Odkrycia i technologie

Organoidy w badaniach
nad chorobami mézgu

O zywych tréjwymiarowych modelach komoérkowych odzwierciedlajacych budowe
tkanek i organéw z dr n. med. Wiolettg Lech z Zaktadu Bioinzynierii Komdrek
Macierzystych w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN im. Mirostawa
Mossakowskiego w Warszawie, asystentkg prof. dr hab. n. med. Leonory Buzanskiej,
dyrektora Instytutu i kierownika tej pracowni, rozmawia Ewa Biernacka

Medical Tribune: Reprogramowanie komoérek dojrzatych,
izolowanych z tkanek, a nastepnie ich kierunkowe rézni-
cowanie w wybrane typy komérek zrewolucjonizowato
badania nad rozwojem i chorobami cztowieka. Na czym
polega to reprogramowanie?

Dr n. med. Wioletta Lech: Proces reprogramowania ludzkich
komorek dojrzatych (somatycznych) w indukowane pluripoten-
cjalne komorki macierzyste (iPSC — induced pluripotent stem
cells) polega na ,cofnieciu” ich do wczesnego etapu rozwoju
zarodkowego, kiedy to majg zdolnos¢ do wielokierunkowego
roznicowania (sg pluripotencjalne) w sposéb niekontrowersyj-
ny etycznie (nie s3 bowiem uzyskane z komoérek izolowanych
z ptodéw). Istotny postep wiedzy na temat udoskonalania proto-
kotdéw in vitro w zakresie réznicowania iPSC w wiele réznych
typdw komorek oraz ich unikatowa zdolno$¢ do samoorganizacji
w struktury tkankowe pozwolity otrzymac organoidy — trojwy-
miarowe modele odzwierciedlajgce budowe narzadoéw.

MT: Brak architektury tkankowej w stosowanych w prze-
sztosci jednowarstwowych hodowlach komérkowych nie
pozwalat sledzi¢ skomplikowanych proceséw biologicz-
nych zachodzacych w organizmie. W jaki sposéb organo-
idy stuza jako nowe narzedzie do badan?

W.L.: Hodowle komérkowe in vitro pozwalajg badac rozwdéj czto-
wieka i tworzy¢ modele choréb, dzieki odtworzeniu ztozonosci
komorkoweyj, struktury i funkgji tkanek. W potaczeniu z inzynierig
genetyczng, edycja genomu oraz analizami transkryptomiczng
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(ekspresji gendw) i epigenetyczng (pozagenowg modyfikacjg
materiatu genetycznego) pojedynczych komérek staty sie narze-
dziem do badania rozwoju tkanek i narzgdoéw, zaburzen w ich
funkcjonowaniu i w przebiegu choréb. Umozliwia to powsta-
wanie zastosowan translacyjnych w medycynie regeneracyjnej
(dzieki poznaniu rozwoju i etiologii danej choroby) oraz persona-
lizowanej (dzieki indywidualnym metodom leczenia), odkrywanie
nowych lekéw (na podstawie badan farmakologicznych i toksy-
kologicznych). Dotgd powstaty modele organoidéw m.in. nerki,
watroby, trzustki, ptuca, jelita, siatkdwki oraz mézgu. Umozli-
wiajg badanie mechanizmoéw, ktére w standardowych, dwuwy-
miarowych warunkach hodowli in vitro sg trudne, a nawet
niemozliwe do zaobserwowania.

MT: Jaka jest historia badan laboratoryjnych prowadza-
cych do powstania organoidéw moézgu?
W.L.: Najpierw uzyskano indukowane pluripotencjalne komér-
ki macierzyste, czym udowodniono, ze z dojrzatych komdrek
somatycznych przy uzyciu odpowiednich czynnikéw reguluja-
cych transkrypcje gendéw mozna otrzymac komorki o cechach
zarodkowych komorek macierzystych, zdolne do réznicowania
sie niemal w kazdy typ komorek ludzkiego organizmu (Nagroda
Nobla w 2012 r. — Shinya Yamanaka i John Gurdon). W labora-
toriach na swiecie standardem stat sie protokét prof. Yamanaki
stosowany do otrzymywania iPSC.

