NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Wielokierunkowa analiza zmian molekularnych wywotanych uzaleznieniem od

morfiny u szczuréw z wykorzystaniem technika MALDI IMS
2. Czas trwania projektu: 1.06.2020 — 1.06.2021

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): uzaleznienie, morfina, obrazowanie powierzchni,

spektrometria
4, Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

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

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

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

W badaniach chcemy okresli¢ molekularne zmiany jakie towarzysza uzaleznieniu od morfiny na modelu
szczurzym przy wykorzystaniu obrazowania powierzchni za pomoca techniki MALDI-mass spectrometry
imaging (MSI). Pozwala ona zbada¢ dystrybucje réznego typu czasteczek w skrawkach tkanki. Stad
mozliwe jest zaobserwowanie zmian molekularnych w strukturach mézgu szczura, ktére do tej pory ze
wzgledu np. na brak mozliwosci ich wyizolowania byly pomijane w klasycznych badaniach. Pragniemy
skupi¢ si¢ na przekroju strzatkowym, aby uzyska¢ mozliwo$¢ obserwacji zmian w jak najwigkszej liczbie
struktur zaangazowanych w uzaleznienie od substancji uzalezniajacych.

MSI, po odpowiednim przygotowaniu skrawka tkanki, pozwala na analiz¢ rozmieszenia w niej lipidow,
biatek i zwigzkoéw niskoczasteczkowych oraz na identyfikacje poszczegolnych substancji w tych grupach
(na podstawie wartos$ci m/z i widm fragmentacyjnych). Poréwnanie wynikow uzyskanych dla grupy
kontrolnej i doswiadczalnej pozwoli na potilosciows ocene zmian zachodzacych pod wptywem



uzaleznienia w kazdej z obrazowanych struktur (Procedura 1).

Zbadanie zmian w lipidomie moze pozwoli¢ na wskazanie nowych mechanizméw molekularnych
zwigzanych z uzaleznieniem od morfiny. Analiza biatek pozwoli na zweryfikowanie wynikow
otrzymanych w badaniach proteomicznych oraz na uzyskanie przestrzennej informacji o zachodzacych
zmianach.

Bardzo ciekawym aspektem badan powinny by¢ wyniki uzyskane w analizach matych czasteczek (ATP,
ADP, NADPH). Badania proteomiczne wskazuja na zmiany w biatkach zwigzanych z metabolizmem
energetycznym stad analiza matych czasteczek moze potwierdzi¢ wnioski ptynace z badan
proteomicznych.

Poniewaz wiadomo, ze morfina wywiera toksyczny wptyw na watrobe i nerki rowniez te organy
zostang pobrane. Tu zostanie przeprowadzona analiza zmian w lipidomie, jako zabezpieczenie — gdyby
bardziej subtelne zmiany np. w matych czasteczkach nie ujawnity si¢ w tkance mozgowe;j.

Projekt ma charakter badan podstawowych nad uktadem nerwowym (PB-3).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczur wedrowny, stado Wistar, samce — 20 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejacg wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym,
w bazach danych PubMed oraz Web of Science (JCR). Wykorzystatam nast¢pujace stowa kluczowe: morphine,

mass spectrometry imaging, MALDI, metabolome, lipidome, proteome.

Na podstawie przeszukania istniejace;j literatury, stwierdzam, ze:



A A A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:

Morfina wplywa na zmiany w proteomie i metabolomie moézgu, jednak do tej pory badania te byly
prowadzone klasycznymi technikami biochemicznymi. Wyjatkiem jest tu jedna praca, ktora

technikg DESI bada zmiany w lipidomie (Bodzon-Kulakowska A, Marszatek-Grabska M. Kotlinska J.
Suder P., et al (2017) Brain lipidomic changes after morphine, cocaine and amphetamine administration -
DESI - MS imaging study. Biochim Biophys Acta 1862:686-691). Technika DESI posiada gorsze
parametry (mniejszg czuto$¢, mniejsza rozdzielczos$¢ przestrzenng) od techniki MALDI-MSI, ktora
planujemy zastosowac¢. Technika MALDI-MSI umozliwia zobrazowanie profili lipidowych w bardziej
wszechstronny sposob. W przeciwienstwie do DESI-MS daje ona roéwniez mozliwosci obserwacji zmian
w profilach biatek i matych czgsteczek. Dodatkowo w analizach planujemy skupié si¢ na strzatkowym
przekroju mézgu tak, zeby uzyskac¢ wigcej informacji w porownaniu do poprzedniej pracy, gdzie skupiono
sie tylko na pojedynczym przekroju czotowym (Bregma -2,04).

