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STRESZCZENIE

Choroby neurodegeneracyjne sa nastepstwem dysfunkcji réznych
populacji neuronéw i polaczen nerwowych w moézgu, prowadzacej do
postepujacych zaburzen ruchowych i poznawczych. Wieloletnia progresja,
zmiany wielkosci mozgu oraz zaburzone uczenie u dzieci objetych ryzykiem
choroby sugeruje, ze patogeneza molekularna moze byc¢ inicjowana nawet na
etapie rozwoju embrionalnego. Dobrym modelem do badania neurorozwojowych
aspektow  patogenezy = choréb neurodegeneracyjnych sa  choroby
poliglutaminowe (polyQ). Ich zdefiniowana etiologia polega na ekspansji
powtorzen CAG w okreslonych genach i produkcji toksycznych biatek
zawierajacych nadmiernie wydluzony cigg poliglutamin. Jednym 2z takich
schorzen jest choroba Huntingtona (HD), spowodowana mutacjg w 1. egzonie
genu HTT. Szczegélna forma HD jest jej mlodziencza postac (JOHD),
charakteryzujaca sie bardzo dlugimi ciggami powtorzen CAG w genie HTT.
Liczba 60 powtorzen CAG w genie HTT moze wskazywac na wystepowanie zmian
neurorozwojowych w HD.

Nadrzednym celem prowadzonych przeze mnie badan w ramach pracy
doktorskiej, byta identyfikacja molekularnych i komérkowych zaburzen rozwoju
mo6zgu w JOHD. Aby zrealizowac gléwny cel mojej pracy, sformulowalam cele
szczegolowe. Pierwszym 2z nich byla identyfikacja zaburzonych proceséw
neurorozwojowych w komoérkach JOHD jeszcze przed etapem rozwoju, na
poziomie linii komoérek macierzystych iPSC. Cel ten realizowalam z udziatem
metod wysokoprzepustowych oraz analiz bioinformatycznych. W kolejnym
waznym punkcie mojej pracy, zgromadzilam szereg dostepnych literaturowo
danych eksperymentalnych uzyskanych w badaniach wysokoprzepustowych
komoérek HD i innych chor6b polyQ. Wykorzystujac te dane, wykonalam liczne
analizy in silico identyfikujace potencjalne (neuro)rozwojowe procesy
molekularne zaburzone w HD, zaréwno na wielu etapach rozwoju jak i w
dorostym moézgu. Wykonane przeze mnie analizy in silico mialy rowniez na celu
identyfikacje wspolnego mianownika neurorozwojowego choréb polyQ. Kolejny
etap moich badan obejmowat wykorzystanie analizowanych wczesniej linii iPSC
do wygenerowania fuzyjnych organoidow mozgowych, ktore odzwierciedlaty
wczesny etap rozwoju mozgu. Ostatnim celem mojej pracy doktorskiej byto

zbadanie czy wybrane zaburzenia zidentyfikowane w fuzyjnych organoidach



mozgowych HD mozna zaobserwowacé w materiale biologicznym pochodzacym z
mysiego modelu HD (Hu128Q/21Q),

Moje analizy wynikow RNA-seq komoérek HD iPSC 71Q i 109Q wykazaly,
ze zmienione poziomy biatek i ekspresji wybranych genéw w tych komorkach
wplywaja potencjalnie na neuropatologie HD. Zidentyfikowalam geny zwiazane
z odpowiedzia na uszkodzenia DNA, uczestniczace w Sciezce sygnalowej pS3,
regulujace nabywanie polarnosci przez komorki oraz regulujace kaskade
sygnatowa TGFpB. Co istotne, w liniach 71Q, zidentyfikowalam szereg genow, o
zmienionej ekspresji, kodujacych czynniki transkrypcyjne i biatka histonowe,
ktorych podwyzszona ekspresja moze prowadzi¢ do przyspieszenia rozwoju
zarodka i wczesniejszego rozwoju uktadu nerwowego. W liniach 109Q, wykrytam
obnizona ekspresje genow zwigzanych z apoptoza, ktére sa bezposrednimi
interaktorami TP53 w komorce. Moze to sugerowac, ze mHTT wchodzi w
interakcje z biatkiem TPS53 i zaburza ekspresje i poziom wielu innych genéw i
biatek apoptotycznych. Prowadzi to do nadmiernej iloSci progenitorow i
potencjalnie zaburza roznicowanie do dojrzalych neuronéw. W badaniu
proteomicznym potwierdzilam zmieniony poziom biatek TP53 oraz ZFP30
(Switoniska et al., 2019). WczeSniejsze badania naszej grupy potwierdzily
obnizenie poziomu biatka TP53 w komorkach 109Q iPSC (Szlachcic et al., 2015,
2017). Opisane deregulacje swiadcza o tym, ze dysfunkcje obserwowane u osob
dorostych z HD mogga by¢ wynikiem wczesnych 1 skumulowanych
nieprawidlowosci rozwoju embrionalnego.

Wyniki poézniejszych poréwnawczych analiz bioinformatycznych,
podkreslily state zaburzenie procesow (neuro)rozwojowych w komérkach JOHD,
takich jak wieloetapowa morfogeneza zarodka, wzrost i wydluzanie neuronow
oraz transmisja synaptyczna. Moje analizy wyodrebnily zmiany w genach
zaangazowanych w procesy tworzenia neuronéw, synaptogeneze oraz tworzenie
macierzy zewnatrzkomorkowej, w modelach mysich niektorych choréb polyQ.
Wskazuje to na neurorozwojowe podobienstwa tej grupy schorzen (Switoriska-
Kurkowska et al., 2021).

Kolejny etap embrionalnego rozwoju moézgu HD badalam na poziomie
wczesnych komoérek nerwowych. Utworzylam organoidy kory mézgowej (tzw.
dorsal) i prazkowia (tzw. ventral) i polaczylam je w organoidy fuzyjne,
zawierajace populacje komorkowe dwoch obszarow moézgu, najwazniejszych w
neuropatologii HD. Organoidy fuzyjne byly znaczaco wieksze od pojedynczych

organoidow dorsal i ventral, co moglo Swiadczy¢ o wzajemnych i waznych



interakcjach tych dwéch obszarow mozgu i pozwolilo na badanie populacji
komorkowych dotychczas nieobserwowanych w klasycznych systemach
organoidowych. Podobnie jak w czasie neurogenezy, organoidy fuzyjne zawieraty
markery neuronalnych komoérek macierzystych oraz dojrzalych neuronow.
Wykrylam roéwniez zmiany w poziomach mRNA markeréow wybranych
subpopulacji progenitorow, neuronéw hamujacych i pobudzajacych oraz
komorek glejowych. Najbardziej deregulowanym genem, o podwyzszonej
ekspresji we wszystkich organoidach JOHD byt gen TTR, marker splotu
naczyniowkowego odpowiedzialnego za produkcje plynu moézgowo-rdzeniowego
w moézgu. W kontekscie neuropatogenezy HD byl to wynik szczegodlnie wazny,
poniewaz komory mozgu sg obszarem istotnie powiekszonym u osoéb chorych.
We wczesniejszych badaniach, bialko TTR zostalo zidentyfikowane w plynie
mozgowo-rdzeniowym U pacjentow  objawowych, jak i u o0soéb
presymptomatycznych HD. W moich badaniach, podwyzszony poziom biatka
TTR potwierdzilam zarowno w organoidach JOHD, jak i w osoczu krwi myszy
YAC128Q, Dlatego, uzyskane przeze mnie wyniki, Swiadcza o tym, ze zarowno
podwyzszona ekspresja mRNA genu TTR w organoidach jak i zwigkszony poziom
bialka TTR moga by¢ biomarkerami JOHD. Ponadto, wygenerowalam tzw.
organoidy mozaikowe, powstate na drodze fuzji organoidéw dorsal lub ventral
JOHD 71Q 2z organoidami dorsal lub ventral 21Q. Zidentyfikowalam
zmniejszony poziom biatka TTR w organoidach mozaikowych w poréwnaniu do
organoidéw JOHD 71Q. Swiadczy to o tym, ze model ten moze potencjalnie
shuzy¢ do badan wplywu zwiekszonej iloSci niezmutowanego biatka HTT w
okreslonych regionach rozwijajacego sie przodomoézgowia na przebieg
neuropatogenezy HD.

Podsumowujac, wykryte przeze mnie zmiany w danych RNA-seq
wskazuja na konkretne procesy (neuro)jrozwoju obecne juz w komérkach
niezroznicowanych. Opracowatam system organoidowy do obserwacji
patogenezy HD. Zidentyfikowalam zmiany molekularne i komérkowe na etapach
pluripotencji i rozwoju moézgu HD. Wskazatam na szczego6lne populacje komorek
nerwowych i ich markeréow zmienionych w HD oraz zdefiniowalam marker TTR,
ktorego podwyzszony poziom zidentyfikowalam zarowno na poziomie mRNA jak
i na poziomie biatka. Swiadczy to o tym, ze moze by¢é on markerem

wystepowania i ciezkosci HD.



ABSTRACT

Neurodegenerative diseases are the consequence of dysfunction of
various populations of neurons and neural connections in the brain, leading to
progressive motor and mental disorders. Long-term progression, changes in
brain size and impaired learning in children at risk of the disease, suggest that
molecular pathogenesis can be initiated even at the stage of embryonic
development. A good model for studying the neurodevelopmental aspects of the
pathogenesis of neurodegenerative diseases are polyglutamine diseases (polyQ).
Their defined etiology is the expansion of CAG repeats in specific genes and the
production of toxic proteins containing an excessively extended polyglutamine
tract. One of these diseases is Huntington's disease (HD), caused by a mutation
in the 1st exon of the HTT gene. A special form of HD is its juvenile form (JOHD),
characterized by very long sequences of CAG repeats in the HTT gene. The
number of 60 CAG repeats in the HTT gene may indicate the presence of
neurodevelopmental changes in HD.

The primary goal of my research, as part of my doctoral thesis, was to
identify molecular and cellular brain development disorders in JOHD. In order
to achieve that, I formulated specific objectives. The first of them was the
identification of disturbed neurodevelopmental processes in JOHD cells, even
before the stage of differentiation and development, at the level of the iPSC lines.
I pursued this goal with the use of high-throughput methods and bioinformatics
analyses. In another important point of my work, I collected a number of
available experimental data obtained in high-throughput studies of HD cells and
other polyQ diseases. Using these data, I performed numerous in silico analyzes
identifying potential (neuro)developmental molecular processes disrupted in
HD, at multiple stages of development, and in the adult brain. In addition, in
silico analyses aimed to identify the common neurodevelopmental components
of polyQ diseases. The next stage of my research involved the use of previously
analyzed iPSC lines to generate fused brain organoids that reflected the early
stage of brain development. The final goal of my PhD thesis, was to investigate
whether selected disorders identified in fused brain organoids of HD can be
observed in the biological material obtained from HD mouse model (Hu!28Q/21Q).

My analyzes of the RNA-seq results of the HD iPSC 71Q and 109Q cells
showed that the altered genes and proteins in these cells potentially contribute

to HD neuropathology. I identified genes related to the DNA damage response,



involved in the p53 signaling pathway, regulating the acquisition of polarity by
cells and regulating the TGFp signaling cascade. Importantly, in the 71Q lines,
I identified a number of genes encoding transcription factors and histones, the
increased expression of which may lead to accelerated embryo development and
earlier development of the nervous system. In the 109Q lines, I detected reduced
expression of apoptosis-related genes that are direct interactors of TP53 in the
cell. This may suggest that mHTT interacts with the TP53 protein and disrupts
the expression and level of many other genes and apoptotic proteins. This leads
to an excess of progenitors and potentially impairs differentiation into mature
neurons. In the proteomics study, I confirmed the altered level of TP53 and
ZFP30 proteins (Switoriska et al., 2019). Earlier studies of our group confirmed
a decrease in the level of TP53 protein in 109Q iPSC cells (Szlachcic et al., 2015,
2017). The described deregulations indicate that the dysfunctions observed in
adults with HD may be the result of early and cumulative abnormalities of
embryonic development.

The results of subsequent comparative bioinformatics analyze
highlighted the constant disruption of (neuro)developmental processes in JOHD
cells, such as multi-stage embryo morphogenesis, neuronal growth and
elongation, and synaptic transmission. My analyses have identified changes in
genes involved in neuron formation, synaptogenesis and extracellular matrix
formation in mouse models of some polyQ diseases. This indicates the
neurodevelopmental similarities of this group of diseases (Switonska-
Kurkowska et al., 2021).

[ examined the next embryonic stage of HD brain development at the level
of early nerve cells. I created organoids of the cerebral cortex (dorsal) and
striatum (ventral) and combined them into fused organoids containing the cell
populations of the two brain regions most important in the neuropathology of
HD. The fused organoids were significantly larger than the single dorsal and
ventral organoids, suggesting important interactions between the two brain
regions, and allowing the study of cell populations previously unobserved in
classical organoid systems. As in neurogenesis, the fused organoids contained
markers for neural stem cells and mature neurons. I also detected changes in
mRNA levels of markers of selected subpopulations of progenitors, inhibitory
and excitatory neurons, and glial cells. The most interesting of the deregulated
genes, with increased expression in all JOHD organoids, was TTR, a marker of

the choroid plexus in the brain responsible for the production of cerebrospinal
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fluid. In the context of the neuropathogenesis of HD, this result was particularly
important, because the ventricles of the brain are an area significantly enlarged
in patients. Previously, the TTR protein had been identified in the cerebrospinal
fluid of both symptomatic and presymptomatic HD patients. In my studies,
increased levels of TTR protein were confirmed both in JOHD organoids and in
the plasma of YAC128Q mice. Therefore, my results indicate that both increased
TTR gene mRNA expression in organoids and increased TTR protein levels may
be biomarkers of JOHD. Moreover, I generated the so-called mosaic organoids,
created by fusion of JOHD 71Q dorsal or ventral organoids with control 21Q
dorsal or ventral organoids. I identified reduced levels of TTR protein in mosaic
organoids compared to JOHD 71Q organoids. This indicates that this model can
potentially be used to study the impact of increased amounts of non-mutated
HTT protein in specific regions of the developing forebrain on the course of HD
neuropathogenesis.

In summary, the changes I detected in the RNA-seq data point to specific
(neuro)developmental processes already present in undifferentiated cells. I
developed an organoid system to observe the early pathogenesis of HD. I
identified molecular and cellular changes in the stages of pluripotency and HD
brain development. I identified specific populations of nerve cells and their
markers altered in HD. Among them, I defined the increased levels of TTR mRNA

and protein as markers of the occurrence and severity of HD.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Skrot
AD
AOHD

ASD

BCSFB

bFGF

cDNA
CGE

ChP
CPN

CSF
CycA
DA

DE
DRPLA

EGF
ESC
FAP

GABA
GE

HD
HTT/HTT
iPSC

IWP2

Okreslenie
(ang. Alzheimer’s disease) choroba Alzheimera

(ang. adult-onset Huntington’s disease) postac dorosta choroby
Huntingtona

(ang. autism spectrum disorder) zaburzenia ze spektrum
autyzmu

(ang. blood-cerebrospinal fluid barrier) bariera krew-plyn
mozgowo-rdzeniowy

(ang. basic fibroblast growth factor) podstawowy czynnik
wzrostu fibroblastow

(ang. complementary DNA) komplementarny DNA

(ang. caudal ganglionic eminence) doogonowe wyniostosci
ZWojowe

(ang. choroid plexus) splot naczyniowkowy

(ang. cortical pyramidal neurons) neurony piramidowe kory
mozgowe]j

(ang. cerebrospinal fluid) plyn moézgowo-rdzeniowy
(ang. cyclopamine A) inhibitor $ciezki sygnatowej SHH
(ang. dopamine) dopamina

(ang. differential expression) roznicowa ekspresja

(ang. dentatorubral-pallidoluysian atrophy) zanik zebowo-
pallidoluzyjski

(ang. epidermal growth factor) naskérkowy czynnik wzrostu
(ang. embryonic stem cells) embrionalne komoérki macierzyste

(ang. familial amyloid polyneuropathy) rodzinna polineuropatia
amyloidowa

(ang. gamma-aminobutyric acid) kwas gamma-aminomastowy
(ang. ganglionic eminences) wyniostosci zwojowe

(ang. Huntington’s disease) choroba Huntingtona

(ang. huntingtin) huntingtyna

(ang. induced-pluripotent stem cells) indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste

(ang. Wnt/beta-catenin inhibitor) inhibitor Sciezki sygnatowe;j
Wnt
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JOHD

LGE
MGE

mHTT/ mHtt
MRI

mRNA

MS

MSN

NEC

NPC
NSC
PD
qPCR

RGC
RNA
RNA-seq
SAG
SBMA

SCA
scRNA-seq

SVZ
TTR
vz

(ang. juvenile-onset Huntington’s disease) posta¢ mlodziencza
choroby Huntingtona

(ang. lateral ganglionic eminence) boczne wyniostosci zwojowe

(ang. medial ganglionic eminence) przysrodkowe wyniostosci

ZWojowe
(ang. mutant huntingtin) zmutowana huntingtyna
(ang. Magnetic Resonanse Imaging) rezonans magnetyczny
(ang. messenger RNA) matrycowy RNA
(ang. mass spectrometry) spektrometria mas
(ang. medium spiny neurons) Srednie neurony kolczaste

(ang. neuroepithelial cells) komorki nablonka nerwowego
(komorki neuroepitalialne)

(ang. neural precursor cells) neuronalne komorki prekursorowe
(ang. neural stem cells) neuronalne komorki macierzyste
(ang. Parkinson’s disease) choroba Parkinsona

(ang. quantitative polymerase chain reaction) ilosciowa
lanncuchowa reakcja polimerazy

(ang. radial glial cells) promieniste komorki glejowe

(ang. ribonucleic acid) kwas rybonukleinowy

(ang. RNA sequencing) sekwencjonowanie RNA

(ang. smoothened agonist) aktywator Sciezki sygnatowej SHH

(ang. spino-bulbar muscular atrophy) rdzeniowy zanik miesni
opuszkowych

(ang. spinocerebellar ataxia) ataksja rdzeniowo-mo6zdzkowa

(ang. single-cell RNA sequencing) sekwencjonowanie RNA
pojedynczych komorek

(ang. subventricular zone) strefa podkomorowa
(ang. transtyrethin) transtyretyna

(ang. ventricular zone) strefa komorowa
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1. WPROWADZENIE

1.1. Choroba Huntingtona (HD)

Choroba Huntingtona (HD) jest rzadka, postepujaca choroba
neurodegeneracyjna dziedziczong w sposob autosomalny dominujacy.
Spowodowana jest ekspansja powtorzen -cytozyna-adenina-guanina
(CAG) w egzonie 1. genu huntingtyny (HTT), skutkujaca wydtuzeniem sie
ciggu poliglutaminowego w biatku HTT (MacDonald et al., 1993). Jest to
choroba nieuleczalna, ktorej objawy charakteryzuja sie postepujaca
dysfunkcja ruchowa, oraz pogorszeniem funkcji poznawczych i
zaburzeniami psychicznymi, ktore prowadza do demencji (Palaiogeorgou
et al., 2023). Najczesciej, HD przyjmuje posta¢ dorosta i zaczyna sie
objawiac klinicznie pomiedzy trzecig a pigta dekada zZycia (ang. adult-
onset HD, AOHD). Jednak pierwsze, subtelne objawy u pacjentéw moga
pojawic sie lata, a nawet dekady przed postawieniem diagnozy. Objawy
HD stopniowo ulegaja pogorszeniu w ciagu 10-20 lat, prowadzac do
Smierci. HD rozwija sie¢ u wszystkich osob, ktére maja ponad 39
powtorzen CAG w genie HTT, natomiast ryzyko rozwoju choroby istnieje

u osob posiadajacych juz 36 takich powtorzen (Capiluppi et al., 2020).
1.1.1. Epidemiologia

Choroba Huntingtona jest choroba rzadka, jej czestosc
wystepowania to 10-14 przypadkow na 100 tysiecy osob w populacjach
zachodnich (McColgan and Tabrizi, 2018). Japonia, Tajwan i Hong Kong
charakteryzuja sie¢ znacznie nizsza zachorowalnoscia, siegajaca 1-7
przypadkow na milion osob. W Afryce Poludniowej nizsza zachorowalnosc¢
obserwuje sie u osob czarnoskorych. Roznica w czestosci wystepowania
HD pomiedzy grupami etnicznymi zwiazana jest 2z roznicami
genetycznymi w samym genie HTT. Populacje obarczone wyzsza
zachorowalnoscia maja Srednio dluzszy ciag powtorzen CAG.
Przykladowo, Europejczycy maja Srednio 18-19 powtorzen, natomiast u

ludzi pochodzenia azjatyckiego ilos¢ powtorzen CAG to przewaznie 16-17
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(Bates et al., 2015). Badania wykazaly rowniez, ze istnieja zmiennosci
genetyczne w obrebie mutacji w genie HTT, wynikajace z faktu, ze kodon
CAA koduyje takze aminokwas glutamine (Wright et al., 2020). Badania te
potwierdzily, ze warianty sekwencji DNA dotyczace zmian w sekwencji
kodujacej glutamine, lecz nie wplywajacej na dlugos¢ ciagu
poliglutaminowego w bialku, zwiazane sg z istotnymi zmianami wieku, w
ktorym pojawiaja sie objawy HD. Jest to SciSle zalezne od genow
regulatorowych dla szlakéw odpowiedzi na wuszkodzenia DNA w
komorkach HD, bezposrednio oddzialujacych z powtorzeniami CAG-CAA,

wplywajac tym samym na czas pojawienia sie objawow choroby.

Nie ma szczegotlowych danych dotyczacych zachorowalnosci na HD
w Polsce, natomiast szacuje sie, ze czestoS¢ wystepowania to okoto 6

przypadkow na 100 tysiecy osob.

1.1.2. Mlodzieficza postaé¢ choroby Huntingtona (JOHD)

Objawy HD nasilaja sie w przypadku bardzo duzej liczby powtorzen
w genie HTT. 60 lub wiecej powtorzen CAG (Liu et al., 2023), moze
skutkowac poczatkiem choroby wystepujacym przed 21. rokiem zycia (ok.
5% przypadkow HD), co nazywamy milodzienczym typem HD (ang.
juvenile-onset Huntington’s disease, JOHD) (Lesinskiené et al., 2020;
Bakels et al., 2022). Chociaz pacjenci z JOHD maja tg sama podstawowa
triade objawow poznawczych, behawioralnych i motorycznych, istnieja
jednak unikalne cechy kliniczne, ktore wyrdzniaja te postac choroby.
Konkretnie, pacjenci z JOHD mierza sie z mniejszg iloscia ruchow
plasawiczych, lecz charakteryzuje ich wyrazna sztywnosc¢ i bradykinezja
(Schultz et al., 2023). Do innych powszechnych symptomoéw nalezg
ataksja, powazne zaburzenia psychiczne, padaczka, parkinsonizm,
demencja, dysfagia i dystonia (Thakor et al., 2021). Napady padaczkowe
sq glownag zauwazalng roznica w obrazie klinicznym miedzy JOHD a
AOHD, w ktorej czestosc ich wystepowania jest porownywalna z ryzykiem
populacyjnym (Bakels et al., 2022). Ponadto, zaburzenia snu, bol i
swedzenie ciala sg wyraznie czesciej zauwazalne w przypadkach postaci

mlodzienczej (Moser et al., 2017). Inne doniesienia literaturowe opisuja
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czeste trudnosci z mowa jako wczesne objawy osob z JOHD, zanim
pojawia sie problemy motoryczne (Yoon et al., 2006; Sakazume et al.,
2009). Zaburzenia behawioralne, takie jak agresja, drazliwos¢ i
nadpobudliwosc, ktore sa czesto zgtaszanymi objawami zaburzen rozwoju
mozgu, rowniez odnotowano w przypadku oséb z JOHD (Yoon et al.,
2006). Posta¢ mtodziencza HD charakteryzuje rowniez istotnie szybszy
postep choroby, prowadzacy do wczesniejszej Smierci (Fusilli et al., 2018).
Utrate masy ciala obserwuje si¢ w obu postaciach choroby, jednak jej
nasilenie koreluje ze wzrostem dlugosci powtorzen CAG, a zatem jest to
cecha bardziej widoczna u pacjentow z JOHD (Tereshchenko et al., 2015).
JOHD jest definiowana liczba powtorzen CAG powyzej 60 (Moeller et al.,
2021), natomiast wyroznia sie w jej grupie rowniez postac¢ niemowleca
(tzw. postac ,ultra-juvenile”), ktora wiaze sie z liczba powtorzen CAG
powyzej 90 (Fusilli et al., 2018; Stout, 2018). W takich przypadkach,
poczatek objawow wystepuje zazwyczaj juz przed 10. rokiem zycia.
Jednym z najmlodszych i najciezszych dotychczas opisanych przypadkow
niemowlecej postaci HD bytla dziewczynka, ktora jedynie do 18. miesigca
zycia rozwijala sie prawidlowo, natomiast, w wieku 3,5 lat,
zidentyfikowano u niej wyrazny zanik mozdzku. U pacjentki
zdiagnozowano 265 powtorzen CAG na zmutowanym allelu genu HTT i

14 powtorzen na drugim allelu (Milunsky et al., 2003).

1.1.3. Patogeneza molekularna i zmiany makroskopowe w
mozgu HD

W HD, mutacja ekspansji CAG jest zlokalizowana w genie huntingtyny
(HTT), ktory ma kluczowe znaczenie dla rozwoju neuronow (Saudou and
Humbert, 2016; Wiatr et al., 2018). Zmutowana huntingtyna (mHTT)
powoduje dysfunkcje 1 obumieranie neurondéw poprzez szereg
mechanizmow molekularnych. Obejmuja one bezposredni wplyw
zmutowanego fragmentu egzonu 1 mHTT, sklonnos¢ zmutowanego biatka
mHTT do tworzenia nieprawidlowych agregatow oraz jego wplyw na

proteostaze komorkowa, transport aksonalny, transkrypcje, translacje
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oraz funkcje mitochondriow i synaps (Ross and Tabrizi, 2011; Bates et

al., 2015).

Patologia makroskopowa wszystkich postaci HD dotyczy glownie
osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) i obejmuje przede wszystkim
Smieré¢ komorek neuronéw prazkowia (Tereshchenko et al., 2019). Do
najbardziej zmienionych obszarow prazkowia naleza jadro ogoniaste i
skorupa. Srednie neurony kolczaste prazkowia (ang. medium spiny
neurons, MSN), bedace neuronami GABA-ergicznymi i stanowiace okotlo
95% komorek tego rejonu mozgu, sa jedna z pierwszych populacji
komorkowych ulegajacych degeneracji w HD (Monk et al.,, 2021). Na
poczatku choroby nastepuje uszkodzenie komoérek MSN drogi posredniej,
co skutkuje charakterystycznymi dla HD ruchami plasawiczymi (Barry et
al., 2018). Kolejno, nastepuje atrofia kory mozgowej i podkorowej istoty
bialej (Jimenez-Sanchez et al., 2017). Badania wskazuja, ze juz u
pacjentow presymptomatycznych, neurony piramidowe lezace w korze
mozgowej (ang. cortical pyramidal neurons, CPN) i przesylajace sygnaly
do prazkowia, jak i neurony prazkowia przesylajace sygnaly do istoty
czarnej, wykazuja istotng degeneracje (Schulte and Littleton, 2011).
Nastepnie, dochodzi do utraty neuronéow wzgorza i podwzgorza, a
ostatecznie neuronow pozostalych obszarow moézgu (Tabrizi et al., 2022).
Pacjentow z HD charakteryzuje uogodlniony spadek objetosci mozgu,
wystepujacy u czesSci osOb jeszcze przed pojawieniem sie objawow
(Kinnunen et al., 2021). Analiza poSmiertna tkanek moézgowych
pochodzacych od pacjentow, wykazala najwiekszy zanik neuronow w
obrebie skorupy i jadra ogoniastego oraz dodatkowo zanik kory mézgowej
i istoty bialej kresomozgowia, w porownaniu do moézgow osob zdrowych
w tym samym wieku (Roussakis et al., 2023). Cialo migdalowate,
hipokamp i pien moézgu sa nieco powieckszone u pacjentow z HD
(Hedjoudje et al., 2018). W przypadku postaci mitodzienczej, dane
pochodzace z rezonansu magnetycznego (ang. Magnetic Resonanse
Imaging, MRI) pacjentow wskazuja rowniez na atrofie mozdzku. Znaczaca

roznica miedzy dorostymi, a dziecmi z HD jest widoczna rowniez w korze
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mozgowej. Wyniki badan histopatologicznych (Latimer et al., 2017)
wykazaly, tagodna do umiarkowanej, utrate neuronoéw tego obszaru w
tkance mozgowej pacjentow z poczatkiem choroby w wieku dorostym,
podczas gdy u oséb z JOHD kora czesto pozostaje niezmieniona. W obu
postaciach choroby, wewnatrzjadrowe i cytoplazmatyczne inkluzje
neuronalne HTT-dodatnie mozna znalez¢ zaro6wno w korze moézgowej jak

i prazkowiu.

1.2. Choroba Huntingtona, a wczesny rozwoj mozgu

1.2.1. Neurogeneza embrionalna czlowieka

Rozwdj moézgu obejmuje wszystkie podstawowe procesy
komorkowe, takie jak podzial, roznicowanie, migracja i apoptoza oraz
dojrzewanie neuronoéw i ich polaczen w procesach wzrostu aksonow i
tworzenia synaps. Dzieki tym procesom, nastepuje ksztaltowanie sie
warstw neuronalnych i zlozonych polaczen neuronalnych miedzy
strukturami moézgu. Regulacja tych procesow odbywa sie na drodze

wewnatrz i zewnatrzkomorkowych, molekularnych szlakow sygnatowych.

Podczas tworzenia sie cewy nerwowej w zarodku (tzw. neurulacji),
komorki nabtonka nerwowego (ang. neuroepithelial cells, NEC) wykonuja
symetryczne podzialy komorkowe. Ten etap podstawowej proliferacji
prowadzi do powstania komorek progenitorowych roznych regionow
mozgu (Casas Gimeno and Paridaen, 2022). Kluczowa role w procesie
neurogenezy odgrywaja dwie strefy proliferacyjne: strefa komorowa (ang.
ventricular zone, VZ), okalajaca komory boczne mozgu oraz strefa
podkomorowa (ang. subventricular zone, SVZ), lezaca nad strefa VZ. Obie
tworza cewe nerwowa i dajg poczatek komorkom neuronalnym kory
mozgowej oraz komorkom glejowym (Obernier and Alvarez-Buylla, 2019).
Neuralne komorki macierzyste (ang. neural stem cells, NSC),
zlokalizowane w VZ, daja poczatek wszystkim typom komoéorek OUN (Nian
and Hou, 2022). Komorki NSC w warstwie VZ dzielg si¢ symetrycznie i

asymetrycznie. Z podzialow symetrycznych powstaja kolejne komorki
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NSC, natomiast 2z podzialow asymetrycznych powstaja komorki
progenitorowe konkretnych typow neuronow, tworzace warstwe SVZ i
ulegajace dalszej proliferacji lub roznicowaniu (Nian and Hou, 2022). SVZ
funkcjonuje jako strefa realizujaca =zlozony program molekularny
sterujacy proliferacja, migracja i dojrzewaniem neuronow, co prowadzi do
formowania kolejnych, goérnych warstw kory mozgowej. Pewne
subpopulacje komoérek NEC w strefie VZ przeksztalcaja sie w promieniste
komorki glejowe (ang. radial glial cells, RGC). Roézne subpopulacje
komorek RGC prezentuja pewne wtasciwosci embrionalnych komorek
NSC i daja poczatek zaréwno neuronom, jak i populacjom komoérek
glejowych. Z podzialu asymetrycznego, RGCs potrafia tworzy¢ jeden
neuron lub progenitor neuronalny. Ciata tych komorek zlokalizowane sg
w strefie VZ, a ich dlugie neuryty wydluzaja sie w kierunku wewnetrznej
i zewnetrznej warstwy SVZ (Nelles and Hazrati, 2022). Wykazano, Ze ciala
komorek RGC posiadaja szczegolng wlasciwoS¢ przemieszczania sie
wzdhuz swoich neurytow, ktore niejako stanowia rusztowanie w tym
procesie. Owo przemieszczanie sie umozliwia migracje neuronow i
podzialy komorkowe w Scisle okreslonych miejscach kory moézgowej oraz
tworzenie sie kolejnych populacji komoérek (Nadarajah et al., 2001). W
kolejnych etapach rozwoju embrionalnego mozgu, tworza sie kolejne
warstwy kory mozgowej, a komorki progenitorowe staja sie coraz bardziej
ograniczone pod wzgledem typow komorek, do ktérych moga réznicowac.
W tym procesie dojrzewania komoérkowego, komorki nerwowe zaczynaja
wydtuzac¢ dendryty i aksony, tworzac potaczenia z innymi komoérkami i
stajac sie integralna czescia sieci komunikacyjnej mozgu (Gibb and Kolb,
2018). W prenatalnej fazie zycia, dalszy rozwdéj mozgu zaczyna byc
rowniez zalezny od procesow degeneracyjnych, takich jak programowana
Smier¢ komorki, czyli apoptoza (Chan et al., 2002). Bardzo wazna role w
neurogenezie odgrywaja kaskady sygnatowe, dzieki ktorym mozliwa jest
organizacja pozostatych struktur mozgu. Geny PAX6 i EMX2, ulegaja
ekspresji w komorkach NEC cewy nerwowej w zarodku. Ekspresja tych
genow ma charakter gradientu: PAX6 ulega silniejszej ekspresji w

przednich obszarach moézgowia, natomiast EMX2 dominuje w regionach
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tylnych mozgu. Taki gradient ekspresji peini role pierwotnego wzorca dla
komorek NEC, z ktorych powstaja progenitory neuronéow kolejnych
regionow mozgu. W zaleznosci od poziomu ekspresji PAX6 i EMX2,
dzielace sie komorki NEC daja poczatek roznym strukturom:
przodomozgowiu, srodmozgowiu i tylomozgowiu (Stiles and Jernigan,
2010; Ypsilanti et al., 2021). Ten skomplikowany proces morfogenezy,
kluczowy dla prawidlowej regionalizacji i specjalizacji okreslonych
struktur mozgu, regulowany jest przez rozne mechanizmy sygnalowe

szlakow TGFp, BMP4, Wnt i FGF (Haremaki et al., 2019).

