curative effect of piglets supplementation with SFP, was evaluated in
comparison with the parenteral treatment of piglets with FeDex, a procedure with proven efficacy
which is widely used in pig rearing (Egeli et al., 1999). In both groups of animals all analyzed RBC
indices were similar and perfectly within the physiological range established for this age group of pigs
(Egeli et al., 1998a). RBC count was insignificantly higher in piglets given SFP. Importantly, physio-
logical RBC status of piglets receiving SFP was accompanied by the normal growth performance as
their body weight gain during the first 4 weeks of life met the growth standards for the Polish Land-
race breed and was higher than in anemic piglets (Staron et al., 2017). Our results prove that the
amount and bioavailability of iron provided with SFP is adequate for meeting erythropoietic needs of

suckling piglets.

It is worth noting that the appearance of first IDA symptoms is usually preceded by the deterio-
ration of systemic iron status. It often happens that while RBC indices remain within standards, hepat-
ic iron stores decline. Therefore, we evaluated body iron content of piglets supplemented with SFP
and found that these animals are sufficiently but not excessively replenished with this microelement,

compared with FeDex-treated animals. Firstly, we found elevated iron level in blood plasma, which is
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a source of iron for erythropoiesis as it is known that diferric transferrin in the blood plasma is the
major molecule providing iron for erythroid heme synthesis (Papanikolaou and Pantopoulos, 2017).
Secondly, higher (but not significant) iron content detected in the spleen may reflect its contribution to
erythropoietic activity. Accordingly, spleen is one of the extramarrow soft tissues that produce red
blood cells (Orphanidou-Vlachou et al., 2014). Lower hepatic iron content in piglets supplemented
with SFP compared with those given FeDex may be due to the fact that after intramuscular injection of
FeDex to animals, it enters the reticuloendothelial cells in the liver through lymphatic circulation and
thus contributes to the excessive iron accumulation in this tissue (Geisser et al., 1992). Indeed, in our
studies (Lipinski et al., 2010; Staron et al., 2015; Starzynski et al., 2013; present study) we constantly
observed increased deposits of non-heme iron in hepatic macrophages (Browicz-Kupffer cells) after
supplementation of piglets with FeDex. Saving reticuloendothelial macrophages from iron overload
may be an advantage of SFP-based supplementation as high iron level in hepatic macrophages may
contribute to the induction of hepcidin expression (Rausa et al., 2015), a peptide that inhibits absorp-
tion of inorganic iron through canonical molecular mechanisms (Lipinski et al., 2010; Staron et al.,
2015; Staron et al., 2017). Hepcidin is an iron-regulatory hormone synthesized mainly by hepatocytes
and secreted into the circulation as a 25 aa peptide. It acts as a negative regulator of iron absorption
from the duodenum and iron release from macrophages recycling old red blood cells and thus adjusts
iron supplies to body as per iron requirements (Muckenthaler et al., 2017). Animals supplemented
with SFP showed no evidence of increased blood plasma hepcidin concentration, which was below the
lower limit of detection, i.e. 0.5 nM. The expression of hepcidin is induced transcriptionally mainly in
response to iron. There is experimental evidence that both hepatic iron loading (Pigeon et al., 2001)
and high saturation of plasma transferrin with iron (Lin et al., 2007) stimulate hepcidin synthesis. We
hypothesize that in piglets supplemented with SFP neither transferrin saturation nor hepatic iron level
reached a threshold that could have induced hepcidin. Interestingly, we also found a very low blood
plasma hepcidin level (below 0.5 nM) in FeDex-treated animals. By contrast, hepcidin-25 concentra-
tion was strongly elevated in the plasma of 28-day old piglets subjected to the procedure of 2-fold
FeDex injection on days 3 and 21 after birth used in our previous studies (Starzynski et al., 2013;
Staron et al., 2015; Staron et al., 2017).
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According to the double-edge sword nature of iron, this biometal, apart from being an essential
micronutrient, is potentially toxic due to its redox properties leading to the generation of highly toxic
reactive oxygen species. In this context, evaluation of any iron supplementation procedure must in-
volve an assessment of its toxic effects. Administration of iron to piglets in the form of FeDex carries
a risk of oversupplementation. During this procedure, piglets usually receive in a bolus injection an
amount of iron, which exceeds 4-5 times the total content of this element in their body. Consequently,
only a part of supplemental iron may be used for physiological purposes. The remaining part may be
potentially toxic. We have previously demonstrated that supplementation of piglets with FeDex induc-
es oxidative damage to DNA in the liver (Lipinski et al., 2010). In this study, despite using lower dose
of FeDex, piglets receiving this treatment showed the plasma concentration of 8-ispoprostane, apopu-
lar lipid peroxidation marker (Tsikas and Suchy, 2014) at level almost twice as high as animals sup-
plemented with SFP. As 8-isoprostane found in blood plasma originates from lipid membranes in any
tissue of the piglet’s body, its plasma levels furnishes a systematic and integrated evaluation of oxida-
tive stress in the whole organism. Our results indicate considerably reduced levels of oxidative stress
in piglets fed with SFP compared to animals injected with FeDex. It is noteworthy that the total
amount of supplemental iron given per piglet from each experimental groups is higher in FeDex group
than in SFP group (~200 versus 138 mg). Although we cannot calculate the exact amount of iron ab-
sorbed by piglets from SFP, our observation showing that the content of iron in feces of piglets from
both group is similar (FeDex 0.645 vs. SFP 0.747 mg/kg feces) This suggests that the major part of
iron applied orally with SFP is absorbed by piglets. Moreover, our time consuming procedure of indi-
vidual SFP application to animals may be justified by the fact that we wanted to strictly control the
amount of supplemental iron. Such control is indispensable when testing for the first time a new iron
supplement. Previously, we have tested the efficacy of heme iron in prophylaxis of IDA in piglets by
adding powdered hemoglobin directly to the feed (Staron et al., 2017). We hypothesize that conduct-
ing a large-scale experiment using SFP will reveal the utility of this supplement to prevent IDA in pigs

