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OKIEM RYBY - NOWE SPOJRZENIE NA ROZWOJ SIECI
NEURONALNYCH I CHOROBY NEUROROZWOJOWE
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Komorki nerwowe, bedace podstawowa jednostka funkcjonalng uktadu nerwowego, tacza si¢ we wspot-
pracujace zespoly, zwane sieciami neuronalnymi. Ich powstawanie jest ztozonym i $ci§le kontrolowanym
procesem, ktory dopiero od niedawna mozemy badaé¢ rownoczes$nie na wielu poziomach w zywych orga-
nizmach dzigki postgpowi technicznemu i zastosowaniu nowych modeli badawczych. Dobrym przykladem
takiego modelu jest rozwijajaca si¢ siatkowka oka Danio prggowanego, matej stodkowodnej ryby powszech-
nie wykorzystywanej w badaniach biologii rozwoju. Zaburzenia rozwoju sieci neuronalnych stanowig wazna
przyczyng chorob neurorozwojowych. Dlatego coraz czesciej Danio prggowany jest wykorzystywany do ba-
dan nad podtozem komoérkowym tych chordb. Niniejszy artykut omawia przyktady nowych informacji, jakie
uzyskano na temat prawidlowego i patologicznego rozwoju sieci neuronalnych studiujac siatkdéwke oka Danio
pregowanego.

Abstract

Neurons, which are the basic functional unit of the nervous system, form cell ensembles, called neural
networks. Their formation is a complex and highly controlled process, which only recently we can study at
multiple levels simultaneously in living organisms, thanks to technological advances and the application of
new research models. A good example of such a model is developing retina of zebrafish, a small freshwater fish
commonly used in studies of developmental biology. Developmental disturbances of neural networks forma-
tion are an important cause of neurodevelopmental disorders. Therefore, more and more zebrafish is used for
research of these diseases. This article discusses examples of new information that was obtained on the normal

and pathological development of neural networks studying the zebrafish retina.

Podziekowania

Badania prowadzone przez autoréw niniejszej
pracy przegladowej zostaly sfinansowane w ramach
projektow SONATA9 (2015/17/D/NZ3/03735) oraz
“Fishmed” (FP7 grant nr 316125).

Neurony (komoérki nerwowe) stanowig podsta-
wowa jednostke funkcjonalng uktadu nerwowego.
Poszczegodlne neurony mogg si¢ wzajemnie komu-
nikowac, a grupy polaczonych komoérek nerwowych
tworzg sieci neuronalne, odpowiedzialne za przetwa-
rzanie konkretnych informacji i poszczegé6lne dzia-
fania uktadu nerwowego. Wspotdziatanie wielu sieci
neuronalnych odpowiada za tak ztozone procesy jak
integracja bodzcow docierajacych do organizmu ze
srodowiska zewnetrznego i wewngtrznego oraz reak-
cja na nie, czy tez uczenie si¢ i formowanie pamigci.

Ksztalt (morfologia) neuronow decyduje, jakie po-
faczenia neuronalne stworzy dana komorka. Istnieje

wiele typow neurondéw, pehlniacych rozne funkcje,
ktére odzwierciedla ich zréznicowana morfologia.
W wigkszosci komorek nerwowych mozna wyr6zni¢
trzy podstawowe elementy: ciatlo komorki (soma),
dendryty oraz akson (Ryc. 1A). Dendryty tworza
drzewka dendrytyczne, od bardzo prostych (pojedyn-
czy dendryt) do rozbudowanych (setki dendrytow)
(Ryc. 1B). Pomimo odmiennych wielkosci 1 ksztat-
tow, jakie mogg przybra¢ komorki nerwowe, wszyst-
kie wykazuja czynno$ciowa polaryzacje. Dendryty
odbieraja sygnaly od innych komorek sieci i przesy-
1aja je do ciata komorki. Z kolei akson przekazuje je
od ciata komorki do kolejnych ogniw sieci. Umoz-
liwia to integracje informacji pochodzacej z wielu
zrodel, oceng jej wagi oraz jej ukierunkowane prze-
kazywanie z komoérki do komoérki. Aby mogto dojsé¢
do przeptywu sygnatlu pomigdzy dwoma neuronami
konieczne jest, aby aksony jednych komorek nerwo-
wych skontaktowaly si¢ z dendrytami lub cialami
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innych komoérek. Miejsca takiego kontaktu nazywane
sg synapsami. Ustanowienie prawidlowych potaczen
synaptycznych, ich podtrzymanie lub zmiana pod
wplywem aktywnos$ci neuronalnej sg $cisle kontro-
lowane i stanowig podstawe migedzy innymi zjawisk