Na pozniejszym etapie embriogenezy, po zakonczeniu tworzenia sie
neuronow, komorki RGC proliferuja, aby wytworzy¢ oligodendrocyty i
astrocyty (Yang et al., 2022). Pod koniec rozwoju embrionalnego, komorki
RGC zaczynaja produkowac¢ NSCs wykorzystywane do neurogenezy
doroslego juz organizmu. Wczesne etapy neurulacji u czlowieka, mozna
odtworzy¢ w warunkach in vitro za pomoca samoorganizujacych sie
struktur zwanych neuruloidami. Zawieraja one populacje komorek
obecne na etapie zamykania si¢ cewy nerwowej w rozwoju embrionalnym

cztowieka (dni 21-25 po zaplodnieniu) (Haremaki et al., 2019).

1.2.2. Komunikacja pomiedzy rozwijajaca sie kora mozgowa, a
prazkowiem

Zlozona i uporzadkowana sie¢ neuronowa ludzkiego moézgu sktada
sie glownie z pobudzajacych neuronow glutaminergicznych i hamujacych
interneuronow GABA-ergicznych (Zhang et al., 2017; Assous and Tepper,
2019). Interneurony, to grupa wysoce zroznicowanych neuronow o
roznych funkcjach biologicznych. Zaburzenie rownowagi pomiedzy
sygnalami pobudzajacymi i hamujacymi w mozgu, jest zwiazane z
wieloma zaburzeniami neurorozwojowymi i neuropsychiatrycznymi,
takimi jak zaburzenia ze spektrum autyzmu, czy schizofrenia (Dienel and
Lewis, 2019; Nomura, 2021). Podczas rozwoju mozgu niewiele
interneuronow powstaje i dziala w lokalnych regionach, podczas gdy

prawie cala reszta pochodzi z wyniostosci zwojowych (ang. ganglionic
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eminences, GE), przejsciowych struktur w fazie embrionalnej (Hansen et
al., 2013). GE, zlokalizowane miedzy wzgorzem, a jadrem ogoniastym,
daja poczatek interneuronom. GE mozna podzieli¢ na trzy podregiony, w
tym boczne (ang. lateral ganglionic eminence, LGE), przysrodkowe (ang.
medial ganglionic eminence, MGE) i doogonowe wyniostosci zwojowe (ang.
caudal ganglionic eminence, CGE) (Mi et al., 2018). Kazdy podregion
generuje czasowo i przestrzennie rézne interneurony, skierowane do
catego mozgu. MGE generuje gtownie komorki GABA-ergiczne migrujace
do kory mozgowej, prazkowia i gatki bladej, natomiast interneurony
pochodzace z LGE sa prekursorami neuronéw MSN i interneuronow
opuszki wechowej (Zhao et al., 2022). CGE wytwarza glownie
interneurony korowe (Peyre et al., 2015). Ekspresja genow, takich jak np.
NKX2.1, GSX2 i DLX2, oraz sieci regulacyjnych podczas rozwoju GE
przyczynia sie¢ do regionalnej roznorodnosci komorek oraz migracji

prekursorow neuronalnych.

Zmiany w przeplywie informacji z kory mozgowej do prazkowia
odgrywaja kluczowa role w powstawaniu i progresji HD. W dorostym
mozgu praktycznie wszystkie warstwy kory mozgowej maja zdolnosc
aktywowania neuronow prazkowia poprzez zorganizowany system
projekcji napedzany przez glutaminian. Ukltad korowo-prazkowiowy jest
Scisle regulowany przez dopamine (DA) oraz kwas gamma-aminomastowy
(GABA) (Rangel-Barajas and Rebec, 2016). Razem, DA i GABA zapewniaja
krytyczna  przeciwwage dla wzbudzenia neuronow prazkowia
indukowanych glutaminianem, co z kolei reguluje aktywnos¢ dalszych
szlakoéw biologicznych w jadrach podstawy. Co za tym idzie, regulacja
aktywacji neuronow prazkowia przez glutaminian, w ktorej posrednicza
DA i GABA, pozwala na odpowiednie reakcje motoryczne i poznawcze,
definiujace zdrowa funkcje jader podstawy. HD zaburza dzialanie
wszystkich trzech systemow transmisyjnych, tworzac wolno postepujacy

fenotyp motoryczny i poznawczy, ktory konczy sie Smiercia.
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1.2.3. Uklad komorowy moézgu i jego znaczenie w HD i w innych
chorobach neurologicznych

Uktad komorowy to zestaw czterech przestrzeni zlokalizowanych
wewnatrz mozgowia, ktory obejmuje 2 komory boczne (po 1 w kazdej
potkuli mozgowej), trzecia komore w miedzymozgowiu i czwarta komore
w tylomozgowiu (Shenoy and Lui, 2023). Wszystkie z nich wypelnione sa
plynem mozgowo-rdzeniowym (ang. cerebrospinal fluid, CSF). Plyn ten
uwalniany jest do przestrzeni podpajeczynowkowej, skad otacza caly
osrodkowy uklad nerwowy (Marques et al., 2017). Uklad komorowy
wysScielony jest wyspecjalizowanym rodzajem komorek glejowych,
zwanych komoérkami ependymalnymi. Tkanka znajdujaca sie¢ wewnatrz
komor, w ktorej produkowany jest CSF, jest splot naczyniowkowy (ang.
choroid plexus, ChP). Tworzy on bariere krew - plyn moézgowo-rdzeniowy
w mozgu (ang. blood-cerebrospinal fluid barrier, BCSFB). ChP wspomaga
utrzymanie homeostazy Srodowiska zewnatrzkomorkowego w mozgu,
usuwajac niepozadane substancje z pltynu CSF i pompujac wymagane
zwigzki, w tym niektore witaminy, hormony i peptydy, z krwi, do CSF i
nastepnie do mozgu (MacAulay et al.,, 2022). Ponadto, splot
naczyniowkowy bierze udzial w regulacji procesu neurogenezy (Silva-
Vargas et al., 2016) oraz zwiazanych z nia nieprawidlowosci (Fame and

Lehtinen, 2020).

Jednym 2z fenotypow HD, zaréwno postaci dorostej jak i
mlodzienczej, ktory pojawia sie znacznie szybciej niz objawy kliniczne,
jest powiekszona objetos¢ komoér bocznych w moézgu (Jahanshahi et al.,
2022). Jest to rowniez fenotyp charakterystyczny dla innych choréb
neurologicznych, w tym neurorozwojowych. Zaburzenia ze spektrum
autyzmu (ang. autism spectrum disorder, ASD) czesto wykazuja
powiekszenie komoér wraz z charakterystycznymi nieprawidtowosciami
splotu naczyniowkowego, a takze powstawanie torbieli pochodzenia
ependymalnego we wczesnym rozwoju mozgu (Movsas et al., 2013). Jedno
z badan klinicznych wykazato, ze objetos¢ ChP jest znaczaco wieksza u

pacjentow zmagajacych sie z psychoza (Lizano et al., 2019). Co wiecej,
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szereg badan udowodnil, ze choroba Alzheimera (AD) powigzana jest z
licznymi zmianami zaro6wno w morfologii jak i funkcji ChP, takimi jak
zaburzona aktywnosc¢ metaboliczna oraz ograniczone usuwanie toksyn

(Krzyzanowska and Carro, 2012; Marques et al., 2013).

1.2.3.1. Transtyretyna (TTR) i jej rola w neurodegeneracji
Komorki nabtonkowe splotu naczyniowkowego syntetyzuja bialko
transtyretyne (TTR), ktore pelni wiele funkcji biologicznych (Bezerra et al.,
2020). Podstawowg rola biatka TTR, ktorego obecnos$¢ stwierdza sie
rowniez w watrobie, siatkowce oka oraz osoczu, jest transport tyroksyny
i retinolu we krwi i plynie mozgowo-rdzeniowym (Alshehri et al., 2015;
Ueda, 2022). Ponadto, bialko TTR ma zdolnos¢ do pobudzania wzrostu
neurytow w warunkach in vitro, odgrywa kluczowa role w procesie
regeneracji nerwow oraz zapewnia dzialanie neuroprotekcyjne w
obwodowym i osrodkowym ukladzie nerwowym (Fleming et al., 2009;
Alshehri et al., 2015). Badania in vivo i in vitro wykazaly, ze brak biatka
TTR skutkuje spowolnieniem wzrostu neurytow w hipokampie (Gomes et
al., 2016). Odgrywa on rowniez istotng role w chorobach
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera oraz rodzinna
polineuropatia amyloidowa (ang. familial amyloid polyneuropathy, FAP)
(Igbal, 2018; I Oliveira da Silva et al., 2020). W AD, biatko TTR bierze
udzial w sekwestracji kluczowego dla neuropatologii tej choroby peptydu
B-amyloidu (AB) w mozgu, chroniac moézg przed neurotoksycznymi
blaszkami amyloidowymi (Igbal, 2018). W polineuropatii FAP, dochodzi
do odkltadania sie¢ w calym organizmie zlogow transtyretyny (I Oliveira da
Silva et al., 2020). Jedna z dostepnych metod leczenia FAP jest przeszczep
watroby, poniewaz hamuje to produkcje TTR. Ostatnio, biatko TTR
zostalo rowniez powigzane z HD (Caron et al., 2022). Wykazano istotny
zwiazek wybranych biatek obecnych w plynie CSF, w tym biatka TTR, z
kliniczna ocenag ciezkosci HD zaréwno u pacjentow objawowych, jak i u
osOb presymptomatycznych. Ponadto, biatko TTR znalazlo sie w

wielomarkerowym panelu biatek CSF, dzieki ktoremu mozna rozrozniac
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osoby we wczesnym stadium choroby, od presymptomatycznych nosicieli

mutacji w genie HTT (Caron et al., 2022).

1.2.4. Neurorozwojowe fenotypy HD

Biatko huntingtyna (HTT) obecne jest w calym organizmie, a jego
najwyzszy poziom obserwuje si¢ w mozgu i w jadrach. Obecne jest we
wszystkich komoérkach neuronalnych oraz glejowych mozgu (Schulte and
Littleton, 2011; Jansen et al., 2017). HTT kolokalizuje z wieloma
organellami komorkowymi, takimi jak jadro komoérkowe, retikulum
endoplazmatyczne, aparat Golgiego i endosomy. Brak bialtka HTT w
zarodku jest Smiertelny, prawdopodobnie z powodu istotnej funkcji HTT
w gastrulacji (Saudou and Humbert, 2016) i rozwoju uktadu nerwowego,
w tym szlakow korowo-prazkowiowych w mozgu (Reiner and Deng, 2018).
Ponadto, gen HTT bierze udzial w regulacji réznych procesow
biologicznych i szlakéw molekularnych zaburzonych w komoérkach HD,
takich jak apoptoza, transkrypcja, transdukcja sygnatu, transport za
posrednictwem pecherzykow, tworzenie cytoszkieletu i centrosomow oraz
aktywnos¢ mitochondriow (Saudou i Humberta, 2016). Podczas gdy
prawidlowa HTT zlokalizowana jest w calym organizmie i pelni funkcje
plejotropowe w dorostym mozgu, mHTT wydaje sie miec bardziej dziatanie
selektywne, poniewaz jej patogennosC¢ dotyczy glownie neuronow
prazkowia i kory mozgowej (Reiner and Deng, 2018). Nieprawidlowy
rozwoj mozgu zostat juz powigzany z utrata bialtka HTT i coraz wiecej
dowodow, uzyskanych na modelach iPSC, kulturach neuronalnych 2D,
jak i organoidach mozgowych, wskazuje na neurorozwojowy charakter
HD (HD iPSC Consortium, 2017; Wiatr et al., 2018). To co pozostaje nadal
slabo poznane to fakt, czy zwiekszona podatnos¢ neuronow prazkowia i
kory mozgowej na dzialanie mHTT jest spowodowana konkretnymi
procesami zachodzacymi w dorostym mozgu, czy tez jest wynikiem
nieprawidlowej neurogenezy, ktora prowadzi do neurodegeneracji w
pozniejszych latach zZycia. Doniesienia wskazujace na komponent
neurorozwojowy HD dotycza glownie trzech aspektow. Po pierwsze, HTT

oddziatuje z szeregiem czynnikow transkrypcyjnych zaangazowanych w
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neurogeneze (Ahmed et al., 2015; Fields et al., 2021). Bierze udziat w
tworzeniu epiblastu, a nastepnie rozet nerwowych i cewy nerwowej (Lo
Sardo et al., 2012; lennaco et al., 2022), a takze reguluje przezywalnosc
neuronow, dojrzewanie kory moézgowej i migracje interneuronow (Tong et
al., 2011; Nguyen et al., 2013). Po drugie, sugeruje sie, ze patologia HD
postepuje liniowo w czasie juz od urodzenia, a pomiar objetosci
wewnatrzczaszkowej reprezentujacej maksymalny wzrost mozgu
uzyskany podczas rozwoju wykazal zmiany u oséb z HD jeszcze przed
wystapieniem objawow klinicznych (Aylward et al., 2013; Estevez-Fraga
et al., 2023). Po trzecie, myszy typu knock-in mHtt wykazuja opozniona
organizacje cytoarchitektury prazkowia w rozwijajacym sie mozgu i
charakteryzuja sie obecnoscia duzej liczby niedojrzatych komoérek (Molero
et al., 2016). Ponadto, ekspresja mHtt obecna tylko w okresie od poczecia
do 21. dnia Zzycia, tworzy takie same profile neurodegeneracji, jakie
obserwuje sie u myszy z ekspresja mHtt trwajaca przez cale doroste zycie
(Molero et al.,, 2016). Co wiecej, wysokoprzepustowe analizy
transkryptomiczne przeprowadzone na kulturach neuronow, uzyskanych
dzieki réznicowaniu komorek iPSC pochodzacych od os6b z HD, wykryly
zmiany ekspresji genow zaangazowanych w rozw0j organizmu,
podkreslajac  m.in. obnizenie ekspresji kluczowego czynnika
neurogennego NeuroD1 (Ring et al., 2015; HD iPSC Consortium, 2017).
Co wiecej, neuruloidy wytworzone z komorek ESC pochodzacych od
pacjentow HD, wykazaly zaburzona neurogeneze, w tym nieprawidtowe
tworzenie sie rozet neuronalnych. Neuruloidy HD zawierajace 56
powtorzen CAG, wykazaly obniZzona ekspresje genow szlaku Wnt/PCP (na
przyktad WNTS5B i RSPO3, specyficznych dla nablonka nerwowego) oraz
genow RHOB i RAB5C w komorkach grzebienia nerwowego. Co wiecej,
zaobserwowano zmniejszong ekspresje genow (EVL, MID1, RHOQ i
TMEM47) zwiazanych z architektura cytoszkieletu i procesem skurczu
aktyny-miozyny, co sugeruje zaburzenia mechanizmu zaleznej od aktyny

organizacji tkankowej podczas neurulacji (Haremaki et al., 2019).
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1.3. Ludzkie modele badawcze HD

1.3.1. Komorki macierzyste oraz hodowle neuronalne 2D

Zmiany molekularne w HD rozpoczynaja sie¢ juz w komorkach,
ktore nie sa jeszcze zaangazowane w zadna linie rozwoju, takich jak
komorki macierzyste (Kaye and Finkbeiner, 2013). Rozwoj technologii
opartej na indukowanych pluripotencjalnych komoérkach macierzystych
(ang. induced-pluripotent stem cells, iPSC), zapewnilt szereg nowych
mozliwosci modelowania HD w warunkach in vitro. Programowanie
fibroblastow do komoérek iPSC zalezy od ekspresji okreslonych czynnikow
transkrypcyjnych, ktore wyciszaja geny biorace udzial w réznicowaniu
komorek, jednoczesnie promujac pluripotencje (Takahashi et al., 2007).
Podobnie jak ludzkie embrionalne komorki macierzyste (ang. embryonic
stem cells, ESC), iPSC moga samoodnawiac sie przez dlugi czas oraz
roznicowa¢ do prawie wszystkich linii komoérkowych, w tym do
okreslonych typow komoérek neuronalnych, tworzac kolejne wazne
modele HD. Komoérki iPSC moga by¢ generowane bezposrednio od
pacjentow HD, dzieki czemu tworza najbardziej precyzyjny genetycznie
model tej choroby (Kaye and Finkbeiner, 2013). Dotychczas, wiele grup
badawczych, w tym rowniez nasza, udokumentowalo szereg zmian
molekularnych w komoérkach iPSC pochodzacych od pacjentow z choroba
Huntingtona oraz w komoérkach neuronalnych uzyskanych na drodze
roznicowania komérek HD iPSC. Zmiany molekularne w liniach HD iPSC
obejmuja sygnalizacje MAPK, wzrost ekspresji SODI i spadek ekspresji
TP53 (Szlachcic et al.,, 2015) oraz liczne zmiany w Sciezkach
neurorozwojowych (Ring et al., 2015). W liniach komorek iPSC
pochodzacych od pacjentow z JOHD, obserwuje sie ekspresje genow
czgsteczek sygnalowych, PAX6 i EMX2, jak wczesSniej wspomniano
kluczowych dla prawidlowej neurogenezy, a komorki te wykazuja szereg
fenotypow molekularnych zwiazanych z aktywnoscia szlakow MAPK,
WNT i TP53 (Szlachcic et al., 2015, 2017; Switoriska et al., 2019).
Wysokoprzepustowe analizy transkryptomiczne neuronalnych komoérek

macierzystych wygenerowanych z HD iPSC, wykazaly zaburzenie szlakow
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komorkowych zwigzanych z sygnalizacja w neuronach GABA-ergicznych,
przewodnictwem w aksonach oraz transportem wapnia (HD iPSC
Consortium, 2012, 2017). Co wiecej, w jednym z badan stwierdzono, ze
okoto 30% genow o zmienionej ekspresji, wykrytych w analizie sekwencji
RNA w liniach HD iPSC, wplywa na szlaki regulujace rozwgj i dojrzewanie
neuronow (HD iPSC Consortium, 2017). Zidentyfikowane geny zwiazane
sq glownie 2z wczesnymi etapami roznicowania neuronow @w
embrionalnym rozwoju prazkowia. W hodowlach neuronow 2D
potwierdzono rowniez zaburzenia w tworzeniu rozet neuronalnych,

specyfikacji neuronéw, migracji i cytoarchitekturze (Mehta et al., 2018).

1.3.2. Organoidy mézgowe

Postep inzynierii tkankowej w ostatnich latach, znaczaco wspomogt
modelowanie choréb neurodegeneracyjnych poprzez generowanie
trojwymiarowych kompleksow komorkowych przypominajacych ludzka
tkanke mozgowa, zwanych organoidami moézgowymi. Organoidy mozgowe
uzyskiwane na drodze ro6znicowania ludzkich komorek iPSC mogag
skutecznie modelowa¢ rozwdj wybranych regionow mozgu czlowieka
(Benito-Kwiecinski and Lancaster, 2020). Ze wzgledu na to, ze organoidy
te skutecznie odzwierciedlaja cytoarchitekture 3D tkanki mozgowej,
moga one ujawnia¢ okreslone fenotypy chorobowe, ktore nie sa
obserwowane w kulturach komoérkowych 2D.

Po raz pierwszy, koncepcja tworzenia organoidow moézgowych
zostala opublikowana w 2014 roku (Lancaster and Knoblich, 2014).
Zastosowano w niej prosta pozywke wspierajaca hodowle neuronalna, bez
dodawania do niej jakichkolwiek czasteczek sygnatowych, co
poskutkowalo samoorganizowaniem sie zroznicowanych komorek w
rozne regiony mozgu w obrebie tego samego organoidu. Tego rodzaju
protokol opiera sie na zdolnosci komoérek macierzystych do
spontanicznego roéznicowania. Endogenna sygnalizacja w cialach
zarodkowych hodowanych w macierzy zewnatrzkomorkowej umozliwia
hodowle 3D i samoorganizacje w odrebne regiony mozgu, takie jak

przodomozgowie, Srodmozgowie, tylomozgowie, czy splot naczyniowkowy
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(Lancaster et al., 2013; Lancaster and Knoblich, 2014; Qian et al., 2019).
Mimo, ze samoorganizujace si¢ organoidy moéozgowe tworza wiele roznych
populacji komorkowych, to brak ukierunkowanego rdéznicowania
prowadzi do wysokiej heterogennosci populacyjnej w obrebie nawet tych
samych organoidéw, co moze powodowac btedne modelowanie niektorych
chorob. Kilka lat pozniej, celem zwiekszenia homogennosci w
roznicowaniu organoidow oraz wzbogacenia analiz fenotypowych o
czynnik migracji interneuronow, wygenerowano pierwsze grzbietowo-
brzuszne fuzyjne organoidy moézgowe zawierajace populacje komorkowe
rozwijajacego sie przodomozgowia: kory mozgowej i prazkowia (Bagley et
al., 2017). Réznicowanie do strony grzbietowej przodomoézgowia, czyli do
SHH w komorce dzieki wuzyciu zwiazku niskoczasteczkowego,
cyklopaminy A (cycA), bedacego inhibitorem receptora bialka SMO w
komorce. Efekt roznicowania analizowano poprzez badanie ekspres;ji
markerow kory nowej, czyli genow TBRI1 oraz PAX6. Réznicowanie do
strony brzusznej przodomozgowia, czyli do populacji GE rozwijajacych
pozniejsze prazkowie, uzyskano dzieki jednoczesnej inhibicji Sciezki
sygnalowej WNT oraz aktywacji sciezki SHH w komorce. W tym celu,
wykorzystano dwa zwiazki niskoczasteczkowe, IWP2 oraz SAG. Efekt
roznicowania analizowano poprzez badanie ekspresji markerow komorek
GE, czyli genow DLX2, NKX2.1 oraz GSX2 (Bagley et al., 2017).

W 2018 roku, pierwszy raz uzyto organoidow mozgowych jako
modelu choroby Huntingtona (Conforti et al., 2018). Badanie to
dostarczylo dowodow na bezposredni zwigzek miedzy wczesnymi
zaburzeniami neurorozwojowymi HD, a fenotypem neurodegeneracyjnym
u osob dorostych. Uzyskane dane sugeruja, ze organoidy HD pozostaja
ySuwiezione” na wczesnym etapie rozwoju, nie wykazujac zdolnosci do
prawidlowego roznicowania w kierunku dojrzalych neuronow.
Dodatkowo, przeprowadzona analiza transkryptomiczna wykazata, zZe
geny o istotnie zmienionej ekspresji powiazane sa z wydhuzaniem sie
aksonow neuronoéw projekcyjnych oraz z bialkami synaptycznymi.

Stwierdzono, ze mHTT ma 2znaczaco negatywny wplyw na rozwoj
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prazkowia i kory mozgowej, prowadzac do nieprawidtowego dojrzewania
neurondéw i zaburzonej organizacji komoérek. W innym badaniu,
wykazano mniejsza liczbe struktur neuroepitelialnych i znaczaca
dezorganizacje komorek progenitorowych neuronow w organoidach
mozgowych HD, co rowniez podkreslito neurorozwojowy charakter

choroby Huntingtona (Zhang et al., 2019).

1.4. Inne choroby poliglutaminowe i ich komponenty
neurorozwojowe

Do tej pory zidentyfikowano osiem, oprocz HD, chorob
poliglutaminowych (tzw. chorob polyQ), takich jak ataksje rdzeniowo-
mozdzkowe (ang. spinocerebellar ataxia, SCA) typu 1, 2, 3,6, 71 17, zanik
zebowo-pallidoluzyjski (ang. dentatorubral-pallidoluysian atrophy,
DRPLA) oraz rdzeniowy zanik miesni opuszkowych (ang. spinal-bulbar
muscular atrophy, SBMA) (Huang et al., 2019). Choroby polyQ sa
dziedziczone w sposob autosomalny dominujacy, z wyjatkiem SBMA,
ktore jest sprzezone z chromosomem X. Podobnie jak w przypadku HD,
niektore z tych chorob moga wystapi¢c u mtodszych pacjentow i w takich
przypadkach objawy choroby zwykle roznia sie od postaci dorostych.
Chociaz formy mlodziencze i1 niemowlece stanowia mniejszosc
przypadkow, to wskazuja one na rozwojowy charakter catej grupy tych

schorzen.

Poza HD, najciezsze w swym przebiegu przypadki mlodziencze
choréb polyQ, o bardzo wczesnym, dzieciecym wystapieniu objawow,
zostaly opisane dla SCA2, SCA7, SCA17 oraz DRPLA. W przypadku SCA1,
SCA3 oraz SCA6, przypadki juwenilne opisano dla pacjentow nieco
starszych, u ktorych objawy pojawity sie tuz przed osiagnieciem 18 r.z.
Jedna 2z przyczyn wystepowania bardzo powaznych zaburzen
rozwojowych u tych pacjentow, jest funkcja wymienionych genéw oraz
kodowanych przez nie bialek, ktora jest regulacja transkrypcji szeregu
procesow komorkowych (Yang et al., 2016; Lee et al., 2018;

29



Niewiadomska-Cimicka and Trottier, 2019). Przykladem moze byc¢ gen
ATXNI1, ktorego mutacja wywotuje SCA1l. Na pewnych etapach rozwoju
mozgu, transkrypcyjny kompleks represorowy Ataxinl i Capicua (ATXN1-
CIC) reguluje specyfikacje linii komorkowej i bierze udzial w regulacji
proliferacji komorek (Ahmad et al., 2019). Utrata kompleksu ATXN1-CIC
moze mie¢ powazne konsekwencje neurorozwojowe. Knock-out Atxnl-
Atxnll lub Cic u myszy prowadzi do zmniejszenia grubosci kory
mozgowej, nadpobudliwosci i deficytow pamieci (Lu et al., 2017). Utrate
lub zmniejszenie iloSci funkcjonalnego biatka ATXN1 zaobserwowano u
pacjentow z zaburzeniami ze spektrum autyzmu i zespolem
nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (Celestino-Soper et
al., 2012; Di Benedetto et al., 2013), co sugeruje, ze utrata kompleksu
ATXN1-CIC powoduje spektrum fenotypow neurobehawioralnych (Lu et
al., 2017). Wykazano, ze wydtuzony ciag powtorzen CAG w genie Atxnl u
myszy SCAL, stymuluje proliferacje komoérek macierzystych moézdzku,
ktore nabierajg tendencje do roznicowania sie¢ w hamujace interneurony
GABAergiczne, a nie w astrocyty (Edamakanti et al., 2018). Te
hiperproliferujace komoérki prowadza do znacznego zwiekszenia liczby
GABA-ergicznych polaczen synaptycznych interneuronéw, co z kolei
zaburza prawidlowa funkcje komorek Purkinjego mozdzku (Edamakanti
et al., 2018). Kolejnym przykladem moze byc¢ gen ATN1I, ktorego mutacja
powoduje DRPLA. Normalna funkcja bialka ATN1 zwiazana jest z
rozwojem i regulacja polarnosci komoérek oraz z kontrola transkrypcji
roznych populacji komorek progenitorowych (Shen and Peterson, 2008;
Mannervik, 2014). Knock-out genu Atnl w komoérkach NPC szczura,
doprowadzil do powaznych zaburzen w rozwoju mozgu. Podkresla sie
rowniez role Atnl jako bezposredniego celu specyficznej dla lizyny
demetylazy histonowej 1A (LSD1), pelnigcego kluczowe role w rozwoju,
takie jak regulacja migracji neuronow korowych lub proliferacja
dojrzatlych komorek NPCs (Zhang et al.,, 2014). Co wiecej, badania
potwierdzity, ze zmutowany gen TBP, ktory odpowiedzialna jest za rozw0j
SCA17, zaburza wiele istotnych szlakow sygnatowych w komorce, takich

jak sygnalizacja Notch, sygnalizacja TrkA, system opiekunczy, reakcja na
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stres ER i funkcja miesni (Yang et al., 2016). Biorac pod uwage role
wymienionych genow odpowiedzialnych za rozwoj choréb polyQ, mozna
przypuszczac, ze choroby neurodegeneracyjne o poznym poczatku moga
rowniez mie¢ swoje podloze w subtelnych defektach rozwojowych.
Zaburzenia w regulacji genow zaangazowanych w migracje i roznicowanie
komorek, dojrzewanie i powstawanie synaps oraz apoptoze moga
prowadzi¢ do powaznych zaburzen rozwoju ukladu nerwowego oraz

przyczyniac sie do patologii zwigzanych z chorobami polyQ.

2. CEL PRACY

Glownym celem mojej pracy doktorskiej bylo zdefiniowanie
wczesnych zaburzen neurorozwojowych, molekularnych i komoérkowych,
prowadzacych do rozwoju mitodzienczej postaci choroby Huntingtona.
Opisane zaburzenia Swiadczylyby o tym, Ze dysfunkcje obserwowane u
osob dorostych z HD, moga by¢ wynikiem wczesnych i skumulowanych
nieprawidlowosci rozwoju embrionalnego. Aby zrealizowac glowny cel

mojej pracy, sformulowalam cztery cele szczegotowe.

Cele szczegolowe pracy doktorskiej:

Cel 1. Identyfikacja zaburzonych procesow neurorozwojowych w
mlodzienczen postaci choroby Huntingtona, jeszcze przed etapem
rozwoju mozgu, na poziomie linii komoérek macierzystych iPSC. Cel ten
zrealizowatlam poprzez analize wynikow sekwencjonowania RNA (RNA-
seq), wykonanie wysokoprzepustowej analizy proteomicznej (MS) oraz
liczne analizy bioinformatyczne genow i bialek wspolnie i réznicujaco
zmienionych w liniach komoérek iPSC 71Q i 109Q, w poréwnaniu do linii

kontrolnych.

Cel 2. Identyfikacja potencjalnych, neurorozwojowych procesow
molekularnych zaburzonych w HD na wielu etapach rozwoju i w dorostym
mozgu oraz identyfikacja wspolnego mianownika neurorozwojowego

chorob polyQ. Cel ten zrealizowatam dzigki zgromadzaniu szeregu
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dostepnych literaturowo danych eksperymentalnych i przeprowadzeniu

licznych bioinformatycznych analiz porownawczych.

Cel 3. Stworzenie modelu umozliwiajacego analize regionow mozgu
kluczowych dla neuropatologii HD. Cel ten zrealizowatam dzieki
wygenerowaniu z komorek iPSC fuzyjnych organoidow moézgowych,
zawierajacych populacje komorkowe rozwijajacej sie kory mozgowej oraz

prazkowia.