rearing/farming
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Conclusion

We conclude that oral supplementation of suckling piglets with sucrosomial ferric pyrophos-
phate during a period of 23 consecutive days, resulted in similar therapeutic effect and caused de-
creased toxicity of supplemental iron compared to the procedure of iron dextran injection on day 3
after birth. In this context, supplementation with sucrosomial ferric pyrophosphate appears a promis-
ing procedure that can be applied for the correction of iron deficiency anemia in suckling piglets.
However, the detailed about molecular mechanisms of sucrosomial ferric pyrophosphate absorption in
piglets after per os application remains to be elucidated. Appropriate studies in this direction are cur-

rently being carried out in our laboratory.

References

Alavi M., Karimi N., Safaei M. (2017). Application of Various Types of Liposomes in Drug
Delivery Systems. Adv. Pharm. Bull., 7: 3-9.

Egeli A.K., Framstad T. (1998a). Evaluation of the efficacy of perorally administered glutamic
acid chelated iron and iron-dextran injected subcutaneously in Duroc and Norwegian Landrace

piglets. Zentralbl. Veterinarmed. A., 45: 53-61.

Egeli A.K., Framstad, T., Morberg H. (1998b). Clinical biochemistry, haematology and body

weight in piglets. Acta. Vet. Scand., 39: 381-393.

Egeli A.K., Framstad T. (1999). An evaluation of iron-dextran supplementation in piglets admin-

istered by injection on the first, third or fourth day after birth. Res Vet Sci., 66: 179-184.

Geisser P., Baer, M., Schaub E. (1992). Structure/histotoxicity relationship of parenteral iron

preparations. Arzneimittelforschung., 42: 1439-1452.