Kierunkowe réznicowanie iPSC w warunkach in vitro w wy-
brane typy komdrek rozwineto badania m.in. nad rozwojem



i wiasciwosciami komdrek nerwowych oraz nad modelowaniem
choréb. Hodowle dwuwymiarowe (monowarstwowe) w mode-
lowaniu i odwzorowaniu warunkéw panujgcych w ludzkim
moézgu dajg ograniczone mozliwosci. Uzyskanie réznicowania
iPSC w kierunku komorek typowych dla tkanki nerwowej nadal
w petni nie daje mozliwosci odwzorowania komunikagji i oddzia-
tywania miedzy réznymi komdrkami tej tkanki, np. neuronami
a komdrkami glejowymi. Tréjwymiarowe hodowle komérkowe in
vitro znacznie lepiej odzwierciedlajg warunki panujace in vivo,
m.in. interakcje biochemiczne i biofizyczne oraz strukture prze-
strzenng in vivo, dlatego prace badaczy skupiaty sie na stoso-
waniu zaawansowanych technik i warunkéw mikrosrodowiska,
ktére umozliwig powstanie takich hodowli.

Pierwsze doniesienia o samoorganizujacych sie tréjwymiaro-
wych hodowlach o charakterze organoidéw mdzgu otrzymanych
z komorek pluripotencjalnych pojawity sie w badaniach prof.
Yoshiki Sasai (RIKEN Center for Biosystems Dynamics Research
w Kobe w Japonii), ktéry wraz z zespotem uzyskat spolaryzowa-
ne struktury przestrzenne wykazujace dynamiczng, autonomicz-
ng formacje architektury kory mézgu (2008 r.) oraz pecherzyka
wzrokowego — zawigzku siatkéwki (2011 r.) z tréjwymiarowe;
hodowli agregatéw komdrek macierzystych zarodka myszy
(2011 r.). Nabtonek siatkéwki pochodzacy z komérek zarodka
spontanicznie tworzyt pétkuliste pecherzyki nabtonkowe. Prof.
Sasai stwierdzit zatem, ze morfogeneza pecherzyka wzroko-
wego w tej hodowli komdrkowej in vitro zalezy od wewnetrz-
nego programu samoorganizacji — zaprogramowanego —>
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dr n. med. Wioletta Lech — od 2014 r. jest zwigzana
z Instytutem Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego PAN w Warszawie,
gdzie prowadzi badania w Zaktadzie Bioinzynierii
Komérek Macierzystych kierowanym przez prof.

dr hab. n. med. Leonore Buzanska. Jest autorkg

i wspotautorka publikacji naukowych z zakresu
biologii komérek macierzystych, tworzenia

w warunkach laboratoryjnych tréjwymiarowego
mikrosrodowiska odwzorowujacego warunki

in vivo, uzyskiwania komoérek macierzystych
kompetentnych terapeutycznie oraz oceny ich
wiasciwosci neuroprotekcyjnych, proregeneracyjnych
i immunomodulacyjnych w przedklinicznych
badaniach translacyjnych. W pracy naukowej
skupia sie na wykorzystaniu komoérek macierzystych
w leczeniu schorzen osrodkowego uktadu
nerwowedo i na wdrazaniu produktéw terapii
zaawansowanej do zastosowania klinicznego. Jest
réwniez absolwentka studiéw podyplomowych

w Akademii Leona KoZzminskiego w Warszawie

na kierunku Prowadzenie i monitorowanie badan
klinicznych, co umozliwito jej zdobycie niezbednej
wiedzy w zakresie miedzynarodowych i krajowych
regulacji prawnych dotyczacych badan klinicznych,
zasad prowadzenia badan, dokumentacji

i zarzadzania projektami. Kierowata grantem
obejmujacym ocene molekularng wtasciwosci
neuroprotekcyjnych i regeneracyjnych komérek
macierzystych po transplantacji do mézgu
uszkodzonego w wyniku udaru niedokrwiennego.
Obecnie prowadzi projekt dotyczacy optymalizacji
uzyskiwania organoidéw korowych mézgu

z uktadem naczyniowym i ich transplantacji

w modelu uszkodzenia mézgu in vivo, gdzie skupia
sie na ocenie integracji organoidow z tkanka biorcy
i ich wptywu na modulacje odpowiedzi zapalnej.
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Po raz pierwszy na organoidach w hodowli
in vitro odtworzono rozwdj choroby (mikrocefalii)

w ztozonych strukturach moézgu

w komorkach i obejmujgcego stopniowg oraz specyficzng regu-
lacje lokalnych wtasciwosci nabtonka. Udowodnit zdolnos¢ do
samoorganizacji przestrzennych struktur stworzonych w hodowli
in vitro. Dowiddt tym samym, ze procesy biologiczne zachodzace
na wczesnym etapie rozwoju tkanek i narzagdéw mozna odwzo-
rowac¢ w laboratorium. Podobne struktury zespotowi prof. Sasai
udato sie uzyskac, stosujac pluripotencjalne komérki ludzkie.