plastycznosci i pamigci.

A

Dendryty

Soma

ryba stodkowodna, pochodzgca oryginalnie z Gange-
su, od lat wykorzystywana w badaniach nad biologia
rozwoju. Niniejszy artykul skupia si¢ na wykorzysta-
niu tego modelu w badaniach rozwoju i funkcjono-
wania siatkowki oka i jego mozliwego wykorzystania
w badaniach nad chorobami neurorozwojowymi.

Ryc.1. A. Budowa neuronu. B. Rézne typy neuronéw, w ktorych mozna wyrézni¢ podstawowe elementy budowy: some, dendryty i aksony, maja fatwo
rozroznialne drzewka dendrytyczne o charakterystycznym dla danego typu ksztalcie. Wyjatkiem sa fotoreceptory (w ramce), ktore w toku ewolucji
wyspecjalizowaty swoje ,,dendryty” do odbierania bodzcow §wietlnych. Strzatka zaznaczono aksony.

Sieci neuronalne moga mie¢ bardzo r6ézny stopien
ztozonos$ci. Z jednej strony moga to by¢ proste ob-
wody sktadajace si¢ z 2-3 komorek, odpowiadajace
za proste reakcje bezwarunkowe (np. cofnigcie reki
pod wptywem oparzenia). Po drugiej stronie spek-
trum sg tak ogromne i skomplikowane sieci jak mozg.
Pelne zrozumienie ich rozwoju i dziatania wymaga
badan na wielu ptaszczyznach: od roli poszczegol-
nych bialek (badania molekularne), poprzez procesy
zachodzace wewnatrzkomorkowo (badania biologii
komorki), do komunikowania si¢ catej sieci lub r6z-
nych sieci migdzy soba (do niedawna gtoéwnie bada-
nia elektrofizjologiczne) i efektéw tej komunikacji
na poziomie zachowania organizmu (neurofizjologia
i badania behawioralne). Przez wiele lat ze wzgledow
technologicznych istniat powazny problem w in-
tegracji badan na tych réznych poziomach. Ostatnio
jednak, dzigki rozwojowi nowych znacznikow mole-
kularnych (np. biatek fluorescencyjnych znakujacych
poszczegblne typy komorek) oraz technik mikrosko-
powych otworzylo si¢ nowe pole badan, pozwalajace
obrazowa¢ przyzyciowo sieci neuronalne na kilku
poziomach na raz. Wciaz jednak taka analiza wyma-
ga wykorzystania relatywnie prostych uktadéw mo-
delowych, kompatybilnych z mozliwo$ciami sprzg-
towymi i obliczeniowymi. W tym konteks$cie coraz
wigksza popularno$¢ zyskuje Danio pregowany, mata

