Projekt ma na celu przetestowanie hipotez dotyczacych mechanizmdw okre$lania fenotypu i dalszego rozwoju komérek
Purkiniego mézdzku na modelu oposa laboratoryjnego, ktory szczeg6lnie dobrze nadaje sie do badania wczesnych faz rozwoju
uktadu nerwowego.

Opos krétkoogonkowy (Monodelphis domestica) jest torbaczem z rodziny dydelfowatych. Jest to ssak (torbacz) hodowany jako
zwierze laboratoryjne i bedacy jednym z najlepszych modeli do badania wczesnych faz rozwoju organizmu ssakow, w tym
mechanizméw rozwoju uktadu nerwowego. Oposy rodzg od 3 do 14 miodych, a ich cigza trwa 13.5 dnia. Po urodzeniu noworodki
wazace okoto 100 mg przyczepiaja sie do sutkdw matki na okoto cztery tygodnie. M6zg noworodka oposa jest w stadium
rozwojowym poréwnywalnym do tego, ktére obserwujemy w 11-12 dniu cigzy u myszy, czy tez 40-60 dniu cigzy u cztowieka.
Tak wiec, rozne procedury doswiadczalne, ktore w tym okresie rozwojowym wymagatyby interwencji in utero u ssakow
tozyskowych, u noworodkéw oposa moga by¢ fatwo zastosowane in vivo.

Kora mdzdzku ssakéw, w tym takze oposa, sktada sie z trzech warstw komérkowych: drobinowej, zwojowej i ziarnistej. Warstwa
drobinowa skiada sie z biegnacych réwnolegle do powierzchni kory aksonéw interneuronéw kory mézdzku, dendrytow komérek
Purkiniego, wypustek komorek glejowych i nielicznych komoérek gwiazdzistych i koszyczkowych. Drugg warstwe tworzg ciata
komorek gruszkowatych (Purkiniego), umiejscowione pojedynczo w ptaszczyznie réwnolegtej do powierzchni kory.
Neurotransmiterem komdrek Purkiniego jest kwas gamma-aminomastowy (GABA). Trzecia, najgiebsza i najszersza warstwa kory
moézdzku, warstwa komérek ziarnistych sktada sie z ogromnej liczby bardzo matych komdrek ziarnistych, komérek gwiazdzistych
oraz komorek Golgiego, Lugaro i Brucha. M6zdzek ssakéw ma ztozony i dhugi okres rozwoju.

Zgodnie z naszg hipoteza, juz neuroblasty, z ktorych powstajg komdrki Purkiniego mézdzku majg okreslony fenotyp, mianowicie
wszystkie ich komorki potomne uzywajg jako przekaznika kwasu gamma aminomastowego (GABA). Natomiast morfologia
rozwijajacych sie neurondw (wielkos¢ i ksztatt ciata komoérkowego i drzewka dendrytycznego), umiejscowienie i potgczenia sg
okreslane gtownie lub w przewazajacej czesci przez interakcje z innymi neuronami struktury, w ktérej osiedla sie neuroblast, a
wiec przez Srodowisko.

Drugim nowatorskim elementem projektu jest plan skonstruowania nowego modelu badan, transgenicznego oposa z genem
kodujacy zielone biatko fluorescencyjne (GFP, green fluorescent protein), ktérego komarki wykazywatyby naturalng
fluorescencje. Przeszczepiajac komorki zwierzecia transgenicznego, majacego ekspresje fluorescencyjnego biatka GFP, do mézgu
rozwijajacego sie zwyklego oposa, tatwo mozna $ledzi¢ przemieszczanie i los tych komérek w rozwoju. Bytby to pierwszy
transgeniczny opos na Swiecie, otwierajagcy nowe mozliwosci badan, zwtaszcza rozwojowych, oraz badan warunkowanych
wadami rozwojowymi powaznych choréb, zwtaszcza uktadu nerwowego.