A A B. Brak jest danych dotyczacych:

Brak jest danych dotyczacych przestrzennej lokalizacji wskazywanych zmian w profilach biatkowych i w
matych czasteczkach reprezentujacych metabolom. Klasyczne techniki biochemiczne wymagaja w swoim
przebiegu homogenizacji tkanki i tracg ta informacj¢ na co wskazuja chociazby odmienne dane jakie
uzyskujemy z badan proteomicznych calego mozgu i poszczegdlnych struktur. Kazda technika
analityczna, ze wzgledu na swojg charakterystyke, jest w stanie wskaza¢ roOwniez nieco inng

grupe zwiazkéw. Stad, badajac zjawisko uzaleznienia od morfiny technikami obrazowania powierzchni za
pomoca spektrometrii mas liczymy na uzyskanie nowych informacji o molekularnym dziataniu i
interakcjach tej substanciji.

Przegladajac istniejace piSmiennictwo na temat mechanizmu dziatania morfiny oraz jej wptywu
molekularnego na organizmy zywe, stwierdzam, ze zgromadzone dane sg niewystarczajace i uzasadniajg
przeprowadzenie planowanych badan.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu:

A/ Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku:
. Uzyskanie danych z proponowanego projektu przyczyni si¢ do poznania zmian
molekularnych towarzyszacych uzaleznieniu od morfiny z uwzglednieniem lokalizacji tych zmian
w tkance. Dotyczy to zardwno biatek, lipidow jak i matych czasteczek.

. Dodatkowo uzyskane informacje zostang skorelowane z danymi z klasycznych
eksperymentow proteomicznych dotyczacych uzaleznienia od morfiny i moga
stanowi¢ potwierdzenie i1 rozszerzenie uzyskanych wczesniej wynikow.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na
. Proponowane badania wskaza kluczowe substancje, ktorych ilos¢ istotnie ulega

zmianie pod wptywem dziatania morfiny i tym samym zaburza funkcjonowanie prawidlowego
metabolizmu komorki. Po ich zidentyfikowaniu bedzie mozna stara¢ si¢ podjac takie dziatania,
ktore pozwolg na przywrdcenie zaburzonego metabolizmu do pierwotnego stanu rOwnowagi i tym
samym mozliwe stanie si¢ znalezienie sposobu na zniwelowanie efektow ubocznych dziatania
morfiny. Niniejsze badania moga przyczynic si¢ do opracowania nowych strategii walki z
powaznym problem spotecznym, jakim jest naduzywanie morfiny oraz jego skutkami dla



spoleczenstwa. Moga by¢ réwniez bardzo cenne dla wielu dziedzin nauk medycznych np.
toksykologii, farmakologii czy ochrony zdrowia, wszgdzie tam, gdzie wykorzystuje si¢ morfine
lub jej pochodne, jako analgetyki.

. Poszerzenie wiedzy na temat mechanizméw uzaleznien prowadzace do
opracowania nowej strategii terapii przeciwuzaleznieniowych lub detoksykacyjnych stanowig w
tym przypadku uzasadnienie koniecznos$ci przeprowadzania badan na zwierzetach
laboratoryjnych, a bilans korzysci przewyzsza warto$¢ cierpienia zwierzat pos§wigconych w
eksperymencie

Przygotowujac projekt badawczy zastosowano zasadg 3R.

Zasada zastapienia:

Jedna z odpowiedzi jaka chcemy uzyska¢ na skutek przeprowadzonych badan, jest okreslenie
przestrzennego umiejscowienia zmian molekularnych powodowanych przez morfing w strukturach
mozgu. W zwiazku z czym zaplanowane eksperymenty ze wzgledu na swoj charakter nie

moga by¢ zastgpione badaniami prowadzonymi w hodowlach komorkowych czy tkankowych in vitro. Sa
to zdecydowanie za proste modele, tracace w swoim przebiegu ztozonos$¢ zwigzang z istnieniem i
interakcjami struktur mézgowych. Nie pozwola one na uzyskanie informacji przestrzennej i
przyporzadkowanie zmian do konkretnych struktur. Jak wazna jest to informacja pokazuja chociazby
badania proteomiczne, gdzie wyniki uzyskane dla homogenatu z catego moézgu, r6znia sie od tych
uzyskanych dla struktur mézgowych.