Giordano G., Mondello P., Tambaro R., Perrotta N., D'Amico F., D'Aveta A.,
Berardi G.,., Patriarca A., Corbi G.M., Di Marzio L., Licianci A., Berardi D, Di

Lullo L., Di Marco R. (2015). Biosimilar epoetin a is as effective as originator epoetin-a

89



plus liposomal iron (Sideral®), vitamin B12 and folates in patients with refractory anemia: A ret-

rospective real-life approach. Mol. Clin. Oncol., 3: 781-784.

Gomez-Ramirez S., Brilli E., Tarantino G., Mufioz M. (2018). Sucrosomial® Iron: A New
Generation Iron for Improving Oral Supplementation. Pharmaceuticals (Basel).,11: 97.
Gulec S., Anderson G.J., Collins J.F. (2014). Mechanistic and regulatory aspects of intestinal

iron absorption. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver. Physiol. 15: 397-4009.

GraphPad Software Inc, (2018). Prism, Version 8.0.1. Retrieved on August 5th, 2019 from

http://www.graphpad.com.

Kim J.C., Wilcock P., Bedford M.R. (2018). Iron status of piglets and impact of phytase su-
perdosing on ironphysiology: a review. Anim. Feed. Sci. Tech., 235: 8-14.

Laarakkers C.M.M., Wiegerinck E.T., Klaver S., Kolodziejczyk M., Gille H.,
Hohlbaum A.H., Tjalsma H., Swinkels D.W. (2013). Improved mass spectrometry assay
for plasma hepcidin: Detection and characterization of a novel hepcidin isoform. Plos One., 8:

e75518.

Lin L., Valore E.V., Nemeth E., Goodnough J.B., Gabayan V., Ganz T. (2007). Iron
transferrin regulates hepcidin synthesis in primary hepatocyte culture through hemojuvelin and

BMP2/4. Blood., 15: 2182-21809.

Lipinski P., Starzynski R.R., Canonne-Hergaux F., Tudek B., Olinski R., Kowal-
czyk P., Dziaman T., Thibaudeau O., Gralak M.A., Smuda E., Wolinski J.,
Usinska A., Zabielski, R. (2010). Benefits and risks of iron supplementation in anemic neo-

natal pigs. Am. J. Pathol., 177: 1233-43.

Lipinski P., Sty§ A., Starzynski R.R. (2012). Molecular insights into the regulation of iron

metabolism during the prenatal and early postnatal periods. Cell. Mol. Life. Sci., 70: 23-38.

90



Maes D., Steyaert M., Vanderhaeghe C., Lopez-Rodriguez A., de Jong E., Del Pozo
Sacristan R., Vangroenweghe F., Dewulf J. (2011). Comparison of oral versus parenter-

al iron supplementation on the health and productivity of piglets. VVet. Rec., 168: 188.

Mazgaj R., Szudzik M., Lipinski P., Jonczy A., Smuda E., Kamyczek M., Cieslak
B., Swinkels D., Lenartowicz M., and Starzynski R.R. (2020). Effect of Oral Sup-
plementation of Healthy Pregnant Sows with Sucrosomial Ferric Pyrophosphate on Maternal Iron

Status and Hepatic Iron Stores in Newborn Piglets. Animals (Basel)., 10 :1113.

Middelkoop A., Costermans N., Kemp B., Bolhuis J.E. (2019). Feed intake of the sow and
playful creep feeding of piglets influence piglet behaviour and performance before and after

weaning. Sci. Rep., 16: 140.

Motterlini R., Foresti R., Vandegriff K., Intaglietta M. (1995) Winslow RM. Oxidative-
stress response in vascular endothelial cells exposed to acellular hemoglobin solutions. Am.

Physiol. Soc., 269: 648-655.

Muckenthaler M., Rivella S., Hentze M.W., Galy B. (2017). A Red Carpet for Iron Metabo-

lism. Cell., 168: 344-361.

Orphanidou-Vlachou E., Tziakouri-Shiakalli C., Georgiades C.S. (2014). Extramedul-

lary hemopoiesis. Semin. Ultrasound CT., 35: 255-262.