W badaniach nad rozwojem ukfadu nerwowego innowa-
cyjnym odkryciem byto uzyskanie przez Madeline Lancaster
i Juergena Knoblicha (2013 r.) organoidéw catego moézgu (CE
— cerebral organoids), budowg przypominajacych ludzki mézg
na etapie rozwoju 9-miesiecznego ptodu. Hodowle organoidéw
powstate z iPSC rozwijaty zawigzki odrebnych, choc¢ wspoétzalez-
nych obszaréw mdzgu, takich jak kora mdzgu, siatkéwka, opony
modzgu oraz splot naczyniéwkowy komdr moézgu. W obszarze
kory moézgu zlokalizowano charakterystyczng organizacje strefy
progenitorowej z komdrkami macierzystymi gleju promienistego,
ktére w wyniku podziatéw dajg poczatek kolejnym warstwom
kory. Ten sam zespot bardzo szybko udowodnit, ze takie orga-
noidy moga stuzy¢ do modelowania wady rozwojowej mézgu
— mikrocefalii (mafogtowia). Organoidy otrzymane z komorek
pobranych od pacjentéw z mikrocefalia wykazywaty przedwcze-
sne réznicowanie neurondw i pomogty wyjasni¢ fenotyp choro-
by. W ten sposéb po raz pierwszy na organoidach w hodowli
in vitro odtworzono rozwdj choroby w ztozonych strukturach
ludzkiego mdzgu. W odrdznieniu od konwencjonalnych kultur
komdrkowych organoidy rekonstruujg ludzkie narzady na pozio-
mie komdérkowym oraz pod wzgledem ogdlnej struktury tkanki,
zapewniajac wyjatkowg platforme do odwzorowania rozwoju
i funkgji np. mdzgu. Hodowle organoidéw in vitro pozwalajg
na modelowanie przebiegu, rozwoju i patogenezy m.in. choréb
neurodegeneracyjnych, a takze na testowanie nowych lekéw.

MT: Czym sa choroby neurodegeneracyjne ukfadu ner-
wowego?

W.L.: Powstajg one w wyniku nieodwracalnego procesu obumie-
rania komdrek nerwowych i postepujacej degeneracji réznych
obszaréw ukfadu nerwowego. W normalnych warunkach fizjolo-
gicznych smier¢ komorek nerwowych jest ograniczona w mézgu
dorostych ludzi, nawet u oséb starszych, nadmierna za$ smier¢
komdrek w okreslonym obszarze mézgu stanowi podstawowa
ceche patologiczng w chorobach neurodegeneracyjnych: Alzhei-
mera, Parkinsona, Huntingtona, w stwardnieniu zanikowym
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bocznym. U podfoza kazdej z nich moga leze¢ czynniki immu-
nologiczne lub niewtasciwa synteza biatek w komaérkach osoby
chorej. Z uwagi na skomplikowang budowe ludzkiego mézgu
prowadzenie badan nad tymi chorobami byfo przez dekady
wyzwaniem. Zrozumienie prowadzacych do nich mechanizmaéw
oraz opracowanie skutecznych terapii jest jednym z najwazniej-
szych wyzwan wspdtczesnej medycyny.

MT: Jak organoidy wspomagaja badania nad chorobami
neurodegeneracyjnymi ludzkiego mézgu?

W.L.: Umozliwiaja otrzymanie modeli schorzen mdzgu, ktérych
nie mozna wygenerowac w badaniach z wykorzystaniem dwuwy-
miarowych hodowli komérkowych badz z udziatem zwierzat
laboratoryjnych. Protokoty pozyskiwania organoidéw ludzkiego
mozgu stosowane w laboratoriach pozwalajg na wyprodukowa-
nie organoidéw catego mézgu lub wybranych regionéw mézgo-
wia, np. organoidéw dorsalnych (grzbietowych) lub wentralnych
(brzusznych) przodomoézgowia, $rédmdzgowia, a takze kory
mozgowej, wzgdrza, podwzgodrza, hipokampu lub mdzdzku.
Protokoty uzyskiwania organoidéw ludzkiego mdzgu mozna
0gdlnie podzieli¢ na spontaniczne i ukierunkowane rozwojo-
wo. Protokoty spontaniczne wykorzystujg wewnetrzne zdolnosci
samoorganizacji komorek pluripotencjalnych do réznicowania sie
w tkanki typowe dla réznych obszaréw moézgu. Protokoty ukie-
runkowane rozwojowo zas opieraja sie na zastosowaniu znanych
czynnikdw regulujacych procesy rozwojowe, ktére kierujg rézni-
cowaniem iPSC w wybrane przez badaczy typy komérek, jak kora
mozgowa, hipokamp badz srédmdzgowie. Tego typu metody
mogga byc¢ tez uzywane do generowania dwdéch lub wiecej orga-
noiddw reprezentujgcych rézne obszary i taczenia ich w assem-
bloidy — przestrzenne struktury modelujace interakcje zachodzace
miedzy regionami mdzgu.