Cel 4. Identyfikacja fenotypow neurorozwojowych JOHD obecnych na
wczesnych etapach ksztaltujacego sie mozgu. Cel ten zrealizowalam
poprzez analizy transkryptomiczne (qPCR) i immunofluorescencyjne
uzyskanych organoidow mozgowych, oraz walidacje wybranych wynikow
na materiale biologicznym pochodzacym 2z mysiego modelu HD

(Hu128Q/21Q),

3. WYNIKI

W kolejnych rozdziatach mojej rozprawy doktorskiej, przedstawiam
opis uzyskanych przeze mnie wynikéw. Opis ten ma charakter
Shybrydowy”, bazujacy na cyklu artykulow naukowych oraz na wynikach
dotychczas nieopublikowanych, dlatego zostal przeze mnie podzielony na
dwa glowne podrozdziaty. W pierwszej kolejnosci omowiam cykl 2
opublikowanych artykulow naukowych, ktory opatrzytam
wprowadzeniem z prezentacja koncepcji i celu badan oraz streszczeniem
otrzymanych wynikéw w odniesieniu do rycin zawartych w dotaczonych
na koncu rozprawy omawianych publikacjach (Zalacznik 1 i 2).
Nastepnie, szczegolowo omowiam nieopublikowane dotychczas wyniki,
stanowiace istotna kontynuacje poruszanej tematyki. Do opisu wynikow
niepublikowanych dolaczam zarowno rysunki z rezultatami, jak i
metodyke przeprowadzonych eksperymentow. Schematyczny przebieg
wszystkich wykonanych przeze mnie badan przedstawilam na Rysunku

1.

32



Schematyczny przebieg badan
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wyniki opublikowane wyniki nieopublikowane

Rysunek 1. Schemat badan wykonanych w pracy doktorskiej. Pierwsza cze$¢ schematu
dotyczy przebiegu badan opublikowanych — eksperymenty wysokoprzepustowe ludzkich
komorek JOHD iPSC oraz szczegotowe analizy bioinformatyczne. Dostepne dane z analiz modeli
komoérkowych 1 zwierzgcych HD 1 innych chordob polyQ obejmuja zaréwno dane
transkryptomiczne jak i dane proteomiczne. Analizy in silico zostaly wykonane w programie
RStudio (R: The R Project for Statistical Computing, n.d.) oraz przy uzyciu takich narzg¢dzi
bioinformatycznych jak ConsensusPathDB (Herwig et al., 2016) i ClueGO (Cytoscape) (Bindea
et al., 2009). Druga cz¢$¢ schematu dotyczy przebiegu badan jeszcze nieopublikowanych, w
ktorych sktad wchodzi wygenerowanie fuzyjnych organoidow mézgowych oraz eksperymenty

gPCR, IF i WB.

3.1. Neurorozwojowe aspekty HD i innych choréb
poliglutaminowych na podstawie badan molekularnych
komorek HD iPSC i szeregu analiz bioinformatycznych

(streszczenie wynikéw opublikowanych)
Choroby neurodegeneracyjne sa heterogenna grupa zaburzen

neurologicznych, ktore niekorzystnie wplywaja na zycie milionow ludzi na

calym Swiecie i wiaza sie¢ z postepujacym zanikiem neuronow w
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centralnym lub obwodowym ukladzie nerwowym. Zaburzenie struktury i
sieci neuronowych oraz utrata neuronow, ktore nie sa w stanie sie
wydajnie odnawiac¢ ze wzgledu na ich terminalnie zr6Znicowana nature,
skutkuja zaburzeniem aktywnosci podstawowych szlakow
komunikacyjnych w moézgu, co w konsekwencji prowadzi do uposledzenia
pamieci, funkcji poznawczych, zachowania, zmystow oraz motoryki

(Wilson et al., 2023).

Dobrym modelem do badania procesu neurodegeneracji sa
wspomniane wczesniej choroby polyQ, spowodowane obecnoscig
nieprawidlowo dtugich ciggow powtorzen trojnukleotydowych CAG w
dotknietych choroba genach. Wydluzone powtérzenia poliglutaminowe
zaburzaja strukture kodowanych bialek, prowadzac do utraty lub

zaburzenia ich funkcji (Huang et al., 2019).

Z powodu znanych, monogenowych mutacji prowadzacych do
rozwoju tej grupy chorob, mozliwe bylo stworzenie szeregu modeli
zwierzecych, w tym modeli mysich, obrazujacych przebieg patogenezy
czesto bardzo podobny do tego co obserwuje sie u pacjentow. Podczas gdy
modele zwierzece nadal odgrywaja nieoceniong role w poglebianiu
naszego rozumienia tych neurodegeneracyjnych zaburzen, modele
komorkowe zdobyly znaczaca popularnos¢. Komorki macierzyste, kultury
neuronow 2D oraz organoidy mozgowe staly sie kluczowymi narzedziami,
oferujac bardziej precyzyjny i odpowiedni uklad modelowy do badania
mechanizmow ludzkich choréb i ich celow terapeutycznych. Modele te
stanowia podejscie komplementarne do zwierzecych systemoéow in vivo w

badaniu choréb polyQ.

W tej czesSci mojej pracy doktorskiej podjetam probe zdefiniowania
wczesnych zmian transkryptomicznych i proteomicznych w liniach JOHD
iPSC, w kontekscie ich znaczenia dla wczesnej, neurorozwojowej
patogenezy HD. Atutem tych badan bylo poréwnanie wynikow
uzyskanych dla dwoch odrebnych linii komoérek iPSC, pochodzacych od
dwoch réznych pacjentéow z mlodzienncza forma HD, z rézna liczba

powtorzen CAG i roznym wiekiem zachorowania. Rezultatem takiej
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analizy bylo opisanie zmian wspolnych dla obu linii jak i takich, ktore
moga by¢ zmienne osobniczo lub byc¢ zalezne od liczby powtorzen CAG.
Badaniom tym towarzyszyl szereg analiz bioinformatycznych, dzieki
ktorym mogtam jak najlepiej zinterpretowac uzyskane dane. Chcac
porownac nasze dane, z dostepnymi danymi uzyskanymi w wyniku analiz
roznych modeli komoérkowych HD, przeprowadzilam obszerna analize
porownawcza. Badanie to mialo na celu wyodrebnienie puli genow i
bialek, a co za tym idzie okreslonych procesow biologicznych, ktore sa
zaburzone w HD, niezaleznie od etapu neurogenezy. Ponadto, dzieki
wiekszemu wyborowi dostepnych danych, uzyskanych w wyniku analiz
modeli mysich, bylam w stanie poréwna¢ dane pomiedzy innymi
chorobami polyQ, co mogloby pokaza¢ wspolny neurorozwojowy

mianownik tych choréb.

W kolejnych rozdzialach pracy przedstawiam wyniki badan oraz
analiz bioinformatycznych wchodzacych w sklad niniejszej rozprawy
doktorskiej, ktore zostaly opisane i opublikowane w dwoch artykutach
naukowych. W pierwszej kolejnosci streszczam prace, w ktorej opisano
wczesne zmiany molekularne w liniach komoérek HD iPSC pochodzacych
od dwoch roznych pacjentow z mltodziencza forma choroby Huntingtona
(Switonska et al., 2019). Nastepnie, omoéwiam prace przegladowa
stanowiaca rozszerzenie analiz bioinformatycznych opublikowanych w
pracy Switofiska et al. 2019, w ktérej porownatam szereg dostepnych
danych transkryptomicznych i proteomicznych uzyskanych nie tylko w
wyniku analiz modeli HD, ale rowniez pozostalych chorob polyQ
(Switonska-Kurkowska et al., 2021). W tekscie odwoluje sie do rycin

umieszczonych w omawianych publikacjach (Fig.).
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3.1.1. Identification of Altered Developmental Pathways in
Human Juvenile HD iPSC with 71Q and 109Q Using Transcriptome

Profiling

Switonska K, Szlachcic WJ, Handschuh L, Wojciechowski P, Marczak k,
Stelmaszczuk M, Figlerowicz M*, Figiel M*.

Frontiers in Cellular Neuroscience 2019; 12:528.

doi: 10.3389/fncel.2018.00528

(Zatacznik 1)

Artykul opisuje obraz wczesnych zmian molekularnych,
transkryptomicznych i proteomicznych, zachodzacych w liniach komoérek
iPSC uzyskanych od dwoch pacjentow z JOHD. Analiza
pluripotencjalnych komoérek HD pochodzacych od mtodych pacjentow z
duza i zarazem rozna liczba powtorzen CAG oraz odmiennym wiekiem
wystgpienia objawow, jest kluczowa dla zrozumienia pierwotnych etapow
patogenezy HD oraz ich wplywu na dalszy rozwdéj i kliniczny obraz

choroby.

Pierwszym zadaniem w mojej pracy doktorskiej bylo odkrycie
wczesnych, transkryptomicznych zmian neurorozwojowych w komorkach
JOHD iPSC, dzieki interpretacji i walidacji wynikow uzyskanych na
drodze sekwencjonowania RNA komercyjnie dostepnych linii JOHD iPSC
(71Q i 109Q) oraz kontrolnych linii iPSC (17/18Q i 21Q). Wyodrebnitam
trzy grupy genéw o istotnie zmienionej ekspresji w liniach JOHD iPSC
(padj < 0.05) w porownaniu do linii kontrolnych (wyniki dodatkowe w
publikacji - Supp. Table S3). W pierwszej grupie, porownujacej obie linie
JOHD z liniami kontrolnymi, znalazlo si¢ 31 genéw o istotnie obniZonej
ekspresji i 76 genoéw o istotnie podwyzszonej ekspresji. W drugiej grupie,
porownujacej linie 71Q z liniami kontrolnymi, znalazto sie 31 genéw o
istotnie obnizonej ekspresji i 134 geny o istotnie podwyzszonej ekspres;ji.
W ostatniej grupie, porownujacej linie 109Q z liniami kontrolnymi,
znalazto sie¢ 217 genow o istotnie obnizonej ekspresji i 106 genow o
istotnie podwyzszonej ekspresji. Liczbe transkryptow o istotnie

zmienionej ekspresji w obu liniach JOHD oraz tylko w linii 71Q lub tylko
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w linii 109Q, przedstawiltam na Fig. 1E i F. Eksperymenty walidacyjne
oraz pozniejsze analizy bioinformatyczne przeprowadzitam na ustalonych
powyzej grupach mRNA. Z wykorzystaniem metody PCR w czasie
rzeczywistym (ang. quantitative PCR, qPCR) przeprowadzilam czesc
eksperymentow walidacyjnych wybranych deregulowanych genow.
Analizy qPCR potwierdzily spodjnosc¢ kierunku deregulacji 14 z 17
wybranych genow, w tym pelna spdéjnosS¢ zmian transkryptow
deregulowanych tylko w linii 71Q (geny: PIWIL2, HISTIH3C, FAM65B,
PDGFB) oraz transkryptow deregulowanych tylko w linii 109Q (geny:
TP53, PHLDAS3, TRIM22) (Fig. 2).

Zeby sprawdzi¢, czy deregulacje wystepujace w komorkach HD na
poziomie transkryptow maja swoje funkcjonalne przelozenie na zmiany w
poziomie biatek, wykonalam wysokoprzepustowe eksperymenty
proteomiczne (MS) na tych samych komoérkach JOHD iPSC.
Eksperymenty te obejmowaly iloSciowa analize bialek oraz identyfikacje
tych, ktorych poziom byl istotnie zmieniony w liniach JOHD iPSC, w
porownaniu do linii kontrolnych. W wyniku analiz proteomicznych,
zidentyfikowatam 65 bialek réznicujacych, z ktérych dwa, TP53 i ZFP30,
wykazatly taki sam kierunek zmian w komoérkach JOHD jak kodujace je
geny (Fig. 3). Biatko TPS53, ktorego iloS¢ byla istotnie mniejsza w liniach
109Q, zwiazane jest ze szlakiem apoptozy i odpowiedzia na uszkodzenia
DNA (Wang et al., 2023). Bialtko ZFP30, ktorego ilos¢ byta istotnie wieksza
w liniach 71Q, jest czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za
wiazanie DNA, bioracym udzial w szeregu szlakow molekularnych (Chen

et al., 2019).

Nastepnie, przy uzyciu takich baz danych jak ConsensusPathDB
(Herwig et al., 2016) oraz ClueGO (Cytoscape) (Bindea et al., 2009, 2013),
wykonatlam szereg analiz in silico dla najistotniej deregulowanych genow
w liniach JOHD (padj < 0.05). Analiza ta miala na celu sprawdzenie czy
biatka kodowane przez geny o zmienionej ekspresji w liniach JOHD iPSC
tworza siec interakcji biochemicznych w komorce. Mialo to rowniez na

celu identyfikacje procesow biologicznych, Sciezek molekularnych i
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obszarow subkomorkowych, ktére moga by¢ zaburzone w liniach JOHD.
Analizy wykonalam na trzech, ustalonych wczesniej grupach genow.
Dzieki analizie interakcji wustalitam, 2ze biatka dla 25 2z 107
deregulowanych w obu liniach JOHD genow tworzylo wspodlng siec
interakcji w komorce (Fig. 4A). Biatko PARK?2, zwigzane z rozwojem OUN
oraz z egzocytoza pecherzykow synaptycznych, byto kluczowym
elementem stworzonej sieci. Innym waznym biatkiem zobrazowanym w
sieci powiazan biochemicznych bylo biatko PIK3R1, ktorego gen byt
jednym z najsilniej deregulowanych w obu liniach JOHD iPSC, i ktory jest
bezposrednim interaktorem biatka HTT w komorce (Tourette et al., 2014).
Ponadto, reguluje ono procesy apoptozy oraz wzrostu i dojrzewania
aksonow. Niektore z pozostatych biatlek w przedstawionej sieci interakcji
zwigzane byly z transdukcja sygnatu oraz rozwojem ukladu nerwowego
(ARHGAPS8, DPYSL4, FLRT?2). Dzieki analizie Sciezek molekularnych oraz
procesow biologicznych ustalilam, ze transkrypty deregulowane w obu
liniach JOHD byly zwigzane przede wszystkim z wiazaniem jonoéw metali
w komorce (25 genow), regulacja produkcji cytokin, aktywnoscia
aktywatora GTP-azy oraz transportem jonow i regulacja odpowiedzi
immunologicznych w komorce (Fig. 5A i Fig. 6A). Analiza in silico
podkreslila rowniez zaangazowanie deregulowanych genow w Sciezke
sygnalowa fosfolipazy c, bedacej kluczowym bialkiem sygnalowym dla
aktywnosci wielu hormonow, neuroprzekaznikéw i czynnikéw wzrostu.
Do innych sciezek molekularnych, w ktére zaangazowane byly
analizowane geny nalezaly te zwiazane 2z inhibicja selektywnego

wylapywania serotoniny oraz apoptoza.

Kolejna analizowana przeze mnie grupa byly geny o zmienionej
ekspresji wylacznie w liniach 71Q. Dzieki analizie interakcji ustalitam, ze
biatka dla 37 ze 198 gendow, tworzyly wspodlng siec¢ interakcji w komorce
(Fig. 4B). Wigkszos¢ z nich stanowily bialka histonowe (HIST1H3C,
HIST1H2BB, HIST1H1A) oraz inne regulatory transkrypcji (ZNF257,
BCAS3, MCMS5, RNF20). Podwyzszona ekspresja kodujacych je genow,

moze potencjalnie prowadzi¢ do przyspieszenia rozwoju zarodka i
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wczesniejszego rozwoju ukladu nerwowego. WsSrod — procesow
biologicznych, w ktore zaangazowane byty geny deregulowane w linii 71Q,
znalazly sie¢ wigzanie jonow metali, regulacja organizacji komponentow
komorkowych, odpowiedz na uszkodzenia DNA, kaskada sygnalowa

PPAR oraz procesy zapalne w komorce (Fig. 5B i Fig. 6B).

Z kolei w linii 109Q, majacej znaczaco wieksza liczbe powtorzen
CAG, analiza interakcji wykazata udzial biatek dla 41 z 217 genow we
wspolnej sieci interakcji, z czego wiekszosSC stanowily transkrypty o
obnizonej ekspresji (Fig. 4C). Najwazniejszym biatkiem, z najwicksza
liczba interakcji regulatorowych, byto biatko TP53. Moze to sugerowac, ze
mHTT wchodzi w interakcje z biatkiem TPS3 i zaburza ekspresje i poziom
wielu innych genéw i bialek apoptotycznych. Prowadzi to do nadmiernej
ilosci progenitorow i potencjalnie zaburza réznicowanie do dojrzatych
neuronow. Ustalilam, ze zdecydowana wiekszoS¢ genow deregulowanych
w liniach 109Q zwiazana byla z regulacja procesow komorkowych,
odpowiedzia komoérkowa na cytokiny, regulacja proliferacji oraz
procesami zwiazanymi z apoptoza, kaskada sygnalowg pS3 i odpowiedzia

komorkowg na uszkodzenia DNA (Fig. SC oraz Fig. 6C).

Ostatnie wykonane przeze mnie analizy in silico w tej publikacji
obejmowaly metaanalize, w ktorej poréwnatlam dane uzyskane =z
wykonanego RNA-seq z innymi dostepnymi danymi pochodzacymi z
komorek HD (Fig. 7). Analize przeprowadzilam bazujac na danych
zawartych we wczesniejszej publikacji (Wiatr et al., 2018), uwzgledniajac
dodatkowo dane z najnowszej wowczas publikacji, zawierajacej wyniki z
analiz wysokoprzepustowych komorek HD (HD iPSC Consortium, 2017).
Dane z 9 publikacji podzielitam na 4 grupy - geny deregulowane w
embrionalnych komoérkach macierzystych (ang. embryonic stem cells,
ESC), iPSC, NSC i neuronach. Przeprowadzona przeze mnie metaanaliza
wyodrebnila pie¢ genow ulegajacych deregulacji zarowno w
przeanalizowanych przez nas liniach HD iPSC, jak rowniez w kulturach
komorek NSCs i neuronach innych grup badawczych. Dwa z nich, LHFP

oraz FLRT2 mialy istotnie nizszg ekspresje we wszystkich analizowanych
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przeze mnie liniach HD iPSC, z log2FC = -4. Wsrod 16 genow
pokrywajacych sie pomiedzy naszg linia 109Q, a kulturami neuronow
wyodrebnilam rowniez pule genow deregulowanych zarowno w
przeanalizowanych przeze mnie liniach 71Q oraz 109Q, jak i w liniach
iPSC przeanalizowanych przez inne grupy badawcze. Wykazalam, ze
pokrywajace sie¢ pomiedzy analizami geny zwigzane sa z wieloma
procesami molekularnymi, takimi jak Sciezka TGFB (TGFB) i pS3
(CDKN1A, GADD45B), gospodarka wapniowa (CALCRL, ANXAZ2) oraz
adhezja miedzykomorkowa (ANKI).

Podsumowujac, zrealizowalam pierwszy cel mojej pracy doktorskie;j
poprzez wykrycie wczesnych zmian transkrypcyjnych i proteomicznych w
mlodzienczych  liniach JOHD  iPSC. W  rezultacie  analiz
bioinformatycznych, zidentyfikowalam zmiany w kilku procesach
biologicznych, ktore sg kluczowe dla prawidlowego rozwoju
neurologicznego. W swietle tych wynikow mozZzna przyjac, ze procesy
molekularne lezace u podstaw JOHD rozpoczynaja sie juz w komoérkach
niezroznicowanych, czyli jeszcze przed stadium rozwoju embrionalnego.
Sugeruje to, ze zaburzenia obserwowane u os6b z HD moga by¢ wynikiem

wczesnych i skumulowanych nieprawidlowosci rozwoju embrionalnego.

3.1.2. Juvenile Huntington’s Disease and Other PolyQ
Diseases, Update on Neurodevelopmental Character and
Comparative Bioinformatic Review of Transcriptomic and Proteomic
Data

Switonska-Kurkowska K, Krist B, Delimata J, Figiel M*.

Frontiers in Cell and Developmental Biology 2021; 9:642773.

doi: 10.3389/fcell.2021.642773

(Zatacznik 2)

Publikacja stanowi rozszerzenie analiz bioinformatycznych
opublikowanych w pracy (Switofiska et al.,, 2019), ktére zostaly

podsumowane w poprzednim podrozdziale.
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Pierwszym celem tej pracy bylo uzyskanie szerszego przegladu
piSmiennictwa mtlodzienczych przypadkow choréb polyQ, z bardzo
dtugimi powtorzeniami CAG, w kontekScie wczesnego rozwoju mozgu.
Poniewaz rozw0j mozgu jest przede wszystkim zwiazany z tworzeniem
nowych populacji komorek, roznicowaniem i ksztaltowaniem sie potaczen
miedzy poszczegdlnymi obszarami moézgu, przyjrzalam sie temu, co
wiadomo o} procesach neurorozwojowych w kontekscie

wczesnoobjawowych, mtodzienczych przypadkow chorob polyQ.

Nastepnie, wykonalam liczne analizy in silico na kolekcji
wybranych przeze mnie dostepnych danych eksperymentalnych komoérek
AOHD i JOHD oraz innych chorob polyQ (SCA1l, SCA2, SCA6, SCA7,
SCA17, DRPLA i SBMA) (wyniki dodatkowe w publikacji - Supp. Table
S1). Wszystkie analizy porownawcze i ich wizualizacje wykonatlam z
wykorzystaniem programu R software 3.6.3. (R: The R Project for
Statistical Computing, n.d.) i dostepnych w nim trzech pakietow: UpSetR
(Conway et al.,, 2017), ComplexHeatmap (Gu et al.,, 2016) oraz
VennDiagram (Chen and Boutros, 2011). Analizy Sciezek molekularnych,
procesow biologicznych oraz komponentow komorkowych wykonalam w

programie ClueGO (Cytoscape).

Dzieki wykonanym przeze mnie analizom, uzyskalam szersza
wiedze na temat roli bardzo dlugich ciagow poliglutaminowych we
wczesnym rozwoju mozgu. Po pierwsze, przeprowadzitlam
bioinformatyczna analize poréwnawcza danych transkryptomicznych
uzyskanych z analiz komoérek AOHD i JOHD, odzwierciedlajacych
poszczegolne etapy rozwoju embrionalnego (Fig. 1 i Fig. 2). Dostepne dane
obejmowaly wyniki analiz komoérek ESCs, iPSCs, NSCs, neuronalnych
komorek prekursorowych (ang. neural precursor cells, NPCs), neuronow
oraz tkanek mozgowych uzyskanych posmiertnie od pacjentow.
Wykonana przeze mnie analiza bioinformatyczna miatla na celu
wyodrebnienie puli genow, a pozniej okreslonych procesoéw biologicznych,
ktore sa istotnie i stale zaburzone w HD, niezaleznie od poziomu

zroznicowania komorek i etapu neurogenezy. Mialo to pozwolic na
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wyodrebnienie puli genow odpowiedzialnych za neurorozwojowy fenotyp
HD. Analize porownawcza w tej czeSci pracy wykonatam przy
wykorzystaniu pakietu UpSetR (RStudio), ktory stuzy do wizualizacji
przecinajacych sie zbiorow i jest bardziej skalowalna alternatywa dla
diagramow Venna i Eulera. Analize UpSetR wykonalam osobno dla genow
o obnizonej i podwyzszonej ekspresji w komorkach HD (Fig. 1A i Fig. 2A).
Porownujac geny o istotnie obnizonej ekspresji i iloSci w komorkach
AOHD i JOHD, wyodrebnitam dwa geny, TBX15 i HOXB6, ktore byly
deregulowane w iPSC, NSC i neuronach mtodzienczej postaci HD. Geny
te koduja czynniki transkrypcyjne regulujace szereg procesow
rozwojowych organizmu. Wyodrebnilam rowniez 12 genow, ktore mialy
obnizona ekspresje zarowno w komoérkach iPSC jak i w neuronach JOHD,
i ktore sa rowniez zwiazane z regulacja transkrypcji. Ponadto,
wyodrebnilam 22 geny deregulowane zaréwno w komorkach NSC jak i w
neuronach. Geny te powiazane byly z szeregiem procesow biologicznych
sktadajacych sie na morfogeneze embrionalna. Wykonana przeze mnie
analiza nie wykazala genow ani bialek wspolnie deregulowanych
pomiedzy  komorkami  macierzystymi, a neuronami AOHD.
Podsumowujac te czes¢ analiz bioinformatycznych, wykazalam, ze w
JOHD, istnieje wiele genow o obnizonej ekspresji, ktore sa spojnie
deregulowane na réznych etapach wczesnego rozwoju organizmu, co
moze miecC bezposredni wplyw na pozniejsze procesy neurorozwojowe i
prowadzi¢ do szybszego wystapienia objawow choroby. W trakcie analiz
porownawczych genow o obnizonej ekspresji pomiedzy neuronami AOHD
a JOHD, wyodrebnitam 27 genow (lub biatek) deregulowanych w
neuronach obu postaci tej choroby. Geny te zwigzane byly m.in. z
procesami roznicowania interneuronow GABA-ergicznych kory mozgowej,
ktorych nieprawidlowosci prowadza do zaburzenia rownowagi miedzy
pobudzajacymi a hamujacymi szlakami sygnalowymi, co w konsekwencji
wplywa na motorycznag i poznawcza patogeneze HD (Hsu et al., 2018). Na
drodze analiz in silico, sprawdzitlam rowniez w jakie procesy biologiczne
zaangazowane sg geny o istotnie obnizonej ekspresji tylko w neuronach

JOHD lub tylko w neuronach AOHD. Zidentyfikowalam szereg procesow
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(neuro)rozwojowych, w ktore zaangazowane byly geny o obniZzonej
ekspresji wylacznie w neuronach JOHD (Fig. 3). Do procesow tych
nalezaly m.in. rozwoj ukladu nerwowego, morfogeneza i dojrzewanie
organizmu, synaptogeneze i transdukcja sygnalu oraz transport i

aktywnosc¢ jonow.

Dodatkowo, porownatam dane transkryptomiczne ludzkich
komorek HD z danymi transkryptomicznymi pochodzacymi z analiz tzw.
neuroloidow HD i neuroloidow kontrolnych (struktur
samoorganizujacych sie, odzwierciedlajacych procesy neurorozwojowe)
(Haremaki et al., 2019). Zidentyfikowalam szereg genow wspolnych
pomiedzy grupa markerow populacji komorek neuroepitelialnych,
populacji komoérek cewy nerwowej i populacji neuronéw motorycznych w
neuroloidach, a grupa genow o obnizonej ekspresji w komorkach JOHD
(wyniki dodatkowe w publikacji - Supp. Table S4). Jest to spojne z
poprzednimi analizami in silico i wskazuje na znaczenie zaburzen

wczesnych procesow neurorozwojowych w JOHD.

Ponadto, dzieki szerszemu wyborowi danych pochodzacych z
wysokoprzepustowych analiz przeprowadzonych na modelach mysich,
bylam w stanie porownac¢ dostepne dane transkryptomiczne i
proteomiczne pomiedzy roznymi chorobami polyQ, co mialo ujawnic
wspolny, neurorozwojowy mianownik choréb poliglutaminowych (Fig. 4 i
Fig. 5). Najciekawsza i najbardziej liczna grupa, bedaca wynikiem moich
analiz, byla grupa 87 genow o obnizonej ekspresji zarowno w HD jak i w
SCA1l. Wykazalam, Zze sa one zwigzane m.in. z kaskada sygnalowag
neuropeptydow, kanalami jonowymi oraz odpowiedzia komorkowa na
dopamine. Zidentyfikowalam rowniez geny o wspolnie obnizonej ekspresji
w SCA1l i w DRPLA. Wykazalam, ze powiazane byly one ze Sciezkami
zaangazowanymi w uzaleznienie od amfetaminy, blona komorkowg
neuronow oraz markerami powierzchni receptorow transbtonowych.
Zidentyfikowalam rowniez gen Grid2ip, ktorego ekspresja byla istotnie
obnizona w modelach mysich pieciu réznych chorob polyQ (HD, SCAI,
SCA2, SCA7 i SCA17). Kodowane przez ten gen biatko synaptyczne
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Grid2ip wystepuje specyficznie w komorkach Purkinjego w mozgu, gdzie
wchodzi w interakcje z bialkiem receptorowym Grid2 odgrywajacym
kluczowa role w synaptogenezie, plastycznosci synaptycznej oraz
przebudowywaniu macierzy zewnatrzkomorkowej (Matsuda et al., 2006).
Do innych ciekawych genow, ktorych ekspresja byla obnizona w kilku
roznych chorobach polyQ nalezaly Rgs8, Rgs16 i Pcp4. Kodowane przez
te geny biatka biora udziat w procesach wiazania biatka kalmoduliny, co
ma znaczenie w Sciezkach przekazywania sygnalow wapniowych,
wzroscie neuronow i plastycznosci synaptycznej (Mouton-Liger et al.,
2011; Wang and Putkey, 2016). Poréwnujac geny o podwyzszonej
ekspresji w mysich modelach choréb polyQ, wyodrebnitam pule 14 genow
o takim samym kierunku deregulacji w SCA17 i w SCA7, zwiazanych

glownie z aktywnoscia mikrogleju w centralnym ukladzie nerwowym.

Nastepnie, wykonatam kilka dodatkowych analiz porownawczych z
wykorzystaniem danych proteomicznych. Po pierwsze, porownatam
analizowane  wczesniej dane transkryptomiczne z  danymi
proteomicznymi ludzkich komoérek HD. Wykazalam spojnosc kierunku
zmian bialek dla trzech genow o obnizonej ekspresji (TP53, ELAVL4 i
COL1A2), zaangazowanych w wiazanie mRNA i proteaz, oraz dla czterech
genow o podwyzszonej ekspresji (LAMBI, CD44, SPP1, HIST1HIB),
zwigzanych z morfogeneza i rozwojem ukladu nerwowego. Wykonatam
rowniez analogiczna analize porownawcza dla mysich komoérek HD i
wyodrebnilam 13 bialek o takim samym kierunku zmian co
odpowiadajace im geny (Fig. 6). Analiza procesow biologicznych wykazata
ich udzial w dojrzewaniu neuronow, transporcie jonow i pecherzykow,

funkcjonowaniu synaps oraz w procesach katabolicznych.

Podsumowujac, mimo iz formy mtodziencze HD i innych chorob
polyQ to zdecydowana mniejszosc¢, przypadki wczesnoobjawowe wskazuja
na neurorozwojowy charakter tej grupy chorob. Wykonana przeze mnie
obszerna analiza bioinformatyczna wykazala state zaburzenie procesow
(neuro)rozwojowych na wielu poziomach rozwoju komorkowego w JOHD,

takich jak wieloetapowa morfogeneza zarodka, wzrost i wydluzanie
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neuronow oraz transmisja synaptyczna. Wykonane przeze mnie analizy
wyodrebnily rowniez zmiany w ekspresji genow zaangazowanych w
procesy tworzenia neuronoéw, synaptogeneze oraz tworzenie macierzy
zewnatrzkomorkowej w modelach mysich réznych choréb polyQ.

Wskazuje to na neurorozwojowe podobienstwa tej grupy schorzen.

3.2. Fuzyjne organoidy moézgowe odzwierciedlajace populacje
komoérkowe rozwijajacego sie przodomoézgowia, prezentuja
wczesne zaburzenia neurorozwojowe mlodzieniczej postaci HD

(szczegbétowy opis wynikéw nieopublikowanych)

W chorobie Huntingtona, atrofia prazkowia oraz utrata neuronow
MSN i neuronow piramidowych w korze moézgowej, to najbardziej
charakterystyczne zmiany obserwowane w mozgu pacjentow (Vonsattel
et al., 2011). Zaburzona komunikacja miedzy regionem grzbietowym
(kora mozgowa), a brzusznym (prazkowiem) rozwijajacego sie
przedmozgowia jest kluczowym czynnikiem w patogenezie HD (Rangel-
Barajas and Rebec, 2016). Dlatego tez, fuzyjne organoidy mozgowe sa
idealnym modelem do badania interakcji miedzy najwazniejszymi i
zaangazowanymi w HD obszarami mozgu. Organoidy moézgu pochodzace
z komorek JOHD bylyby szczegolnie przydatne do definiowania
patogenezy moézgu HD na roznych poziomach, takich jak molekularna
organizacja struktur mozgowych czy transkryptomika. Polaczenie
organoidow grzbietowych i brzusznych w jedna strukture 3D moze
rowniez pomoc w modelowaniu bariery krew-mozg (BBB) oraz struktur

splotu naczyniowkowego.