Zalety siatkéwki oka Danio pregowanego jako
modelu badawczego

Jakie sg zalety siatkowki Danio pregowanego jako
modelu do przyzyciowych badan rozwoju i funkcjo-
nowania sieci neuronalnych? Po pierwsze, siatkowka
oka — $wiattoczuta tkanka wyscietajaca wewnetrz-
ng powierzchni¢ galki ocznej, jest przyktadem sieci
neuronalnej o ograniczonej ztozonosci. Wciaz jednak
tworzg jg liczne elementy roznego typu, ktore musza
skoordynowac swoje dziatanie, aby efektywnie odbie-
rac i integrowa¢ bodzce §wietlne docierajace do oka
i przekazywac¢ je do mozgu. Po drugie siatkowka jest
czesciag osrodkowego uktadu nerwowego (rozwija si¢
jako ,,wypustka moézgu”) i stanowi twor konserwa-
tywny ewolucyjnie pod wzgledem rozwoju, zardowno
na poziomie komorkowym, jak i molekularnym. To
sprawia, iz liczne mechanizmy odpowiedzialne za
rozw6j mézgu sg rowniez zachowane w przypadku
siatkowki. Dla eksperymentatoréw siatkowka Da-
nio pregowanego ma liczne dodatkowe zalety. Danio
pregowany ma rozw0j zewnetrzny, czyli poza orga-
nizmem matki. Dzieki temu przyzyciowe obserwo-
wanie kolejnych stadiéw rozwoju embrionalnego jest
duzo prostsze niz u ssakow. Inng zaleta tego gatunku
jest przezroczyste cialo w pierwszych etapach zycia,
co umozliwia $ledzenie zmian zachodzacych w glebi
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Ryc.2. A. Schemat przedstawiajacy siatkowke oka, ktora buduja rézne typy komoérek utozone w warstwy (fotoreceptory, komorki horyzontalne, bipo-
larne, amakrynowe oraz zwojowe). Mozna rowniez wyr6zni¢ podtypy tych komorek na podstawie specyficznych znacznikow. Najprostszym przykta-
dem sa rézne podtypy fotoreceptorow, ktore ulegaja wzbudzeniu pod wplywem $wiatta o roznej diugoscei fal (np. niebieskiej, zielonej i czerwonej).
B. Zdj¢cia z mikroskopu konfokalnego LSMS5 (Zeiss) przedstawiajace przekrdj poprzeczny przez gtowe linii transgenicznej Danio prggowanego SoFa
[1]. Na czerwono $wieca komorki zwojowe, a na zielono komorki amakrynowe i horyzontalne. Wyraznie wida¢ krzyzowanie si¢ nerwoéw wzrokowych
w $rodku glowy (kolor czerwony). C. Komorki amakrynowe wybarwione na GABA (kolor zielony). Wyraznie widac¢ ciata tych komorek oraz warstwe
wewngtrzng splotowata, w ktorej znajduja si¢ ich dendryty i aksony. Kolor niebieski — jadra komorkowe wszystkich komorek.
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organizmu, np. w mozgu czy w oku. Duzym atutem
sprzyjajacym badaniom nad rozwojem sieci neuro-
nalnych w tym modelu jest tez fakt, ze rozwija si¢ on
bardzo szybko i w ciggu trzech do pigciu dni siatkow-
ka oka Danio jest w peni funkcjonalna. W kolejnych
podrozdziatach przedstawiamy podstawowe infor-
macje na temat budowy siatkowki, ktore sa koniecz-
ne dla zrozumienia, co nowego dowiedzieliSmy si¢
o rozwoju sieci neuronalnych dzigki wykorzystaniu
omawianego przez nas modelu badawczego.

Siatkowka oka — budowa

Siatkowke oka kregowcow, w tym Danio prego-
wanego, tworzg neurony 6 typéw o réoznym ksztat-
cie oraz lokalizacji, uktadajacych si¢ w wyrdznialne
i dobrze zdefiniowane warstwy (Ryc. 2). Mozemy
W niej wyrozni¢ warstwy: neuronéw zwojowych
(najblizej soczewki), neurondéw amakrynowych,
dwubiegunowych i horyzontalnych (warstwa jadro-
wa wewngtrzna) oraz fotoreceptorow — czopkow
i precikow (warstwa jadrowa zewngtrzna). Wyrdznia
si¢ tez dwie warstwy splotowate, charakteryzujace si¢
tym, ze nie ma w nich ciatkomorek, a jedynie dendryty
i aksony kontaktujacych si¢ ze soba komorek.