Papanikolaou G., Pantopoulos K. (2017). Systemic iron homeostasis and erythropoiesis.

IUBMB Life., 69: 399-413.

Parisi F., Berti C., Mando C., Martinelli A., Mazzali C. (2017). Cetin |. Effects of differ-
ent regimens of iron prophylaxis on maternal iron status and pregnancy outcome: a randomized

control trial. J. Matern. Fetal. Neonatal. Med., 30: 1787-1792.

Peters J.C., Mahan D.C. (2008). Effects of neonatal iron status, iron injections at birth, and wean-
ing in young pigs from sows fed either organic or inorganic trace minerals. J. Anim. Sci., 86:

2261-22609.

91



Pigeon C., llyin G., Courselaud B., Leroyer P., Turlin B., Brissot P., et al. (2001). A
new mouse liver-specific gene, encoding a protein homologous to human antimicrobial peptide

hepcidin, is overexpressed during iron overload. J. Biol. Chem., 16: 7811-78109.

Pisani A., Riccio E., Sabbatini M., Andreucci A., Del Rio A., Visciano B. (2015).
Effect of oral liposomal iron versus intravenous iron for treatment of iron deficiency anaemia in

CKD patients: a randomized trial. Nephrol. Dial. Transpl., 30: 645-652.

Rajendran J., Purhonen J., Tegelberg S., Smolander O.P., Mérgelin M., Rozman J.,
Gailus-Durner V., Fuchs H., Hrabe de Angelis M., Auvinen P., Mervaala E., Ja-
cobs H.T., Szibor M., Fellman V., Kallijarvi J. (2019). Alternative oxidase-mediated

respiration prevents lethal mitochondrial cardiomyopathy. EMBO Mol Med., 11.

Rausa M., Pagani A., Nai, A., Campanella A., Gilberti M.E., Apostoli P., Cam-
aschella C., Silvestri L. (2015). Bmp6 Expression in Murine Liver Non Parenchymal Cells:
A Mechanism to Control their High Iron Exporter Activity and Protect Hepatocytes from Iron

Overload? PL0oS One., 10: e0122696.

Rincker M.J., Clarke S.L., Eisenstein R.S., Link J.E., Hill G.M. (2005). Effects of iron
supplementation on binding activity of iron regulatory proteins and the subsequent effect on
growth performance and indices of hematological and mineral status of young pigs. J Anim. Sci.,

83:2137-2145.

Rodriguez R.B. (2019). Study of M cells role in sucrosomial® iron absorption pathway. 7" Interna-

tional Multidisciplinary Course of Iron Deficiency 2019. 8-9 March, Rome, Italy. 64.

Rubin C.J., Megens H.J., Martinez-Barrio A., Magbool K., Sayyabh, S., Schwochow
D., Wang C., Carlborg O., Jern P., Jorgensen C.B., Archibald A.L., Fredholm
M., Groenen M.A., Andersson L. (2012). Strong signatures of selection in the domestic
pig genome. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A., 109: 19529-36.

Staron R., Van Swelm R.P., Lipinski P., Gajowiak A., Lenartowicz M., Bednarz

A., Pieszka M., Laarakkers C.M., Swinkels D.W., Starzynski R.R. (2015). Urinary

92


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pieszka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26323096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laarakkers%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26323096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swinkels%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26323096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Starzy%C5%84ski%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26323096

Hepcidin Levels in Iron-Deficient and Iron-Supplemented Piglets Correlate with Hepcidin Hepat-

ic MRNA and Serum Levels and with Body Iron Status. PLoS One., 10: e0136695.

Starzynski R.R., Laarakkers C.M., Tjalsma H., Swinkels D.W., Pieszka M., Sty$ A.,
Mickiewicz M., Lipinski P. (2013). Iron supplementation in suckling piglets: how to correct

iron deficiency anemia without affecting plasma hepcidin levels. PLoS One., 8: e64022.