Mozliwos¢ uzyskiwania organoidéw konkretnych struktur
mozgu, zbudowanych z komorek bedacych przedmiotem badan
w danych chorobach, pozwala na tworzenie modeli in vitro oraz
analize proceséw zachodzacych w zmienionych patologicznie
komérkach i tkankach. Te modele choréb neurodegeneracyj-
nych umozliwiajg zgtebianie mechanizméw rozwoju patologii,
a odkryte osobnicze réznice w ich przebiegu testowanie poten-
cjalnych terapii. Spersonalizowane modele organoidéw danej
choroby z komdrek pobranych od pacjentéw w przysztosci
mogga postuzy¢ do doboru lekéw, ustalania optymalnych dawek,
a wrecz do stosowania terapii indywidualnych. @
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Organoidy
maozgu

w badaniach
nad chorobami
tego narzadu

Dr n. med. Wioletta Lech

przybliza funkcjonowanie

modeli mézgu — organoidéw

—w badaniach nad patologiami
na poziomie komérkowym choréb
neurodegeneracyjnych moézgu

CHOROBA PARKINSONA

Jedna z najczesdciej wystepujacych chordb neurozwyrodnienio-
wych — choroba Parkinsona (PD — Parkinson’s disease), ztozona
i postepujgca, nazywana drzaczkg porazng — wystepuje w starze-
jacych sie spoteczenstwach na catym Swiecie. Charakteryzuje ja
utrata neuronéw dopaminergicznych w czesci zwartej istoty czar-
nej srodmdzgowia. Przedwczesne starzenie sie i Smier¢ komé-
rek substancji czarnej prowadzi do obnizenia stezenia jednego
z najwazniejszych neuroprzekaznikéw w moézgu — dopaminy.
Klinicznie skutkuje to niedoborami motorycznymi, w tym brady-
kinezjg (spowolnieniem ruchowym), sztywnoscig, drzeniem
i niestabilnoscig postawy.

Laboratoryjne modele organoidéw srédmoézgowia odzwier-
ciedlaja kluczowe patologiczne cechy choroby Parkinsona, w tym
agregacje a-synukleiny i postepujacg utrate neuronéw dopa-
minergicznych. a-synukleina jest biatkiem licznie wystepujgcym
w neuronach i uczestniczy w prawidtowym funkcjonowaniu ukta-
du nerwowego oraz procesie apoptozy (programowanej Smierci
komarki). To wystepujace w formie agregatéw biatko traci swoje
prawidfowe funkcje i odgrywa znaczaca role w charakterystycz-
nym dla choréb neurodegeneracyjnych obumieraniu komaorek.
W modelach organoidéw wyprowadzonych z komorek pacjen-
téw z PD z triplikacjg genu SNCA (synuclein alpha), ktéry kodu-
je a-synukleine, zaobserwowano agregacje tego biatka i utrate
neuronéw dopaminergicznych w poréwnaniu z organoidami
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wyprowadzonymi z komorek zdrowych dawcéw. Ponadto wyka-
zano role patologicznej postaci a-synukleiny (zagregowanej)
w wywotywaniu astrosenescencji (starzenia sie) astrocytéw, co
moze zwieksza¢ podatnos¢ neuronéw dopaminergicznych na
degeneracje. Astrocyty wspierajg funkcjonowanie neurondw,
pomagajac w komunikacji miedzy neuronami i odpowiadajac za
utrzymanie prawidtowej homeostazy. Poniewaz utrata prawidto-
wej funkgji astrocytéw i nabycie fenotypu prozapalnego z powo-
du starzenia ma prawdopodobnie istotne implikacje dla choréb
neurodegeneracyjnych, zjawisko astrosenescencji coraz czesciej
staje sie przedmiotem badan. Wiadomo bowiem, iz interakcja
miedzy zdrowymi neuronami i starzejgcymi sie astrocytami zabu-
rza funkcjonowanie neuronéw, plastycznosé synaptyczng, wiel-
kos¢ pecherzykédw synaptycznych i dojrzewanie synaps.