Fotoreceptory sa komorkami $wiattoczutymi.
Czopki odpowiadaja za widzenie barw, natomiast
preciki za widzenie w ciemnosci. Aksony czopkow
i precikow kontaktujg si¢ z dendrytami komorek
dwubiegunowych (bipolarnych), ktére w momencie
pobudzenia fotoreceptorow przez swiatto docierajace
do oka odbierajg od nich sygnat i przekazuja go do
komorek zwojowych. Aksony komorek zwojowych
tworzg nerw wzrokowy, ktory przesyla sygnat bez-
posrednio do mézgu [8]. Swiatto docierajace do oka
pobudza od 20 do 100 czopkéw lub od 50 do 450 pre-
cikow. Sygnat ten przekazywany jest do od trzech do
15 komorek dwubiegunowych, ktore z kolei przesy-
taja go tylko jednej komorce zwojowej. Jest to bardzo
dobry przyktad sieci neuronalnej, w ktorej dochodzi
do integracji sygnatu pochodzacego z wielu komo-
rek nerwowych na wejsciu do pojedynczej komorki
na wyjsciu. Proces takiej integracji angazuje rowniez
kilka komorek amakrynowych oraz kilka do kilku-
nastu komorek horyzontalnych. Komorki te stojg na
strazy poprawnego przekazywania sygnatu, nie do-
puszczajac, aby sygnat z danego obwodu neuronalne-
go rozprzestrzeniat si¢ w sposob niekontrolowany na
sgsiednie elementy sieci oraz aby zostal wygaszony
w przypadku niewystarczajacego pobudzenia calej
sieci na wejsciu. A zatem, podobnie jak w mozgu, sieci
neuronalne siatkowki posiadaja elementy pobudzajace
i hamujace, ktére odpowiadaja za prawidlowe

Czego nowego dowiedzieliSmy si¢ o rozwoju neu-
ronow dzieki siatkowce Danio pregowanego?

Tworzenie sieci neuronalnych podczas rozwoju za-
rodkowego jest procesem ztozonym, wieloetapowym
1 §cisle regulowanym przez program genetyczny i sy-
gnaty zewnatrzkomorkowe. W pierwszej kolejnosci
komorki progenitorowe, majace zdolno$¢ podziatow
komoérkowych, musza ,,wyprodukowac” odpowied-
nig liczbe komorek potomnych. Z nich w procesie r6z-
nicowania powstang neurony spekiajace okreslone
funkcje. Jednak miejsce ,,narodzin” neuronu nie jest
miejscem, gdzie bgdzie on pehit swoje ,,dorosle za-
dania”. Dlatego tez przyszite neurony musza najpierw
dotrze¢ do wilasciwej lokalizacji. Po przybyciu na
miejsce zaczynaja tworzy¢ aksony i dendryty w stro-
ne¢ swoich partneréw komorkowych, z ktorymi musza
wytworzy¢ odpowiednia liczbe potaczen synaptycz-
nych o wilasciwej sile (Ryc. 3A). Co ciekawe, pewne
aspekty tego rozwoju wygladaja na z gory ustalone,
inne za§ wykazuja pewng zmienno$¢ (plastycznosé).
Na przyktad w siatkowce zawsze powstaje taka sama
struktura warstwowa sieci neuronalnych i komorki
poszczegdlnych typow zawsze oddziatuja ze soba
w ten sam sposob. Fotoreceptory beda si¢ kontaktowaé
z komorkami bipolarnymi, ktoére z kolei stworza
synapsy z komorkami zwojowymi. Komorki hory-
zontalne beda wydtuza¢ aksony i dendryty w strong
synaps tworzonych przez fotoreceptory, a komorki
amakrynowe — w strong synaps komorek zwojowych.
Zatem rodzaje tworzonych polaczen migdzykomor-
kowych w siatkowce kregowcow sa z gory bardzo
dobrze okreslone. Natomiast ostateczny ksztatt neu-
ron6w oraz liczba i sita tworzonych synaps jest ce-
cha zmienng, czgsto ksztaltowang przez czynniki ze-
wnatrzkomorkowe, takie jak dostepnos¢ czynnikdéw
wzrostowych czy aktywno$¢ synaptyczna.