Starzynski R., Szudzik M., Staron R., Jonczy A., Smuda E., Pieszka M., Kamyczek
M., Lipinski P. (2017). Comparison of the therapeutical potential of oral sucrosomial iron and
parenteral iron dextran supplementations in neonatal iron deficiency anemia in pigs. Am. J. He-

matol., 92: 286—286.

Svoboda M., Drabek J. (2005). Iron deficiency in suckling piglets: etiology, clinical aspects and

diagnosis. Folia Vet., 49: 104-111.

Svoboda M., Pistkova K. (2018). Oral iron administration in suckling piglets — a review. Acta
Vet. Brno., 87: 77-83.
Szabo P., Bilkei G. (2002). Iron deficiency in outdoor pig production. J. Vet. Med. A Physiol.

Pathol. Clin. Med., 49: 390-391.

Szudzik M., Starzynski R.R., Jonczy A., Mazgaj R., Lenartowicz M., and Lipinski
P. (2018). Iron Supplementation in Suckling Piglets: An Ostensibly Easy Therapy of Neonatal

Iron Deficiency anemia. Pharmaceuticals (Basel)., 11: 128.

Torrance J.D., Bothwell T.H. (1980). Iron stores. Methods. Hamatol. 1: 90-115.

Tsikas D., Suchy M.T. (2016). Protocols for the measurement of the F2-isoprostane, 15(S)-8-iso-
prostaglandin F2a, in biological samples by GC-MS or GC-MS/MS coupled with immunoaffinity

column chromatography. J. Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life. Sci., 15: 191-201.

Ueberschar S. (1966). Sudden death in suckling piglets following administration of iron-dextran-

preparation. Dtsch. Tierarztl. Wochenschr., 73: 145-150.

93


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6315738/

Zimmermann M.B. (2004). The potential of encapsulated iron compounds in food fortification: a

review. Int. J. Vitam. Nutr. Res., 74, 453-461.

94



Tables

Table 1. Comparison of red blood cel indices of piglets supplemented with FeDex? and SFP®. Values
are expressed as the mean + SEM, (nine male piglets per treatment). @ Iron dextran. ° Sucrosomial
ferric pyrophosphate; Blood cell indices were determined for piglets from each group on day 28 after
birth. ¢Red blood cell count, (x 10%/uL). ¢ Hemoglobin concentration, (g/dL). ¢ Hematocrit value (%). *

Mean corpuscular volume (fL). ¢ Red cell distribution width (%). "Mean cell hemoglobin (pg).

Groups
Parameter SEM P
FeDex? SFP®
RBC*®
b 5.89 6.05 0.207 0.714
(x 10 /L)
HGB!
8.90 8.80 0.381 0.517
(g/dL)
HCT®
0.20 0.26.1 1.827 0.535
(fraction)
MCVf
48.85 41.08 1.971 0.245
(fL)
RDWs
37.28 36.30 2.384 0.832
(%)
MCH"
14.40 13.54 0.531 0.451
(pg)
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Table 2. Growth performance and sow’s milk iron content. Values are expressed as the mean += SEM,
(nine male piglets per treatment). @ Iron dextran. ® Sucrosomial ferric pyrophosphate. © Average daily

gain in piglets during the period between days 1 and 28 after birth, (g). ¢ Creep feed to gain ratio.

Groups
Parameter SEM P
FeDex? SFP®
Initial BW 1.89 2.02 0.056 0.971
(kg)
ol 1B 7.16 7.14 0.210 0.957
(kg)
Creep  feed
intake 32.66 33.92 1.270 0.584
(g/day/piglet)
ADG 194.97 189.46 7.780 0.947
(2)
F:G ratio?
0.16 0.17 0.009 0.949
(kg/kg)
sowsimlefe g o0 0.34 0.090 0.990
(ng/g)
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Table 3. Comparison of different tissues weight in piglets supplemented with FeDex?and SFP®. Tis-
sues weight are calculated on 100g of body weight. Values are expressed as the mean £ SEM, (nine

male piglets per treatment). # Iron dextran. ® Sucrosomial ferric pyrophosphate.