Inne badania dotyczace modelowania choroby Parkinsona
skupiaja sie na pojedynczej mutacji w genie kinazy 2 bogatej
w leucyne (LRRK2 — leucine-rich repeat kinase 2), bowiem muta-
cje w tym genie sg jednymi z najczestszych czynnikdéw genetycz-
nych przyczyniajgcych sie do inicjacji tej choroby. Jedng z nich
jest mutacja powodujgca substytucje glicyny na seryne (G20195S),
zlokalizowana w domenie kinazy LRRK2. Badania na organo-
idach srédmdzgowia wyprowadzonych z iPSC zawierajacych te
mutacje wykazaly, iz organoidy te byty podobne do starzejace-
go sie ludzkiego srodmdzgowia, co charakteryzowato sie m.in.
nagromadzeniem neuromelaniny. Organoidy z mutacjg —>
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Organoidy umozliwiajg badanie degeneracji neuronéw
ruchowych oraz Wp’fywu mutacji w genach powigzanych
z wystepowaniem stwardnienia zanikowego bocznego

w genie LRRK2 wykazywaty tez patologie charakterystyczne dla
choroby Parkinsona, w tym nieprawidtowg lokalizacje fosforyla-
qji a-synukleiny (w pozycji Ser-129) oraz podwyzszony poziom
ekspresji tancucha lekkiego 3B (LC3B — light chain 3B), beda-
cy markerem autofagii, odpowiadajgcej gtéwnie za usuwanie
toksycznych lub zlepionych biatek. Te patologiczne zmiany obser-
wowane u pacjentéw z chorobg Parkinsona zwigzang z mutacja
w genie LRRK2 okazaty sie zalezne od wieku.

Badania z wykorzystaniem organoidéw pozwalajg na obser-
wacje zjawisk zachodzacych pomiedzy komdrkami w warunkach
fizjologii i patologii spowodowanych chorobg Parkinsona. Na
organoidach testuje sie leki, nowe substancje chemiczne analizo-
wane w badaniach klinicznych i strategie terapeutyczne majace
chroni¢ neurony dopaminergiczne przed degeneracja.

CHOROBA ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera (AD — Alzheimer’s disease) to postepujaca
choroba neurodegeneracyjna charakteryzujaca sie odktadaniem
i nagromadzeniem pozakomorkowych blaszek B-amyloidu (A
— amyloid-beta) oraz obecnoscig wewnatrzkomdrkowych spla-
tek fosforylowanego biatka tau zwigzanego z mikrotubulami
(p-Tau). Gtéwnymi objawami sg zaburzenia pamieci, orientacji,
jezykowe oraz koncentracji i uwagi. W rodzinnych autosomal-
nych dominujacych postaciach tej choroby obserwuje sie muta-
cje w réznych genach, w tym biatka prekursora amyloidu (APP
— amyloid precursor protein), preseniliny 1 (PSEN1) oraz prese-
niliny 2 (PSEN2). Mutacje patogenne warunkujg niemal potowe
przypadkdw.

W badaniach nad AD z wykorzystaniem organoidéw
modzgu wyprowadzonych z komorek pozyskanych od pacjentéw
z rodzinnymi mutacjami w genach APP oraz PSENT zaobserwo-
wano zwiekszong agregacje B-amyloidu oraz nadmierng fosfory-
lacje biatka tau. Dodanie do hodowli organoidéw specyficznych
inhibitoréw sekretaz (enzymdw uczestniczacych w nieprawi-
dfowym przeksztatcaniu AR prowadzacym do jego agregadji
i nagromadzenia blaszek B-amyloidu) doprowadzito do zmniej-
szenia stezenia fosforylowanego biatka tau oraz toksycznego Ap
w badanych organoidach. W powyzszym modelu odtworzono
kluczowe aspekty patologii choroby: nagromadzenie blaszek
amyloidowych i splotéw neurofibrylarnych.

Posiadanie dwdch kopii genu kodujgcego apolipoproteine
E4 (ApoE4), ktérej zadaniem jest metabolizm lipidéw (chole-
sterolu i fosfolipidow) w organizmie, jest jednym z gféwnych
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determinantéw choroby Alzheimera. Obecnos¢ wiecej niz jedne;
kopii tego genu oraz nieszczelno$¢ bariery krew—mozg (BBB
— blood-brain bareer), dobrze poznanych czynnikéw ryzyka
choroby Alzheimera, s3 pewnym ograniczeniem w modelowaniu
AD na organoidach. Brak przeptywu krwi w obecnie stosowanych
modelach mdzgu uniemozliwia doktadne odwzorowanie efek-
téw wynikajacych z ekspozycji komdrek nerwowych na dziatanie
prekursoréw amyloidu obecnych w surowicy wtasnie z powodu
uszkodzenia BBB w wyniku starzenia lub obecnosci wiecej niz
jednej kopii genu Apo£4.