W kolejnej czesci badan wchodzacych w sklad mojej pracy
doktorskiej, wygenerowalam fuzyjne organoidy moézgowe z komorek iPSC
pacjentow z mtlodziencza postacia HD, by okresli¢ zlozone zaburzenia
neurologiczne na poziomie biomarkerow molekularnych, réznicowania i
interakcji komorkowych oraz uszkodzen strukturalnych w moézgu HD.

Wykazalam, Zze modelowanie osi grzbietowo-brzusznej przodomoézgowia
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poprzez fuzje organoidow HD roéznicujacych sie w kierunku kory
mozgowej i prazkowia moze ujawnic¢ wczesne zaburzenia mozgowe w HD.
Odkrylam zaburzenia zwiazane 2z populacja komorek splotu
naczyniowkowego (ChP), w tym obecnos¢ pseudo-organow ChP w
organoidach JOHD oraz zmiany w iloSci mRNA i bialtka biomarkera ChP,
zarowno w organoidach JOHD jak i w surowicy krwi myszy HD.
Wykazalam, ze nieprawidlowosci ChP sa istotne dla patogenezy
neurorozwojowej HD, a markery ChP w surowicy krwi powinny by¢ dalej
badane w kontekscie wczesnych markerow HD. Na drodze fugzji
organoidow 21Q z organoidami 71Q, stworzylam rowniez tzw. organoidy
mozaikowe. Organoidy typu mozaikowego moga by¢ modelem do badania
zaangazowania poszczegolnych struktur moézgu w patogeneze i zaleznosci
poziomu prawidlowej i zmutowanej huntingtyny w okreslonych

obszarach rozwijajacego sie mozgu JOHD.

3.2.1. Wyniki

3.2.1.1. Wygenerowanie 60-dniowych organoidow mozgowych z
ludzkich linii komorek iPSC

Neurosfery uzyskane z kazdej linii iPSC (21Q, 33Q, 71Q, 77Q i
109Q) poddatam odpowiedniemu réznicowaniu i utworzylam dwa
podstawowe typy organoidéow mozgowych - pierwszy odpowiadajacy
czesci grzbietowej przodomoézgowia rozwijajacego sie zarodka oraz drugi
odpowiadajacy czesci brzusznej rozwijajacego sie przodomozgowia.
Organoidy czesci grzbietowej rozwojowo odpowiadaja formujacej sie korze
mozgowej (tzw. dorsal), natomiast organoidy brzuszne odpowiadaja
strukturom wyniostosci zwojowych tworzacych poézniejsze prazkowie (tzw.
ventral). Aby zidentyfikowac jak najwiecej zmian neurorozwojowych,
postanowilam polaczyc¢ oba typy organoidow w mozgowe organoidy
fuzyjne, zawierajace populacje komorkowe dwoch obszarow mozgu,
najwazniejszych w neuropatologii HD. Roznicowanie do organoidow kory
mozgowej i prazkowia przeprowadzilam odpowiednio dzigki dodaniu do
pozywki NI chemicznych inhibitorow (cycA) lub aktywatorow (SAG i IWP2)
Sciezki sygnalowej SHH (ang. Sonic Hedgehog) (Materialy 3.2.2.4). Po 10
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dniach réznicowania z wymienionymi zwiazkami niskoczasteczkowymi,
wykonatam fuzje pewnej czesci wygenerowanych organoidow (Metody
3.2.3.3). Fuzje wykonatam osobno dla kazdej linii organoidow — 21Q,
33Q, 71Q, 77Q oraz 109Q. Schemat hodowli organoidow moézgowych z
ludzkich komoérek iPSC oraz obraz zawartych w nim regionow
embrionalnego przodomozgowia przedstawilam na Rysunku 2. Aby
zaobserwowac bardzo wczesne zmiany neurorozwojowe w mozgu HD,
jako koniec dojrzewania i hodowli organoidow ustanowilam dzien 60.
Organoidy w takim stadium rozwojowym zawieraja potencjalnie
najwieksza ilos¢ roznych populacji komoérkowych charakterystycznych
dla moézgu embrionalnego (Mulder et al.,, 2023). Umozliwia to
identyfikacje potencjalnie wiekszej liczby zmian neurorozwojowych w

organoidach JOHD.
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Rysunek 2. Schemat generowania fuzyjnych organoidéw mézgowych oraz obraz zawartych
w nim regionow odpowiadajacych embrionalnemu przodomoézgowiu. (A) Fuzje wykonano w
kropli Matrigelu (Corning). (B) Fuzyjne organoidy mozgowe zawieraja populacje komorek kory
nowej oraz komoérek GE dajacych poczatek pozniejszemu prazkowiu. Fuzyjne organoidy
moézgowe odzwierciedlaja procesy migracji interneuronéw w uktadzie korowo-prazkowiowym.
Zwiazek niskoczasteczkowy cycA, promuje roznicowanie w kierunku komoérek kory mozgowe;j
(gradient zaznaczony kolorem czerwonym) i ekspresje markerow TBR1 i PAX6. Zwiazki
niskoczasteczkowe SAG oraz IWP2, promuja rdéznicowanie w kierunku komorek GE (gradient

zaznaczony kolorem zielonym) i ekspresj¢ markeroéw GSX2, DLX2 i NKX2.1.
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3.2.1.2. Rosnace, fuzyjne organoidy mozgowe JOHD osiagaja
wieksze rozmiary od organoidéw kontrolnych

Na poczatku ocenitam morfologie uzyskanych organoidow poprzez
wykonanie zdje¢ mikroskopowych (Rysunek 3A) i porownanie wielkosci
miedzy fuzyjnymi organoidami JOHD a organoidami kontrolnymi
(Rysunek 3B) po 60 dniach hodowli. W wyniku pomiaréw p6l powierzchni
(Metody 3.2.3.7) kazdego organoidu wykazatlam, Ze organoidy 109Q
osiggaly istotnie wieksze rozmiary w porownaniu do kontrolnych
organoidow 21Q i 33Q. Podobnie organoidy 77Q byly réwniez istotnie
wieksze niz organoidy kontrolne 33Q. Zbiorczo, organoidy JOHD rosty do
istotnie wiekszych rozmiarow w porownaniu do organoidéow kontrolnych
(pval = 0,0029). Biorac pod uwage ten sam wiek wszystkich organoidow,
zwiekszony rozmiar organoidow JOHD, w szczegolnosci linii 109Q, moze
Swiadczy¢ o wzmozonej proliferacji komorek w organoidach HD. Moze by¢
to rowniez Scisle zwigzane z rezultatami uzyskanymi we wczesSniej
opisanych  wynikach, dotyczacych obnizenia ekspresji genow
odpowiedzialnych za apoptoze w komorkach 109Q iPSC. Obnizenie
aktywnosci apoptozy moze prowadzi¢ do zaburzenia rownowagi pomiedzy

proliferacjg a réoznicowaniem komorek.

Wykonane przeze mnie pomiary podkreslity rowniez aspekt duzego
zroznicowania wielkosci organoidow (heterogennosci), ktora ma swoje
odzwierciedlenie w istotnej roznicy rozmiarow pomiedzy organoidami
kontrolnymi 21Q a 33Q. Organoidy JOHD nie wykazaly istotnej roznicy
w wielkoSci pomiedzy genotypami, ale charakteryzowaly sie wiekszym

zroznicowaniem rozmiaru w obrebie organoidow z tej samej linii JOHD.
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Rysunek 3. Poréownanie wielkosci pomiedzy 60-dniowymi organoidami JOHD, a
organoidami kontrolnymi. (A) Mikroskopowe zdjecia 60-dniowych fuzyjnych organoidow
JOHD oraz organoidow kontrolnych. (B) Wykres po stronie lewej przedstawia pola powierzchni
organoidow [mm?], ktorych warto$ci zostaly naniesione na dla kazdej linii organoidow osobno.
Wykres przedstawia zgrupowane warto$ci dla 4 powtorzen biologicznych =SEM. Wykres po
stronie prawej przedstawia pola powierzchni organoidow [mm2] zbiorczo dla organoidow
kontrolnych 21Q i 33Q i zbiorczo dla organoidow JOHD 71Q, 77Q i 109Q; £SEM. Zastosowane
testy statystyczne to odpowiednio jednokierunkowa ANOVA =z poprawka post-hoc
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Bonferonniego (wykres po lewej stronie) oraz t-test dla prob niezaleznych (wykres po prawej

stronie).

3.2.1.3. Mozgowe organoidy dorsal, ventral oraz fuzyjne,
wykazuja ekspresje markerow charakterystycznych dla wczesnego
rozwoju przodomozgowia

W celu potwierdzenia efektywnosci réznicowania organoidow do
wybranych struktur i populacji komoérkowych przodomoézgowia,
wykonalam eksperymenty qPCR i porownalam ekspresje mRNA
markerow kory mozgowej (TBRI1 i PAX6) i markerow wyniostosci
zwojowych (NKX2.1, DLX2 i GSX2) pomiedzy wygenerowanymi 60-
dniowymi organoidami grzbietowymi (dorsal) i brzusznymi (ventral)
przodomozgowia dla linii JOHD i linii kontrolnych (Rysunek 4 i 5).
Nastepnie, aby oceni¢ czy organoidy fuzyjne wykazuja obecnosc
dojrzalych neuronéw i populacji komorkowych charakterystycznych dla
wczesnego przodomozgowia, przeprowadzilam barwienie
immunofluorescencyjne na szereg markerow neuronalnych (Rysunek 6).
Wykazalam obecnos¢ markerow bialkowych strefy komorowej i
podkomorowej rozwijajacej sie kory mozgowej: odpowiednio bialek TBR1
i PAX6. Wykrylam rowniez obecnos¢ markerow biatkowych dla
przysrodkowych i ogonowych interneuronéw zwojowych wzgorza (ang.
medial/lateral ganglionic eminence, MGE/LGE), odpowiednio biatek
NKX2.1 i DLX2 oraz GSX2, odpowiedzialnych za rozwoj prazkowia i
migracje interneuronoéw do réznych obszaréw moézgu podczas rozwoju
zarodka. Ponadto, dzieki immunbarwieniu fluorescencyjnemu
przeciwcialami skierowanymi na NEFH, SMI-32 oraz MAP2,
potwierdzilam obecnosc¢ dojrzatych neuronow w fuzyjnych organoidach
przodomozgowia (Rysunek 6). Obecnosc¢ biatka nestyny (NES) w
organoidach, wskazalo na obecnos¢ populacji komorek NSC, ktore sa
charakterystyczne dla mozgu embrionalnego. Przedstawione na
Rysunkach 4-6 wyniki potwierdzaja, ze przeprowadzilam efektywne
roznicowanie ludzkich komoérek iPSC do organoidow zawierajacych
populacje  rozwijajacego sie  przodomozgowia  Podsumowujac,

wygenerowane przeze mnie organoidy mozgowe moga stuzyc¢ jako model
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do badania wczesnych zmian neurorozwojowych zachodzacych w

populacjach neuronalnych kluczowych w neuropatogenezie JOHD.
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Rysunek 4. 60-dniowe organoidy mézgowe dorsal i ventral, JOHD oraz kontrolne, wykazuja
ekspresj¢ markeréw strony grzbietowej (kory modzgowej) rozwijajacego sie
przodomézgowia. Wykresy przedstawiaja znormalizowany poziom ekspresji markerow TBR1 i
PAX6 dla kontrolnych i JOHD organoidow dorsal i ventral. Wykresy zostaly wykonane w
programie GraphPad. Wykresy przedstawiajg zgrupowane wartosci dla 6 powtdrzen
biologicznych £SEM. Zastosowany test statystyczny to t-test dla prob niezaleznych.
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Rysunek 5. 60-dniowe organoidy mézgowe dorsal i ventral, JOHD oraz kontrolne, wykazuja
ekspresj¢ markerow strony brzusznej rozwijajacego si¢ przodomézgowia. Wykresy
przedstawiaja znormalizowany poziom ekspresji markerow DLX2, NKX2.1 oraz GSX2 dla

kontrolnych i JOHD organoidéw dorsal i ventral. Wykresy zostaly wykonane w programie
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GraphPad. Wykresy przedstawiaja zgrupowane warto$ci dla 6 powtdrzen biologicznych £+SEM.

Zastosowany test statystyczny to t-test dla prob niezaleznych.
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Rysunek 6. Barwienie immunofluorescencyjne (IF) 60-dniowych fuzyjnych organoidéw
mozgowych wykazalo obecno$¢ markerdéw strony grzbietowej i brzusznej rozwijajacego sie
przodomoézgowia zarowno w organoidach JOHD jak i organoidach kontrolnych. Barwienie
zostalo wykonane na markery kory mozgowej (TBR1 and PAX6), markery populacji komorek
GE (DLX2, NKX2.1 oraz GSX2) marker populacji NSCs (NES) oraz na markery dojrzatych
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neuronow (SMI-32, NEFH). Wizualizacje skrawkow przeprowadzono z wykorzystaniem

mikroskopii konfokalnej.

3.2.1.4. Markery specyficznych populacji komérkowych mozgu
wykazuja zmieniona ekspresje w 60-dniowych fuzyjnych
organoidach moézgowych JOHD w porownaniu do organoidow
kontrolnych

Przeanalizowatam ogolnodostepne dane pochodzace z
sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek (scRNA-seq) i
wyselekcjonowalam markery populacji komorek neuronalnych i
nieneuronalnych obecnych w rozwijajacym sie ludzkim mozgu.
Nastepnie, zbadalam ekspresje wybranych genow w 60-dniowych
fuzyjnych organoidach mozgowych JOHD i organoidach kontrolnych za
pomoca metody qPCR (Rysunek 7). Wyselekcjonowane geny byly
markerami okreslonych populacji komoérkowych obecnych w ludzkim
mozgu, takich jak neurony hamujace i pobudzajace, astrocyty i
oligodendrocyty, tanacyty, splot naczyniowkowy, neurony nitrergiczne,

czy progenitory neuronalne.

Zidentyfikowalam zmieniong ekspresje pieciu markerow roznych
populacji neuroné6w hamujacych w organoidach JOHD w poréwnaniu do
organoidow kontrolnych. Dwa z nich, geny LIMK2 i CKB, wykazaly
podwyzszona ekspresje we wszystkich organoidach JOHD. Gen LIMK2
reguluje dynamike cytoszkieletu aktynowego i plastycznosc¢ synaptyczna,
a jego deregulacja jest silnie zwiazana 2z neuropatologia choroby
Alzheimera i choroby Parkinsona (Cuberos et al., 2015).Natomiast, gen
CKB reguluje homeostaze energetyczna komorki i odgrywa wazna role w
neurogenezie. Zostal on rowniez opisany jako jeden z gendow ryzyka
autyzmu (Yang and Shcheglovitov, 2020). Inny wybrany marker
neuronow hamujacych, gen NXPH 1, wykazal istotne obnizenie ekspresji
we wszystkich liniach JOHD. Gen ten koduje biatko neureksofiline-1,
biatko biorace udzial w synaptogenezie, ktore tworzy Scisty kompleks z
bialkami promujacymi adhezje miedzy dendrytami i aksonami. Ta

adhezja jest kluczowym czynnikiem integralnosci synaptycznej, ktorej
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utrata jest cechg charakterystyczng kilku choréb neurodegeneracyjnych,
takich jak AD (Saykin et al., 2010). Nastepnie, skupilam si¢ na analizie
ekspresji wybranych markerow splotu naczyniowkowego i tanacytow.
Najciekawszym z deregulowanych genow, o podwyzszonej ekspresji we
wszystkich organoidach JOHD byl gen TTR, kodujacy transtyretyne
(inaczej prealbumine), czyli biatko wiazace i rozprowadzajace hormony
tarczycy we krwi i plynie mozgowo-rdzeniowym (Alshehri et al., 2020).
Gen TTR wulega ekspresji glownie w komorkach nabtonka splotu
naczyniowkowego, co czyni go najlepszym mozliwym markerem ChP. W
kontekscie neuropatogenezy HD byl to wynik szczegdlnie wazny,
poniewaz komory mozgu sa obszarem istotnie powiekszonym u osob
chorych. Podwyzszenie ekspresji genu TTR zostalo juz wczesniej opisane
dla mysich modeli AD (Stein and Johnson, 2002). Badania sugeruja
rowniez, ze bialko TTR odgrywa role ochronng w neuropatologii AD ze
wzgledu na jego zdolnos¢ do wiazania toksycznych agregatow
amyloidogennych (Buxbaum et al., 2008). Gen PPPIRI1B, marker
tanacytow, rowniez wykazal istotne obnizenie ekspresji we wszystkich
liniach JOHD w poréwnaniu do linii kontrolnej 21Q. Biatko DARPP-32,
kodowane przez gen PPPIRIB, odgrywa kluczowa role w integracji
transdukcji sygnalu w neuronach dopaminoceptywnych prazkowia i
pelni role regulacyjng w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) (Lin et
al., 2021). Inny marker tanacytow, gen GPR88, mial podwyzZszony poziom
ekspresji we wszystkich badanych liniach JOHD. Kodowanym przez niego
bialtkiem jest neuronalny receptor mozgowy sprzezony z biatkiem G
(GPCR), ktory zwiazany jest z roznymi zaburzeniami psychicznymi
(Massart et al., 2016). W grupie genow markerowych dla astrocytow i
oligodendrocytow, tylko jeden gen mial podwyzszona ekspresje we
wszystkich organoidach JOHD - gen SMARCA4. Deregulacja tego
aktywatora transkrypcji zostata niedawno ustalona dla kory PO myszy
HdhQ7/Q111 (Capizzi et al., 2022). Ekspresja genu ATOXI, markera
progenitorow komorek neuronalnych oraz genu H3ST4, markera
neuronow pobudzajacych, rowniez byla wyzsza we wszystkich

organoidow JOHD w poroéwnaniu z organoidami kontrolnymi. Wsrod
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wszystkich wybranych markerow bylo kilka, ktore nie wykazywaly
spojnej deregulacji we wszystkich analizowanych organoidach JOHD,
lecz kierunek zmian ekspresji roznil sie miedzy réoznymi liniami JOHD.
Na przyklad, ekspresja genu CCL2 wskazala na obnizenie ekspresji w
organoidach 71Q i 77Q i jednoczesSnie na lekkie podwyzszenie ekspresji
w organoidach 109Q, w porownaniu do kontrolnej linii 21Q. Odwrotny
wynik uzyskalam dla genu NOSI, markera hamujgcych neuronow
nitrergicznych, ktory wykazal podwyzszenie ekspresji w organoidach 71Q

i 77Q oraz obnizenie ekspresji w linii 109Q.
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Rysunek 7. Wykresy dla markerow wybranych typow neuronalnych i nie-neuronalnych
populacji komérkowych, wykazujace zmienione poziomy ekspresji w 60-dniowych

fuzyjnych organoidach mézgowych JOHD. Wybranych zostato czternascie genéw do analizy
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DE (ang. differential expression, DE) w probkach cDNA uzyskanych z 60-dniowych fuzyjnych
organoidow mézgowych. Wyniki dla kazdego analizowanego genu sg prezentowane jako wykres
znormalizowanej ekspresji (w stosunku do genu referencyjnego ACTP, a nastepnie do
organoidow kontrolnych 21Q). Wykresy zostaly wykonane w programie GraphPad. Wykresy
przedstawiaja zgrupowane wartosci dla 3 powtdrzen biologicznych +SEM. Zastosowany test

statystyczny to jednokierunkowa ANOVA z poprawka post-hoc Bonferonniego.

3.2.1.5. Wygenerowanie 60-dniowych organoidow mozaikowych,
powstalych przez fuzje organoidow JOHD 2z organoidami
kontrolnymi

Chcac stworzy¢ model do badan nad zaangaZowaniem
poszczegdlnych struktur moézgu w neuropatogeneze JOHD i nad
zaleznoSciami poziomu prawidlowej i zmutowanej huntingtyny w
okreslonych obszarach rozwijajacego sie mozgu JOHD, przeprowadzitlam
fuzje organoidow dorsal lub ventral linii 71Q JOHD 2z organoidami dorsal
lub ventral 21Q i. stworzylam fuzyjne organoidy mozaikowe. Uzyskane
60-dniowe fuzyjne organoidy mozaikowe 21Q dorsal/71Q ventral oraz
71Q dorsal/21Q ventral, mialy taka sama morfologie makroskopowa jak
wczesnie] wygenerowane fuzyjne organoidy 71Q oraz organoidy 21Q
(Rysunek 8). Organoidy mozaikowe 71Q dorsal/21Q ventral byly
nieznacznie wieksze od organoidow kontrolnych 21Q i wykazywaly
wieksza homogennos¢ pod wzgledem wielkosci w poréwnaniu do

organoidow 71Q.
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Rysunek 8. Ocena morfologii oraz rozmiaru wygenerowanych organoidow mozaikowych.
Rysunek przedstawia zdjecia 60-dniowych fuzyjnych organoidow mozaikowych oraz pola
powierzchni tych organoidéw [mm2]. Wykres przedstawia zgrupowane wartosci dla 4 powtdrzen
biologicznych organoidow mozaikowych oraz wartosci dla 4 powtdrzen biologicznych fuzyjnych
organoidow 71Q oraz 21Q; £SEM. Zastosowany test statystyczny to jednokierunkowa ANOVA
z poprawka post-hoc Bonferonniego.

3.2.1.6. Fuzyjne organoidy JOHD charakteryzuja sie wieksza
iloScia rozet mneuronalnych w porownaniu do organoidow
kontrolnych oraz organoidow mozaikowych

Dzieki eksperymentom immunobarwienia fluorescencyjnego
wykazatam, ze fuzyjne organoidy JOHD 71Q posiadaja widocznie wieksza
liczbe rozet neuronalnych w poréwnaniu do fuzyjnych organoidow 21Q
oraz w porownaniu do organoidow mozaikowych (Rysunek 9). Rozety
neuronalne to struktury odzwierciedlajace etap posredni pomiedzy
komorkami macierzystymi, a wyspecjalizowanymi neuronami. Uzyskany
przeze mnie wynik wskazuje na wciaz bardzo aktywne procesy proliferacji

i produkcji komorek progenitorowych w organoidach 71Q, co moze byc
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Scisle skorelowane z omoéwionym wczesniej wynikiem dotyczacym
wiekszych rozmiaréow organoidow JOHD w porownaniu do kontroli.
Wzmozona proliferacja w organoidach 71Q moze by¢ wynikiem
nieprawidlowego dojrzewania lub nieprawidlowej migracji komorek. To z
kolei moze powodowac rozwojowe zatrzymanie si¢ organoidow JOHD na
etapie migracji komorek ze strefy VZ do strefy podptytkowej (ang.
subplate zone, SP) tworzacej sie kory mozgowej (Conforti et al., 2018).
Zblizona morfologia organoidow mozaikowych do organoidow
kontrolnych 21Q moze sSwiadczyc¢ o istotnym wplywie zwiekszonej ilosci
niezmutowanego bialka HTT w okreslonych populacjach przodomozgowia
na dalszy rozwodj mozgu i modyfikacje przebiegu neuropatogenezy HD.
Uzyskany przeze mnie wynik sugeruje, ze fuzyjne organoidy mozaikowe
sa kolejnym modelem komoérkowym 3D odpowiednim do badania
przebiegu wczesnej neuropatogenezy HD, ktory moze potencjalnie

wskazac zaburzenia nieobserwowane w fuzyjnych organoidach JOHD.
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Rysunek 9. Barwienie immunofluorescencyjne (IF) 60-dniowych fuzyjnych organoidow
mozgowych. Barwienie zostalo wykonane na markery TBR1 i PAX6, markery dwoch stref
proliferacyjnych ksztaltujacej si¢ kory moézgowej (odpowiednio VZ i SVZ). Wizualizacje

skrawkow przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopii konfokalne;.

3.2.1.7. Fuzyjne organoidy 71Q wykazuja zwiekszona ilos¢ biatka
TTR w porownaniu do organoidéow kontrolnych 21Q oraz organoidow
mozaikowych

W kolejnych eksperymentach skupilam si¢ na dalszej

charakterystyce istotnie zmienionego we wszystkich organoidach JOHD
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markera splotu naczyniowkowego, TTR. Wykonatlam eksperymenty
immunobarwienia fluorescencyjnego (Rysunek 10) i wykazalam
obecnos¢ duzej ilosci biatka TTR w fuzyjnych organoidach 71Q oraz
braku sygnatu tego bialtka w organoidach kontrolnych 21Q. Wynik ten
wspiera rezultaty wczesniejszych analiz qPCR i poréwnanie ekspresji
genu TTR pomiedzy organoidami tych samych linii (21Q i 71Q). Dzieki
eksperymentom IF zidentyfikowalam rowniez obecnos¢ biatka TTR w
fuzyjnych organoidach mozaikowych 71Q dorsal/21Q ventral i 21Q
dorsal/71Q ventral. Illos¢ biatka TTR w organoidach mozaikowych byla
jednak widocznie mniejsza w porownaniu do fuzyjnych organoidow 71Q.
Uzyskane przeze mnie rezultaty wspieraja wczesniejszy wynik dotyczacy

podwyzszonej ekspresji genu TTR w liniach JOHD (w tym w linii 71Q).

21Q dorsal / 21Q ventral

71Q dorsal / 71Q ventral

71Q dorsal / 21Q ventral

21Q dorsal / 71Q ventral

Rysunek 10. Immunobarwienie fluorescencyjne (IF) biatka TTR w 60-dniowych fuzyjnych
organoidach mézgowych. Wizualizacj¢ skrawkéw przeprowadzono z wykorzystaniem

mikroskopii konfokalnej.

3.2.1.8. Podwyzszony poziom bialka TTR w osoczu myszy
YAC128Q wskazuje na istotna funkcje tego bialka w patogenezie JOHD
i jego potencjalna role jako biomarkera JOHD
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W celu dalszej analizy znaczenia podwyzszonej ekspresji genu TTR
oraz zwiekszonej ilosci biatka TTR w fuzyjnych organoidach moézgowych
JOHD, wykonalam analizy Western Blot na materiale biologicznym
pochodzacym z mysiego modelu Hu!28Q/21Q. Przeprowadzilam analize
ilosciowa bialka TTR w osoczu krwi uzyskanym z myszy BAC21Q oraz
YAC128Q, Zidentyfikowalam zmiane poziomu monomeru (16 kDa) oraz
tetrameru (55 kDa) bialka TTR w osoczu myszy YAC128Q w porownaniu
do myszy kontrolnych BACZ21Q (Rysunek 11). Mimo, iz zaobserwowane
podwyzszenie poziomu tego biatka nie jest istotne statystycznie, wspiera
ono wyniki, ktore uzyskalam w eksperymentach qPCR oraz IF

przeprowadzonych na fuzyjnych organoidach moézgowych.
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Rysunek 11. Analiza western blot, porownujaca ilos¢ bialka TTR w osoczu pomiedzy
myszami YAC'®Q i BAC?Q. (A) Poziom monomeru biatka TTR (16 kDa) zostal
znormalizowany do poziomu biatka referencyjnego LAMIN Bl. Wykres zostal wykonany w
programie GraphPad. Zastosowany test statystyczny to t-test dla prob niezaleznych (n=3). (B)

Poziom tetrameru biatka TTR (55 kDa) zostat znormalizowany do catkowitej ilo$ci biatka w
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Sciezce wybarwionej roztworem Ponceau S. Wykres zostal wykonany w programie GraphPad.

Zastosowany test statystyczny to t-test dla prob niezaleznych (n=5).

3.2.2. Materialy

3.2.2.1. Ludzkie linie komoérek iPSC
Episomalne ludzkie linie HD i kontrolne iPSC zakupiono z NINDS Human

Cell and Data Repository oraz z Cedars-Sinai Induced Pluripotent Stem Cell
Core Production Facility. Do analiz wykorzystano trzy rézne linie JOHD, z
71, 77 1 109 powtorzeniami CAG, oraz dwie rozne linie kontrolne, z 21 i

33 powtorzeniami CAG.

3.2.2.2. Myszy HD

Do badan wykorzystano mysi model HD, Hul28Q/21Q (Southwell et al.,
2017). Model ten stworzony zostal na drodze krzyzowania myszy Hdh-/-
BAC21Q z myszami Hdh-/- YACI128Q i pozniejszego genotypowania.
Utrzymywanie hodowli i rozmnazanie myszy prowadzone bylo w
standardowych warunkach LD 12:12 (12 godzin Swiatla i 12 godzin
ciemnosci), z ciaglym dostepem myszy do pokarmu i wody, w zwierzetarni
w Centrum Zaawansowanych Technologii (CZT) UAM w Poznaniu.
Eksperymenty na myszach zostaly zatwierdzone i sa monitorowane przez
Lokalna Komisje Etyki ds. doswiadczen na zwierzetach w Poznaniu
(64/2018). Krew do analiz WB pobrano 2z dwoch grup
eksperymentalnych, liczacych 3 i 5 myszy YAC!28Q oraz 3 i 5 myszy
BAC21Q,

3.2.2.3. Oligonukleotydy

Stosowane w badaniach oligonukleotydy DNA zostaly zakupione w firmie
Merck Life Science Sp. z o.0. Wszystkie sekwencje przedstawiono w

Tabeli 1.
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Tabela 1. Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych do analiz.