Tissues Groups

(g/100 g of SEM | p
body . b

weight) FeDex SFP

liver 2.72 2.86 0.180 | 0.579
kidney 0.30 0.38 0.025 |0.106
spleen 0.27 0.27 0.012 10972
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Table 4. Comparison of the tissular non-heme and heme iron content and 8-isoprostane levels in pig-
lets supplemented with FeDex? and SFPP. Values are expressed as the means + SEM for tissue samples
obtained from pigs of each group (nine male piglets per treatment). 2 Iron dextran. ® Sucrosomial ferric
pyrophosphate. ¢ Measured in following tissues: plasma, liver, spleen, kidney, heart, brain, bone mar-
row, (mg Fe/kg of wet tissue).  Measured in following tissues: liver, spleen, kidney, heart, brain, (mg

Fe/kg of wet tissue). ® Oxidative stress biomarker level was measured in plasma, liver and spleen,

(pg/ml).
Groups
Parameter Tissue SEM P
FeDex* SFP®
liver 116.55 29.50 14.110 | 0.001
spleen 55.66 76.44 7.951 0.205
Non heme iron [
level® kidney 21.00 21.60 4.160 0.868
(mg Fe/kg of wet | peart 35.44 46.88 4330 | 0.545
tissue)
brain 9.60 8.80 3.010 0.879
bone marrow 9.20 4.00 1.110 0.008
liver 8.66 10.00 0.612 0.300
1 30.33 31.66 1.856 0.609
Heme iron level? e
(mg Fe/kg of wet | kidney 8.33 11.33 1.160 0.214
"
issue) heart 8.66 11.16 1.077 | 0.060
brain 3.66 3.33 0.420 0.580
plasma 63.33 39.33 6.600 0.052
8-isoprostane level€
(pg/ml) liver 765.66 613.83 58.153 ] 0.090
spleen 28.67 30.19 1.976 0.723
S AT 7.0857 9.3563 14128 | 0.043
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Figure caption

Figure 1. Comparison of iron deposits in spleen, bone marrow and liver in piglets supplemented with
FeDexa and SFPb. Histological examination of iron loading in liver, spleen and bone marrow. Non-
heme iron deposits were detected by staining with Perl’s Prussian Blue (blue stain) exclusively in
Kupffer cells of piglets supplemented with FeDex (indicated by arrow heads). a Iron dextran. b Sucro-

somial ferric pyrophosphate.
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B. Oswiadczenia wspotautoréw

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodgcy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wtasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Mdj udziat w
tych publikacjach jako promotora jego pracy doktorskiej dotyczyt w gtéwnej mierze
opracowania koncepcji doswiadczen i opieki merytorycznej prowadzonych doswiadczen.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wptyw suplementacji mieszanej prosigt zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwéj osobniczy i jako$¢ tuszy u Swin rasy wbp i linii 990"
stanowigcych rozprawe doktorska Pana mgr Mateusza Szudzika

1. Mateusz Szudzik, Rafat R. Starzyriski, Aneta Jonczy, Rafat Mazgaj, Matgorzata
Lenartowicz, Pawet Lipinski. (2018). Iron Supplementation in Suckling Piglets: An
Ostensibly Easy Therapy of Neonatal Iron Deficiency anemia. Pharmaceuticals (Basel).
doi:10.3390/ph11040128

2. Mateusz Szudzik, Pawet Lipiriski, Aneta Joriczy, Rafat Mazgaj, Marek Pieszka, Marian
Kamyczek, Ewa Smuda, Rafat R. Starzyriski. (2019). Long-term Effect of Split Iron
Dextran/Hemoglobin Supplementation on Erythrocyte and Iron Status, Growth
Performance, Carcass Parameters and Meat Quality of Polish Large White and 990 Line
Pigs. Biological Trace Element Research. doi.org/10.1007/s12011-019-01950-w