Niemniej, w modelu spontanicznej postaci AD z uzyciem
organoidéw mdzgu wystawionych na dziatanie surowicy, odwzo-
rowujacym sytuacje po rozpadzie BBB, odkryto, ze organoidy te
odtwarzaty wiele aspektéw patologii podobnych do choroby
Alzheimera. Analiza transkryptomiczna pojedynczych komdrek
w organoidach mézgowych wykazata, ze ekspozycja na suro-
wice powodowata zmniejszong funkcje synaptyczng w neuro-
nach i astrocytach oraz indukowata odpowiedz immunologiczng
w komérkach gleju gwiazdzistego.

CHOROBA HUNTINGTONA

We wczesnych stadiach choroby Huntingtona (HD — Hunting-
ton’s disease), smiertelnej dziedzicznej choroby neurodegene-
racyjnej przebiegajacej z zaburzeniami motorycznymi, poste-
pujgcym pogorszeniem funkcji poznawczych i ze zmianami
behawioralnymi, obserwuje sie subtelne zmiany w ruchach gatek
ocznych, w koordynacji, drobne mimowolne ruchy oraz trudno-
sci w planowaniu myslowym. W kolejnym etapie za$ nasilenie
objawdw plasawicy, trudnosci w wykonywaniu ruchéw, zaburze-
nia mowy i potykania.

Choroba ta jest spowodowana ekspansjg powtarzajacych
sie trojek nukleotydowych: cytozyny, adeniny, guaniny (CAG)
w genie HTT, ktéry koduje biatko huntingtyne. Nadmierna
liczba CAG prowadzi do produkgcji wydtuzonych powtdrzen
glutaminy w biatku (na N-koncu szlaku poliglutaminowego),
ktére staje sie przez to bardziej podatne na nieprawidtowe
fatdowanie i tworzenie agregatéw wewngtrzkomorkowych.
Wyzsza niz 35 liczba (stanowigca norme) powtérzen CAG
moze prowadzi¢ do rozwiniecia choroby Huntingtona, a licz-
ba 40 lub wyzsza — nieuchronnie tym skutkuje. Nadmierna
liczba powtdrzen CAG powoduje liczne zmiany komdrkowe,
w tym zaburzenia w transporcie pecherzykowym, funkcjono-
waniu mitochondridw, transkrypcji gendéw oraz wartosciach



Obraz z mikroskopii konfokalnej 52-dniowego
ludzkiego organoidu korowego czesci grzbietowej
przodomézgowia. Marker Sox2 (zielony) znakuje
komorki progenitorowe neuronéw, podczas gdy
biatko Map2 (czerwony) zaznacza dojrzate struktury
neurondw, podkreslajgc organizacje komorkowa

i roznicowanie w obrebie organoidu. Jadra
komoérkowe zaznaczono kolorem niebieskim

adenozyno-5'-trifosforanu (ATP — adenosine triphosphate)
odpowiadajacego za transport energii w komodrkach. Prowadzi
to w konsekwencji do degeneracji neurondw i Smierci komorek
w prazkowiu i korze mézgowe;j.

Organoidy z komoérek pacjentéw z nadmierng liczbg powtd-
rzeh CAG w genie HTT pozwalaja na obserwacje efektéw akumu-
lacji zmutowanej huntingtyny na poziomie komdrkowym oraz
badanie $ciezek sygnatowych zaangazowanych w patogeneze
choroby. Organoidy mdézgu zbudowane z komdrek z mutacja
w genie HTT wykazywaty nieprawidtowa organizacje i specyfikacje
progenitoréw neuralnych, z niedojrzatymi strefami komorowymi.
Dtugos¢ powtdrzen CAG regulowata zatem réwnowage miedzy
ekspansjg i réznicowaniem komdrek progenitorowych w orga-
noidach mdézgowych. Organoidy wentralne (brzuszne) kresomé-
zgowia stworzone z komorek z HD z nadmierng liczbg powtdrzen
CAG ujawniaty nieprawidtowosci neurorozwojowe. Zauwazalne
byty nie tylko deficyty w budowie organoiddw, ale réwniez zmiany
transkrypcyjne prowadzace do produkgji mniejszej liczby neuro-
néw GABA-ergicznych. Uzyskane wyniki dotyczace modelowania
choroby Huntingtona w organoidach prezentowaty mniejszg licz-
be struktur neuroepitelialnych, zmniejszone rozmiary i nieprawi-
dtowy rozwdj struktur korowych. Udowodniono tym samym, iz
obecnos¢ zmutowanego biatka (huntingtyny) znaczaco negatyw-
nie wptywa na specyfikacje prazkowia i kory mézgowej, co prowa-
dzi do nieprawidfowego dojrzewania neurondw oraz zaburzonej
organizacji komdérek w moézgu.
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Obraz z mikroskopii konfokalnej 44-dniowego
ludzkiego organoidu catego mézgowia hodowanego
w warunkach 5% stezenia tlenu. Kolorem zielonym
wyznakowano biatko neuralne B-tubuline lll, natomiast
kolorem czerwonym biatko glejowe GFAP. Jadra
komoérkowe zaznaczono kolorem niebieskim