Zasada ograniczenia:

. W naszych eksperymentach planujemy wykorzysta¢ 10 szczurow w grupie
kontrolnej i 10 szczuréw w grupie uzaleznionej od morfiny. Z kazdego médzgu planujemy pobrac
materiat dla co najmniej 5 r6znych rodzajoéw analiz (lipidy, biatka, cholesterol, mate czasteczki,
stres oksydacyjny). Pozwoli nam to, poswigcajac jedno zwierze, uzyskac niespotykang
dotychczas, ogromng liczbe informacji. Zeby to byto mozliwe planujemy wczesniej
przeprowadzi¢ optymalizacj¢ wszystkich procedur na tkankach dodatkowych, ktorymi
dysponujemy w naszym laboratorium.

. W czasie eksperymentu musimy liczy¢ si¢ z mozliwoscia utracenia zwierzat na
skutek procedur zwigzanych z podawaniem morfiny. W czasie pobierania materialu mozliwe sg
réwniez trudne do przewidzenia i tym samym do unikni¢cia sytuacje, takie jak nieprzewidywalne
zachowanie tkanki w czasie mrozenia w ciektym azocie (przypadkowe pgkanie zamrazanej
tkanki), co uniemozliwia jej dalsze wykorzystanie. Niestety zdarza si¢ czasem uszkodzenie
samego materiatu podczas pobierania — pomimo wysokich kwalifikacji osob pobierajacych
materiat. 10 szczuréw kontrolnych i 10 szczuréw uzaleznionych od morfiny pozwoli nam uzyskac
odpowiednig liczbg powtdrzen nawet w przypadku utracenia pojedynczych probek.

. Dodatkowo zostang pobrane rowniez inne narzady (watroba i nerki). W ich
przypadku zostanie przeprowadzona analiza zmian w lipidomie, jako swego rodzaju



zabezpieczenie w projekcie — gdyby bardziej subtelne zmiany w stezeniach, dystrybucji lub
profilach matych czasteczkach zwiagzanych z przemianami energetycznymi nie ujawnity sie w
tkance mozgowej. Pobrany materiat moze rowniez pozwoli¢ na uzyskanie wstepnych wynikow
dla zmian w profilach biatek i matych czasteczek. Pozwoli to na wykorzystanie w eksperymencie
mniejszej ilosci zwierzat przy uzyskaniu duzej ilosci danych na temat molekularnych zmian
towarzyszacych uzaleznieniu od morfiny

Zasada udoskonalenia:

. Niniejszy projekt badan obejmuje eksperymenty, ktdre zaplanowano tak by
maksymalnie ograniczy¢ cierpienie zwierzat. W celu zminimalizowania cierpien zwierzat
harmonogram badan nie uwzglgdnia procedur z kategorii ,,dotkliwe”. Wprawdzie w
zaplanowanych eksperymentach nie jest mozliwe unikniecie wielokrotnych iniekcji (sol
fizjologiczna, morfina), ale wykonywanie ich przez wykwalifikowany personel, stosowanie takich
czynnosci jak habituacja oraz przeprowadzenie wszystkich procedur zgodnie z europejskimi
standardami prowadzenia badan na zwierzgtach doswiadczalnych, przyczynia si¢ do znacznego
ograniczenia cierpienia zwierzat. Dodatkowo w eksperymencie zdecydowano si¢ na model
uzaleznienia, w ktorym morfina jest podawana raz dziennie, co dodatkowo zmniejsza stres
zwierzat.

. Zwierzeta bedg utrzymywane w optymalnych warunkach hodowlanych,
zapewnionych przez wykwalifikowany personel Osrodka Medycyny Doswiadczalnej
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Zatem zapewnione beda mozliwie najlepsze warunki zycia
zwierzat, jak rowniez ich zgodne z wymogami prawnymi, ich u§miercanie.

. Dodatkowo, zeby zmniejszy¢ stres zwierzat w czasie trwania do§wiadczenia w
klatach, w ktorych utrzymywane beda zwierzgta umieszczane beda drewniane klocki oraz tunele,
co ma na celu wzbogacenie srodowiska szczuréw i otrzymanie bardziej wiarygodnych wynikow.

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

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