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Model in vitro bazujacy na natywnej macierzy organicznej do badania roli
makroczasteczek w mineralizacji i regeneracji otolitow i otokoniow ucha wewnetrznego.

Otolity i otokonia sg biomineratami znajdujacymi si¢ w uchu wewnetrznym kregowcow odpowiedzialnymi
za odczuwanie rOwnowagi i orientacji w przestrzeni. Zwyrodnienie lub przemieszczenie otokonii jest
powszechnym zaburzeniem réwnowagi zwigzanym z wiekiem, zwanym lagodnymi potozeniowym
zawrotem glowy (ang. benign paroxysmal positional vertigo — BPPV). Ponadto powszechnie stosowane
leki, takie jak antybiotyki aminoglikozydowe, moga prowadzi¢ do uszkodzenia struktury i funkcji
otokoniéw. Problemy z uktadem przedsionkowym, takie jak BPPV, notuje si¢ u okoto 9% oséb w wieku
65 lat lub starszych, ponadto upadki zwigzane z zaburzeniami roéwnowagi stanowig ponad potowe
przypadkowych zgonéw wsréd oséb starszych. Pomimo znaczenia klinicznego zebrano stosunkowo
niewiele wiadomo na temat mechanizmow kontrolujacych i utrzymujacych krystalizacje otokoniow.
Celem projektu jest zrozumienie molekularnych mechanizmow kontrolujacych biomineralizacje otolitow
i otokoniow ucha wewngtrznego, aby opracowac nowatorskie metody regeneracji tych biomineratow.
Motywacja do podjecia badan: Wigkszos¢ badan nad mineralizacja otolitow/otokoniow opiera si¢ na
nadmiernie uproszczonych testach mineralizacji in vitro, gdzie brak natywnego kontekstu
makroczasteczkowego. W ramach tego projektu zostanie opracowany nowatorski model in vitro oparty na
natywnej macierzy organicznej (ang. native organic matrix, NOM). Umozliwi to zbadanie izolowanych
czynnikow molekularnych, przy zachowaniu natywnego kontekstu, a jednoczesnie zmniejszeniu
ztozonos$ci systemu zwigzanej z badaniami in vivo. W modelu NOM zastosowane zostang ultracienkie
skrawki otolitow/otokoniow, ktore umozliwig analize ultrastruktury krysztatow i macierzy organicznej za
pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Skrawki zostang ponownie zmineralizowane in
vitro w celu przetestowania réoznych czynnikow kontrolujacych ich powstawanie (patrz rysunek ponizej).
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Opis badan: W tym projekcie zostanie przeprowadzona kompleksowa analiza macierzy organicznej
otokoniéw 1 otolitow, aby zidentyfikowa¢ gltéwne modyfikacje potranslacyjne i poréwnaé ich sktad.
Otoconia i otolity zbudowane sg z mocierzy organicznej (1-10%) 1 krysztatow weglanu wapnia. Macierz
organiczna (biatka, sacharydy) kontroluje wielkos¢, ksztatt i morfologi¢ krysztatu. Wickszos¢ biatek
otolitow/otokonioéw jest w znacznym stopniu modyfikowana potranslacyjnie. Glownymi modyfikacjami sg
fosforylacja, glikozylacja i przylaczanie glikozaminoglikanow (GAG), ale ich rola w mineralizacji jest
niejasna, pomimo ich znaczacej ilosci.

Model NOM zostanie wykorzystany do zbadania roli modyfikacji potranslacyjnych, roli wysoce
kwasnych, inherentni nieuporzadkowanych biatek (ang. intrinsically disordered proteins, 1DPs) oraz
testowania ototoksycznosci antybiotykéw w mineralizacji otolitow i otokoniow.

Na podstawie wynikow eksperymentow otrzymanych w tym projekcie zostang zaproponowane

makroczasteczki mogace stuzy¢ do regeneracji otokoniow. Stawiamy hipotezg, ze GAG i1 kwasne IDP
modulowane przez fosforylacje moga sprzyja¢ zarodkowaniu i mogg by¢ stosowane w strategiach
regeneracji. Wypreparowane cate otokonia myszy poddane czg¢$ciowemu rozpuszczeniu zostang poddane
remineralizcji w obecnosci GAG i kwasne IDP o zdolno$ciach do promowania krystalizacji, aby sprawdzic,
czy mogg indukowac regeneracj¢ otokoniow in vitro.
Spodziewane efekty: Diugoterminowym efektem tego projektu bedzie opracowanie strategii leczenia
dysfunkcji uktadu przedsionkowego cztowieka oraz strategii ochronnych przed ototoksycznosciag
antybiotykow. Bezposrednim rezultatem tego projektu bedzie lepsze poznanie kluczowych czynnikow
molekularnych, wplywajacych na mineralizacj¢ otolitow/otokoniow w organizmach modelowych oraz
zaproponowanie nowych strategii regeneracji otokoniow.