Nazwa genu Sekwencja startera F Sekwencja startera R
PAX6 TGGGCAGGTATTACGAGACTG | ACTCCCGCTTATACTGGGCTA
TBRI GCAGCAGCTACCCACATTCA | AGGTTGTCAGTGGTCGAGATA
DLX2 ATGCACTCGACCCAGATCG | GGCTTGGTACTGGTAGGAACC
GSX2 ATGTCGCGCTCCTTCTATGTC | CAAGCGGGATGAAGAAATCCG

NKX2.1 ATGAAGCGCCAGGCTAAGG | GGTTTGCCGTCTTTGACTAGG

TTR TGGGAGCCATTTGCCTCTG | AGCCGTGGTGGAATAGGAGTA
CCL2 CCCCAGTCACCTGCTGTTAT AGATCTCCTTGGCCACAATG
LIMK2 GAATCTGGAGGGGACACTGA | ACCTCCCCATGGATTAGGTC
FOXP1 ATCCCGATGTGTCTGTGTGA GCAGTTGCACAAAAAGCAAA
MSTO1 ATGGTGTCTGGAGGGTCAAA | GGGATGGAGATGGACTCTGA
ATOX1 AGGCTGTGCTGAAGCTGTCT | TCCATGCTGTGCTCAGATTC
CKB ACGACGTCATCCAGACAGG AGGTCGGTCTTGTGCTCATC
APOE GGTCGCTTTTGGGATTACCT TCCAGTTCCGATTTGTAGGC
GRIN3A CCACTCCACTGGACAATGTG GGTTTGATGGCCACTGTTCT
NXPH1 GAGCAAGACCTCTGGGACTG | AAATGTCCCATTGCCATGAT
NOS1I TTGAAAAGGCCAACAATTCC TTGACCGACTGGATTTAGGG
GPR88 CCCGGTGTCACTCCTGTATT GTTCACGATGAAGGCGTTG
PPPIRIB | CAGAGGAGGAGGATGAGCTG | AGCAGACTGCCTGATGACCT
HS3ST4 CATCATCGGGGTCAAGAAAG CACTCCAACCCCTTTTCGTA

3.2.2.4. Bufory, pozywki i roztwory barwiace

Pozywki do hodowli komorkowej:

Pozywka E8 do hodowli iPSCs

49 mL pozywki E8
1 mL suplementu E8

Pozywka do neurosfer (EZ)

34 mL DMEM
14,5 mL F12

1 mL suplementu B27
356 uL Glutamaxu

50 uL heparyny
100 ng/ml EGF
100 ng/ml FGF
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Pozywka NI (neural induction) do organoidow grzbietowych

przodomozgowia

50 mL DMEM/F12
500 uL suplementu N2
500 uL Glutamaxu
500 uL MEM-NEAA
500 uL P/S

S50 uL heparyny

S pM cycA

Pozywka NI (neural induction) do organoidow brzusznych

przodomozgowia

50 mL DMEM/F12
500 ul suplementu N2
500 uL Glutamaxu
500 uL MEM-NEAA
500 uL P/S

50 uL heparyny

2,5 pM IWP2

100 nM SAG

Pozywka DIFF. -A (differentiation medium) bez witaminyv A do organoidow

25 mL DMEM/F12

25 mL Neurobasal

500 uL suplementu B27 -A
500 ul Glutamaxu

500 uL P/S

250 uL suplementu N2
250 uL MEM-NEAA

12,5 uL insuliny

Pozywka DIFF. +A (differentiation medium) z witamina A do organoidéw

25 mL DMEM/F12

25 mL Neurobasal

500 uL suplementu B27 +A
500 uL Glutamaxu

500 uL P/S

250 uL suplementu N2

250 uL MEM-NEAA

12,5 uL insuliny
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Bufory i roztwory barwiace uzyte do analizy bialek metoda western
blot:

Bufor PB 1x do izolaciji bialek

60 mM Tris

0,8 g (2% w/v) SDS

4 g (10% w/v) sacharoza

Dopelniono woda do objetosci 40 mL

Bufor PB 1x z inhibitorem proteaz do izolacji bialek

900 uL PB 1x
18 uL PMSF

Bufor Laemmli do elektroforezy bialek 10x stezony

250 mM Tris

1,92 M glicyna

1% (w/v) SDS

Dopelniono woda do objetosci 500 mL

Do elektroforezy uzyto bufor 1x — rozcieficzono woda

Bufor TBS 10x stezony

24,2 g Tris

80 g NaCl

Dopelniono wodg do objetosci 900 mL i nastepnie ustalono pH na7.6
Dopelniono wodg do objetosci 1 L

Bufor TBS-Tween 1x

50 mL TBS 10x
0,25 mL Tween-20 (0.05%)
Dopelniono woda do objetosci 500 mL

Bufor Towbin do elektrotransferu mokrego 10x stezony

250 mM Tris
1,92 M glicyna
Dopelniono woda do objetosci 500 mL

68



Bufor Towbin do elektrotransferu mokrego 1x stezony

100 mL Towbin 10x
200 mL metanol
700 mL H20

1 mL SDS 20%

Bufor blokujacy

50 mL TBS-T 1x
2,5 g (5% w/v) mleka odthuszczonego w proszku

Ponceau S 1x do barwienia membrany nitrocelulozowej po

elektrotranferze

0,5 g (0.1% w/v) Ponceau S
15 mL (3%) kwas octowy
Dopeliono wodg do objetosci 500 mL

Bufory i roztwory wuzyte do metody immunobarwienia

fluorescencyjnego (IF):

4% paraformaldehvd do utrwalania fuzyjnych organoidéw moézgowych

8 g paraformaldehyd

100 mL H20

Roztwor podgrzano do 60 stopni i dodano kilka kropel 1 N NaOH dla utatwienia
rozpuszczenia

Roztwor schtodzono do temperatury pokojowej i dodano 100 mL PBS 2x

10% sacharoza do odwodnienia fuzyjnych organoidéw mozgowych

5 g sacharozy
Dopelniono buforem PBS do 50 mL

20% sacharoza do odwodnienia fuzyjnych organoidow mozgowych

10 g sacharozy
Dopelniono buforem PBS do 50 mL

30% sacharoza do odwodnienia fuzyjnych organoidow mézgowych
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15 g sacharozy

Dopeiniono buforem PBS do S0 mL

Bufor blokujacy

50 mL TBS-T 1x

2 mL (4% w/v) normalnej surowicy koziej (NGS)

3.2.2.5.

Przeciwciala

Stosowane w badaniach przeciwciata [-rzedowe zostaly zakupione w

firmach ProteinTech, Abcam, DSHB, Merck, R&D Systems, BioLegend

oraz Thermo Scientific™,

Wszystkie przeciwciala I-rzedowe i

ich

zastosowane rozcienczenia przedstawiono w Tabeli 2. Stosowane w

badaniach fluorescencyjne oraz chemiluminescencyjne przeciwciata II-

rzedowe zostaly zakupione w firmie Jackson Immunoresearch (JIR).

Wszystkie przeciwciala II-rzedowe i ich zastosowane rozcienczenia

przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 2. Przeciwciala I-rzedowe wykorzystane do analiz IF oraz WB.

Na.zwa. Nazwa firmy Gospodarz Rozcieficzenie | Rozcieficzenie
przeciwciala do IF do WB
TBR1 ProteinTech Krolik 1:400 -
PAX6 DSHB Mysz 1:20 -
NOTCH1 DSHB Szczur 1:50 -
NEFH DSHB Mysz 1:50 -
NES DSHB Mysz 1:50 -
MAP2 DSHB Mysz 1:50 -
GSH2 Merck Krolik 1:500 -
FOXG1 Abcam Krolik 1:400 -
DLX2 Thermo Scientific™ Krolik 1:100 -
NKX2.1 R&D Systems Krolik 1:250 -
TTR DSHB Mysz 1:50 1:100
TTR Proteintech Krolik 1:400 1:1000
SMI-32 BioLegend Mysz 1:400 -
LAMIN B1 Proteintech Mysz - 1:2000

Tabela 3. Przeciwciala II-rzedowe wykorzystane do analiz IF oraz WB.

Nazwa przeciwciala

Nazwa
firmy

Antygen

Rozcienczenie
do IF

Rozcienczenie
do WB
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Mysie 1gG . .
Alexa Fluor 488 JIR (H+L) 1:1000 1:1000
Dylight 594 JIR Kroélicze 1:1000 -
Alexa Fluor® 647
AffiniPure Goat Anti- JIR Krélicze 1:1000 -
Mouse IgG (H+L)
Peroxidase AffiniPure Krolicze
Donkey Anti-Rabbit IgG JIR - 1:5000
(H+1) IgG (H+L)
Peroxidase AffiniPure Mvsie [oG
Donkey Anti-Mouse IgG JIR y g - 1:5000
(H+L) (H+L)

3.2.2.6.  Zele poliakrylamidowe (PAA)

Komercyjne zele gradientowe 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast

Protein Gels
12% zel rozdzielajacy z 5% zelem zageszczajacym, typu SDS-PAGE:

Zel rozdzielajacy:

1,6 mL H20

2 mL 30% akrylamid w stosunku 29:1
1,3 mL 1.5M Tris-HCI, pH 8,8

0,05 mL 10% SDS

0,05 10% APS

0,002 mL TEMED

Zel zageszczajacy:

1,4 mL H20

0,33 mL 30% akrylamid w stosunku 29:1
0,25 mL 1 M Tris-HCI, pH 6,8

0,02 mL 10% SDS

0,02 mL 10% APS

0,002 mL TEMED

3.2.2.7. Wzorce wielkosci

Do analiz w zelach PAA wykorzystano marker wielkosci Perfect™ Tricolor

Protein Ladder (EURx).

3.2.2.8. Wazniejsze odczynniki wykorzystywane do badan

Geltrex™ LDEV-Free, hESC-Qualified, Reduced Growth Factor

Basement Membrane Matrix (Gibco™, ThermoFisher Scientific)
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e HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (Solis Biodyne)
¢ Ribonuclease inhibitor (EURX)

e Oligo(dT)20 Primers (EURx)

e Random Hexamer Primers (EURX)

e 10 mM Ultrapure dNTPs mix (EURx)

e Nuclease-free water, not DEPC treated (EURx)

e Normal Goat Serum (JIR)

e 4x SDS Sample Buffer (Merck)

e Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100X) (ThermoFisher Scientific™)
e Cyclopamine A (cycA) (Biogems)

e [WP-2 (Biogems)

e Smoothened agonist (SAG) (Biogems)

e Corning® Matrigel® hESC-Qualified Matrix (Merck)

e FGF basic (ORF Genetics)

e EGF (ORF Genetics)

e Hoechst 33342 Solution (ThermoFisher Scientific™)

3.2.2.9. Komercyjnie dostepne zestawy (kity) wykorzystywane w

badaniach
e Maxima Reverse Transcriptase (200U /ul) (ThermoFisher Scientific™)

e ECL - SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate
(ThermoFisher Scientific™)

3.2.3. Metody

3.2.3.1. Hodowla indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych (iPSC)

Ludzkie komorki iPSC hodowano w chemicznie zdefiniowanych
warunkach w komercyjnie dostepnej pozywce E8 (Essential 8, Thermo
Scientific™). Komorki hodowano na powierzchni oplaszczonej macierza
komorkowg (Geltrex™ LDEV-Free, hESC-Qualified, Reduced Growth
Factor Basement Membrane Matrix, Thermo Scientific™) Komorki

pasazowano poprzez delikatng dysocjacje z 0,5 mM EDTA w PBS.

72



3.2.3.2. Hodowla neurosfer

Neurosfery wygenerowano poprzez delikatna dysocjacje kolonii komoérek
iPSC, z 0,5 mM EDTA w PBS, do stanu agregatow wielokomorkowych i
umieszczeniu ich bezposrednio w pozywce wzrostowej dla progenitorow
neuronalnych bogatej w suplement B27 (ThermoFisher Scientific™), 100
ng/mL podstawowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF, ORF
Genetics), 100 ng/mL naskorkowego czynnika wzrostu (EGF, ORF
Genetics) oraz 5 ug/mL heparyny (Merck). Komoérki hodowano na
szalkach optaszczonych poly-HEMA (Poly (2-hydroxyethyl methacrylate)

zapewniajaca nieadherentne warunki hodowli neurosfer.

3.2.3.3. Hodowla organoidow mozgowych 3D

Opierajac si¢ na opublikowanym juz protokole hodowli fuzyjnych
organoidow mozgowych (Bagley et al., 2017), dostosowalismy procedure
generowania takich grzbietowo-brzusznych organoidéw przodomozgowia
z ludzkich komorek iPSC poprzez etap hodowli neurosfer (Ebert et al.,
2013). Przez pierwsze 24 h, uzyskane z komorek iPSC neurosfery
utrzymywane byly w pozywce E8 z dodatkiem inhibitora Sciezki ROCK,
Y-2736 (Tocris). Drugiego dnia, pozywke E8 zmieniono na pozywke
dedykowana  neurosferom (DMEM, F12, 2%  B27-A, 1%
penicylina/streptomycyna, 0.5% Glutamax, 0.1% heparyna) =z
czynnikami wzrostu, bFGF i EGF (ORF Genetics). Po 5-7 dniach hodowli
i zmianie pozywki co 2 dni, neurosfery poddano mechanicznemu
pasazowi z wykorzystaniem urzadzenia Mcllwain Tissue Chopper (model
TC752, Campden Instruments), w ktorym zawiesine neurosfer cieto w
odstepach co 150 pm. Nastepnie, po kolejnych 4-5 dniach hodowli,
neurosfery uzyskane z kazdej linii rozdzielono na dwie szalki i rozpoczeto
ukierunkowane réznicowanie do strony brzusznej (populacje komorek GE
tworzace pozniejsze prazkowie) lub grzbietowej (kora mozgowa)
przodomozgowia. W tym celu, zmieniono pozywke na pozywke do indukcji
neuronalnej wzbogaconej o cyklopamine A (cycA) w stezeniu 5 pM dla
neurosfer przeznaczonych do réznicowania w organoidy grzbietowe lub

wzbogaconej o zwigzek niskoczasteczkowy IWP2 (w stezeniu 2.5 pM) oraz

73



SAG (w stezeniu 100 nM) dla neurosfer przeznaczonych do réznicowania
w organoidy brzuszne. Kolejne etapy roznicowania, fuzji oraz dojrzewania
organoidow prowadzone byty zgodnie z publikacja zrédlowg (Bagley et al.,
2017). Fuzyjne grzbietowo-brzuszne organoidy mozgowe HD, kontrolne
oraz mozaiki zebrane zostalty w dniu 60-tym hodowli do dalszych analiz,
obejmujacych sekwencjonowanie RNA pojedynczych komorek, analizy

qPCR oraz barwienie immunofluorescencyjne.

3.2.3.4. Analiza Western Blot

Rozdzial elektroforetyczny bialek w warunkach denaturujacych
wykonano w zelach poliakrylamidowych zawierajacych SDS. Do badan
zastosowano komercyjnie dostepne zele gradientowe 4-20% o wymiarach
8,5x8 cm (BIO-RAD) lub przygotowywane w laboratorium zele 12%. Proby
bialkowe denaturowano przez 5 min w 95°C z 4 x stezonym buforem
obciazajacym zawierajacym SDS (4x Sample Buffer), a nastepnie po 2-
minutowej inkubacji na lodzie proby nakladano na zel. Rozdziat
prowadzono w buforze do elektroforezy bialek 1x Laemmli przez 15 min
przy napieciu 90 V dla zelu zageszczajacego, a nastepnie przez 15-45 min
przy napieciu 200 V dla zelu rozdzielajacego. Kolejno, za pomoca
elektrotransferu poélsuchego, biatko przeniesiono na membrane
nitrocelulozowa (ThermoFisher Scientific™). Bibuly Wypall oraz
membrane namoczono w 1x buforze BSN przez kilka minut. Nastepnie,
w dolnej czesci aparatu do transferu (bedacej anoda) umieszczono kolejne
od dotu: 3 warstwy bibuly, membrane nitrocelulozowa, zel, 3 warstwy
bibuly i zamknieto szczelnie pokrywa (bedaca katoda). Transfer
prowadzono przez 60 minut z ustawieniami stalego natezenia pradu
wynoszacego 200 mA. Nastepnie, po zakonczonym transferze membrane

blokowano w przygotowanym na swiezo 5% roztworze mleka w TBS-T.

Kolejno przeprowadzono inkubacje bialek 2z pierwszorzedowym,
poliklonalnym kroliczym przeciwcialem anty-TTR w stosunku 1:1000
(Proteintech) oraz 2z pierwszorzedowym, monoklonalnym mysim
przeciwcialem anty-Lamin B1, bedacym referencja, w stosunku 1:2000.

Przeciwciata pierwszorzedowe rozcienczone w roztworze 5% mleka w TBS-
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T, a inkubacje biatek z przeciwcialami prowadzono przez noc w 4°C.
Nastepnie, po trzykrotnym przeplukaniu membrany buforem TBS-T,
biatka inkubowano z przeciwcialami drugorzedowymi skierowanymi na
IgG krolicze oraz mysie (JIR), potaczonymi z peroksydaza chrzanowa w
stosunku 1:5000 w buforze TBS-T przez godzine. Wizualizacje wykonano
za pomoca metody chemiluminescencji, do ktorej uzyto zestawu
SuperSignal™West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific™). Wynik analizy udokumentowano z wykorzystaniem
urzadzenia ChemiDoc™ MP (BIO-RAD). W przypadku fluorescencyjne;j
analizy Western blot, wykorzystano przeciwcialo drugorzedowe
skierowane na IgG mysie, znakowane fluoroforem, Alexa Fluor 488 (JIR),

w stosunku 1:1000 w buforze TBS-T.

3.2.3.5. Przygotowywanie skrawkow organoidow moézgowych oraz

barwienie immunofluorescencyjne

Po usunieciu pozywki, organoidy przeplukano trzykrotnie buforem PBS i
utrwalono przez 20 min w temperaturze 4°C za pomoca zimnego 4%
roztworu PFA. Nastepnie, organoidy zabarwiono roztworem Ponceau S
przez 15 min, przeplukano buforem PBS i odwodniono w roztworze 30%
sacharozy przez okolo 24 h. Nastepnie, organoidy zatopiono w
odczynniku OCT Compound™ na suchym lodzie. Zatopione organoidy
przechowywano w -80°C. Organoidy cieto na skrawki o grubosci 25-30
pm z wykorzystaniem kriostatu wolnostojacego (Leica CM1950) w -20°C.
Skrawki zbierane byly na szkietka mikroskopowe Superfrost Plus™ i
suszone w temperaturze pokojowej przez noc. Nastepnie, skrawki byly
blokowane roztworem 4% NGS w TBS-T przez godzine w temperaturze
pokojowej. Wykorzystane do badan przeciwciala pierwszo- i
drugorzedowe umieszczono w Tabeli 2 i 3. Do wizualizacji jader
komorkowych zastosowano barwnik Hoechst 33258 (ThermoFisher

Scientific™) w stosunku 1:10,000.
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3.2.3.6. Reakcja odwrotnej transkrypcji oraz PCR w czasie
rzeczywistym

Catkowite RNA bylo izolowane za pomoca odczynnika TRIzol (Invitrogen),
zgodnie z protokolem producenta. Do reakcji odwrotnej transkrypcji
uzyto 500 ng catkowitego RNA. Reakcje prowadzono z wykorzystaniem
zestawu Maxima RT (ThermoFisher Scientific™) zgodnie z protokotem
producenta, z wykorzystaniem oligo(dT)20 primers (EURx), random
hexamer primers (EURx) oraz dNTP Ultrapure Mix (EURx). Po
zakonczonej reakcji, proby rozcienczono wodg wolng od nukleaz (EURX)
do koncowego stezenia 10 ng/ul. Do reakcji qPCR wykorzystano
komercyjny odczynnik HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (Solis
Biodyne). Do analizy ekspresji poszczegolnych genow wykorzystano 10 ng
uzyskanego cDNA. Reakcja qPCR prowadzona byla z wykorzystaniem
urzadzenia CFX96TM (BIO-RAD), ktore wyznaczalo parametr Cq. Do
okreslenia wzglednego poziomu ekspresji badanych genow zastosowano
metode  2-2ACt  (Livak and  Schmittgen, 2001). Normalizacje
przeprowadzono w oparciu o referencyjny gen [-aktyne. Wykonano
rowniez reakcje kontrolne NTC (ang. non-template control), bez dodatku
matrycy cDNA. Reakcje prowadzono zawsze na trzech powtorzeniach
technicznych dla kazdego z minimum trzech powtorzen biologicznych. Do
analizy statystycznej wykorzystano t-test lub jednokierunkowy test
ANOVA z poprawka post-hoc Bonferonniego, dostepne w programie
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software). Sekwencje uzytych starterow
przedstawiono w Tabeli 1 (Materialy 6.1.1.2).

3.2.3.7. Pomiar pola powierzchni 60-dniowych fuzyjnych
organoidow mozgowych

Zdjecia 60-dniowych organoidow fuzyjnych zostaly zrobione za
pomoca cyfrowego mikroskopu Q-scope, model QS.80200-P (Euromex).
Analiza pomiaru po6l powierzchni zostala przeprowadzona w programie
ImageJ z uzyciem narzedzia "Freehand selection". Skale do pomiarow
ustawiono na podstawie fotografii linijki kalibracyjnej dodanej do zestawu

Q-scope, gdzie znana liczba pikseli odpowiadata dtugosci rownej 5 mm.
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Wykresy zostaly stworzone przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism

(Boston, MA, USA).

4. PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Ludzki mozg jest szczegdlnie podatny na uszkodzenia w czasie
swojego rozwoju. Zaburzenie kluczowych procesow (neuro)rozwojowych
na etapie embriogenezy, takich jak proliferacja, migracja i réznicowanie
komorek nerwowych, moga przyczyniac sie do neurodegeneracji
obserwowanej u o0s6b  dorostych. Chociaz rozne choroby
neurodegeneracyjne maja pewne cechy wspoélne, ich ztozona patogeneza
wciaz pozostaje niejasna (Mariani i in., 2015). Sugeruje to istnienie
pewnej luki w naszej wiedzy na temat powiazania rozwoju ludzkiego z
powstawaniem choréb. Dobrym modelem do badania neurorozwojowych
aspektow patogenezy choréb neurodegeneracyjnych sa choroby polyQ,
takie jak HD i jej mlodziencza postac¢, spowodowane konkretnymi
mutacjami dominujacymi ktére sa dobrze poznane. Aby moc wyroznic
najwczesniejsze zaburzenia molekularne i komorkowe rozwoju mozgu
JOHD, kluczowe jest uzycie odpowiednich modeli badawczych, ktorymi
moga by¢ komorki macierzyste oraz wygenerowane z nich organoidy

mozgowe.

Wielkoskalowa identyfikacja zmian w poziomie transkryptow i
biatek umozliwita predykcje neurorozwojowych procesow biologicznych i
Sciezek molekularnych w komorkach JOHD jeszcze przed etapem
rozwoju, na poziomie linii komorek macierzystych iPSC. Podwyzszona
ekspresja genow kodujacych czynniki transkrypcyjne i histony w linii
71Q, moze SwiadczyC o nieprawidlowo rozwoju zarodka i zbyt wczesnym
rozwoju ukladu nerwowego. Natomiast, obniZenie ekspresji genow
zwiazanych z apoptoza w linii 109Q, moze przyczyniac sie¢ do obecnosci
nadmiernej ilosci progenitorow, ktora potencjalnie zaburza procesy
dojrzewania komorek neuronalnych. Wykonane przeze mnie analizy in

silico dostepnych danych 2z eksperymentow wysokoprzepustowych,
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pozwolily na uzyskanie szerszego obrazu (neuro)rozwojowych procesow
molekularnych zaburzonych w HD, na wielu etapach rozwoju
komorkowego oraz w doroslym mozgu. Analizy te pozwolily rowniez na
identyfikacje genow i biatek wspolnie deregulowanych w roéznych
chorobach polyQ, co wskazalo na pewne neurorozwojowe podobienstwa
tych schorzen, takie jak nieprawidlowosci w procesach wzrostu i
wydluzania aksonow, synaptogenezie czy wieloetapowej morfogenezie
zarodka 1 tworzeniu macierzy zewnatrzkomorkowej. Wykorzystanie
analizowanych wczesniej linii iPSC do wygenerowania fuzyjnych
organoidow mozgowych, zawierajacych populacje komorkowe obszarow
mozgu najwazniejszych w  neuropatologii HD, pozwolilo na
odzwierciedlenie zmian zachodzacych na wczesnym etapie neurogenezy.
Uzyskane organoidy fuzyjne byty zdecydowanie wieksze od pojedynczych
organoidow dorsal i ventral przodomoézgowia, co swiadczylo o waznych,
wzajemnych interakcjach kory mozgowej i rozwijajacego sie prazkowia i
pozwolilo na  badanie  populacji komoérkowych  dotychczas
nieobserwowanych w klasycznych systemach organoidowych. Analizy
eksperymentalne wygenerowanych organoidow moézgowych pozwolitly na
wskazanie konkretnych populacji komérek nerwowych i ich markerow
zmienionych w JOHD. Bardzo ciekawym odkryciem bylo bardzo duze
podwyzszenie ekspresji genu TTR w organoidach JOHD, ktoérego wzrost
byl dodatkowo skorelowany ze wzrostem liczby powtorzen CAG.
Zidentyfikowalam rowniez podwyzszonag ilos¢ biatka TTR w ludzkich
fuzyjnych organoidach moézgowych oraz w osoczu krwi myszy YAC128Q. Co
wiecej, stworzone przeze mnie fuzyjne organoidy mozaikowe, powstate
przez potaczenie organoidow kontrolnych 21Q z organoidami JOHD 71Q,
moga stanowic model do badan nad wplywem zwigckszonej ilosci
niezmutowanej HTT na modyfikacje przebiegu neuropatogenezy HD.
Wykonane przeze mnie wstepne eksperymenty wykazaly widocznie
zmniejszona ilos¢ bialtka TTR w organoidach mozaikowych w porownaniu
do organoidow JOHD. Mimo, iz ta czes¢ poruszanej tematyki badawczej
wymaga glebszych analiz, wyznacza ona nowe fascynujace kierunki dla

przysztych badan.
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Podsumowujac, w mojej pracy doktorskiej, zidentyfikowalam wiele
dotychczas niepoznanych zmian w modelach komoérkowych JOHD na
poziomie transkryptow, bialek oraz procesow komorkowych. Wyznaczaja
one nowe kierunki badan mogace stworzyC szerszy obraz
patomechanizmu tej choroby neurodegeneracyjnej. Uzyskane badania
moga przyniesc lepsze zrozumienie choroby Huntingtona jako choroby
neurorozwojowej. Wykonane w ramach niniejszej pracy analizy
porownawcze pozwolily na wyodrebnienie genow, ktorych ekspresja
zmieniona jest wspolnie w roznych chorobach poliglutaminowych. Moze
to przyblizy¢ poznanie uniwersalnych mechanizmoéw wiodacych do
neurodegeneracji, co w dalszej perspektywie mogloby wskaza¢ nowe cele

terapeutyczne.
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Identification of Altered
Developmental Pathways in Human

Juvenile HD iPSC With 71Q and 109Q
Using Transcriptome Profiling

Karolina Switoriska’, Wojciech J. Szlachcic’, Luiza Handschuh?,
Pawet Wojciechowski'2, tukasz Marczak', Michat Stelmaszczuk', Marek Figlerowicz™
and Maciej Figiel™*
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In Huntington disease (HD) subtle symptoms in patients may occur years or even
decades prior to diagnosis. HD changes at a molecular level may begin as early as
in cells that are non-lineage committed such as stem cells or HD patients induced
pluripotent stem cells (iPSCs) offering opportunity to enhance the understanding of the
HD pathogenesis. In addition, juvenile HD non-linage committed cells were previously
not directly investigated in detail by RNA-seq. In the present manuscript, we define
the early HD and juvenile HD transcriptional alterations using 6 human HD iPS cell
lines from two patients, one with 71 CAGs and one with 109 CAG repeats. We
identified 107 (6 HD lines), 198 (3 HD71Q lines) and 217 (3 HD109Q lines) significantly
dysregulated mRNAs in each comparison group. The analyses showed that many of
dysregulated transcripts in HD109Q iPSC lines are involved in DNA damage response
and apoptosis, such as CCND1, CDKN1A, TP53, BAX, TNFRSF10B, TNFRSF10C,
TNFRSF10D, DDB2, PLCB1, PRKCQ, HSH2D, ZMATS, PLK2, and RPS27L. Most of
them were identified as downregulated and their proteins are direct interactors with
TP53. HTT probably alters the level of several TP53 interactors influencing apoptosis.
This may lead to accumulation of an excessive number of progenitor cells and potential
disruption of cell differentiation and production of mature neurons. In addition, HTT
effects on cell polarization also demonstrated in the analysis may result in a generation
of incorrect progenitors. Bioinformatics analysis of transcripts dysregulated in HD71Q
iPSC lines showed that several of them act as transcription regulators during the
early multicellular stages of development, such as ZFP57, PIWIL2, HIST1H3C, and
HIST1H2BB. Significant upregulation of most of these transcripts may lead to a global
increase in expression level of genes involved in pathways critical for embryogenesis
and early neural development. In addition, MS analysis revealed altered levels of TP53
and ZFP30 proteins reflecting the functional significance of dysregulated mRNA levels
of these proteins which were associated with apoptosis and DNA binding. Our finding
very well corresponds to the fact that mutation in the HTT gene may cause precocious
neurogenesis and identifies pathways likely disrupted during development.

Keywords: polyglutamine (polyQ), neurodevelopmental disease, iPSC, stem cells, neurodegenerative, Huntington
disease, HD, RNA sequencing
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INTRODUCTION

Huntington disease (HD) is a fatal dominantly inherited
neurodegenerative disorder, caused by expansion of cytosine-
adenine-guanine (CAG) repeats in exon 1 of the huntingtin
(HTT) gene, resulting in elongated polyglutamine tract in
HTT protein (MacDonald et al, 1993). HD symptoms are
characterized by a general lack of coordination, progressive
motor dysfunction accompanied by cognitive decline, psychiatric
disturbances all leading to dementia (Victorson et al., 2014).
The pathology of HD is most extensively localized in the
central nervous system and includes striatal neuronal cell
death followed by atrophy of the cerebral cortex, subcortical
white matter, thalamus, hypothalamus, and other brain regions
(Jimenez-Sanchez et al., 2017). Despite the fact that HD has a
much-delayed clinical onset, subtle symptoms in patients may
occur years or even decades prior to diagnosis. HD symptoms
often aggravate with increasing number of CAG repeats and
number of CAG repeats above 60 may result in disease onset
occurring early in life, before age of 20 or even in childhood
manifesting as juvenile HD (JHD) (Quarrell et al.,, 2013). Lack
of HTT protein in an embryo is lethal probably because of
HTT essential function in gastrulation (Saudou and Humbert,
2016) and for development of the nervous system, among
others for development of brain corticostriatal pathways (Godin
et al., 2010). Moreover, HI'T gene is involved in the regulation
of various biological processes and cellular activities that are
impaired in HD cells, for example, apoptosis, transcription, signal
transduction, vesicle-mediated transport, cytoskeleton assembly,
centrosome formation and mitochondrial activity (Saudou and
Humbert, 2016). In addition, a growing number of evidence
points to HD as a neurodevelopmental disorder (Wiatr et al.,
2018). In such context, the pathogenic function of mutant HTT
in embryonic cells is not fully understood. The molecular HD
changes begin at early cellular stages, even in cells that are not yet
lineage committed such as stem cells. The molecular changes in
the HD iPSC lines included MAPK signaling, increase in SODI
expression and decreased expression of TP53 (Szlachcic et al,
2015) and changes of neurodevelopmental pathways (Ring et al.,
2015). To date, high throughput transcriptional profiling focused
on neuronal stem cells derived from HD patient iPSCs and
demonstrated HD dysregulated genes and pathways, connected
with GABA signaling, axonal guidance and calcium influx (HD
iPSC Consortium, 2012, 2017). Until now, the single research
group reported RNA-seq data on undifferentiated human HD
iPSCs with 71 CAG repeats (Ring et al, 2015). However, no
reports compared cells from juvenile patients with different
number of CAG repeats and age of disease onset. A focus on
pluripotent juvenile HD cells with a distinct number of CAG
will be valuable for understanding the earliest events in HD
pathogenesis and their impact on later developmental events and
HD clinical picture. For example, it is unknown if pathways
dysregulated already in stem cells may contribute to cell fate
specification failures in HD.

We aimed here to reveal transcriptional changes in
juvenile HD iPSC lines in order to identify dysregulated
transcripts that may be involved in pathways critical for the

early, neurodevelopmental HD pathogenesis. Therefore, we
investigated the transcriptional profiles of several lines of HD
juvenile iPSC with 71 and 109 CAG repeats using RNA-seq.
We identified commonly dysregulated genes for both HD71Q
and HD109Q iPSC lines and also unique genes dysregulated in
sets HD lines with different CAG repeats. The mRNA profiling
was followed by qRT-PCR validation of several mRNAs and
bioinformatics analyses and also the mass spectrometry assay
of proteins. As a result, we pointed out the involvement of
several dysregulated transcripts and proteins in several biological
processes crucial for proper neurodevelopment. In view of
these results, it can be assumed that the molecular processes
underlying juvenile HD begin as early as in stem cells in initial
stages of embryo development.

MATERIALS AND METHODS

All experiments were conducted in accordance with the relevant
guidelines and established standards.

Human HD iPS Cells Culture

Human episomal HD and control iPSC lines were obtained
from the NINDS Human Genetics Resource Center DNA
and Cell Line Repository'. For the analysis, we used three
clonal HD lines with 71 CAG repeats (ND42228, ND42229,
ND42230; derived from a 20-year-old patient), three juvenile
HD clonal lines with 109 CAG repeats (ND42222, ND42223,
ND42224; derived from a 9-year-old patient) control lines
(two clonal lines with 17/18 (ND41654, ND41658) and one
line with 21 (ND42245) CAG repeats. Human iPSCs were
cultured in chemically defined conditions in Essential 8
medium (Life Technologies) and grown on recombinant human
vitronectin-coated surfaces (VIN-N, Life Technologies). Cells
were passaged using gentle dissociation with 0.5 mM EDTA
in PBS.

RNA Isolation and Assessment

After medium removal, iPS cells were washed once with PBS
and subsequently covered with 1 mL of RNAzol RT RNA
Isolation Reagent (GeneCopoeia, Inc.), scraped and frozen
in —80°C. Upon thaw, total RNA isolation was performed
according to the manufacturer’s protocol with 75% ethanol,
isopropanol, and RNase-free water. Isolated total RNA was
then treated with TURBO DNase (ambion) and purified with
QIAquick® Nucleotide Removal Kit (QIAGEN). Each reaction
was performed in PCR probes and contained 10 pg of RNA
sample, 10x TURBO Buffer, RNaseOUT (Invitrogen), DNase
TURBO and RNase-free water. The reaction mix was incubated
in 37°C for 30 min and transferred to 1.5 ml Eppendorf tubes.
Purification was performed according to the manufacturer’s
protocol. RNA content was measured on NanoDrop. RNA quality
and integrity were validated using capillary electrophoresis (2100
Bioanalyzer, Agilent). Average RNA Integrity Number (RIN) for
all samples was 9.78, where 10 is the highest score.