Na wiele pytan dotyczacych rozwoju neuronow
udato si¢ uzyska¢ odpowiedzi studiujac rozwoj ko-
morek hodowanych in vitro. Jednak znalezienie od-
powiedzi na czgé¢ fundamentalnych pytan wymagata
przyzyciowej obserwacji calych zespotéw komorek
w tkance nerwowej ktora, w przeciwienstwie do ho-
dowli komorkowych, charakteryzuje struktura troj-
wymiarowa. Wtasnie do odpowiedzi na tego typu
pytania Danio pregowany stanowi wymarzone narze-
dzie. Jednym z kluczowych zagadnien, ktore dtugo
pozostawato bez odpowiedzi, bylo pytanie, w jaki
sposob zachodzi regulacja dzielenia si¢ i roznicowa-
nia komorek progenitorowych w dany typ komorek
nerwowych tak, by mogly powsta¢ sieci neuronalne
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o Scisle zdefiniowanej strukturze. Poszukiwaniem profesora Williama Harrisa z Cambridge, ktora jako
rozwiazania tej zagadki zajmuje si¢ grupa badawcza jedna z pierwszych wdrozyta metody przyzyciowego
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Ryc. 3. A. Schemat przedstawiajacy procesy komorkowe zachodzace podczas rozwoju neuronéw. B. Mechanizmy komoérkowe determinujace ksztatt
neurondéw i powstawanie sieci neuronalnych. Eliminacja niepotaczonych dendrytéw (panel 1): dendryty, ktore nie znalazly swojego partnera komor-
kowego ulegaja obkurczeniu. Eliminacja nieprawidtowych potaczen i wzmocnienie prawidtowych (panel 2): istnieja rézne podtypy neuronéw i moz-
liwosci potaczen komoérkowych; niektore komorki nerwowe poczatkowo kontaktuja si¢ z losowymi partnerami, a potem, w miar¢ rozwoju (swojego,
jak i swojego partnera), eliminujg potaczenia z np. jednym typem partnerow neuronalnych (rézne podtypy neuronéw zaznaczono na rozne kolory).
Sekwencyjna eliminacja stabszych potaczen (panel 3): rozwijajace si¢ komorki nerwowe moga tez eliminowac stabsze potaczenia (ten mechanizm
jest zalezny od aktywnosci synaptycznej); zwykle jeden podtyp partnerow komorkowych (komorki czerwone na schemacie) silniej oddziatuje z dana
komorka nerwowa, wigc inne polaczenia sg eliminowane. Sekwencyjne dodawanie silniejszych polaczen (panel 4): silne oddziatywanie danej komorki
nerwowej z partnerami neuronalnymi moga by¢ sygnatem do rozgaleziania jej dendrytow i dodawania nowych potaczen (ten mechanizm réwniez jest
zalezny od aktywnosci synaptycznej).
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mikroskopowego badania losow komorek siatkowki
Danio pregowanego. Wigkszo$¢ neurondw powsta-
je podczas rozwoju zarodkowego i od tej pory pel-
ni swojg funkcje. Juz na przetomie lat 80. i 90. XX
w. wiedziano, ze komorki progenitorowe siatkowki
oka moga da¢ poczatek wszystkim typom neuro-
néw siatkowki. Jednak liczba i rodzaj neurondw,
jakie powstang z pojedynczej komorki progenito-
rowej siatkowki, sa bardzo zmienne [3]. Ostateczna
liczba komoérek danego typu, rodzaje polaczen oraz
warstwowos$¢ siatkowki, pomimo przypadkowosci
w generowaniu neurondow przez komorki prekurso-
rowe, pozostaja niezmienne. Poszukujac wyjasnienia
tej zagadki badacze z Cambridge sprawdzali wptyw
czynnikow transkrypcyjnych na determinacj¢ losu
komorek progenitorowych siatkowki [3, 2]. Uzywa-
jac nowoczesnych technologii znakowania pojedyn-
czych komorek progenitorowych obserwowali ich
podziaty, jak i ré6znicowanie, zadajac pytanie, czy te
procesy sa przypadkowe, czy zaplanowane. Z ich ba-
dan wynika, ze poczatkowo w rozwoju réznicowanie
zdarza si¢ przypadkowo i zalezy od losowej aktywno-
$ci zespotdw czynnikow transkrypeyjnych. Komorki
wystepujace rzadziej, wymagaja niezaleznej akty-
wacji wigkszej liczby czynnikow transkrypcyjnych,
co obniza prawdopodobienstwo ich powstania.
W ten sposdb, pomimo poczatkowej przypadkowos$ci
procesu roznicowania, wytwarzane sg odpowiednie
proporcje poszczegdlnych klas komorek. Badacze ci
zauwazyli takze, ze wielkos$¢ siatkowki jest determi-
nowana niezaleznie od ,,sktadu” komoérkowego [2, 7].
Innym pytaniem nurtujagcym badaczy bylo, jakie
mechanizmy determinujg ostateczny ksztatt komo-
rek nerwowych i topografi¢ tworzonych przez nie
polaczen. Mechanizmem, ktory zostal najwczesniej
poznany i uznany za powszechny, jest przypadkowe
tworzenie, a nast¢pnie usuwanie nieprawidlowych
lub zbednych polaczen synaptycznych, a nawet ca-
lych rozgalezien dendrytéw czy aksonu (Ryc. 3B).
Rzeczywiscie, jeden z podtypow komorek zwojo-
wych wysuwa dendryty w sposob przypadkowy,
a nastepnie usuwa nieprawidlowe lub zbgdne dendry-
ty. Komorki zwojowe moga eliminowac w ten sposob
np. polaczenia z niektéorymi neuronami, tak by osta-
tecznie taczy¢ si¢ z tylko jednym podtypem komo-
rek bipolarnych. Niemniej badania przeprowadzone
w modelach Danio prggowanego wykazaty, ze nie
jest to mechanizm jedyny. Wykazano istnienie pod-
typow komorek zwojowych stopniowo i w sposob
zdeterminowany wysuwajacych dendryty w strong
partnera komorkowego [5]. Istnienie takiej strategii
potwierdzono p6zniej rOwniez u myszy.

