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Wiele choréb neurorozwojowych charakteryzuje dysfunkcja mitochondriow, ale jaki jest jej
mechanizm molekularny i jaki ma zwigzek z biogeneza mitochondriow, do tej pory nie zostato
wyjasnione. Wiemy natomiast, ze na wczesnych etapach rozwoju cztowieka, pluripotencjalne komorki
macierzyste z ktorych powstaje caly organizm — réwniez Osrodkowy Uktad Nerwowy, przechodza
proces zmiany sposobu oddychania z glikolitycznego (bez udziatu mitochondriow) do tlenowego, w
ktorym wazna jest zaréowno liczba mitochondriow w komorce jak roéwniez ich dojrzatosé
strukturalno/funkcjonalna.

Prezentowany projekt zatytutlowany: ,Wplyw PGClo na biogeneze mitochondriow i
réznicowanie neuralne podczas wczesnych etapéw rozwoju ludzkich organoidéw moézgu” probuje
wyjasnic role jakg spelnia biogeneza mitochondriow podczas wezesnego rozwoju neuralnego. Modelem
badawczym sa organoidy moézgu. otrzymane w hodowli in vitro z ludzkich indukowanych
pluripotencjalnych komorek macierzystych (iPSC). W tym projekcie stymulujemy biogeneze
mitochondriow i badamy w jaki sposéb wplywa to na parametry komoérkowe w organoidach
odzwierciedlajacych w hodowli wczesne etapy rozwoju ludzkiego uktadu nerwowego. Dodatkowo
badamy zalezno$ci molekularne pomigdzy $ciezkami przekazywania sygnatu w komorce zwigzanymi z
biogenezg mitochondriow i réznicowaniem neuronalnym. W celu obserwacji zmian na poziomie
komorki wprowadzilismy do systemu biatko fluorescencyjne, ktére zaczyna $wieci¢ dopiero wtedy, gdy
podlega ekspresji wyznacznik biogenezy mitochondriéw — biatko PGC-1a. Taki efekt mozna osiagnac
stosujac  metody inzynierii genetycznej, umozliwiajagce otrzymanie tzw. ,linii reporterowej”
pluripotencjalnych komorek macierzystych, ktéra postuzy nam dalej do otrzymania w hodowli in vitro
organoidow ludzkiego mézgu na réznych fazach rozwoju: kul zarodkowych (ang. embryoid bodies),
neurosfer oraz organoidow mézgu (struktur przypominajacych uktad warstwowy kory mozgu).

Plan naszego projektu oparty jest na zastosowaniu czterech przetomowych osiagni¢¢ ostatnich
lat w dziedzinie komoérek macierzystych, biologii molekularnej i inzynierii tkankowej, sg to:

1) ludzkie indukowane pluripotencjalne komérki macierzyste (iPSC), ktore stanowig alternatywe
dla badan nad ludzkimi zarodkowymi komorkami macierzystymi, poniewaz posiadaja podobne
wlasciwosci, a nie stwarzajg kontrowersji etycznych. Co wigcej, kazdag komorke organizmu mozna
,reprogramowac” do komorki iPSC, czyli jest to nieskonczone zrodto komoérek do badan i terapii z
zastosowaniem komorek wiasnych pacjenta- czyli tzw. medycyny spersonalizowanej;

2) metoda ,,edycji genomu” (CRISPR/CASY), ktéra pozwala precyzyjnie i bezpiecznie wprowadzaé
(,,Knoked in”’) lub wycina¢ (,,Knoked out”) sekwencje DNA,;

3) metoda optogenetyczna stymulacji transkrypcji genow

4) organoidy otrzymane w hodowli in vitro, czyli struktury przypominajacych organy ludzkie, ktore
odzwierciedlajg wczesny rozwoéj zarodkowy tych organdéw. Organoidy mozgu, wywodzace si¢ z
ludzkich komorek macierzystych stanowia innowacyjny, wygodny i alternatywny system modelowy
wczesnego rozwoju uktadu nerwowego, ktory reaguje na farmakologiczne i genetyczne manipulacje, CO
nie jest mozliwe w zastosowaniu u ludzi.

Linia reporterowa: ,,IPS-PPRGCAL-DsRed2-Mito-7” oraz wyprowadzone z niej in vitro ludzkie
organoidy mézgu otrzymac w tym projekcie tylko dzigki wspomnianym powyzej nowym przetomowym
technologiom bioinzynierii i biologii molekularnej. Poza detekcja spodziewanych zmian w ekspresji
genu PGC-1a, sprzgzonego ze swieceniem bialka fluorescencyjnego (obserwacja mozliwa rowniez w
komorkach zywych), réznice w ekspresji genow na poziomie RNA beda badane w organoidach z
okreslonych stadiow rozwoju, przy zastosowaniu analizy sekwencji genow mitochondrialnych i
jadrowych metoda RNA-Seq (Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji) oraz dla wybranych markeréw
rozwoju metoda badania ekspresji genow w czasie rzeczywistym (qQRT-PCR). Molekularny system
optogenetyczny umozliwi nam stymulacje aktywnos$ci PGCla S$wiatlem w okreslonych stadiach
rozwoju organoidow moézgu. W projekcie zweryfikowane zostang hipotezy dotyczace wplywu
stymulacji biogenezy mitochondridow na procesy komoérkowe zwigzane z roznicowaniem neuralnym,
stymulacja Sciezki sygnatowej PGC1-a (glownego regulatora biogenezy mitochondrialnej) oraz $ciezki
sygnatowej FGFR1 (istotnej dla wczeshego rozwoju neuralnego, a takze zaangazowanej w patologii
schizofrenii) w prezentowanym modelu organoidéw ludzkiego mézgu na wczesnych etapach rozwoju..
Otrzymane wyniki pozwola na okreslenie roli biogenezy mitochondriow w rozwoju in vitro ludzkich
organoidow mozgu i wyjasnig niektore mechanizmy molekularne lezace u podtoza rdéznicowania
neuralnego. Eksperymenty z organoidami mézgu na r6znym etapie ich rozwoju umozliwig okreslenie
‘okna wrazliwosci’ na dziatanie potencjalnych czynnikoéw terapeutycznych.