3. Mateusz Szudzik, Rafat Mazgaj, Pawet Lipinski, Robert Staron, Aneta Joriczy, Marek
Pieszka, Matgorzata Lenartowicz, Aleksandra Bednarz, Marian Kamyczek, Coby
Laarakkers, Dorine Swinkels, Rafat R. Starzyriski. (2020). Innovative oral sucrosomial
ferric pyrophosphate-based supplementation rescues suckling piglets from iron
deficiency anemia similarly to commonly used parenteral therapy with iron dextran.
Annals of Animal Science. doi: 10.2478/aoas-2020-0084
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wtasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Méj udziat w
tych pracach ograniczyt sie do biezacej konsultacji wynikéw, pomocy w analizach
laboratoryjnych oraz ostatecznego wspétredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wplyw suplementacji mieszanej prosigt zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwdj osobniczy i jakos$¢ tuszy u swin rasy wbp i linii 990"
stanowigcych rozprawe doktorskg Pana mgr Mateusza Szudzika

1. Mateusz Szudzik, Rafat R. Starzynski, Aneta Joriczy, Rafat Mazgaj, Matgorzata
Lenartowicz, Pawet Lipinski. (2018). Iron Supplementation in Suckling Piglets: An
Ostensibly Easy Therapy of Neonatal Iron Deficiency anemia. Pharmaceuticals (Basel).
doi:10.3390/ph11040128
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Kamyczek, Ewa Smuda, Rafat R. Starzyriski. (2019). Long-term Effect of Split Iron
Dextran/Hemoglobin Supplementation on Erythrocyte and Iron Status, Growth
Performance, Carcass Parameters and Meat Quality of Polish Large White and 990 Line
Pigs. Biological Trace Element Research. doi.org/10.1007/s12011-019-01950-w
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Laarakkers, Dorine Swinkels, Rafat R. Starzyriski. (2020). Innovative oral sucrosomial
ferric pyrophosphate-based supplementation rescues suckling piglets from iron
deficiency anemia similarly to commonly used parenteral therapy with iron dextran.
Annals of Animal Science. doi: 10.2478/aoas-2020-0084
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wtasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. M6j udziat w
tych pracach ograniczyt sie do biezgcej konsultacji wynikéw, pomocy w analizach
laboratoryjnych oraz ostatecznego wspétredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wplyw suplementacji mieszanej prosigt ielazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwaj osobniczy i jakos¢ tuszy u $win rasy wbp i linii 990"
stanowigcych rozprawe doktorskg Pana mgr Mateusza Szudzika
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wtasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Méj udziat w
tych pracach ograniczyt sie do biezgcej konsultacji wynikéw, pomocy w analizach
laboratoryjnych oraz ostatecznego wspétredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wptyw suplementacji mieszanej prosigt Zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwaj osobniczy i jakos¢ tuszy u Swin rasy wbp i linii 990"
stanowigcych rozprawe doktorskg Pana mgr Mateusza Szudzika
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Lenartowicz, Pawet Lipinski. (2018). Iron Supplementation in Suckling Piglets: An
Ostensibly Easy Therapy of Neonatal Iron Deficiency anemia. Pharmaceuticals (Basel).
doi:10.3390/ph11040128

2. Mateusz Szudzik, Pawet Lipinski, Aneta Joriczy, Rafat Mazgaj, Marek Pieszka, Marian
Kamyczek, Ewa Smuda, Rafat R. Starzyriski. (2019). Long-term Effect of Split Iron
Dextran/Hemoglobin Supplementation on Erythrocyte and Iron Status, Growth
Performance, Carcass Parameters and Meat Quality of Polish Large White and 990 Line
Pigs. Biological Trace Element Research. doi.org/10.1007/s12011-019-01950-w