Powstawanie synaps o odpowiednigj sile jest regu-
lowane podczas funkcjonowania sieci neuronalnych,
dlatego tez powstale w rozwoju zarodkowym od-
dzialywania sa udoskonalane, np. w momencie, gdy
otwieramy oczy po raz pierwszy. Ogoélnie przyjetym
mechanizmem lezgcym u podstaw wptywu aktywno-
$ci synaptycznej na ustalanie potagczen migdzy neuro-
nami jest ,,zasada wspolzawodnictwa”, ktéra opiera
si¢ na zatozeniu, Ze silniejsza synapsa jest utrwalana,
a slabsza jest eliminowana. Badajac siatkowke Da-
nio pregowanego udowodniono, zZe nie jest to zawsze
obowiazujaca regula. Badacze z Uniwersytetu Stanu
Waszyngton analizowali powstawanie synaps mig-
dzy komoérkami horyzontalnymi a czopkami w roz-
woju zarodkowym i ustalili, ze komorki horyzontalne
H3 preferuja potaczenia z czopkami wrazliwymi na
swiatto ultrafioletowe (UV) lub niebieskie, z tym ze
wigkszos¢ synaps komorek horyzontalnych H3 jest
tworzonych z czopkami UV. Kiedy zablokowano ak-
tywnos¢ czopkow UV, to w rozwoju zarodkowym po-
wstawato wigcej polaczen komorek horyzontalnych
H3 z czopkami wrazliwymi na $wiatto niebieskie, co
jest zgodne z ogolnie przyjeta ,,zasadg wspotzawod-
nictwa”. Natomiast blokowanie aktywnosci czopkdéw
wrazliwych na $wiatlo niebieskie nie mialo takiego
efektu na czopki UV [10]. Wynika z tego, ze aktyw-
no$¢ synaptyczna czopkow UV reguluje powstawa-
nie polaczen migdzy komorkami horyzontalnymi H3