Metoda transgenizacji opiera sie na izolacji zaptodnionych komarek jajowych i iniekcji do nich genu Sox-2eGFP. Zarodki, ktére
przezyja transgenizacje, na etapie podziatdw dwoch komorek bedg przenoszone z hodowli do macicy samic, u ktérych bedziemy
sztucznie wywotaé stan hormonalny taki, jaki wystepuje w cigzy.

Do badan rozwoju mézdzka oposy w roznym wieku (P1-P60) dostang iniekcje bromodeoksyurydyny (BrdU), ktéra jest
syntetycznym analogiem tymidyny, jednego z nukleozydéw wystepujacych w nici DNA. BrdU wbudowuje sie do nici DNA w
miejsce tymidyny podczas syntezy DNA w fazie S cyklu komorkowego. Przy uzyciu przeciwciat mozna wykry¢ komarki, w
ktorych jadrach znajduje sie BrdU. Na tych zwierzetach w wieku 3 miesiecy bedg wykonane barwienia immunohistochemiczne,
ktore pozwolg okresli¢ lokalizacje i fenotyp komérek z jadrami wyznakowanymi BrdU, a wiec powstatymi w czasie iniekcji.
Bedziemy bada¢ ekspresje réznych genéw (np. Shh, Lhx1, Lhx5 i Ptfla i trk). Pierwszym etapem bedzie przygotowanie sond
hybrydyzacyjnych RNA. W tym celu zostang zaprojektowane startery oraz uzyskany matrycowy cDNA do zapoczatkowania
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). Uzyskany fragment DNA bedzie wbudowany do plazmidu, przepisany na RNA i
wykorzystany do syntezy znakowanej digoksygening sondy hybrydyzacyjnej.

Komorki progenitorowe komaérek Purkinjego mézdzku, wyizolowane ze $cian komory czwartej mézgowia bedg hodowane in
vitro a nastepnie poddawane transfekcji, co pozwoli na zbadanie wptywu obnizenia ekspresji wybranych biatek na losy komérek
progenitorowych moézdzku. Nastepnie przy zastosowaniu elektroporacji komérek progenitorowych in vivo zostanie zbadany
wplyw obnizonego badz podwyzszonego poziomu ekspresji wybranych genéw na rozwoj komérek Purkiniego w mézdzku
0pOoSOW.

Kolejnym etapem badan bedzie sprawdzenie na ile genetyczny program rozwoju komorek Purkiniego jest realizowany poprzez
interakcje z sasiadujacymi komérkami. Wykonane zostang transplantacje progenitoréw komorek Purkiniego pobranych od
oposow z ekspresjag GFP do mdzgu oposéw nie zmienionych genetycznie, w miejsce tozsame z miejscem ich pobrania, lub do
strefy przykomorowej komory bocznej mézgu, u oposéw w réznym wieku rozwojowym. Po trzech tygodniach od transplantacji
zostanie zbadany fenotyp komdrek z ekspresja GFP u oposa-biorcy. Przypuszczamy, ze w zalezno$ci od miejsca przeszczepu i
fazy rozwoju biorcy, komérki z ekspresja GFP bedg zblizone fenotypem odpowiednio do komoérek Purkiniego, interneuronéw
kory nowej mdzgu, badz do interneuronéw opuszki wechowej. Zgodnie z nasza hipoteza, wszystkie one bedg uzywaty GABA
jako neurotransmitera.

Dzieki planowanym przez nas badaniom zamierzamy uzyska¢ wiedze o poziomie, czasie i miejscu ekspresji niektoérych waznych
gendw uczestniczacych w morfogenezie mézdzku oposa. Wyniki tych badan moga sie przyczynié¢ do wypracowania metod
wspomagania prawidtowego rozwoju mézdzku u przedwczesnie urodzonych dzieci, oraz dzieci, u ktérych stwierdzono wczesne
uszkodzenia mézdzku, na przyktad na skutek wylewu lub urazu. Wiedza ta moze réwniez umozliwi¢ rozszerzenie badan
miedzygatunkowych podobienstw i r6znic mechanizméw rozwoju mézdzku, co pozwoli poszerzy¢ wiedze o molekularnych
podstawach ewolucji mézgu ssakow.