3. Mateusz Szudzik, Rafat Mazgaj, Pawet Lipiniski, Robert Staron, Aneta Joriczy, Marek
Pieszka, Matgorzata Lenartowicz, Aleksandra Bednarz, Marian Kamyczek, Coby
Laarakkers, Dorine Swinkels, Rafat R. Starzynski. (2020). Innovative oral sucrosomial
ferric pyrophosphate-based supplementation rescues suckling piglets from iron
deficiency anemia similarly to commonly used parenteral therapy with iron dextran.
Annals of Animal Science. doi: 10.2478/aoas-2020-0084
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wtasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Méj udziat w
tych pracach ograniczyt sie do biezgcej konsultacji wynikéw, pomocy w analizach
laboratoryjnych oraz ostatecznego wspétredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wptyw suplementacji mieszanej prosigt zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwéj osobniczy i jakos¢ tuszy u $wir rasy wbp i linii 990"
stanowiacych rozprawe doktorska Pana mgr Mateusza Szudzika
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wiasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Mdj udziat w
tych pracach ograniczyt sig do biezacej konsultacji wynikéw, pomocy w analizach
laboratoryjnych oraz ostatecznego wspétredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wptyw suplementacji mieszanej prosigt zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwéj osobniczy i jakogé tuszy u swin rasy wbp i linii 990"
stanowiacych rozprawe doktorskg Pana mgr Mateusza Szudzika

1. Mateusz Szudzik, Rafat Mazgaj, Pawet Lipiriski, Robert Staror, Aneta Joriczy, Marek
Pieszka, Matgorzata Lenartowicz, Aleksandra Bednarz, Marian Kamyczek, Coby
Laarakkers, Dorine Swinkels, Rafat R. Starzyriski. (2020). Innovative oral sucrosomial
ferric pyrophosphate-based supplementation rescues suckling piglets from iron
deficiency anemia similarly to commonly used parenteral therapy with iron dextran.
Annals of Animal Science. doi: 10.2478/a0as-2020-0084
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wtasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Mdj udziat w
tych pracach ograniczyt sie do biezacej konsultacji wynikéw, pomocy w analizach
laboratoryjnych oraz ostatecznego wspotredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wplyw suplementacji mieszanej prosigt zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwoéj osobniczy i jakos¢ tuszy u swin rasy wbp i linii
990" stanowigcych rozprawe doktorska Pana mgr Mateusza Szudzika
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wtasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Méj udziat w
tych pracach ograniczyt sie do biezacej konsultacji wynikéw, pomocy w analizach
laboratoryjnych oraz ostatecznego wspétredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wptyw suplementacji mieszanej prosiagt zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwdj osobniczy i jakos$¢ tuszy u swin rasy wbp i linii
990" stanowigcych rozprawe doktorska Pana mgr Mateusza Szudzika
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Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionych
pracach byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wtasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Mdj udziat w
tych pracach ograniczyt sie do biezacej konsultacji wynikow, pomocy w analizach
laboratoryjnych oraz ostatecznego wspotredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wptyw suplementacji mieszanej prosigt zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwdj osobniczy i jako$¢ tuszy u $win rasy wbp i linii
990" stanowiacych rozprawe doktorskg Pana mgr Mateusza Szudzika
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Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze udziat Pana mgr Mateusza Szudzika w nizej wymienionej
pracy byt wiodacy i pierwszoplanowy. Praca ta jest wynikiem Jego wiasnych oryginalnych
hipotez, organizacji i pracy laboratoryjnej oraz ich ostatecznego zredagowania. Méj udziat w
tej pracy ograniczyt sie do biezgcej konsultacji wynikow, pomocy w analizach laboratoryjnych
oraz ostatecznego wspoétredagowania tekstu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionej publikacji w opracowaniu
monograficznym pod tytutem ,Wplyw suplementacji mieszanej prosigt zelazem na
metabolizm tego mikroelementu, rozwéj osobniczy i jako$é tuszy u $wir rasy wbp i linii 990"
stanowigcych rozprawe doktorskg Pana mgr Mateusza Szudzika
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ferric pyrophosphate-based supplementation rescues suckling piglets from iron
deficiency anemia similarly to commonly used parenteral therapy with iron dextran.
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