STWARDNIENIE ZANIKOWE BOCZNE
Jedna z najciezszych choréb neurodegeneracyjnych, stwardnienie
zanikowe boczne (ALS — amyotrophic lateral sclerosis), jest choro-
ba Smiertelng o bardzo ztym rokowaniu. Pacjenci z rozpoznanym
ALS od wystgpienia pierwszych objawow rzadko przezywajg
ponad 5 lat. Schorzenie to jest wynikiem proceséw patologicz-
nych zachodzacych w komdrkach nerwowych odpowiedzialnych
za prace miesni. Symptomami ALS s facznie wystepujace dysfunk-
cje gérnych i dolnych neurondéw ruchowych, obejmujgce segmen-
ty opuszkowe, szyjne, piersiowe i/lub ledzwiowe. Obraz kliniczny
postepujacego ostabienia miesni szkieletowych zaangazowanych
w ruchy konczyn, potykanie, mowe oraz funkcje oddechowe jest
zroznicowany. Ostabienie miesni rozprzestrzenia sie kontrlateral-
nie, w kierunkach dogtowowym i doogonowym. ALS wystepuje
w réznych fenotypach, a najczestszymi sg postacie opuszkowa
(objawy pojawiajg sie najpierw na twarzy i powodujg problemy
z mowag oraz przetykaniem) i rdzeniowa (szyjna, ledzwiowa).
Organoidy umozliwiajg badanie degeneracji neurondéw
ruchowych oraz wptywu mutacji w genach powigzanych
z wystepowaniem ALS, takich jak gen dysmutazy ponadtlen-
kowej SODT (superoxide dismutase type 1), gen otwartej ramki
odczytu (open reading frame) 72 chromosomu 9 (C9orf72) —
na funkcje i przezycie neuronéw. Ekspansje powtdrzen heksa-
nukleotydowych (sekwencja GGGGCC) w genie C9orf72 s
najczestszg przyczyng ALS i otepienia czotowo-skroniowego
z agresywna progresjg choroby i krotkim czasem przezycia. —>
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Mutacje w genie C9orf72 odpowiadajg za niemal 50% przy-
padkéw tej choroby.

Modele organoidéw do badan nad ALS wymagaja odwzo-
rowania neurodegeneracji rdzeniowo-mies$niowej, dlatego ich
uzyskanie jest skomplikowane i wymaga optymalizacji. Aby
obserwowad procesy zwigzane z neurodegeneracjg, zapropo-
nowano modele organoidéw kory mézgowej oraz organoidéw
rdzenia kregowego dla uzyskania w warunkach in vitro inter-
akcji komdrkowych i mikrosrodowiskowych obserwowanych
w ALS in vivo. Organoidy kory mézgowej taczono z organoida-
mi rdzenia kregowego, a nastepnie z ludzkimi sferoidami miesni
szkieletowych, aby wygenerowad tréjwymiarowe assembloidy
korowo-ruchowe, odzwierciedlajgce zaburzong w ALS droge
przekazywania sygnatu nerwowego od kory mdzgu, poprzez
rdzen kregowy do miesni szkieletowych. Wykazano, ze w struk-
turze sktadajacej sie z trzech potaczonych organoidéw neurony
korowe tworzyty potgczenia ze sferoidami rdzeniowymi, podczas
gdy neurony ruchowe rdzenia kregowego tworzyty potgczenia
Z mie$niami.