-~
Rl

Ryc. 4. Przedstawienie wptywu aktywnos$ci synaptycznej na tworzenie
si¢ potaczen migdzykomorkowych na przyktadzie komorek horyzontal-
nych H3 i ich oddziatywan z czopkami wrazliwymi na §wiatto niebieskie
(schematyczne fotoreceptory z kolorem niebieskim) i UV (schematyczne
fotoreceptory z kolorem czarnym) w rozwoju siatkowki Danio pregowa-
nego. Rozwoj czopkow wrazliwych na $§wiatto niebieskie jest zalezny od
czopkow wrazliwych na $wiatto UV, a brak czopkéw UV powoduje, ze
czopki wrazliwe na $wiatlo niebieskie tworza wigcej potaczen synaptycz-
nych z komoérkami horyzontalnymi H3. Natomiast rozw6j czopkow UV
nie jest zalezny od czopkow wrazliwych na $wiatto niebieskie.
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a czopkami wrazliwymi na §wiatto niebieskie, nato-
miast nie na odwro6t (Ryc. 4). Jak wida¢ z powyzszych
przyktadow, przyzyciowe obrazowanie neuronow in
vivo, mozliwe dzigki postepowi mikroskopii i wyko-
rzystaniu Danio pregowanego, pozwala nam lepiej
poznaé repertuar strategii rozwojowych neurondow
w trakcie formowania prawidlowych sieci.

Czy siatkéwka Danio pregowanego moze stanowi¢
dobry model dysfunkcji sieci neuronalnych w cho-
robach neurorozwojowych?

Powstawanie prawidtowo funkcjonujacych sieci
neuronalnych nie zawsze konczy si¢ sukcesem, co
prowadzi do choréb neurorozwojowych. Ich najczgst-
szymi symptomami sg ograniczenie zdolno$ci moto-
rycznych, intelektualnych i socjalnych. Do tej grupy
chorob zaliczamy m.in. autyzm, niepetnosprawnosé¢
intelektualna, padaczke oraz schizofreni¢. Coraz
czesciej, dzigki tatwosci manipulacji genetycznych,
Danio pregowany jest wykorzystywany jako mo-
del do badania tych chorob. Dotychczas stworzono
rybie modele: mikro- i makrocefalii, zespolu tamli-
wego chromosomu X, stwardnienia guzowatego oraz
innych choréb spektrum autyzmu (np. zwigzanych
z mutacjami w genach SHANK, SYNGAPI1, KCTD13,
AUTS?2) [4, 9]. Wigkszos¢ tych ryb wykazuje powaz-
ne zaburzenia rozwoju ukladu nerwowego i, o ile
przezyja, rowniez zaburzenia zachowania. Jednak
dotychczas w bardzo nielicznych przypadkach stara-
no si¢ prowadzi¢ badania wielopoziomowe z wyko-
rzystaniem tych modeli. Nie zwracano tez specjalnie
uwagi na zaburzenia rozwoju siatkowki. Niemniej
istnieja przyktady badan nad siatkowka Danio pr¢go-
wanego majgce na celu odkrycie mechanizmow ko-
morkowych chordb neurorozwojowych.

Jeden z pierwszych przyktadow modelowania za-
burzen neurorozwojowych z wykorzystaniem siat-
kéwki Danio pregowanego stanowig badania nad
mikrocefalia (matoglowiem) przeprowadzone przez
wspomniang juz wczesniej grup¢ prof. Harrisa [6].
Mikrocefalia jest objawem klinicznym o bardzo
zroznicowanej etiologii, ktory jest definiowany jako
zmniejszenie rozmiardOw glowy, i czgsto wspotwy-
stepuje z uposledzeniem rozwojowym. Zespot prof.
Harrisa zajal si¢ badaniem mechanizméw komor-
kowych odpowiadajacych za znaczne zmniejszenie
rozmiard6w mézgu w matoglowiu pierwotnym, uwa-
runkowanym autosomalnie recesywnie (MCPH, ang.
autosomal recessive primary microcephaly), powo-
dowanym przez mutacje w takich genach jak STIL,
ASPM czy WDR62. Badacze wytworzyli modelowe
ryby pozbawione tych genow lub o ich obnizonej
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ekspresji. Ryby te mialy wyraznie mniejsze mozgi
oraz oczy. W dalszych badaniach skupiono si¢ na
przyzyciowej obserwacji progenitorow neuralnych
w siatkdbwce rozwijajacego si¢ Danio pregowanego,
co pozwolito wykaza¢, iz prawdopodobna przyczyna
MCPH jest bardzo znaczace wydtuzenie lub wrecz
zablokowanie na bardzo wczesnym etapie podzia-
6w komorek progenitorowych. W potaczeniu z ich
zwigkszong $miercig skutkowalo to obnizong liczba
komorek siatkowki (i prawdopodobnie rowniez mo-
zgu). Jest to bardzo ciekawa konkluzja, wskazujaca,
iz w przypadku MCPH pierwotna przyczyna choroby
moze mie¢ charakter mieszany, tzn. niewystarczajace
wytwarzanie neuronow i zwickszong $mier¢ komo-
rek prekursorowych.

