Nr rejestracyjny: 2023/49/B/NZ3/04131; Kierownik projektu: dr Magdalena Czeredys

Plgsawica Huntingtona (HD) jest niculeczalng, dziedziczng chorobg neurodegeneracyjng. Do glownych
objawow HD naleza mimowolne ruchy ciata, a nastgpnie postepujacy spadek sprawnosci ruchowej i obnizenie funkcji
poznawczych. Choroba ta charakteryzuje si¢ agregacja zmutowanego biatka huntingtyny (mHTT), spowodowanej
nieprawidlowsg liczbg powtorzen CAG kodujacych glutaming w genie HTT. Tworzace si¢ agregaty zmutowanego
biatka z wydtuzonym tancuchem poliglutaminowym sg toksyczne dla komorek nerwowych w mozgu cztowieka. HD
charakteryzuje si¢ obumieraniem $rednich neuronéw kolczastych (MSNs) w prazkowiu (tac. striatum), strukturze
moézgu odpowiedzialnej za funkcje motoryczne, ktora jako pierwsza ulega neurodegeneracji. Czym dluzsze
powtorzenia CAG, tym szybciej pojawiaja si¢ objawy chorobowe. Wystepuja dwie formy HD o réznym poczatku
choroby: forma dorosta, gdzie liczba CAG wynosi powyzej 40 powtdrzen a symptomy pojawiaja si¢ w wieku 30 —
50 lat, oraz mtodziencza charakteryzujaca sic CAG powyzej 60, a objawy wystepujg ponizej 21 roku zycia, a nawet
we wczesnym dziecinstwie. Forma chorobowa HD ujawniajaca si¢ w wieku dojrzalym stanowi okoto 95%
wszystkich przypadkéw, a pozostate to posta¢ mtodziencza. Obecne badania maja za zadanie zbadanie przyczyn HD.
Niestety medycyna wciaz nie dysponuje skuteczng metoda leczenia, dlatego tez niezbedne jest odkrywanie nowych
markerow oraz potencjalnych celow terapeutycznych.

Huntingtyna jest niezbedna w rozwoju mézgu, a jej brak skutkuje Smiercig myszy na etapie embrionalnym.
Dlatego podejrzewa si¢, ze HD moze mie¢ swdj poczatek podczas rozwoju mozgu. Ponadto, coraz wigcej badan
wskazuje, ze nie tylko mtodziencza, ale i dorosta forma HD ma zrodto w okresie neurorozwojowym. W naszych
badaniach wykorzystujemy ludzkie indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste (hiPSCs), otrzymane z
reprogramowania fibroblastoéw od pacjentéw z chorobg Huntingtona i kontrolnych, poprzez uzycie odpowiednich
czynnikdw transkrypcyjnych. iPSCs maja zdolno$¢ do réznicowania si¢ do rdéznych typow komorek, w tym do
neuronOw. Nasze wstgpne wyniki z zastosowaniem progenitorow neuronalnych (NPCs), uzyskanych z r6znicowania
hiPSCs od pacjentow z HD, wskazuja, ze tworzone przez nie struktury przypominajace rozety, maja powaznie
zaburzong budowe, w poréwnaniu z kontrolnymi NPCs. Podobne zmiany w NPCs zostaly wykazane w modelach
zwanych ,,organoidami moézgowymi”, ktore hodujemy w laboratorium. HD moze by¢ réwniez zwigzana z dysfunkcja
jednego z wazniejszych polaczen moézgowych pomigdzy korg mézgows i prazkowiem, nazywanego siecig korowo-
striatalng, ktorego zaburzenie moze prowadzi¢ do degeneracji prazkowia.

W projekcie stawiamy hipoteze, ze wczesne zaburzenia neurorozwojowe mozgu spowodowane przez rozne
dhugosci powtorzen CAG w genie HTT wystepujace W obu typach HD inicjujg zaburzenia sieci korowo-striatalnych.
W celu zrozumienia, czy patologia HD rozpoczyna si¢ podczas rozwoju mozgu, zamierzamy uzyska¢ nowy model
ludzkiego mézgu zwany "assembloidami korowo-striatalnymi”. Beda one hodowane na szalce w warunkach in vitro
w laboratorium. Model ten zostanie zastosowany do zbadania wptywu patologii neurorozwojowych indukowanych
przez mHTT na dysfunkcje sieci korowo-striatalnych, co z kolei moze prowadzi¢ do dysregulacji sygnalizacji
wapniowej, zaburzen synaptycznych, a w koncu do aktywacji neurozapalenia i $mierci MSNs.

Do realizacji tych badan zastosujemy najbardziej innowacyjne i przetomowe osiagniecia ostatnich lat w
dziedzinie komorek macierzystych, inzynierii tkankowej i neurobiologii molekularnej. Jednym z nich bedzie
uzyskanie organoidow i assembloidow mozgowych pochodzacych z linii hiPSC od pacjentéw z HD i kontrolnych.
W naszych badaniach oprocz tych linii do hodowli assembloidéw wykorzystamy linie hiPSC stworzone przy uzyciu
technologii CRISPR-Cas9 zwanej ,,nozyczkami genetycznymi”. Te zmodyfikowane linie zwane sg "izogenicznymi
liniami hiPSC". Maja one t¢ zalete, Ze moga by¢ wykorzystane do badania jedynie efektu mutacji mHTT, bez innych
mozliwych mutacji, ktore mogg by¢ obecne w komorkach pochodzacych od réznych pacjentdw. Izogeniczne linie
HD i kontrolne bedg wykorzystane do potwierdzenia naszych przewidywanych obserwacji o wptywie mHTT na
rozpoczecie patologii neurorozwojowej w HD. Ponadto, zastosowanie strategii edycji gendw pozwolito nam uzyskaé
organoidy wzbogacone w komorki o charakterze mikrogleju, czynigc je doskonatym modelem do badania chordb
neurorozwojowych, takich jak HD. Dodatkowo, wykorzystujgc sekwencjonowanie RNA pojedynczych komérek
(scRNAseq) planujemy wykazaé¢ zaburzenia transkrypcji gendéw w sieciach korowo-striatalnych w HD.

Podsumowujac, proponowane badania, ktore beda prowadzone we wspotpracy z doswiadczonymi
naukowcami zza granicy, dostarczg nowej wiedzy na temat mechanizmow molekularnych, ktére moga by¢
odpowiedzialne za poczatek choroby Huntingtona. Wyniki eksperymentow z wykorzystaniem assembloidow
pomoga zrozumie¢ zaburzenia procesow neurorozwojowych lezacych u podstaw mtodzienczej i dojrzatej formy
choroby. Dzieki temu realizacja projektu przyczyni si¢ to odkrycia nowych potencjalnych celow terapeutycznych, a
zatem do wynalezienia nowych lekéw w HD. Dodatkowo, assembloidy pochodzace od pacjentow HD moga by¢
rowniez przydatne do tworzenia spersonalizowanych modeli chorobowych, a tym samym spersonalizowanych
strategii leczenia.