'https://catalog.coriell.org/1/ninds
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Library Preparation and RNA Sequencing

For RNA-seq, total RNA was extracted from 9 samples, including
3 from control iPSC lines, 3 from clonal iPSC lines with 71 CAG
repeats and 3 from clonal iPSC lines with 109 CAG repeats. RNA
was analyzed with Bioanalyzer 2100 and RNA 6000 Nano kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, United States). Libraries
were prepared from 5 pg of total RNA with RIN > 9.3, using
KAPA Stranded mRNA-seq Kit (Kapa Biosystems, Wilmington,
MA, United States) and NEBNext Multiplex Oligos for Illumina
(New England Biolabs, Ipswich, MA, United States). 9 pM-
indexed libraries were sequenced with the use of Illumina
HiSeq2000, rapid run with paired-end 75 bp reads. On average, 65
mln reads were collected per library (Supplementary Figure S1).

RNA-seq Data Statistical Analysis

NGSQCToolkit (v 2.2.3) (Patel and Jain, 2012) was used to
generate quality metrics for assessment of FASTQ input files.
Statistics generated by the above-mentioned tool was used to
generate two charts which show the average quality score on
the base positions for iPSC lines separately in R. Fastq files
were then aligned to the GRCh38.p10 reference genome using
STAR (v 2.5.3a) (Dobin et al., 2013) with default parameters
suggested by QoRTs (v 1.3.0) (Hartley and Mullikin, 2015)
used for genes and exons hits count. After alignment and hits
counting, the differential gene expression was calculated using the
Bioconductor package DESeq2 (v 1.14.1) (Love et al., 2014) and
it consisted mainly of estimation of size factor and dispersion.
The genes with significant differential expression were detected
by DESeq2 pipeline and manually checked in order to find
genes where outliers (automatic outliers detection with replacing
their expression by mean across replicates is recommended for
a larger number of replicates) influenced the mean expression
of replicates. Dysregulated X and Y chromosome genes were
excluded from DESeq2 analysis. After calculation of the
differential expression by DESeq2, the shrinkage of effect size
was performed (function IfcShrink of DESeq2 package). Then,
for the results, the base mean expression against the log2 fold
change (MA plots) were plotted with significant genes marked
in red (plotMA from DESeq2 package). The gene counts were
transformed to the log2 scale and normalized with respect to
the library size (rlog function). Then, the Principal Component
Analysis (PCA) was performed, and a chart was generated
automatically by plotPCA DESeq2 function. For each normalized
gene count for each sample the total mean gene expression was
subtracted and based on the result, the heat map chart was
prepared for manually selected list of genes (pheatmap function
from pheatmap_1.0.10 package). All the RNA-seq data were
uploaded to the GEO repository (accession number GSE124664).

RT-PCR and Quantitative Real Time PCR

Reverse transcription was performed using Maxima H Minus
Reverse Transcriptase (Thermo Fisher) (200U per reaction) on
2 ng of RNA in 20 pl of total reaction according to the
manufacturer’s protocol. For priming a mixture of random
hexamers (25 pmol) and oligo(dT) 18 (25 pmol) was used.
Additionally, RiboLock RNase inhibitor was added to the

reaction mix (20U). Before adding the enzyme and the inhibitor,
templates were denatured in 65°C for 5 min; after mixing all
reaction reagents reaction was incubated for 10 min at 25°C
followed by 15 min at 50°C. Resulting cDNA was further 10
times diluted with nuclease-free water and stored in —20°C.
RT- controls were included. RT-PCR products from all HD
lines were checked for reference gene (GAPDH) and several
pluripotency markers, including SOX2, NANOG, OCT4 and
LIN28A (Supplementary Figure S2).

qPCR was performed using HOT FIREPol® EvaGreen®
qPCR Mix Plus (ROX) (SOLIS BIODYNE) on 1 pl of cDNA
in 10 pl of total reaction volume. Reaction mix included
250/125 nM primers. Primers are listed in Supplementary
Table S1. Thermocycling parameters were as follows: 12 min
of initial denaturation at 95°C and 45 three-step cycles with
15 s denaturation at 95°C; 20 s annealing at 60-64°C and 20 s
elongation at 72°C. The reaction was run on CFX96 instrument
(Bio-Rad). Specificity of reaction for each primer pair was
confirmed by agarose gel electrophoresis and EtBr staining. For
each primer calibration curves were prepared within 10 1 to
10 —4 cDNA concentration; slope, y intercepts, PCR efficiency,
r 2, linear dynamic range an ClIs were calculated. Details for
each primer set are included in Supplementary Table S1. Each
qPCR plate included a calibrator, non-treated control (NTC)
and samples were run in duplicates. For each cDNA template, a
corresponding RT- sample was amplified; none of the analyzed
samples had a positive signal of RT- reaction. Data was obtained
and analyzed using CFX Manager 3.1 (Bio-Rad). Cq values were
determined in software using the regression model and were
exported to Excel for further analyses. GAPDH, PGKI, and
Clorf43 were used as reference genes.

Log2 NRQ was calculated as follows for each gene. First,
a mean Cq was calculated for each sample as an arithmetical
mean of technical replicates Cq values. Then the mean Cq
values were corrected for a genes amplification efficiency by
its multiplication by Log2 of E. E values was calculated as a
(%Efhiciency * 0.01 + 1). Next, Relative Quantities (RQ) were
calculated for each sample as the exponentiation of the efficiency
corrected mean Cq of a sample subtracted from the arithmetic
mean Cq of control samples mean Cgs, with the base of E,
which is E*[(arithmetic mean of control samples Cqs) — sample
Cq]. Normalized Relative Quantities (NRQ) for each sample
were calculated by dividing a gene of interest (GOI) RQ by
Normalization Factor (NF). Normalization factor for each sample
was calculated as a geometrical mean of Reference Genes (REF)
RQs of that sample. Next, a base 2 logarithm was calculated
from NRQ values and the resulting symmetrical Log2 NRQ
value for each sample and GOI was visualized as a dot in a
scatter plot together of Mean Log2 NRQ for each genotype. To
calculate 95% CI in an RQ for genotype (geometrical mean of
mean genotype Cgs) and genotype Standard deviation (from
Mean genotype Cqs) were calculated. Based on these values
NF and NRQ were calculated as before (genotype NF and
genotype NRQ). Error propagation was calculated in subsequent
steps: RQ SD = genotype SD * genotype RQ * In(E), then SD
NF = NF * sqrt(sum(SD RQ/X* genotype RQ)"2)REFI1toX),
where X is number of REF genes; SD NRQ = genotype NRQ
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* sqrt((SD NF/NF)"2 4+ (SD RQ/RQ)"2), then SE NRQ = SD
NRQ/sqrt(genotype N), where N is number of samples per
genotype, then SE Log2 NRQ = SE NRQ/(genotype NRQ * In(2)).
The final Combined-SE Log2 NRQ, which combines SE of a
disease genotype with SE of a control genotype is sqrt ((SE log2
NRQ dis)"2 + (SE log2 NRQ ctrl)*2). Upper and lower 95% CI
limits were as follows: CI = Log2 NRQ =+ s*Combined-SE Log2
NRQ, where s is a scaling parameter value from a t-Student table
for N-1 degrees of freedom and 0.05 confidence.

Bioinformatics Analysis

Two open source platforms were used for the bioinformatics
analysis of significantly differentiated transcripts, including
ConsensusPathDB (CPDB) (Herwig et al., 2016), and ClueGO
(Cytoscape plug-in) (Bindea et al., 2009, 2013). A simple
meta-analysis, considering data from several publications, was
also performed. As considered to be significantly dysregulated,
transcripts with padj < 0.05 were submitted to the analyses.
As genes identifier type, HUGO Gene Nomenclature Comity
symbols (HGNC) symbols were chosen.

Genetic, Biochemical, and Protein Interaction
Analyses

A list of differentially expressed mRNAs was submitted to the
web interface of CPDB for induced network modules analysis
to create a network of different types of functional interactions
between transcripts. CPDB collects data from 32 public resources,
such as Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG),
Wikipathways, Reactome, Pathway Interaction Database (PID)
and BioGRID, and integrate them to create networks containing
different types of interactions.

We performed three separate analyses, one for each
comparison group. We pasted a list of significantly dysregulated
mRNAs in both HD lines and only in HD71Q or HD109Q lines.
63, 73, and 69% of accession numbers from the input lists were
mapped to proteins in CPDB, respectively. Identifiers which
were not mapped are listed in the Supplementary Table S2.
In the next step, we chose protein, genetic, biochemical and
gene regulatory interactions to be considered. For protein
interactions confidence filter, we decided to choose high and
medium confidence in the analysis considering both HD lines
and high, medium and low confidence in the two following
analyses. We set intermediate nodes z-score threshold to 30 in
the analysis considering transcripts DE in both HD iPSC lines.
Intermediate nodes were excluded from the analyses for genes
dysregulated only in 71Q or 109Q HD lines. Nodes which were
additionally added to the generated network and which were
placed peripherally were deleted from the network in order
to make the whole protein complex clearer. What is more, in
order to visualize down- and upregulation in created networks
we decided to upload log2FoldChange values for transcripts,
obtained during the RNA-seq data statistical analysis. In order to
do that, we chose the overlay values option.

Over-Representation and Enrichment Analyses
Over-representation and Gene Ontology (GO) enrichment
analyses were conducted in CPDB to reveal overrepresented

functional terms in the genomic background. Pathway-based sets
and Gene Ontology-based sets were the two chosen categories
of pre-defined gene sets among which over-represented terms
were searched. Pre-defined sets contain proteins and/or genes
that are together annotated with a specific pathway or GO term.
A list of significantly dysregulated transcripts was submitted
to the analysis (p < 0.05). For the pathway-based sets, search
settings were set to 2 minimum overlap with input list and p-value
cutoff = 0.01. Gene ontology level 4 and 5 were chosen to identify
overrepresented biological processes, molecular functions, and
cellular components. GO terms showing p < 0.01 were regarded
as significantly enriched.

Enrichment analysis and data visualization were also
performed with ClueGO app, which is another Cytoscape plug-
in. It analyzes interrelations of terms and functional groups in
biological networks. Gene identifier sets were directly uploaded
in a simple text format. Few adjustments were made to reveal
functional clusters for submitted transcripts. Analysis mode
was set to “ClueGO: Function,” network specificity was set as
default, between medium and detailed although much closer
to the medium value. The visual style was set to “Groups.”
We also selected “Use GO Term Fusion” function, which fuses
GO parent-child terms based on similar associated genes,
and “Show only Pathways with pV < 0.05.” In the advanced
term/pathway selection options, no changes were made. In the
advanced statistical options enrichment/depletion (two-sided
hypergeometric test) was chosen and the pV correction, which
refers to the most significant pVs, was set to “Bonferroni step
down.” The preferred layout was set to Organic Layout (yFiles).

Meta-Analysis of Differences in Gene Expression

Nine works listed in Table 1, all containing HT (microarray,
RNA-seq) data on human HD cells, were selected for the meta-
analysis. The analysis was performed similarly as previously
(Wiatr et al., 2018), but with the inclusion of the additional
data from the recent HD consortium publication (HD iPSC
Consortium, 2017) and in order to compare dysregulated genes
from these other publications with dysregulated genes obtained
from our work. The names of the dysregulated genes or
proteins were retrieved from 9 original publications and were
sorted into 4 separate lists. We did not distinguish between
the dysregulated genes/proteins identified in transcriptomic and
proteomic experiments. Names of genes and names of genes

TABLE 1 | List of publications used for the meta-analysis of differences in gene
expression.

Publication reference
Ring et al., 2015

HD iPSC Consortium, 2012
HD iPSC Consortium, 2017
Anetal., 2012

McQuade et al., 2014
Chae et al., 2012

Nekrasov et al., 2016

Chiu et al., 2015

Feyeux et al., 2012
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corresponding to dysregulated proteins were subsequently listed
as HGNC symbol. We established a list containing names of
genes dysregulated in ESC, iPSC, NSC, and neurons. The genes
overlapping between lists, and the genes reported in more than
one of the nine studies included in the meta-analysis, were
identified using MS Excel formulas.

Protein Extraction, Ultrafiltration, and

Digestion for Proteomics Analysis

Each cell line was collected for lysis in buffer containing 1
M triethylammonium bicarbonate (TEAB) and 0.1% SDS. The
material was subjected to a threefold cycle of freezing and
thawing followed by bath sonication for 3-min repeated three
times while cooling the tube on ice in between the sonication.
The material was centrifuged in 8,000 x g for 10 min and the
supernatant was collected. Lysates were then ultra-filtrated using
Amicon Ultra-2 Centrifugal Filter 3 kDa Devices (MERCK) to
remove any remnants of culture media. The device was pre-
rinsed with milli-Q water and 600 pL of lysate was subjected to
a fivefold cycle of centrifugation with a fresh amount of TEAB
buffer in 7,500 x g for 5 min. Proteins in clear concentrate were
estimated using 2-D Quant Kit (GE Healthcare Life Sciences).
Ten pg of total protein per sample were diluted with 15 pl of
50 mM NH4HCO3, reduced with 5.6 mM DTT for 5 min at 95°C
followed by alkylation with 5 mM iodoacetamide for 20 min in
the dark at RT. Subsequently, the proteins were digested with
0.2 pg of sequencing-grade trypsin (Promega) overnight at 37°C
followed by label free quantitative proteomics.

Mass Spectrometry Analysis of Proteins
Analysis of protein extracts was done on Dionex UltiMate
3000 RSLC nanoLC System coupled with QExactive Orbitrap
mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Peptides derived
from in-solution digestion of proteins were separated on a
reverse phase Acclaim PepMap RSLC nanoViper C18 column
(75 pm x 25 cm, 2 pm granulation) using acetonitrile gradient
(from 4 to 60%, in 0.1% formic acid) at 30°C and a flow rate
of 300 nL/min (for 185 min). Mass spectra were acquired in
a semi-targeted method using two analysis modes. First was
a classic data-dependent mode with top 10 data-dependent
MS/MS scans, and second, was scheduled MS/MS mode with
inclusion list containing peptide sequences chosen based on
protein targets selected from previous transcriptome analysis.
The target value for the full scan MS spectra was set to le6
with a maximum injection time of 100 ms and a resolution
of 70,000 at m/z 400. The 10 most intense ions charged two
or more were selected with an isolation window of 2 Da and
fragmented by a higher energy collisional dissociation with NCE
28. The ion target value for MS/MS was set to 5e4 with a
maximum injection time of 100 ms and a resolution of 17,500
at m/z 400.

Analysis of Proteomic Data

Protein identification was performed using UniProt human
database (March 2017, 137404 entries) with a precision
tolerance 10 ppm for peptide masses and 0.08 Da for fragment

ion masses. For protein identification and quantification,
all raw data obtained were analyzed using MaxQuant
1.5.3.30 (Max Planck Institute of Biochemistry, Munich)
(Cox and Mann, 2008). Obtained normalized data were
imported to Perseus 1.6.1.3 software (Max Planck Institute
of Biochemistry, Munich) (Tyanova et al.,, 2016). All numeric
values corresponding to protein intensity were transformed
to a logarithmic scale, and all samples were grouped using
categorical annotation. Missing values were then replaced by
imputation and PCA analysis was performed. For protein
differentiation, ANOVA test was performed with the p-value
calculation used for protein truncation. The proteins were
annotated for chromosome localization and all proteins
translated from genes located on X and Y chromosomes were
removed from the list. Then, for the clustering analysis, the
data were normalized for each compound using the Z-score
algorithm.

RESULTS

Early Transcriptional Changes in Human
HD iPSC Lines Revealed by
Next-Generation High-Throughput RNA
Sequencing

Strand-specific RNA-seq of the whole transcriptome was
performed using clonal lines from 2 HD patients with 71 or
109 CAG repeats in exon 1 of the HTT gene, and 2 healthy
individuals, with 17/18 and 21 CAG repeats, to comprehensively
identify mRNAs related to HD. A DESeq2 pipeline for transcripts
of HD was developed to identify significantly dysregulated
mRNAs. During the RNA-seq data analysis, we compared 6
HD iPSC lines derived from both patients (71Q and 109Q)
with control lines and also compared separately each set of
three HD lines from one patient with three control lines. As
a result of such an approach, we generated statistical values
for three comparison groups, HD vs. WT, HD71Q vs. WT,
and HD109Q vs. WT (Supplementary Table S3). Heat map
diagram, PCA graph and MA plots were generated for differential
gene expression analysis (Figures 1A-D and Supplementary
Figures S3, $4).

We set the padj cutoff value to create lists of significantly
dysregulated mRNAs in each comparison group. Transcripts
with padj < 0.05 were considered to be differentially expressed.
In the first group, comparing HD iPSC lines (71Q and 109Q)
with control lines, 107 significantly dysregulated mRNAs were
identified (31 downregulated and 76 upregulated). In HD71Q
iPSC lines 198 differentially expressed mRNAs were identified
(64 downregulated and 134 upregulated). In the last group,
in which HD109Q lines were compared with control lines,
217 significantly dysregulated mRNAs were identified (111
downregulated and 106 upregulated). The number of transcripts
differentially expressed in both HD lines and in each line
separately is shown on the Venn diagram (Figures 1E,F).
We have focused our experimental validation and further
bioinformatics analyses on these mRNAs (Supplementary
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FIGURE 1 | RNA-seq Analysis of HD and control iPSC lines show early transcriptional changes in affected cells. (A) Heat map representing gene expression patterns
of DE genes when comparing HD71Q and HD109Q iPSCs to control iPSCs at an adjusted p-value of < 0.05 and baseMean cutoff > 50. Red represents elevated
expression while blue represent decreased expression, compared with the row mean. Each column represents each isogenic line. Gene names are shown on
Supplementary Figure S3. (B-D) MA plots — differential expression analysis of significantly downregulated or upregulated mRNAs in HD iPSCs vs. control lines, as
determined by population level RNA-seq — for HD vs. WT, 71Q vs. WT and 109Q vs. WT, respectively. (E) Venn diagram display of downregulated genes. (F) Venn
diagram display of upregulated genes.
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TABLE 2 | Top 30 the most dysregulated mRNAs in HD iPSC lines (71Q and 109Q) when compared to control lines.

Symbol Ensembl gene Log2FoldChange p-value padj

u1 ENSG00000277918 6.253425519 7.44E-118 1.60E-113
NANOGP8 ENSG00000255192 4.839594108 1.77E-30 1.90E-26
ALG10B ENSGO00000175548 3.418278891 4.27E-26 3.06E-22
CBSL ENSG00000274276 —3.09690354 8.47E-23 4.55E-19
OTOGL ENSG00000165899 3.170966795 9.53E-20 4.10E-16
TRIM69 ENSGO00000185880 1.140358901 1.69E-17 6.07E-14
CNTNAP3B ENSG00000154529 —2.300972053 6.27E-12 1.93E-08
TAS2R64P ENSG00000256274 1.893607772 1.09E-11 2.93E-08
AC005276.1 ENSGO00000197462 4.247092094 1.45E-10 3.11E-07
MEIOB ENSG00000162039 1.950419866 1.92E-09 2.96E-06
LINC00649 ENSG00000237945 1.07452898 2.69E-09 3.85E-06

C3 ENSG00000125730 1.347898641 6.03E-09 8.11E-06
AC003973.3 ENSG00000279377 11.45502355 2.81E-08 3.55E-05
AC009005.2 ENSG00000267751 1.298509518 6.23E-08 7.45E-05
ZFP30 ENSG00000120784 0.952711732 7.25E-08 7.80E-05
RP11-78F17.1 ENSG00000263551 1.5683170794 6.94E-08 7.80E-05
PARP12 ENSG00000059378 0.870056271 8.53E-08 8.73E-05
XDH ENSG00000158125 1.073538005 1.12E-07 0.000109785
ZNF208 ENSGO00000160321 9.248212473 1.24E-07 0.000111532
ZNF257 ENSG00000197134 7.158769565 1.23E-07 0.000111532
RP11-343H5.4 ENSG00000224114 2.502023616 1.68E-07 0.000144269
ACTA1 ENSGO00000143632 —2.644830326 4.07E-07 0.000316863
RPL13P12 ENSG00000215030 —2.978270182 4.10E-07 0.000316863
RP11-114H24.2 ENSG00000260776 1.437940024 4.12E-07 0.000316863
RDM1 ENSG00000278023 0.980241441 8.83E-07 0.000633438
FAM86B3P ENSGO00000173295 1.56869681 1.02E-06 0.000709353
SLC24A3 ENSGO00000185052 —0.952696056 1.76E-06 0.001115434

Table S3). Lists of 30 the most dysregulated transcripts for each
group were shown in Tables 2-4.

A total of 17 differentially expressed mRNAs were selected
to verify RNA-seq data by quantitative real-time PCR (qPCR)
(Figure 2). We have selected 10 mRNAs which were differentially
expressed in both HD iPSC lines (OTOGL, TRIM69, CNTNAP3B,
MEIOB, C3, PARPI12, XDH, CDKNIA, ZFP30, WDR72), 4
mRNAs which were differentially expressed in HD71Q iPSC
lines (PIWIL2, HISTIH3C, FAM65B, PDGFB) and 3 mRNAs
differentially expressed in HD109Q iPSC line (TP53, PHLDAS3,
TRIM22). Validation of transcripts dysregulated in both HD
lines confirmed results obtained from the RNA-seq analysis
for 7 out of 10 analyzed mRNAs. Validation of chosen
transcripts dysregulated only in HD71Q lines was completely
consistent with up- and downregulation in RNA-seq data.
Last experimental analysis, considering mRNAs dysregulated
only in HD109Q lines also showed consistency with RNA-seq
(Figure 2).

Altered Levels of Proteins Overlap With
Several Dysregulated Transcripts in HD
iPSC

We performed a mass spectrometry analysis to validate
dysregulated transcripts at the protein level (Figure 3
and Supplementary Table S4). As a result, we identified

65 differentiating proteins, however, the proteins from
chromosomes X and Y were excluded. Among the proteins
which demonstrated statistically significant change, there
were TP53 and ZFP30 which were also found in the pool of
dysregulated transcripts and which showed the same direction
of the level change. These proteins are connected with intrinsic
apoptotic signaling pathway in response to DNA damage
(TP53) and DNA binding transcription factor activity (ZFP30).
Moreover, in support of our transcriptional changes, we
found that many of the non-statistically significant proteins
demonstrated dysregulation pattern similar to significantly
dysregulated transcripts.

Interaction Analysis of HD-iPS
Dysregulated Genes Identifies a Network
Rich in Transcription Regulators in 71Q
Lines, Whereas a Network of
TP53-Dependent Genes in 109Q Lines

Using the web interface of CPDB we conducted the interaction-
and pathway-centric analysis of list of differentially expressed
mRNAs in each comparison group. Induced network modules
analysis generates network in which genetic, biochemical and
protein interactions between given genes are shown. It also
includes genes that are not in the submitted list but connect two
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TABLE 3 | List of 30 the most dysregulated mRNAs in HD71Q iPSC lines compared to control lines.

Symbol Ensembl gene Log2FoldChange p-value padj

u1 ENSG00000277918 6.286072251 7.79E-87 1.68E-82
NANOGP8 ENSG00000255192 5.161894598 1.44E-32 1.55E-28
ALG10B ENSGO00000175548 2.883022339 3.12E-31 2.24E-27
RNF20 ENSG00000155827 —1.182765532 5.15E-25 2.77E-21
PIWIL2 ENSG00000197181 3.194234427 8.65E-23 3.73E-19
OTOGL ENSGO00000165899 3.434955786 1.73E-22 6.20E-19
FAM65B ENSG00000111913 —2.775405407 8.52E-17 2.62E-13
CBSL ENSG00000274276 —3.102564495 1.93E-16 5.20E-13
APOBEC3B ENSGO00000179750 —3.283380768 3.00E-16 7.19E-13
MATN2 ENSG00000132561 —1.1562507133 5.20E-15 1.12E-11
HISTTH3C ENSG00000278272 2.979803376 6.11E-15 1.20E-11
ZNF257 ENSG00000197134 8.043476357 4.82E-13 7.99E-10
TRIM69 ENSG00000185880 1.129527997 3.03E-12 4.35E-09
HERC2P9 ENSG00000206149 —1.392763638 4.07E-12 5.48E-09
HIST1H2BB ENSG00000276410 2.83218348 6.10E-12 7.73E-09
AC003973.3 ENSG00000279377 12.38024867 9.33E-12 1.06E-08
TAS2R64P ENSG00000256274 2.045242418 3.95E-11 4.25E-08
GOLGASB ENSG00000215252 —1.916866228 1.03E-10 1.05E-07
CDKN1A ENSG00000124762 1.161235447 4.51E-10 4.22E-07
CDH7 ENSG00000081138 —1.86720424 4.50E-10 4.22E-07
ZNF208 ENSG00000160321 10.17366602 4.94E-10 4.43E-07
LINCO1535 ENSG00000226686 3.470961414 8.70E-10 6.88E-07
RP11-350D17.3 ENSG00000271369 2.194112973 8.34E-10 6.88E-07
CNTNAP3B ENSG00000154529 —2.50348849 8.95E-10 6.88E-07
TIC13 ENSG00000143643 —0.888229847 1.24E-09 9.21E-07
ALS2 ENSG00000003393 —0.742660378 2.71E-09 1.95E-06
SULT1A1 ENSG00000196502 —1.632429581 5.08E-09 3.53E-06
AC016582.2 ENSG00000225868 1.648898784 5.67E-09 3.82E-06
MT-ND3 ENSG00000198840 1.052399972 1.94E-08 1.23E-05
THNSL2 ENSG00000144115 —1.443657812 2.46E-08 1.51E-05

or more seed genes with each other and have many connections
within the induced network module. Such bioinformatics
approach helped us with visualizing biological associations
between dysregulated transcripts and their connections with
other genes, which may have an impact on HD pathogenesis.
Our first analysis considered mRNAs differentially expressed
in both iPSC lines (Figure 4A). Proteins for 25 out of 107
dysregulated transcripts were assigned to the generated network.
Main observation from the visualized protein complex is that
most of seed genes are associated with each other through
intermediate nodes which were not present in the input list.
Although no obvious center node can be distinguished, PARK2
seems to be crucial for the whole network as it unites all
of the other protein complexes. PARK2 gene is associated
with synaptic vesicle exocytosis and central nervous system
development. Among other interesting proteins highlighted in
the network, there is PIK3R1 whose gene is strongly upregulated
in both HD iPSC lines and necessary for the insulin-stimulated
increase in glucose uptake, but it is also connected with axon
guidance and negative regulation of the apoptotic process.
Different proteins in the generated network are also involved
in signal transduction and nervous system development, like

ARHGAPS, DPYSL4, and FLRT2. Other biological processes in
which visualized proteins are involved are RNA splicing and cell
motility.

Second analysis considered mRNAs differentially expressed
only in HD71Q iPSC lines (Figure 4B). Proteins for 37 out of 198
seed genes were visualized during the analysis. The analysis shows
the presence of histones (HIST1H3C, HISTIH2BB, HIST1H1A)
and other transcription regulators (ZNF257, BCAS3) in the
network. All of the downregulated genes for which proteins
are present in the main network are also connected with
transcription regulation, like MCM5 and RNF20. Almost all of the
upregulated nodes mentioned above are associated with positive
regulation of transcription.

The third analysis, considering mRNAs differentially
expressed in HD109Q iPSC lines (Figure 4C), shows the
crucial role of downregulated transcripts and gene regulatory
interactions. Proteins for 41 out of 217 genes from the input
list were visualized in the network. The most important protein
present in the generated network, with the highest number
of edges, is TP53. Many of its interactors are, like TP53 itself,
associated with apoptotic signaling, such as tumor necrosis factor
receptor superfamily members, TNRFSR10B, TNFRSF10C, and
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TABLE 4 | List of 30 the most dysregulated mRNAs in HD109Q iPSC lines compared to control lines.

Symbol Ensembl gene Log2FoldChange p-value padj

u1 ENSG00000277918 6.219895444 4.67E-85 1.09E-80
CDKN1A ENSG00000124762 —3.933483105 3.37E-73 3.93E-69
PHLDA3 ENSG00000174307 —2.551015174 3.38E-56 2.62E-52
ALG10B ENSG00000175548 3.802701616 5.17E-54 3.01E-50
TP53 ENSG00000141510 —3.274551066 3.91E-48 1.82E-44
EIF2S3L ENSG00000180574 3.037222044 6.21E-33 2.41E-29
ASNSP1 ENSG00000248498 5.965875222 4.48E-29 1.49E-25
CDC20P1 ENSG00000231007 4.12484708 6.13E-28 1.79E-24
SNORD3B-1 ENSG00000265185 —3.685369931 2.56E-27 6.64E-24
INPP5D ENSG00000168918 —2.188602587 4.32E-27 1.01E-23
MIR34A ENSG00000228526 —2.5623159497 5.26E-26 1.11E-22
NANOGPS8 ENSG00000255192 4.417935163 2.97E-24 5.77E-21
MUC19 ENSG00000205592 —3.336959246 3.06E-22 5.49E-19
RP11-958N24.2 ENSG00000227827 3.589013767 3.18E-21 5.30E-18
BAX ENSG00000087088 —1.204461789 2.10E-20 3.26E-17
LINCO1021 ENSG00000250337 —3.135350542 2.96E-18 4.31E-15
CRYGEP ENSG00000229150 2.387074711 4.44E-18 6.10E-15
CBSL ENSG00000274276 —3.091183178 1.72E-16 2.22E-13
TEC ENSG00000135605 1.639741292 3.30E-16 4.05E-13
OTOGL ENSG00000165899 2.83934664 8.89E-16 1.04E-12
FAMS86B3P ENSG00000173295 1.951641415 8.99E-14 9.98E-11
RP11-366M4.11 ENSG00000248632 —4.56130814 4.33E-13 4.59E-10
RP11-632K20.7 ENSG00000223509 1.925042321 8.28E-13 8.40E-10
TRIM6E9 ENSG00000185880 1.151508188 9.51E-13 9.24E-10
SPATA18 ENSG00000163071 —2.328900814 1.84E-12 1.72E-09
RP11-115D19.1 ENSG00000251095 —3.099666004 1.34E-11 1.11E-08
AEN ENSG00000181026 —0.980726499 1.71E-11 1.38E-08
HIST3H2BA ENSG00000181201 —1.810817061 3.56E-11 2.77E-08
LIMCH1 ENSG00000064042 2.500401748 3.98E-11 3.00E-08

TNFRSF10D but also BAX, CDKNI1A, PLK2, HSPA1A, and
others.

Over-Representation and Enrichment
Analyses Based on the Most

Differentially Expressed Transcripts
Over-representation and enrichment analyses were performed
with significantly dysregulated mRNAs for each comparison
group. We wused two bioinformatics tools to identify
overrepresented gene ontology and pathway-based terms -
CPDB and ClueGO.

In each analysis, we have focused on identifying pathway and
gene ontology-based gene sets considering molecular functions,
biological processes and cellular components (Figure 5). First
analysis included the list of differentially expressed mRNAs
in both HD iPSC lines. The most overrepresented GO terms,
with the biggest number of genes associated with the term
were metal ion binding, regulation of cytokine production and
GTPase activator activity (Figure 5A). As for the pathway-based
analysis, phospholipase ¢ signaling pathway was distinguished
as the one with the lowest p-value (Supplementary Table S5).
Phospholipase-C is known to be key signaling proteins in the
cellular action of many hormones, neurotransmitters, growth

factors, and other extracellular stimuli. The input overlap
members in this pathway are PLCBI and PIK3RI. These two
genes are also members of pathways associated with Joubert
syndrome, a brain development disorder characterized by the
agenesis or underdevelopment of the cerebellar vermis and also
by the malformed brain stem. Other identified pathways include
selective serotonin reuptake inhibitor pathway, reelin signaling
pathway, Beta2 integrin cell surface interactions, downstream
signaling of activated FGFR1 and apoptosis.

