Uktad nerwowy sktada sie z sieci komdrek nerwowych, ktdre dzieki specjalnemu ksztattowi oraz danej pozycji w mézgu (lub w
innej strukturze uktadu nerwowego) moga utworzy¢ potaczenia miedzy soba. Dlatego tez, aby ukiad nerwowy pracowat we
wiasciwy sposéb, wazne jest by w trakcie rozwoju komorki nerwowe uzyskaty odpowiedni ksztatt i pozycje, oraz utworzyty
funkcjonalne sieci neuronalne. Komorki nerwowe, zwane tez neuronami, uzyskujg swoj ksztakt podczas réznicowania poprzez
wydtuzanie wypustek neuronalnych w réznych kierunkach, charakterystycznych dla danego rodzaju neuronéw.

Biatko mTOR jest niezbedne w rozwoju komérek nerwowych, a w szczeg6lnosci w ich réznicowaniu i pozycjonowaniu. Jednak
dotychczasowe wyniki nie pozwalajg na catosciowe zrozumienie roli mTOR w skomplikowanym procesie rozwoju ztozonych
sieci neuronalnych, sktadajacych sie z kilku rodzajéw neuronéw, cho€ istniejace dowody sugeruja, ze w rzeczywistosci mTOR
kontroluje kazdy aspekt tego procesu. Dlatego celem projektu jest analiza wptywu biatka mTOR na ksztalt i pozycjonowanie
komérek nerwowych siatkéwki oka w modelu ryby Danio pregowanego oraz zbadanie udziatu mTOR w tworzeniu sieci
neuronalnych w organizmie zywym. Ryba Danio nalezy do grupy kregowcow, a wiec jest bliska cztowiekowi, a co wiecej
siatkéwka oka jest ztozona z takich samych rodzajéow neuronéw u ryby Danio jak u cztowieka. Wyniki wstepne wskazuja na
ztozony udziat biatka mTOR w rozwoju neurondw i w Swietle istniejacej literatury sugeruja jego wptyw na procesy rdéznicowania
i pozycjonowania poprzez nieznane do tej pory mechanizmy, a co za tym idzie sugeruja kontrole poprawnej aranzacji potaczen
nerwowych i tworzenia funkcjonalnych sieci neuronalnych przez biatko mTOR. Dodatkowo znaczenie zagadnienia podkresla
istnienie choréb spowodowanych nadmiernie aktywnym biatkiem mTOR, takich jak stwardnienie guzowate. Badania beda
prowadzone z udziatem ryb bez biatka mTOR, jak i z nadmiernie aktywnym biatkiem mTOR, co pozwoli na uzyskanie
dopetniajacych sie wynikéw i catosciowego obrazu roli mTOR w rozwoju neuronéw.

Aby osiggna¢ cel, zostang uzyte narzedzia, pozwalajgce na przyzyciowe obrazowanie mikroskopowe rozwoju komorek
nerwowych w siatkbwce oka ryby Danio. Komorki nerwowe majg wydtuzone wypustki, ktérymi kontaktujg sie z innymi
komdrkami nerwowymi. Takie poplatane sieci wypustek nerwowych uniemozliwiajg obserwacje ksztattu neuronéw. Dlatego tez
potrzebna jest metoda obrazowania pojedynczych neurondw, a nie catych grup. We wsp6tpracy z Prof. Harrisem z  Uniwersytetu
w Cambridge stworzylismy innowacyjng metode przyzyciowego obrazowania pojedynczych neuronéw siatkéwki oka Danio w
czasie, co pozwala $ledzi¢ rozw6j komorek nerwowych. Dzieki stworzonej przez nas metodzie mozliwa jest obserwacja
mikroskopowa takich procesow jak ksztattowanie sie losu komdrek, uzyskiwanie odpowiedniego ksztattu i pozycji przez komorki
nerwowe oraz powstawanie i funkcjonowanie sieci neuronalnych. Metoda ta polega na transplantacji kilku komorek ze specjalnej
linii ryb Danio, zwanej SoFa, do ryby bez pigmentu, ktéry uniemozliwia obrazowanie. Pigment odbija i pochtania $wiatto lasera,
przez co niemozliwe jest obrazowanie oka. Transplantacje powinny by¢ przeprowadzone w bardzo wczesnym stadium rozwoju,
zwanym blastula, kiedy to wszystkie komorki majg charakter podobny do macierzystego. Linia SoFa charakteryzuje sie tym, ze
rozne typy komorek nerwowych siatkéwki oka majg roézny kolor w obrazowaniu mikroskopowym. To umozliwia $ledzenie
rozwoju komorek prekursorowych w dojrzate neurony siatkéwki, a doktadnie mozliwa jest obserwacja uzyskiwania odpowiedniej
pozycji komdrek w czasie oraz réznicowania danego typu neuronéw. W wyniku transplantacji kilku komérek SoFa do blastuli bez
pigmentu otrzymujemy ryby z pojedynczymi komérkami nerwowymi oka Swiecacymi fluorescencyjnie, z czego rozne typy
komdrek maja inny kolor. Taki zabieg umozliwia obrazowanie rozwoju pojedynczych komérek o skomplikowanym ksztalcie.
Obrazowanie bedzie przeprowadzone w trzech wymiarach (3D) z uzyciem technologii SPIM (ang. Single-plane Illumination
microscopy), w ktdrej laser zamiast wigzki ma ksztatt ptaszczyzny. Dzieki temu samo obrazowanie 3D jest wydajniejsze i duzo
szybsze, co pozwala na obrazowanie dtugich proceséw takich jak rozwdj oraz dodatkowo zredukowana jest m.in. toksycznosé
spowodowana naswietlaniem laserem o duzej mocy. Po analizie wptywu mTOR na rozw6j komorek nerwowych siatkéwki
zostang przeprowadzone badania funkcji biatka mTOR w aktywnosci sieci neuronalnych na poziomie siatkowki, a takze na
poziomie potaczen miedzy siatkéwka a mdézgiem. Dodatkowo, zostanie zweryfikowana rola biatka mTOR w funkcjach
motorycznych ryb Danio. Badania zostang przeprowadzone w warunkach braku biatka mTOR oraz w warunkach jego nadmiernej
aktywacji w kontekscie stwardnienia guzowatego i przyczynig sie nie tylko do zwiekszenia wiedzy na temat mechanizméw
kontrolujacych rozwdéj komorek nerwowych i ksztattowanie sieci neuronalnych w uktadzie nerwowym, ale takze do lepszego
zrozumienia podtoza choréb zwanych neuro-rozwojowymi takich jak stwardnienie guzowate.