W badaniach w 2024 r. uzyskano organoidy z komdrek
pochodzacych z tkanki nerwowej rdzenia kregowego i tkanki
miesni obwodowych. Komorki zostaty pozyskane od pacjen-
téw z ALS ze stwierdzong ekspansjg sekwencji nukleotydowych
(ok. 800 powtdrzen) w genie C9orf72. Zastosowanie orga-
noidéow wyprowadzonych z komdrek pacjentéw umozliwito
modelowanie proceséw neurodegeneracyjnych charakterystycz-
nych dla tej choroby. W organoidach zaobserwowano defek-
ty charakterystyczne dla ALS, takie jak ostabienie skurczdéw,
denerwacja nerwow (zanik/zaktécenie unerwienia skutkujgce
zaburzeniami w przekazywaniu impulséw nerwowych) oraz
utrata komérek Schwanna (komérek glejowych wytwarzajgcych
ostonki mielinowe otaczajace aksony neuronéw). Obserwowa-
no zmiany w liczebnosci i rozmieszczeniu komérek w organo-
idach, w tym zmniejszenie liczby neuronéw korowych warstwy
gtebokiej, a takze zmiany w strukturze i funkgji synaps. Bada-
nia te dostarczyly systemu organoidowego do modelowania
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patologii rdzeniowo-miesniowych w ALS oraz jego zastosowania
w testowaniu lekow. Np. krotkotrwate uzycie inhibitora (zwigzku
GSK2606414) dla enzymu odpowiedzi na nieprawidtowo sfat-
dowane biatka (kinazy PERK — protein kinase RNA-like ER kina-
se) dwukrotnie zwiekszyto glutaminergiczne skurcze miesni oraz
zmniejszyto agregacje biatek i autofagie.

Kolejnym postepem w badaniu potgczen nerwowo-miesnio-
wych in vitro byto uzyskanie organoidéw neuromiesniowych
rozwinietych z progenitoréw neuromezodermalnych. Komor-
ki progenitorowe jednocze$nie wygenerowaty neurony rdze-
nia kregowego pochodzenia ektodermalnego i komérki miesni
szkieletowych pochodzenia mezodermalnego, ktére samoorga-
nizowaty sie w dwie anatomicznie odrebne populacje, tworzac
tréjwymiarowe organoidy neuromiesniowe. Organoidy te rozwi-
nety funkcjonalne potaczenia nerwowo-miesniowe (prezentowa-
ty rytmiczng aktywnos¢ impulséw i skurcze miesni), podkreslajac
ich znaczacy potencjat w modelowaniu i badaniu mechanizméw
ALS, a takze innych choréb nerwowo-miesniowych.

PRZYSZt0S$C BADAN NAD NEURODEGENERACJA
Z WYKORZYSTANIEM ORGANOIDOW

Modele eksperymentalne — organoidy — odgrywaja kluczo-
w3 role w badaniach biomedycznych, ufatwiajac zrozumienie
mechanizméw choréb i opracowywanie nowych metod lecze-
nia. Sa poteznym narzedziem do badania rozwoju ludzkiego
mozgu, dojrzewania komoérek nerwowych, interakcji zachodza-
cych miedzy nimi, a takze ich degeneracji w zwiazku z choroba.
Majg zatem ogromny potencjat w badaniach nad chorobami
neurodegeneracyjnymi. Mozliwo$¢ wytwarzania duzych ilosci
organoidéw mozgu pozwala na ich wykorzystanie w bada-
niach przesiewowych lekdw, transplantacjach i toksykologii, co
oszczedza czas i pienigdze w poréwnaniu z wykorzystaniem
tradycyjnych modeli komérkowych in vitro i modeli zwierzecych.
Naukowcy daza do precyzyjniejszego odwzorowania budowy
i funkcji mézgu w organoidach. Prace nad wprowadzeniem do
nich naczyn krwionosnych (organoidy unaczynione) pozwalajg
na wydtuzenie czasu ich przezycia w warunkach in vitro i badanie
bardziej zaawansowanych funkcji. Rozwdj organoidéw zmierza
w strone modeli bardziej ztozonych, z wykorzystaniem fibrobla-
stow i komdrek uktadu odpornosciowego (makrofagi i komorki
mikrogleju), co moze przyczynic¢ sie do przetomédw w neurobio-
logii, farmakologii i medycynie spersonalizowanej, a tym samym
skuteczniejszego leczenia choréb mdzgu. Podjeto pierwsze
udane proby integracji tych typéw komorek, ale dostepnosc
modeli obejmujacych komorki mikrogleju i srédbtonka weciagz
pozostaje ograniczona, a ich zastosowanie w modelowaniu
choréb neurodegeneracyjnych — nie w petni zbadane. ®
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