The most overrepresented GO terms obtained due to the
analysis of significantly dysregulated transcripts in HD71Q
iPSC line included positive regulation of cellular process, metal
ion binding and regulation of cellular component organization
(Figure 5B). Cellular components with the lowest p-value and the
higher number of submitted transcripts at the same time referred
to ruffle, germ plasm and chromatoid body. As for the pathway-
based analysis, transcriptional regulation of white adipocyte
differentiation is the one with the lowest p-value (Supplementary
Table S5). The input overlap members in this pathway are
LPL, CEBPA, and ANGPTL4. Other identified pathways are p73
transcription factor network, inflammatory mediator regulation
of TRP channels, DNA damage response and IncRNA mediated
mechanisms of therapeutic resistance.
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FIGURE 2 | gPCR validation of RNA-seq results. Seventeen genes in total were selected for DE confirmation in the same RNA samples used for RNA-seq. Among
selected genes, 10 were DE in both HD iPSC lines (A), 4 were DE only in HD71Q iPSC lines (B), and 3 genes were DE only in HD109Q iPSC lines (C), compared to
control lines. Results for each analyzed gene are presented as a scatter plot of Log2 NRQ values for each sample (n = 3 per genotype), together with Mean Log2
NRQ (thick horizontal line) for each genotype and 95% Cls (thin vertical lines). Dashed lines at O represent WT control lines. Genes are differentially expressed when
95% Cl lines do not cross WT line. For easier reference, Log2 FC data from RNA-seq experiments (circles) were also included on plots. (D) Two additional reference

genes, identified as not significantly dysregulated, were also selected for RNA-seq

results validation.

Last analysis, which focused on differentially expressed
mRNAs in HD109Q iPSC line, revealed the regulation of
biological and cellular process and a great number of apoptosis-
related terms (Figure 5C). As for the pathway-based analysis,
direct p53 effectors and p53 signaling p53 signaling pathway are
the most significant among identified pathways (Supplementary
Table S5). Other include terms like validated transcriptional
targets of TAp63 isoforms, DNA damage response, signaling
pathways in glioblastoma, apoptosis modulation and signaling,
Whnt signaling pathway and pluripotency and a few viral infection
pathways.

Protein complex-based sets of mRNAs, whose protein
products are members of the same annotated protein complex,
are shown in Supplementary Table S6.

ClueGO overrepresentation and enrichment analysis of
transcripts significantly dysregulated in both HD iPSC lines
revealed positive regulation of humoral immune response and
ion transport by P-type ATPases as GO terms with the lowest p
value (Figure 6 and Supplementary Table S7) C3 gene, which
is highlighted as associated with the first biological process, is
in the top 10 dysregulated transcripts in both HD iPSC lines.
Next to C3, there are few other genes that are present in many
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FIGURE 3 | Mass spectrometry analysis of HD and control iPSC lines show early proteomic changes in affected cells. Heat map representing all differentiating
proteins identified after comparing HD71Q and HD109Q iPSC lines to control iPSC lines. Red represents elevated level of protein while green represents decreased
level of protein. Each column represents each isogenic line. Protein names are shown on the left side.

HNRNPL
SNRPN
HSD17B4
ZNF728
RIPOR2
EIF5A
DBN1
RPL34
PCBP2
DDX21
RPL38
C1QBP
RPL23
XDH
PIWIL2
TP53
EL52
HEL-S-49
PFN1
HEL-S-39
RPL10A
TRA1
HIST1H2AH
GNB2L1
SSB

RPL6
NACA
CANX
HEL-S-99n
RPS27A
RPS13
RPS19
PTGES3
ACTN4
RPLP1
KPNB1
SSRP1
AYTL2
HEL-S-128m
ACTN1
HEL-S-162eP
RPS11
RPS18
PHB2
RPL17
RPS3A
LUC7L3
XRCC6
IGF2BP1
CLIC1
HIST1H1B
ZFP30
PHGDH
LIN28A
HEL-S-30
TCP1
HIST1H2BM
HEL2
VDAC1
SERBP1
RPL29
GANAB
ACTG1
EEF1B2
hCG_1811539

Frontiers in Cellular Neuroscience | www.frontiersin.org

January 2019 | Volume 12 | Article 528


https://www.frontiersin.org/journals/cellular-neuroscience/
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/cellular-neuroscience#articles

Switonska et al. Developmental Pathways Juvenile HD iPSC

A
ATP10B  ATpgB3 SITRM
B
GADD45B HISTAH2BB
. y RAD51
HMGXB4
PDCP6IP
PHLDA3
LMCD1 POU6F2
DDIT4
PRPF19 MAGEL2 \pN
LPL
GDP5 ANGPTL4
o4
PITRM1 TNFRSF10D
TNFRSF10B
TNFRSF10C UVRAG
| protein i
[ upregulated gene reg! yi
[ nooverlay value @ biochemical interaction
D protein D confirmed downregulated proteins
black node labels denote seed nodes :I directinterecting parmers of HIT
magenta node labels denote intermediate nodes
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proteomic analysis were pinpointed by a green border of the certain nodes. Names of direct interacting partners of the HTT protein were highlighted with red border.
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generated clusters, such as ZP3, KLK5, ATP10B, ATP8B3, and
ATPI2A.

Analysis of transcripts differentially expressed in HD71Q
iPSC lines showed the presence of processes connected with DNA
damage response among which CDKNIA, GADD45B, DDB2, and
RAD?5]1 play major roles (Figure 6 and Supplementary Table S8).
Other annotations included regulation of establishment of
cell polarity, PPAR signaling pathway, negative regulation
of transforming growth factor beta receptor signaling
pathway, Prader-Willi and Angelman Syndrome, removal
of licensing factors from origins, mononuclear cell migration
and inflammatory mediator regulation of TRP channels.

The last ClueGO analysis, considered transcripts significantly
dysregulated in HD109Q iPSC lines, generated a large
cluster connected with p53 signaling pathway (Figure 6
and Supplementary Table S9). Six genes associated with these
processes are also in the list of the top 30 dysregulated transcripts
in HD109Q iPSC lines. Different processes highlighted during
the analysis, which were specific to HD109Q iPSC lines, included
Pancreatic cancer, interleukin-3, 5 and GM-CSF signaling,

Leishmaniasis, Systemic lupus erythematosus and a large cluster
associated to TNF-related factors activation by TP53.

Genes Dysregulated in 71Q and 109Q HD
iPSC Lines Are Also Shared With ESCs,
iPSCs, NSCs, and Neurons Obtained in
Other Studies

The performed meta-analysis showed that among genes
significantly dysregulated in HD iPSC lines several are
shared with iPS-derived or ES-derived NSCs and/or
neurons (Figures 7A-D and Supplementary Table S10).
Five out of 107 genes found to be altered in both HD lines
overlap with genes from neurons. Two of them, LHFP and
FLRT2 are strongly downregulated in both HD lines, with
log2FoldChange = —4. Among 16 genes which overlap between
HD109Q lines and neurons 9 are strongly downregulated
in our work, with TP53 on top of the list. Names of genes
overlapping between all three comparison groups were listed in

Figure 7D.

Frontiers in Cellular Neuroscience | www.frontiersin.org

13 January 2019 | Volume 12 | Article 528


https://www.frontiersin.org/journals/cellular-neuroscience/
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/cellular-neuroscience#articles

Switonska et al.

Developmental Pathways Juvenile HD iPSC

o of transforming p53 signaling pathway

FBN1growth factor beta

receptor signaling
pathway

Colorectal cancer NpD&2

Prader-Willi and
Angelman
Syndrome

. Glioma.

Chronic myeloid
leukemia

. Thyroid cancer
NHLH2

.
Melanoma ILIRAP

.
MAGEL2
.
NDN
inflammatory
o  mediator regulationg,$,c¢
o6  of TRP channels

. .
TRPV4|  PLA2G
.
KCNMA1

vascular smooth
muscle contraction

.

° PDGFB-_
CBLC

mononuclear cell

migration .

PLCB1

e .

NEGR CALCRL

‘endothelin pathways.

green, respectively.

A % C TNFRSF10C
ATPEB3 KU 3
o o
ATPi0B AtPiZA
c Apoos
positive regulation
of humoral immune
response
Wil 1AL e
B e ahss prosate cancer > HIST3H2A
Asoplsis ] Ziaty/ TS network HISTTH2AK
o Mocaton 30 Signaing h
° EPS8L2 y HeAEYS)
BBS2 regulation of TPS3 regulat fiption of cell Systemic lupu
establishment of [Baath gones ythematosus
o cell polarity . .
e N\ | TRy ey  wvriro @ O /G OO0\ e AT ioses :
i . wegseio @) Hopatocoluarcarcinama . “*HISTIH2BB
o FANGSE st e aese. P53 signaling [
ANGPTL4 DNA damage response TNFRSF10B | pathway %
s CDKN1A .
cvparat . ' P53 stimulates Pancreatic canger
stereocilium e transcription o
e TNFRSF10B, TNFRSFI0C st o H,g,a
PPAR signaling and TNFRSF10D -
. pathway MCM10 MCM5 . ’MW d o1/ @
HSPAS W Con o arCarer /[ e
> PIK3R1
° « s p—
ONECUT1 CDKN1A GADD45B Smaing Pamay
negative regulation

Interle , 5 and
GM-CSF signaling
mmmmmmmmm s 12
ANKRD1?: Oomnsnt 1R s INPPSD
RPS27L PLCB1 PRKCQ,

NANOGPg ERBB3 e

. HLA-DRA
c3

LF Leishmaniasis

IMPAD1

Node size significance

GENE ID upregulated

pV <0.0005 pV0.0005-0.005  pV 0.005-0.05 GENE ID downregulated

FIGURE 6 | Overrepresentation and enrichment analysis of DE transcripts in HD iPSC lines. ClueGO (Cytoscape plug-in) analyzes interrelations of terms and

functional groups in biological networks. Several functional clusters for submitted transcripts were identified. (A) Functional clusters generated with ClueGO analysis
of transcripts differentially expressed in both HD iPSC lines vs. control. (B) Functional clusters for transcripts DE only in HD71Q iPSC lines. (C) Functional clusters for
transcripts DE only in HD109Q iPSC lines. Genes shared between terms were also shown. Upregulation or downregulation of visualized genes was marked as red or

The meta-analysis was also performed to establish whether
genes altered in our study are also shared with iPSCs obtained
in other studies (Figures 7E-G). The analysis revealed that 8,
15, and 14 genes dysregulated in both HD, 71Q and 109Q
lines are shared with iPSCs, respectively. Among eight genes
which overlap between both HD lines and iPSCs from other
studies, ZNF208 and ZNF257 were the most dysregulated in our
analyses with log2FoldChange 9,24 and 7,15, respectively. Lists of
overlapping genes created during the analysis included also those
associated with HD-altered neurodevelopmental pathways, like
TGEFP (TGFBI), as well as p53 pathway (CDKNI1A, GADD45B),
cell adhesion (ANKI) and calcium signaling (CALCRL, ANXA2).
Lists of overlapping genes are included in Supplementary
Table S10. Only four genes overlap between all HD lines and
ESCs, including ACTAI, DPYSL4, HSPA5, and PCK2.

DISCUSSION

A crucial role of HTT in embryogenesis and nervous system
development has been well established (Schulte and Littleton,
2011; Saudou and Humbert, 2016). What is more, an increasing
number of reports have begun to asses differential roles of HTT
and mHTT during embryogenesis and early neural development

processes (Nguyen et al., 2013b), proving molecular changes
that occur in HD brains long before the clinical onset of
disease symptoms (Wiatr et al., 2018). The reports pointed out
several developmental impairments which are due to mHTT,
such as the integrity of germ layer specification disruption,
precocious oligodendrocyte over neurons maturation, striatal
cells vulnerability to death, and dysregulation of Notch signaling
pathways (Nguyen et al.,, 2013b; Molero et al.,, 2016; Yu and
Tanese, 2017). Here, we analyzed iPSC lines from HD patients
and unaffected subjects with RNA sequencing and bioinformatics
tools. In our study, we aimed to identify alterations in genes
and subsequently in biological processes that might be associated
with a pathological CAG repeat length. We performed high-
throughput analyses of three isogenic iPSC lines from a patient
with 71 CAG repeats, three isogenic cell lines from a patient
with 109 CAG repeats, and three control lines from two healthy
individuals. According to a recent report, the HD109 lines may
correspond to ultra juvenile HD and HD71 lines may represent
the juvenile HD manifestation (Fusilli et al., 2018). We compared
all 6 HD lines to 3 control lines but also each set of 3 isogenic
lines to control lines separately to evaluate HD gene expression
and to identify early transcriptional changes that occur due to
the different range of CAG repeats. As a result, we identified
107 (6 HD lines), 198 (3 HD71Q lines), and 217 (3 HD109Q
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FIGURE 7 | Meta-analysis reveals common genes/proteins for HD lines, ESCs, iPSCs, NSCs and neurons. (A-C) Venn diagrams indicate number of genes/proteins
included in the meta-analysis that overlap between only two or all three of the analyzed lists of genes. Venn diagrams show number of genes/proteins overlapping
between HD iPSC lines and NSCs and neurons. (D) Lists of genes/proteins that overlap between all three lists of genes for HD iPSC lines, NSCs and neurons. (E,F)
Venn diagrams indicate number of genes/proteins included in the meta-analysis that overlap between only two or all three of the analyzed lists of genes. Venn
diagrams show number of genes overlapping between HD iPSC lines and ESCs and iPSCs. (A-C) Venn diagrams were generated with eulerAPE v3. (E-G) Venn
diagrams were generated with Meta-Chart.
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lines) significantly dysregulated mRNAs in each comparison
group. Moreover, we asked the question whether the observed
alterations at the mRNA level led to the corresponding changes at
the protein level, thereby whether mRNA changes reflect on the
functionality of HD stem cells. Our proteomic analyses confirmed
similar directionality in dysregulation of protein expression of
ZFP30 and TP53. We have previously reported such changes
of TP53 protein expression which was highly downregulated in
HD109 ultra juvenile HD iPSC lines (Szlachcic et al., 2015, 2017).
Bioinformatics analyses of the dysregulated mRNAs and proteins
revealed alterations of biological pathways and processes in HD
iPSC lines which may have an impact on later neuropathology
of Huntington’s disease. These processes related to DNA damage
response, p53 signaling pathway, regulation of establishment of
cell polarity, and negative regulation of TGFp signaling pathway.

In previous reports investigating human HD iPSC by RNA-
seq the main focus in research on human HD iPSC-derived cells
has been put in later differentiation steps, e.g., NSC, however,
dysregulated genes in 71Q HD iPSC lines were identified (Ring
et al, 2015). In line with the previous report we found a
similar number of dysregulated genes and among these genes,
14 have shown dysregulation similarly to Ring et al. (2015)
(Supplementary Table S11). Moreover we identified genes
associated with HD-altered neurodevelopmental pathways which
were dysregulated in human NSCs, like TGFP (TGFBI) and REST
(BDNF), as well as p53 pathway (CDKNIA, GADD45B), cell
adhesion (TMEM132C, ANKI) and calcium signaling (CALCRL,
ANXA2) (Ring et al, 2015; HD iPSC Consortium, 2017; Xu
et al,, 2017). However, BDNF transcript in pluripotent 71Q cells
is slightly upregulated, whereas it is depleted at later stages in
71Q (Ring et al., 2015) and other human NSC and neurons (HD
iPSC Consortium, 2012) and patients (Zuccato and Cattaneo,
2014). This depletion may be associated with abnormal striatal
development and later degeneration. The early upregulation
identified in our 71Q iPSC could be the result of the preference
of HD pluripotent cells toward differentiation to neural lineages,
which was also observed in mouse cells (Nguyen et al., 2013a).
However, the majority of identified common genes has not been
previously examined in HD. For instance, noteworthy may be
the ZFP57 transcription factor which is the controller of CpG
methylation during embryonic development (Strogantsev et al.,
2015; Riso et al., 2016; Mohammed et al., 2017).

ClueGO overrepresentation and enrichment analyses for
this study showed that many of dysregulated transcripts in
HD109Q iPSC lines are involved in DNA damage response and
apoptosis, such as CCNDI, CDKN1A, TP53, BAX, TNFRSF10B,
TNFRSF10C, TNFRSF10D, DDB2, PLCB1, PRKCQ, HSH2D,
ZMAT3, PLK2, and RPS27L. Most of the transcripts were
downregulated and their proteins were also showed as direct
interactors with TP53 in Induced Network Modules analysis. This
may indicate that mHTT interacts with TP53 to alter the level
of several TP53 interactors (shown in Figure 4C) influencing
the apoptosis. Such disruption in the apoptotic pathway can
lead to accumulation of an excessive number of progenitor cells
and potential disruption of cell differentiation and production of
mature neurons (Pfisterer and Khodosevich, 2017). In addition,
HTT effects on cell polarization may result in the generation of

incorrect progenitors which need to undergo apoptosis (Godin
and Humbert, 2011).

Bioinformatics analysis of transcripts dysregulated in HD71Q
iPSC lines revealed that several of them act as transcription
regulators during the early multicellular stages of development,
such as ZFP57, PIWIL2, HISTIH3C, and HIST1H2BB. Significant
upregulation of most of these transcripts may lead to a global
increase in expression level of genes involved in pathways
critical for embryogenesis and early neural development.
Interestingly, the mutation in the HTT gene may cause
precocious neurogenesis, which can lead to subsequent
neuropathology (Nguyen et al., 2013a). The analysis of induced
network modules (CPDB) in dysregulated mRNAs in both
HD lines revealed interactions between genes associated with
central nervous system development, axon guidance, signal
transduction and migration of cortical neurons during brain
development (BBS2, POU6F2, and PARK2). In addition, in all
6 HD lines we found genes such as DBX2, FAM72C, TRIM®69,
FLRT2 that were recently reported (still absent annotation as
GO terms) as controllers of neuronal development or were
found to be enriched in neuronal progenitor cells. DBX2 gene
is associated with embryonic and adult neurogenesis while high
expression level of this gene can suppress adult neurogenesis
(Karaz et al., 2016, p. 2; Lupo et al.,, 2018). FAM72C is one of
the human-specific genes enriched in cortical neural progenitor
cells (Florio et al,, 2018). TRIM69 is the regulator of brain
development demonstrated in zebrafish (Han et al., 2016). What
is more, cortical pathology present in Huntington’s disease,
may have its molecular onset in downregulation of FLRT2 gene,
which is one of the neural development regulators (Seiradake
et al., 2014) and is responsible for regulation of cortical neurons
migration during brain development (van Roon-Mom et al.,
2008). Furthermore, FLRT2 is one of the genes which was
revealed by our meta-analysis of 9 HD research works (An
et al, 2012; Chae et al, 2012; Feyeux et al., 2012; HD iPSC
Consortium, 2012, 2017; McQuade et al., 2014; Chiu et al., 2015;
Ring et al.,, 2015; Nekrasov et al., 2016). It overlaps between
the analyzed HD iPSC lines and previously reported iPS- or
ES-derived NSCs and neurons. Besides the above-mentioned
functions of this gene, it has been also reported as one of
the potential regulators of rosette neural stem cells (Zhao
et al., 2014). Other genes which overlap between the analyzed
HD iPSC lines and previously reported NSCs and neurons
included LHFB, ATP8B3, MATN2, TRPV4, ANGPTL4, ANXA2,
CA12, GDPD5, CALCRL, FBN1, PDGFB, S100A11, CEBPA,
EPS8L2, FBXL16, ONECUTI1, SLCIA6, TMEM64, ADAMTSI,
ZNF471, EMILIN1, LIMA1, MEST, PHYHIP, RCN3, H2AFY2,
and TP53. Except for TP53, the gene known to be involved
in neurodegenerative disorders, H2AFY2 seems to be another
valuable gene for further studies. H2AFY2, gene encoding
histone macroH2A, has been recently linked to Friedrich’s ataxia
(Soragni et al., 2015) because of its involvement in FXN gene
silencing.

Moreover, ClueGO overrepresentation and enrichment
analysis identified processes connected with the ErbB signaling
pathway. ERBB3 and CDKNIA, genes associated with that GO
term, are significantly downregulated in HD109Q iPSC lines.
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Our findings, along with other recent studies strongly suggest
that HD-associated impairments in adult life may result from
very early and cumulative embryogenic abnormalities. Studying
such early transcriptional changes may help to discover key
molecular alterations occurring in HD-affected cells and can thus
provide new possibilities for therapeutic and preventive strategies
for Huntington’s disease.
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Polyglutamine (PolyQ) diseases are neurodegenerative disorders caused by the CAG
repeat expansion mutation in affected genes resulting in toxic proteins containing
a long chain of glutamines. There are nine PolyQ diseases: Huntington’s disease
(HD), spinocerebellar ataxias (types 1, 2, 3, 6, 7, and 17), dentatorubral-pallidoluysian
atrophy (DRPLA), and spinal bulbar muscular atrophy (SBMA). In general, longer
CAG expansions and longer glutamine tracts lead to earlier disease presentations in
PolyQ patients. Rarely, cases of extremely long expansions are identified for PolyQ
diseases, and they consistently lead to juvenile or sometimes very severe infantile-
onset polyQ syndromes. In apparent contrast to the very long CAG tracts, shorter
CAGs and PolyQs in proteins seems to be the evolutionary factor enhancing human
cognition. Therefore, polyQ tracts in proteins can be modifiers of brain development
and disease drivers, which contribute neurodevelopmental phenotypes in juvenile-
and adult-onset PolyQ diseases. Therefore we performed a bioinformatics review
of published RNAseq polyQ expression data resulting from the presence of polyQ
genes in search of neurodevelopmental expression patterns and comparison between
diseases. The expression data were collected from cell types reflecting stages of
development such as iPSC, neuronal stem cell, neurons, but also the adult patients and
models for PolyQ disease. In addition, we extended our bioinformatic transcriptomic
analysis by proteomics data. We identified a group of 13 commonly downregulated
genes and proteins in HD mouse models. Our comparative bioinformatic review
highlighted several (neuro)developmental pathways and genes identified within PolyQ
diseases and mouse models responsible for neural growth, synaptogenesis, and
synaptic plasticity.

Keywords: Huntington’s disease, juvenile, spinocerebellar ataxia, DRPLA, transcriptomics, neurodevelopment,
bioinformatic review, proteomics
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EARLY BRAIN DEVELOPMENT IN
HEALTH AND POLYQ DISEASE

Normal brain development consists of cellular processes such
as cell division, cell migration, cell differentiation, maturation,
synaptogenesis, and apoptosis, which are precisely orchestrated
by a molecular network of signaling pathways. Such orchestration
is crucial for the correct generation of cellular layers, specialized
neural regions, and the generation of complex neuronal wiring
between brain structures. In brief, during the formation of the
neural tube (neurulation) in the embryo, the neuroepithelial cells
(NECs) perform symmetric cell divisions producing progenitors
of different brain regions (Paridaen and Huttner, 2014). Pax6 and
Emx2 signaling molecules expressed in opposing gradients from
the anterior to posterior regions of the proliferative zone function
as a primitive blueprint for the dividing NECs to give rise to
the early structures of the forebrain, midbrain, and hindbrain
(Stiles and Jernigan, 2010; Gibb and Kolb, 2018). Among others,
neurulation gives rise to neural progenitors, neural crest, sensory
placodes, and epidermis, all ectodermal derivatives (Haremaki
et al, 2019). The appearance of these four lineages results
from complex morphogenetic processes and several signaling
activities, such as TGF-f inhibition and BMP4, Wnt, and FGF
signaling pathways. The signaling molecules are represented
already in non-linage committed iPSC from Huntington’s disease
juvenile patients and mouse models, which show a range of
molecular phenotypes such as MAPK, Wnt, and p53 pathways
(Szlachcic et al., 2015, 2017).

Early human neurulation can be recapitulated in vitro by
self-organizing neuruloids, containing cell populations present
at the stage of neural tube closure in human development (days
21-25 post-fertilization; Haremaki et al, 2019). Interestingly
such neuruloids generated from Huntington’s disease hESC
demonstrated impaired neurogenesis resulting in aberrant rosette
formation. In detail, HD 56Q neuruloids showed altered levels
of Wnt/PCP pathway downregulation (for example, WNT5B,
and RSPO3 specific in neuroepithelium) and RHOB and
RAB5C in the neural crest. In addition, decreased expression
of cytoskeleton-associated genes and actin-myosin contraction
(EVL, MID1, RHOQ, and TMEM47) could be observed and hint
toward an impairment in the actin-mediated tissue organization
mechanism during neurulation (Haremaki et al, 2019). In
another recent study, one-third of gene changes in RNA-
seq analysis on HD patient-derived iPSCs were involved in
pathways regulating neuronal development and maturation.
When these dysregulated genes were mapped to stages of
mouse striatal development, the profiles aligned mainly with
earlier embryonic stages of neuronal differentiation (The HD
iPSC Consortium, 2017). Moreover, sensory-motor network
connectivity changes can be observed in the brains of HD
patients, hinting at an effect of this PolyQ disease on brain
connectivity (Pini et al., 2020).

During brain development, in a process called interkinetic
nuclear migration coupled to the cell cycle, neural progenitors
keep the balance between the cell renewal of progenitors and
their differentiation. Their role is to control when and how
many apical progenitor nuclei are exposed to proliferative versus

neurogenic signals. Apical progenitors maintain their polarity
through endocytosis and trafficking of glycans from the Golgi
apparatus to the plasma membrane at the apical endfeet (Arai
and Taverna, 2017). Interestingly, mislocalized expression of
mHTT hinders both endosomal trafficking in apical progenitors,
as well as the normal progression of cell cycle stages. Leading
to a shift toward more neural differentiation and away from
proliferation (Barnat et al., 2020). Afterward, neuroepithelial cells
start expressing glial genes and thereby begin a differentiation
process into radial glial cells (RGCs). At this stage, cell migration
starts to play a decisive role. Neuronal cells originating from the
ventricular and subventricular zones start migrating outward in
a radial fashion, using the RGCs as guideposts. Some subsets
of RDGs eventually differentiate into intermediate, immature,
and finally into mature neurons or astrocytes (Franco and
Miiller, 2013; Gibb and Kolb, 2018). Other cell populations
migrate to the cortex during later developmental stages and
include the microglia, which mostly use vessels for guidance
into the forebrain. Recent reports point toward glia, particularly
microglia, as essential players for cortical morphogenesis via
regulation of brain wiring and interneuronal migration in the
cortical wall (Silva et al., 2019).

Over time, successive layers of the cortical mantle form, and
the progenitor cells are becoming more restricted in the cell types
that they can construct. Furthermore, in this cellular maturation
process, neural cells start to extend dendrites and an axon to form
connections with other cells and become an integral part of a
communication network (Gibb and Kolb, 2018).

In the prenatal stage of life, the further development of
the brain also starts to depend on degenerative processes
such as programmed cell death or apoptosis. These processes
are initiated to remove the brain cells which have failed to
make connections or have underutilized connections (Chan
et al, 2002). Also, the underused synapses are eliminated in
a process called synaptic pruning. In these stages of brain
development, a transcriptional repressor complex of Ataxinl
and Capicua (ATXNI1-CIC) regulates cell lineage specification
and is involved in the regulation of cell proliferation (Ahmad
et al, 2019). Loss of the ATXNI1-CIC complex may have
severe neurodevelopmental consequences. Conditional knockout
of either Atxnl-Atxnll or Cic in mice leads to a decrease
of cortical thickness, hyperactivity and memory deficits (Lu
et al., 2017). Indeed, loss or reduction of functional ATXN1 has
been observed in patients with autism spectrum disorder and
attention-deficit/hyperactivity disorder (Celestino-Soper et al.,
2012; Di Benedetto et al., 2013), suggesting that loss of ATXN1-
CIC complexes causes a spectrum of neurobehavioral phenotypes
(Lu et al.,, 2017). Expanded CAG tracts in ATXN1 have been
shown to stimulate the proliferation of postnatal cerebellar stem
cells in SCA1 mice, which tend to differentiate into GABAergic
inhibitory interneurons rather than astrocytes (Edamakanti et al.,
2018). These hyperproliferating cells lead to a significantly
increased number of GABAergic inhibitory interneuron synaptic
connections, which in turn disrupt the proper cerebellar Purkinje
cell function (Edamakanti et al., 2018). On the other hand, SCA2
patient fibroblast cells exhibit higher levels of caspase-8- and
caspase-9-mediated apoptotic activation than those of healthy
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controls, which contributes to the pathophysiology of SCA2
(Wardman et al., 2020). Also, the normal function of atrophin-1
and atrophin-2 proteins are related to the development and may
be associated with regulation of cell polarity and transcriptional
control of progenitors, which was reviewed previously (Shen
and Peterson, 2009; Mannervik, 2014). Knockdown of Atnl in
neuronal progenitor cells (NPCs) in a rat led to severe aberrations
in brain development. The study also highlighted ATNI role
as a direct target of the lysine-specific histone demethylase 1A
(LSD1). LSD1 is known to have crucial developmental roles
such as cortical neuronal migration or adult NPC proliferation
(Zhang et al., 2014). Similarly, TATA Binding protein as part of
the TFIID complexes may control promoter elements that can
regulate developmental transcription (Ohler and Wassarman,
2010). As a general transcription factor, TBP is, directly and
indirectly involved in numerous biological pathways. Studies
confirmed many cellular processes impaired by mutant TBP via
either gain of function or loss of function mechanisms, such as
Notch signaling, TrkA signaling, Chaperone system, ER stress
response, and muscle function (Yang et al., 2016).

Combined with the previously mentioned roles of HTT,
ATXN1, ATXN2, ATXN3, ATN1, and TBP in transcription,
translation, RNA metabolism, and ubiquitin-dependent protein
quality control processes, a case can be made for the adverse effect
of CAG tract extension on normal gene expression and protein
regulation during neural development. Therefore, it can be
proposed that other late-onset degenerative diseases may also be
rooted in subtle developmental derailments. Deregulation
of genes involved in cell migration, cell differentiation,
maturation, synaptogenesis, and apoptosis can lead to severe
neurodevelopmental disorders and may also contribute to the
disease pathology of PolyQ diseases.

POLYQ DISEASES AND JUVENILE
CASES

Polyglutamine (PolyQ) diseases are neurodegenerative disorders
caused by expansion mutations giving rise to abnormally
long CAG tri-nucleotide repeat tracts in affected, otherwise
unrelated genes. PolyQ disorders are dominantly inherited and
autosomal, except for SBMA, which is X-linked. The expanded
polyQ repeats disturb the function of the proteins encoded
by the genes with CAG expansion, leading to loss or gain of
function (Lim et al., 2008). To date, nine PolyQ diseases were
identified; namely Huntington’s disease (HD), spinocerebellar
ataxia (SCA) types 1, 2, 3, 6, 7, and 17, dentatorubral-
pallidoluysian atrophy (DRPLA), and spinal bulbar muscular
atrophy (SBMA) (Zoghbi and Orr, 2009).

Several PolyQ diseases may occur in younger patients, and
in such cases, symptom presentation in juvenile disease usually
differs from the adult form. Although the juvenile and infantile
forms make up a minority of instances, the early onset and
polyQ protein domains, usually much longer than in the adult
forms, hint at the developmental nature of these cases. Since
the etiology of the diseases is genetic and more defined, they
may help to better understand the brain development in health

and disease. The first aim of this work is to obtain a broader
literature overview of the juvenile and infantile PolyQ disease
cases, with very long CAG repeats, in the context of early brain
development. Since brain development is primarily related to the
forming of new cell populations, differentiation, and wiring of
the brain, we also looked at what is known about these processes
in the context of juvenile polyQ cases. In the second part of
the work, we performed a bioinformatics analysis of RNAseq
and proteomics data from polyQ patients and models in search
of neurodevelopmental expression patterns and comparison
between diseases. The expression data were collected from cell
types reflecting stages of development such as iPSC, neuronal
stem cell (NSCs), neural precursor cells (NPCs), and neurons,
but also the adult patients and models for PolyQ disease. In
addition, thanks to a broader selection of transcriptomic data in
mice containing longer CAG tracts, we were able to compare gene
expression profiles between different PolyQ diseases. Still, the bias
toward HD in this work results from the available data sources.
However, another aim of our work is the focus on juvenile cases
of polyQ disorders other than HD, possible neurodevelopmental
signs in the diseases, and what we could still learn from the
juvenile forms about diseased brain development.

