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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 moézgu 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
moézgu w JOHD. Aby zrealizowac gléwny cel mojej pracy, sformulowalam cele
szczegolowe. Pierwszym 2z nich byla identyfikacja zaburzonych proceséw
neurorozwojowych w komorkach 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 choréb polyQ. Wykorzystujac te dane, wykonalam liczne

analizy in silico identyfikujace potencjalne (neuro)rozwojowe procesy



molekularne zaburzone w HD, zar6wno na wielu etapach rozwoju jak i w
dorostym moézgu. Wykonane przeze mnie analizy in silico mialy rowniez na celu
identyfikacje wspolnego mianownika neurorozwojowego chorob polyQ. Kolejny
etap moich badan obejmowat wykorzystanie analizowanych wczesniej linii iPSC
do wygenerowania fuzyjnych organoidow moézgowych, ktére odzwierciedlaty
wczesny etap rozwoju mozgu. Ostatnim celem mojej pracy doktorskiej byto
zbadanie czy wybrane zaburzenia zidentyfikowane w fuzyjnych organoidach
mozgowych HD mozna zaobserwowac 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. Zidentyfikowatlam geny zwiazane
z odpowiedzia na uszkodzenia DNA, uczestniczace w Sciezce sygnatowej pS3,
regulujace nabywanie polarnosci przez komorki oraz regulujace kaskade
sygnatowag TGFp. Co istotne, w liniach 71Q, zidentyfikowalam szereg genow, o
zmienionej ekspresji, kodujacych czynniki transkrypcyjne i bialka 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 TP53 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 os6b
dorostych z HD moga by¢ wynikiem wczesnych 1 skumulowanych
nieprawidlowosci rozwoju embrionalnego.

Wyniki poézniejszych poréwnawczych analiz bioinformatycznych,
podkreslily stale zaburzenie procesow (neuro)rozwojowych w komorkach JOHD,
takich jak wieloetapowa morfogeneza zarodka, wzrost i wydluzanie neuronéw
oraz transmisja synaptyczna. Moje analizy wyodrebnily zmiany w genach
zaangazowanych w procesy tworzenia neuronéw, synaptogeneze oraz tworzenie

macierzy zewnatrzkomorkowej, w modelach mysich niektorych chorob polyQ.



Wskazuje to na neurorozwojowe podobienstwa tej grupy schorzen (Switoriska-
Kurkowska et al., 2021).

Kolejny etap embrionalnego rozwoju moézgu HD badalam na poziomie
wczesnych komorek nerwowych. Utworzylam organoidy kory mozgowej (tzw.
dorsal) i prazkowia (tzw. ventral) i polaczylam je w organoidy fuzyjne,
zawierajace populacje komoérkowe dwoch obszarow moézgu, najwazniejszych w
neuropatologii HD. Organoidy fuzyjne byly znaczaco wigksze od pojedynczych
organoidow dorsal i ventral, co moglo swiadczy¢ o wzajemnych i waznych
interakcjach tych dwoéch 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 markerow wybranych
subpopulacji progenitoréow, neuronéw hamujacych i pobudzajacych oraz
komorek glejowych. Najbardziej deregulowanym genem, o podwyzszonej
ekspresji we wszystkich organoidach JOHD byl gen TTR, marker splotu
naczyniowkowego odpowiedzialnego za produkcje plynu mézgowo-rdzeniowego
w mozgu. W konteksScie neuropatogenezy HD byl to wynik szczegolnie wazny,
poniewaz komory mozgu sg obszarem istotnie powiekszonym u osob chorych.
We wczesniejszych badaniach, biatlko TTR zostalo zidentyfikowane w plynie
mozgowo-rdzeniowym U  pacjentow  objawowych, jak i u o0soéb
presymptomatycznych HD. W moich badaniach, podwyzszony poziom biatka
TTR potwierdzitam zaréwno w organoidach JOHD, jak i w osoczu krwi myszy
YAC128Q, Dlatego, uzyskane przeze mnie wyniki, Swiadczg o tym, ze zaréwno
podwyzszona ekspresja mRNA genu TTR w organoidach jak i zwigkszony poziom
biatka TTR moga by¢ biomarkerami JOHD. Ponadto, wygenerowalam tzw.
organoidy mozaikowe, powstate na drodze fuzji organoidéow dorsal lub ventral
JOHD 71Q 2z organoidami dorsal lub ventral 21Q. Zidentyfikowatam
zmniejszony poziom biatka TTR w organoidach mozaikowych w porownaniu 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¢ przodomozgowia na przebieg
neuropatogenezy HD.

Podsumowujac, wykryte przeze mnie zmiany w danych RNA-seq
wskazuja na konkretne procesy (neuro)jrozwoju obecne juz w komorkach

niezréznicowanych. Opracowalam system organoidowy do obserwacji



patogenezy HD. Zidentyfikowalam zmiany molekularne i komérkowe na etapach
pluripotencji i rozwoju mozgu HD. Wskazalam na szczeg6lne populacje komorek
nerwowych i ich markeréow zmienionych w HD oraz zdefiniowatam marker TTR,
ktorego podwyzszony poziom zidentyfikowalam zaréwno na poziomie mRNA jak
i na poziomie biatka. Swiadczy to o tym, ze moze by¢ on markerem

wystepowania i ciezkosci HD.