Podczas gdy prace zespotu prof. Harrisa koncen-
trowaty si¢ na badaniu problemoéw towarzyszacych
chorobom neurorozwojowym na najwczesniejszych
etapach formowania uktadu nerwowego, w naszej
pracowni staramy si¢ wykorzysta¢ siatkowke ryby
do badania zaburzen rozwoju sieci neuronalnej na
pozniejszych etapach (powstawanie aksonow, den-
drytow i synaps). Jako modelu uzywamy Danio pre-
gowanego pozbawionego genu 7sc¢2. Mutacje w tym
genie sg przyczyng stwardnienia guzowatego. Jest to
choroba wielonarzadowa, dotykajaca takze moézgu.
Do objawow neurologicznych tej choroby naleza epi-
lepsja, uposledzenie umystowe oraz zachowania ze
spektrum autyzmu. Coraz czesciej uwaza sie, iz jedna
z przyczyn tych zjawisk, obok formowania licznych
guzoéw mozgu, jest nieprawidlowe formowanie sieci
neuronalnych i réwnowagi pomi¢dzy pobudzaniem
1 hamowaniem aktywno$ci neuronow w tych sieciach.
Istotnie nasze wstepne badania wskazuja, iz ryby po-
zbawione 75c2 maja problemy z prawidlowym roz-
wojem warstw siatkowki oraz wykazuja zaburzenia
morfologii nerwu wzrokowego (jego zmniejszong
srednice). Co ciekawe, zmniejszona Srednice ner-
wu wzrokowego wykryto rowniez u pacjentow ze
stwardnieniem guzowatym. Pokazuje to, ze w przy-
padku tej choroby, cz¢s¢ ludzkich symptomow moze
by¢ odtworzona rzeczywiscie w modelu siatkowki
Danio prggowanego.

Podsumowanie, czyli po co nam kolejne nowe mo-
dele ludzkich chorob?

Danio prggowany stanowi atrakcyjny model do ba-
dan nad rozwojem osrodkowego uktadu nerwowego
u kregowcow, gdyz posiada duza homologi¢ gene-
tyczng oraz fizjologiczng w stosunku do cztowieka.
Prekursory uktadu nerwowego pojawiaja si¢ u Da-
nio juz 67 h po zaptodnieniu, natomiast pierwsze
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neurony po 24 h, co znacznie przyspiesza badania.
Natomiast przezroczysto$¢ zarodka bardzo ulatwia
obserwacje¢ losow komorek nerwowych — ich podzia-
ty, migracj¢ oraz roznicowanie. Ponadto geny, ktore
odpowiadaja za powstawanie neurondéw i kierowanie
aksonow w miejsca docelowe, sg analogiczne do tych
odpowiadajacych za podobne procesy w organizmach

Danio pregowanego jest brana pod uwage jako model
do badania zaburzen formowania sieci neuronalnych
w chorobach neurorozwojowych. Ponadto, ze wzgle-
du na podobienstwa zmian neuropatologicznych,
coraz dynamiczniej rozwija si¢ wykorzystanie Da-
nio pregowanego do poszukiwania nowych strategii
terapeutycznych.

ssakow. W zwiazku z tym coraz czgsciej siatkowka
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