Juvenile and Infantile Huntington’s
Disease

In HD, the CAG expansion mutation is located in the Huntingtin
(HTT) gene (The Huntington’s Disease Collaborative Research
Group, 1993), which is crucial for neural development [reviewed
in Saudou and Humbert (2016) and Wiatr et al. (2018)].
The adult HD is a neurodegenerative choreic movement
disorder characterized by motor disturbance, cognitive loss, and
psychiatric manifestations that typically starts in the third to fifth
decade of life and gradually worsens over the course of 10 to
20 years until death. Adult HD is characteristic for individuals
who usually harbor over 39 trinucleotide repeats in HTT, but
rarely more than 60 (Martin and Gusella, 1986; Latimer et al.,
2017). The juvenile form of HD (Juvenile onset Huntington’s
disease; JOHD) is defined as disease onset before the age of 20
with the number of CAG repeats between 60 (Quarrell et al.,
2013) and 89 (Nance and Myers, 2001; Ribai et al., 2007), and
infantile HD with very rapid onset with number of CAG repeats
above 90 and more (Fusilli et al., 2018; Stout, 2018). JOHD is
also marked by a more rapid disease progression, leading to
an earlier death (Fusilli et al., 2018). In JOHD, the symptoms
are typically seizures, rigidity, and severe cognitive dysfunction
(Nance and Myers, 2001; Vargas et al., 2003; Squitieri et al.,
2006; Ribai et al., 2007). In cases where the onset is very early
(before 10 years of age, sometimes also referred to as “infantile-
” or “ultra-juvenile HD”), epilepsy is also frequent (Barbeau,
1970). One of the youngest onset of JOHD and also one of the
most severe presentations which have been described to date
was a girl who had healthy development until 18 months of
age and later at the age of 3,5 years, showed marked cerebellar
atrophy. The patient was diagnosed to have 265 triplet repeats
on the mutant HTT allele and 14 on the other (Milunsky et al.,
2003). Other reports have described frequent speech difficulties as
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early symptoms before motor problems arise (Yoon et al., 2006;
Sakazume et al., 2009). Behavioral problems, such as aggression,
irritability, and hyperactivity, which are often reported signs of
disturbed brain development, were also reported for juvenile
HD (Yoon et al,, 2006). In both juvenile- and adult-onset HD,
the most affected cell types in the brain are striatal neurons
(Tereshchenko et al., 2019). MRI data from JOHD cases show
mostly cerebellar atrophy. The most substantial reduction in
brain volume is observed in the caudate, putamen, as well as
in globus pallidus and thalamus. Amygdala, hippocampus, and
brainstem are slightly enlarged in HD patients (Hedjoudje et al.,
2018). The significant difference between HD adults and children
is seen in the cerebral cortex, which is mainly unaffected in
children. Histopathological findings (Latimer et al., 2017) showed
mild to moderate neuron loss in the brain tissue of adult-onset
patients, while no significant loss of neocortical neurons was
observed in JOHD. However, in JOHD patients, a significant
neostriatal neuron loss and associated astrogliosis in the striatum
were observed. In both disease onsets, HTT positive intranuclear
and cytoplasmic neuronal inclusions can be found in the cerebral
and striatum cortex.

Early Onset in PolyQ Spinocerebellar

Ataxias

Most severe cases of juvenile or infantile-onset were reported for
SCA2 (ATXN?2 gene; ataxin-2 protein), SCA7 (ATXN7; Ataxin-
7 protein), SCA17 (TBP gene; TATA Binding protein), and
DRPLA (ATN1 gene; atrophin-1 protein). Juvenile-onsets were
also reported for SCA3/MJD with more severe presentation
compared to adult forms. One of the reasons for the occurrence
of very severe developmental signs may be the function of
ATXN2, ATXN7, TBP, and ATN1, which can be summarized
as a very pleiotropic and broad influence on transcriptional
regulation. The function of the genes, including their impact
on transcription, has been well-reviewed previously (Shen
and Peterson, 2009; Yang et al, 2016; Lee J. et al., 2018;
Niewiadomska-Cimicka and Trottier, 2019). In SCA1 (ATXNI
gene; Ataxin-1 protein), SCA3/MJD (ATXN3 gene; ataxin-3), and
SCA6 (CACNAIA gene; alA subunit of the voltage-gated P/Q
type channel), the cases with the earliest reported onset were
mostly showing signs shortly before adolescence.

In SCA2, the CAG repeat in affected adults varies in length
from 34 to 59 CAG repeats. The expansion mutation in ATXN2
in infantile cases can be very severe, reaching the range of 124
and 750 CAGs, and the range between 62 and 92 defines onset
in early childhood. Typically, SCA2 presents with progressive
involuntary movements of the limbs, sensorimotor neuropathy,
and slowed eye movements. The abnormal eye movements and
myoclonic jerks are generally the first symptoms seen in infantile
and early childhood cases, with the onset of disease as early
as 2 months of age (Moretti et al.,, 2004; Vinther-Jensen et al.,
2013; Singh et al., 2014; Sanchez-Corona et al., 2020). Besides
these, pigmentary retinopathy, seizures, dysphagia, and early
death are unfortunately also standard features of juvenile SCA2
(Babovic-Vuksanovic et al., 1998; Mao et al., 2002). The MRI of
children with very early-onset SCA2 (age from 7 to 17 months)

revealed enlarged lateral ventricles, markedly small cerebellum
and vermis, and associated atrophy involving the brainstem
and both cerebral hemispheres. Moreover, increasing cerebral
white matter loss, dysmyelination, pontocerebellar atrophy, and
thinning of the corpus callosum was observed during SCA2
disease progression (Moretti et al., 2004; Ramocki et al., 2008;
Paciorkowski et al., 2011; Vinther-Jensen et al., 2013; Singh et al.,
2014). Histopathology findings in the cerebellar cortex showed
a profound loss of Purkinje and granular neurons with severe
attenuation of the molecular layer (Paciorkowski et al., 2011).

Abnormally long polyQ tract in the ataxin 7 (ATXN7) gene
primarily manifests as cerebellar ataxia in SCA7. Healthy alleles
of this gene contain up to 35 CAG repeats, whereas SCA7
affected individuals have more than 39 repeats (David et al.,
1997; Stevanin et al., 1998). The childhood-onset of SCA7 is
the consequence of more than 100 CAG repeats in the ATXN7
gene (La Spada, 2020). It is a severe developmental syndrome
with patient death reported as early as 6 weeks of age (Neetens
et al,, 1990). The unique symptom is retinal degeneration,
which often is the first presenting symptom (Niewiadomska-
Cimicka and Trottier, 2019). Besides the classic symptoms
of progressive cerebellar ataxia and retinal degeneration, the
juvenile cases of SCA7 presented with absent or depressed
deep tendon reflexes, which is not the case in the adult-onset
type of the disease (Enevoldson et al, 1994). Other studies
reported symptoms such as seizures, dysphagia, myoclonus,
head lag, the absence of cough reflex, and severe hypotonia,
but also symptoms more uncommon for PolyQ diseases such
as cardiac involvement, hepatomegaly, multiple hemangiomas,
atrial septum defect, patent ductus arteriosus, and congestive
heart failure accompany ataxia (Benton et al., 1998; Johansson
et al,, 1998; van de Warrenburg et al, 2001; Ansorge et al,
2004). Concerning histopathology, adult SCA?7 is characterized
by neural loss, mainly in the cerebellum and regions of the
brainstem, particularly the inferior olivary complex (Holmberg,
1998). Juvenile cases present marked atrophy of both the
cerebrum and cerebellum, ventricular dilation, as well as delayed
myelination (Benton et al.,, 1998). Other reports show diffuse
brain volume reduction and increased atrophy of the brainstem
and cerebellum during SCA7 disease progression (Donis et al.,
2015). The most affected cell types in SCA7 are retinal, cerebellar,
and medullar neurons (Naphade et al., 2019).

In DRPLA, the affected gene is ATNI (Koide et al., 1994),
a transcriptional regulator involved in the brain and other
organ development (Palmer et al., 2019). In the case of the
ATNI gene, CAG repeat sizes can vary between 6 and 35
in healthy individuals, while the expansion of more than 48
repeats results in full penetrance and gives rise to the disease
(Nagafuchi et al., 1994). Patients with juvenile-onset DRPLA
often have progressive myoclonic epilepsy as one of the first
symptoms (Tomoda et al., 1991), and the onset in the first
years of life with CAG repeats between 70 and 80 (Veneziano
and Frontali, 1993; Hasegawa et al., 2010). Disease onset could
occur as early as 6 months of age (with an extreme number of
CAG repeats of 90 and 93), when hyperkinetic and involuntary
movements, the difficulty of controlling head movements, and
seizures developed (Shimojo et al., 2001). In general, DRPLA is

Frontiers in Cell and Developmental Biology | www.frontiersin.org

July 2021 | Volume 9 | Article 642773


https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology#articles

Switonska-Kurkowska et al.

Neurodevelopmental Character of PolyQ Diseases

characterized by severe neuronal loss in the dentatorubral and
pallidal-subthalamic nucleus (corpus Luysii). Juvenile-onset can
be characterized by more marked pallidoluysian degeneration
than dentatorubral degeneration, which is opposite to late-
adult onset degeneration pattern (Yamada, 2010). MRI data of
children with DRPLA showed severe atrophy of the cerebrum
and cerebellum, delayed myelination, and thin corpus callosum
(Shimojo et al., 2001). However, atrophy of the brainstem and
spinal cord was noticed as mild (Takeda and Takahashi, 1996).
Histochemistry revealed mild neuronal loss with gliosis in the
cerebral cortex (Hayashi et al., 1998; Tsuchiya et al., 1998). The
most affected cell types in DRPLA are striatal medium spiny
neurons and pallidal neurons (Naphade et al., 2019).

SCA17 is caused by an abnormal number (more than 45-
47) of CAG or CAA repeats in the TATA box-binding protein
(TBP) (Gao et al.,, 2008; Toyoshima and Takahashi, 2018). In
SCA17, a small gain in CAG number in the TBP gene results
in a very severe level of genetic anticipation (Maltecca et al,
2003; Rasmussen et al., 2007). For instance, CAG repeats in the
range of 55-58 may cause the disease onset at age 20, 61 CAG
was associated with onset at age 11, while 66 CAGs resulted
in onset at the age of 3 years (Koide et al., 1999; Maltecca
et al., 2003; Rasmussen et al., 2007). Common features of the
disease are ataxic gait, dysarthria, loss of muscle control, seizures,
spasticity, tremor, and intellectual disability. Given the strong
anticipation resulting from only low intergenerational expansion,
SCA17 and TBP may strongly influence the brain development
and transcriptional control of developmental genes. MRI data of
14 years old female with SCA17 showed prominent cerebellar
atrophy accompanied by a dilatation of the fourth ventricle and
mild cerebral atrophy as well as dilatation of the lateral ventricles
(Koide et al., 1999). It is familiar with neuroimaging studies
of a family with age at onset range from very early to adult-
onset that showed cerebral and cerebellar atrophy in all patients
(Maltecca et al., 2003). The most affected cell types in SCA17
are Purkinje, medium spiny cortical, and dopaminergic neurons
(Naphade et al., 2019).

In SCA3, disease occurs above 51 or more CAG repeats in
ATXN3, while healthy individuals have 12-43 repeats. SCA3 early
childhood-onset, described in 2016, involved the range of CAG
repeat between 80 and 91 (Donis et al.,, 2016). The progression
of the disease was faster compared to adolescent cases and the
signs observed were ataxia, pyramidal findings, and dystonia. In
previous SCA3/MJD cohorts, the maximal number of CAGs was
86 (Todd and Paulson, 2010; Tezenas du Montcel et al., 2014).
Pathological examination of juvenile SCA3 patients has shown
degeneration and mild gliosis of the substantia nigra, dentate,
pontine and cranial nerve nuclei, anterior horns, and Clarke’s
columns, with the consequent loss of fibers of the superior and
middle cerebellar peduncles and spinocerebellar tracts (Coutinho
et al., 1982). The most affected cells in adult SCA3 are motor
neurons (Naphade et al., 2019). However, in juvenile cases of
SCA3 severe nerve cell loss was observed in the dorsal root and
trigeminal ganglia (Coutinho et al., 1982).

SCAG6 is caused by a polyQ mutation in the calcium channel
gene CACNAIA (Zhuchenko et al., 1997). SCA6 develops due to
a relatively low number of CAG repeats, with 5 to 20 repeats

being considered healthy and 21 repeats and above giving rise
to the disease (Ishikawa et al., 1997). A study by Wang et al.
(2010) showed that neurodegeneration in SCA6 also occurs in
the spinal cord. Results of an autopsy of siblings with early-
onset SCA6 revealed severe neurodegeneration in the cerebellum,
dentate nucleus, and olivary nuclei (Wang et al., 2010). The most
affected cell type in both adult and juvenile SCA6 are Purkinje
cells (Wang et al., 2010; Naphade et al., 2019).

The length of CAG repeats in infantile or childhood PolyQ
diseases highly influences the onset and severity of the disease.
Moreover, genetic anticipation, earlier (and more severe) disease
onset in successive generations, is playing a crucial role in the
majority of these disorders (Jones et al., 2017).

Spinal bulbar muscular atrophy, also referred to as Kennedy
disease, is a form of spinal muscular atrophy that is recessive
and X-linked, and therefore only occurs in males. The cause of
SBMA is a CAG repeat expansion in exon one of the androgen
receptor gene, and the CAG triplet number is mostly in the range
of 38 to 62. Unlike in other PolyQ diseases discussed here, the
number of CAG repeats only poorly predicts the age of onset
(muscle weakness) (Sperfeld et al., 2002; Echaniz-Laguna et al.,
2005). Grunseich (Grunseich et al., 2014) presents juvenile onset
with 68 CAG repeats. Juvenile onset commonly manifests itself
with limb atrophy and gynecomastia between 8 to 15 years of
age (Echaniz-Laguna et al., 2005). Neurodegeneration in adult
SBMA is mainly characterized by loss of motor neurons in the
spinal cord and brainstem, white matter atrophy, and partial
androgen insensitivity (Arnold and Merry, 2019). Quantitative
brain imaging studies of SBMA patients demonstrated white
matter alterations in the corticospinal tracts (CST), limbic system
(Kassubek et al., 2007; Unrath et al., 2010), and cerebellum
(Pieper et al., 2013). Likewise degeneration of the dorsal root
ganglia, loss of lower motor neurons in the anterior horn of the
spinal cord as well as in the brainstem motor nuclei except for the
third, fourth and sixth cranial nerves. On a cellular level, there
is a presence of nuclear inclusions, especially in residual motor
neurons in the brainstem, spinal cord, and non-neuronal tissues
such as the prostate, testes, and skin (Naphade et al., 2019).

REVIEW OF JUVENILE- AND
ADULT-ONSET HD AND OTHER POLYQ
DISEASES TRANSCRIPTOMIC DATA:
DYSREGULATED GENES OVERLAP AND
GO TERMS OVER-REPRESENTATION
ANALYSIS

To obtain a broader view of the role of the very long CAG repeats
and very long polyQ tracts in proteins in early brain development,
we collected published transcriptomic data from human juvenile-
and adult-onset HD (An et al.,, 2012; Feyeux et al., 2012; HD iPSC
Consortium, 2012; Chiu et al., 2015; Ring et al., 2015; Nekrasov
et al, 2016; The HD iPSC Consortium, 2017; Mehta et al,
2018; Switonska et al., 2019; Al-Dalahmah et al., 2020; Smith-
Geater et al,, 2020) and also published RNAseq or microarray
data from different PolyQ mouse models (Suzuki et al., 2012;
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Aikawa et al., 2015; Agostoni et al., 2016; Pflieger et al., 2017;
Driessen et al., 2018; Hervéas-Corpién et al.,, 2018; Malik et al,,
2019; Liu et al.,, 2020; Stoyas et al., 2020). The published mouse
data from SCA1, SCA2, SCA6, SCA7, SCA17, and DRPLA
were originally collected from different brain regions, however,
data from SBMA mice were collected from primary motor
neurons in the spinal cord. An overview of data from all
papers included in the analysis can be found in Supplementary
Table 1. Transcriptomic data were retrieved from the Gene
Expression Omnibus (GEO) repository, if possible, or from the
Supplementary Material provided with the original publication.
A cut-off of p-value < 0.05 was considered as significant. In
papers with much higher number of identified genes, we set
a cut-off of p-value < 0.001 (HD iPSC Consortium, 2012;
The HD iPSC Consortium, 2017). The analysis of overlapping
dysregulated genes (DEGs) between diseases was created and
visualized with R software 3.6.3 (R Core Team, 2018) and its three
packages: UpSetR (Conway et al., 2017), ComplexHeatmap (Gu
et al,, 2016), and VennDiagram (Chen and Boutros, 2011). GO
terms over-representation analysis was conducted in Cytoscape
(Shannon et al., 2003) and its ClueGO app (Bindea et al,
2009, 2013). In order to conduct a thorough comparative study,
and look separately into up- and downregulation in various
cell populations, we had to combine datas identified by several
different methods, such as RNAseq and microarrays. In the
summary table, we added a short note about the type of method
used in each publication for obtaining the transcriptomic data
(Supplementary Table 1).

Previously Published Transcriptomic
Data Show Molecular Downregulation in
Juvenile-Onset Human HD and
Highlights Organism Morphogenesis,
Neurodevelopment and Synaptic

Transmission

We first focused on the publications with human data where the
main aim was to compare genes dysregulated in two types of HD
onset in a more detailed way. We assessed the overlap of DEGs
between different cell types and between different types of HD
disease onset (Figures 1, 2). We focused on data from embryonic
stem cells (ESC), induced pluripotent stem cells (iPSC), neural
stem cells (NSC), and neurons. With such a collection, we were
able to check whether there are genes downregulated in HD
from the very beginning and at the same time through the whole
“neurodifferentiation axis”. The analyses revealed two genes
shared between iPSC, NSC, and neurons in data from JOHD,
TBX15, and HOXBG6 (Figures 1A,B and Supplementary Table 1).
These two genes encode transcription factors that regulate a
variety of developmental processes. We identified 12 and 22
genes shared between iPSC and NSC with neurons, respectively,
in JOHD (Figures 1A,B and Supplementary Table 1). The
firstly mentioned 12 genes are again connected in the majority
with the regulation of transcription. The NSC/neurons shared
genes are involved in developmental biology and particularly

on embryonic skeletal system morphogenesis. Regarding adult-
onset HD, we did not identify genes commonly downregulated
in every cell type and only identified a group of 11 genes shared
between ESC and NSC (Figure 1C and Supplementary Table 1).
Altogether, the created Venn diagrams highlight the fact that in
JOHD, molecular processes and genes downregulated on very
early stages of organism development may have a direct impact
on the later brain and neuronal formation, hence resulting in a
much earlier disease onset. The UpSetR diagram did not show
much of an overlap of downregulated genes between juvenile and
adult HD (Figure 1A). Nonetheless, 27 significantly dysregulated
genes were identified in neurons obtained from both the adult
and juvenile disease types (Figures 1D-E). Those are involved,
among others, in the cerebral cortex GABAergic interneuron
differentiation, which aberration leads to an imbalance between
excitatory and inhibitory signaling, affecting motor and cognitive
processes during HD pathogenesis (Hsu et al., 2018). We also
analyzed which biological processes include genes downregulated
only in juvenile or only in adult HD. This resulted in a big
cluster of various early neurodevelopmental processes, organism
morphogenesis, and signal transduction for JOHD (Figure 3),
which was not the case for adult HD. Besides some neuronal
GO terms connected with genes downregulated in adult HD, no
obvious cluster of connected processes was identified. Particularly
interesting were the four papers with transcriptomic data on
human juvenile-onset HD neurons and four articles concerning
human adult-onset HD neurons, which we compared (HD iPSC
Consortium, 2012; Chiu et al., 2015; Nekrasov et al., 2016; Mehta
et al., 2018; Switoniska et al, 2019; Al-Dalahmah et al., 2020;
Smith-Geater et al., 2020). A total of 27 downregulated and 48
upregulated genes in neurons were found to be shared between
juvenile-onset and adult-onset HD (Figures 1D, 2D). A total of
758 downregulated and 632 upregulated genes in neurons were
found to be unique for juvenile-onset HD, and an additional
108 downregulated, and 451 upregulated genes in neurons were
unique to adult-onset HD (Figures 1D, 2D). A complete list of
common and uniquely dysregulated genes can be found in the
Supplementary Data of this work (Supplementary Table 1).
After the assessment of gene overlaps, we performed
pathway analysis with ClueGO app (Cytoscape). We found
that the DEGs uniquely downregulated in juvenile-onset
HD neurons are significantly involved in developmental
processes, such as Dopaminergic Neurogenesis (PW:0000394),
Differentiation Pathway (WP2848), spinal cord development
(G0O:0021510), Neuronal System (R-HSA-112316.7), Neural
Crest Differentiation (WP2064), presynaptic active zone
assembly (GO:1904071), anterior/posterior axon guidance
(GO:0033564, metencephalon development (G0O:0022037),
Potassium Channels (WP2669), and DNA-binding transcription
activator activity, RNA polymerase II-specific (GO:0001228)
Besides developmental processes, a substantial subset of the
uniquely downregulated genes in JOHD-derived neurons
is involved in synaptic processes, regulation of synaptic
transmission, glutamatergic (G0:0051967 and GO:0051968),
Cholinergic synapse (GO:0098981), neurotransmitter secretion
(G0:0007269), axon terminus (GO:0043679), positive regulation
of dopamine secretion (GO:0033603), regulation of neuronal
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FIGURE 1 | Analysis of Juvenile- and adult Huntington disease transcriptomic data demonstrates mostly specific sets of downregulated genes for each type of
onset. (A) UpsetR graph showing the intersection between genes identified in the different HD cell types. Venn diagrams were used to visualize the overlap between
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Interestingly, although both the juvenile and adult neurons contain a mutation in HTT, their transcriptomic dysregulated genes vastly differ, showing just 27 genes in
common. These commonly downregulated genes are visualized with a CluGO plot (E).

synaptic plasticity (GO:0048168), and regulation of dendrite
morphogenesis (GO:0048814). In Supplementary Table 2, we
present a list of the most significantly involved pathways in
uniquely downregulated DEGs in JOHD or adult-onset HD,
grouped by biological processes, and highlight the input genes

found in those pathways. The GO terms unique to neurons of
adult-onset HD patients suggest a more developed, more mature
cellular expression pattern compared to the juvenile-onset HD.
Inspired by transcriptomic data generated by Haremaki and
colleagues (Haremaki et al,

2019) we decided to extend our
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bioinformatic study with one additional comparative analysis. harboring neural progenitors, neural crest, sensory placode,
As previously mentioned, Haremaki and colleagues succeeded and epidermis. These self-organizing structures provide a great
in recapitulating human neurulation by generating neuruloids opportunity to study the developmental aspects of many human
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diseases, especially HD. Having the insight into single-cell
transcriptomics from healthy and HD neuruloids, we decided to
compare these data with the ones collected for our comparative
study. We compared down- and upregulated genes from our
cohort to each group of markers specific to a particular
cell population identified in scRNA-seq of healthy neuruloids,
neuroepithelial identity NE1 and NE2, neurons, skin, neural crest
(NC), placode and U1 neurons, and also to a list of differentially
expressed genes in NE and NC populations in HD neuruloids
(Supplementary Table 4). We identified a significant number of
genes shared between markers for neuruloid neurons population
and downregulated genes in stem cell-derived neurons in
juvenile-onset HD (Supplementary Table 4). This is coherent
with GO term over-representation analysis and again highlights
the significant downregulation of crucial genes and thus many
biological processes during the very early neurogenesis.

HD and SCA1 Seems to Have More
Common Transcriptionally Dysregulated
Genes Than Other PolyQ Diseases in

Mice

In rare PolyQ diseases availability of patient samples and
RNAseq data is limited. Therefore, more data can be acquired
from mouse models of PolyQ diseases. An extensive review
of polyQ mouse models can be found in the works of Figiel
et al. (2012) and Switonski et al. (2012). The high CAG repeat
numbers are needed in polyQ mouse models to express a disease
phenotype; therefore, they may be considered as polyQ models

of juvenile-onset type. Therefore, the second data collection for
this bioinformatic review was from nine publications concerning
mouse brain transcriptomics in several PolyQ diseases, such as
HD, SCA1, SCA2, SCA6, SCA7, SCA17, DRPLA, and SBMA
(Suzuki et al.,, 2012; Aikawa et al., 2015; Agostoni et al., 2016;
Pflieger et al., 2017; Driessen et al., 2018; Hervas-Corpion et al,,
2018; Malik et al.,, 2019; Liu et al., 2020; Stoyas et al., 2020)
(Supplementary Table 1). After adjusting p-value cut-off, the
following number of genes was collected: 697 downregulated
and 167 upregulated DEGs in HD and, respectively, 643 and
144 in SCA1, 134 and 80 in SCA2, 493 and 349 in SCAS6,
64 and 27 in SCA7, 246 and 187 in SCA17, 250 and 162 in
SBMA, 225 and 318 in DRPLA (Figures 4, 5 and Supplementary
Table 1). The most significant subset of commonly shared
DEGs were 87 downregulated genes common between HD and
SCA1 (Figure 4B and Supplementary Table 3). ClueGo analysis
revealed the involvement of DEGs in Amphetamine addiction
(KEGG hsa05031), Opioid signaling (WP1978), neuronal cell
body membrane (GO:0032809), and integrin cell surface markers
(WP1833) (Figure 4C and Supplementary Table 5). SBMA stood
out as the least common of the PolyQ diseases, with 235 out of
250 downregulated and 152 out of 162 upregulated genes being
uniquely expressed in SBMA only (Figures 4A, 5A).

Two genes were shared between five of the PolyQ diseases
(G Protein Subunit Gamma 13 (Gngl3) in SCAL, 2, 7, 17,
and DRPLA, and Glutamate receptor delta two interacting
protein (Grid2ip) in HD, Scal, 2, 7, and 17). Gngl3 encodes
the gamma subunit of heterotrimeric G proteins, which are
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signal transducers for the seven-transmembrane-helix G protein-
coupled receptors (Li et al, 2006). Grid2ip is a Purkinje
cell-specific postsynaptic protein, where it may serve to link
Glutamate receptor delta 2 (GRID2) with the actin cytoskeleton

and various signaling molecules. GRID2 has been reported to
play crucial roles in synaptogenesis and synaptic plasticity and
may control GRID2 signaling in Purkinje cells (Matsuda et al.,
2006). Other notable DEGs are Regulator Of G Protein Signaling
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8 (Rgs8), Regulator Of G Protein Signaling 16 (Rgs16), and
Purkinje Cell Protein 4 (Pcp4), commonly dysregulated in HD,
SCA1, DRPLA, and either SCA6 (Rgs16), or SCA7 (Rgs8 and
Pcp4). These DEGs are all involved in calmodulin-binding, which
acts as part of a calcium signal transduction pathway and has
roles in cellular mechanisms, including metabolism, synaptic
plasticity, nerve growth, smooth muscle contraction (Hyman and
Pfenninger, 1985; Xia and Storm, 2005; Kleerekoper and Putkey,
2009; Mouton-Liger et al., 2011; Wang and Putkey, 2016).
Finally, several Cerebellin (Cbinl, 2, 3, and 4), Matrix
Metalloproteinases (Mmp8, 9, 16, 17, and 20), and Collagen
(Col5al, Col6ad, Colllal, Coll8al, Col20al, and Col25al)
isoforms are downregulated in compared PolyQ diseases.
While no commonly dysregulated isoform was found, the
downregulation of these proteins is important for synaptic
activity and the modulation of the extracellular matrix,

further hinting to an important role of WM alterations
in PolyQ diseases.

Commonly Downregulated Genes and
Proteins in HD Mouse Brain Are
Connected to Neuron Development,
Synapses and Signal Transduction, and
Cellular Transport

Additionally, we collected published proteomic data from human
juvenile- and adult-onset HD (Chen et al., 2012; Schonberger
etal., 2013; McQuade et al., 2014; Ratovitski et al., 2016; Ramdzan
et al., 2017; Ooi et al., 2019; Switoriska et al., 2019), mice HD
models (Deschepper et al., 2012; Skotte et al., 2018; Sap et al,,
2019; Sapp et al,, 2020) and SCA1 mouse model (Stucki et al.,
2016). No data from SCA2, SCA6, SCA7, SCA17, DRPLA, and
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SBMA were found. Since the availability of published proteomic
data is very limited, our analysis of this data is also limited
compared to the transcriptomic part. Therefore, we mainly
focused on GO term analysis and searching for similarities
between dysregulated genes and proteins in human and mouse
HD. GO terms over-representation analysis was conducted in
ConsensusPathDB (CPDB) (Herwig et al., 2016). An overview of
collected data and all of the GO terms analyses for particular sets
of proteins can be found in Supplementary Table 5.

Firstly, we focused on comparing proteins and genes
dysregulated in the corresponding cell populations in human HD
(Supplementary Table 5). The comparison didn’t result in any
bigger common group, but nonetheless we were able to identify
three shared downregulated genes/proteins: TP53, ELAVL2,
COL1A2, together connected with mRNA and protease binding,
and four commonly upregulated genes/proteins: LAMBI,
CD44, SPP1 and HIST1HIB, which are connected with cell
morphogenesis and neuron development. Cell-specific CPDB
GO term analysis of human HD proteomic data highlighted
mainly neurodevelopment and organism morphogenesis, various
metabolic processes, cellular transport, gene expression and
DNA damage and apoptosis. Secondly, the comparative analysis
of mouse data resulted in identifying an overlap between 13
genes and proteins significantly downregulated in HD mouse
brain (Figure 6 and Supplementary Table 5). GO term analysis
highlighted four main clusters of biological processes to which
the identified genes are connected, such as transport regulation,
synapses and signaling, neuron development and metabolism.

Finally, we analyzed lists of dysregulated proteins from
mouse HD brain to further characterize if there are specific
clusters of biological processes connected uniquely with up-
or downregulation of certain proteins. We identified two main
groups of GO terms for downregulated proteins: transport and

ion activity and synapses and signal transduction, and two other
main groups for upregulated proteins: DNA and nucleus, and
neurodevelopment and organism morphogenesis.

CPDB over-representation analysis of proteins downregulated
in SCAl1 mouse brain also highlighted synapses and
signal transduction and transport-related processes, while
upregulation was more connected to metabolism and
developmental aspects.

DISCUSSION AND CONCLUDING
REMARKS

Although the juvenile and infantile forms make up a minority
of PolyQ disease cases, the early onset makes these diseases an
example of neurodevelopmental disorders. Indeed, the results
of our bioinformatic study of the available transcriptomic data
reveal that uniquely dysregulated genes in juvenile-onset HD
neurons are involved in several (neuro)developmental pathways
leading to early symptoms in patients. Our group and others
have previously demonstrated a neurodevelopmental component
in HD pathogenesis, and further exciting evidence was delivered
only very recently (Kubera et al., 2019; Barnat et al.,, 2020).
Moreover, HT'T has an impact on the cortical volume and brain
connections, leading to beter general intelligence score (IQ)
in people with larger (sub-disease) PolyQ repeats (Lee et al.,
2017; Lee J. K. et al,, 2018). An increasing number of studies
created a body of evidence for transcriptional modulators of
PolyQ tracts not only in HD but also in other PolyQ diseases,
like SCAs, mentioned in this manuscript (Paulson et al., 2017;
Buijsen et al., 2019).

Our analysis combines numerous data sets on polyQ
transcriptomics into one collection and demonstrates several
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neurodevelopmental transcriptomic commonalities to the
diseases. There are genes unique in JOHD neurons and individual
genes that are downregulated in four or more of the independent
PolyQ diseases mouse models. The genes were involved in
neural growth, synaptogenesis, and synaptic plasticity, and
extracellular matrix remodeling, suggesting a critical role of
brain connections and WM changes roles in PolyQ disease
pathology. HTT, ATNI, TBP, and Ataxins have previously
been identified as transcriptional regulators (Benn et al., 2008;
Kumar et al., 2014; Gao et al., 2019) therefore, our results are
in agreement with the previously formulated hypothesis that
transcriptional dysregulation is a solid feature of several PolyQ
diseases (Helmlinger et al., 2006). The addition of proteomic
dataset further highlights neural growth and synaptogenesis
and signal transduction as main biological processes in which
dysregulated proteins are involved.

Polyglutamine diseases are relatively rare, thus, only a limited
number of publications with transcriptomic data were available
for our bioinformatic analysis. More research into PolyQ diseases
is needed to understand better the mechanistic aspects of the
disease pathology. Moreover, studies that will focus on the
unique differences between juvenile- and adult-onset would be
of interest, as the longer CAG repeat mutations augment the
transcriptional potential of the affected protein, which may
leading to compromised of neurodevelopment.
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