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1. Bevezeto

1.1. Az ossejtek altalanos jellemzoi, tulajdonsagaik, indukalt pluripotens
ossejtek, betegségmodellezés

1.1.1. Az dssejtek altalanos tulajdonsagai

Kutatasi €s orvosbioldgiai szempontbol a XX. szdzad nagy felfedezettjei az
Ossejtek. Az elsd szakirodalmi megnevezésiik utdn (Haeckel 1868), az 1960-as évekbeli
kisérleti bizonyitasuk hozta dket be tijra az orvosi kutatasok €s érdeklddés homlokterébe
(Becker és mtsai 1963). Definicié szerint az Ossejtek onmegujité képességgel biro,
korlatlan ideig fenntarthatd, potencialjuktdl fliggéen maguknal differencialtabb
sejttipusok 1étrehozasara képes sejtek. Kiilonleges osztodasi képességgel birnak,
kétféleképpen is osztodhatnak: egyrészt szimmetrikusan, amely soran Onmagukkal
megegyez0 sejteket hoznak 1étre az dssejt ,,pool” ndvekedésének érdekében, masrészt
aszimmetrikusan, amellyel, az 6nmagukkal megegyezd sejt mellett egy masik, mar
differencidltabb, érettebb utddsejtet is képesek megalkotni. Differenciacios képességiik
¢s eredetiik, valamint létrehozasi moddszeriik alapjan is csoportosithatjuk Oket.
Potencialjuk alapjan megkiilonbdztetiink toti-, pluri-, multipotens sejteket, mig eredetiik
alapjan besz¢liink embrid eredetii (toti-, pluripotens), indukalt (pluripotens) és szdveti
(multipotens) dssejtekrol (Zakrzewski és mtsai 2019).

Totipotens dssejteknek tekinthetéek a megtermékenyitett petesejttél a
szedercsira fejlodési allapotig terjedd szakaszban kialakult sejtek. Ezen a fejlodési
szinten a sejtek extraembriondlis és embrionalis sejteket, szoveteket egyarant képesek
létrehozni. Felhasznalhatéak sulyos genetikai betegségek sziirésére preimplanticios
diagnosztika segitségével, valamint a korai egyedfejlédés és sejtek érési folyamatainak
megfigyelésére.

Az extraembriondlis szdvetek létrehozasara mar nem képes, de mindharom
csiralemez kialakitdsdra elegendd potencidllal rendelkezé sejteket pluripotens
ossejteknek nevezziik. Legtobbszor ezen Ossejtek az in vitro betegségmodellek
résztvevoi, mivel beldliik sejtvonalak alapithatok és a test barmely szomatikus sejtje
létrehozhatdo megfeleld laboratériumi koriilmények kozott, differencialasi protokollok,

specifikus faktorok hasznalataval.



A human embrionalis 6ssejtek (human embryonic stem cell, hESC) olyan
pluripotens 0Jssejtvonalak, amelyeket az in vitro fertilizdciés programok soran
felhasznalasra nem keriild holyagcsira allapotti embridkbdl hoztak 1étre (Thomson és
mtsai 1998), ezért kutatasi célu alkalmazéasa maig etikai kérdéseket vet fel és kiilonb6z6
szabalyozasi rendszerek alakultak ki vilagszerte. Felhasznalhatoak betegségmodellezés,
érési ¢és differenciacios folyamatok vizsgalatara.

Az indukalt pluripotens éssejtek (induced pluripotent stem cell, iPSC) a
pluripotens dssejtek egy olyan csoportjat képezik, amelyben a sejtek egy szomatikus,
mar differencialt sejt visszaprogramozasaval nyerik vissza pluripotens differencidcios
képességiiket. A pluripotens Ossejtek és a beldliikk 1étrehozott sejttipusok a human
szovetek modelljeiként hasznalhatdak fel, igy az in vitro betegségmodellezés eszkozei.
A hESC-kel szembeni elonyiik a betegségmodellezés szempontjabol, hogy egy felnétt,
mar fenotipussal, példaul valamilyen betegséggel rendelkez6 egyénbdl is 1étrehozhatok,
¢s etikai szempontbdl is mas megitélés ala esnek. Sejtterapias felhasznélasukat is
intenziv érdeklddés dvezi.

A multipotens 6ssejtek, mas néven szoveti Ossejtek mar sokkal sziikebb
differencidlodasi lehetdséggel bird, de egész életiink soran szervezetiinkben jelen levo,
homeosztazisért €s regeneracioért felelds sejtek. Szoveti Ossejteknek tekinthetdek
példaul a neuralis progenitor, vagy neuralis dssejtek (neural progenitor cell, NPC, neural
stem cell, NSC), a hematopoietikus Ossejtek, vagy a mezenchimalis sejtek. Ezek a sejtek
in vitro kultiraban mar csak korlatozott ideig tarthatok fent differencialatlan allapotban.
Foként a regenerativ medicina hasznalja Oket, példaul csontveldtranszplantacios,

bortranszplantacios eljarasokra (1. abra).
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1. abra: O”ssejtek kinyerése, differencidltatdsa. A piros nyilak a termindlisan differencidlédott sejtek

dtprogramozasi lehetéségeit mutatjak. A testi sejtek fenotipusvaltasat transzdifferenciacionak, mig

pluripotencialjuk visszaallitasat visszaprogramozasnak nevezziik.

Az abra a https://smart.servier.com oldalon kizzétett képek felhasznalasaval késziilt.

1.1.2. Pluripotens 6ssejtek, indukalt pluripotens dssejtek €s betegségmodellezés

A pluripotens 6ssejtek kutatdsdban az elsd attorést 1998-ban James Thomson
kisérletei hoztdk meg (Thomson és mtsai 1998). Eldszor neki sikeriilt holyagcsira
allapoti zigota belsd embridocsomojabol (inner cell mass, ICM) izolalt embrionalis
pluripotens dssejtekb6l huméan embrionalis dssejtvonalakat létrehozni. Ezek a
sejtvonalak megfeleld koriilmények kozott korlatlan ideig differencidlatlan allapotban
fenntarthatok voltak és a differenciacios kisérletekben mindharom csiralemez sejtjeit

képesek voltak létrehozni. Thomson eljarasaval egy szinte korlatlan mennyiségben

adodoan, barmely szomatikus sejtet 1étrehozni képes eszkoz keriilt az orvosbioldgiai
kutatas fegyvertaraba.

Mindossze egy évtizedet kellett varni a kdvetkezé mérfoldkdig, az indukalt
pluripotens dssejtekig. Shinya Yamanaka és kutatocsoportja eldzetes egérkisérletek utan
(Takahashi és Yamanaka 2006), human szomatikus differencialt sejteket is vissza tudott

juttatni pluripotens allapotba, ezzel 1étrehozva egy 1j tipust humén Gssejtet, az indukalt
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pluripotens  &ssejtet. A folyamat soran, amelyet visszaprogramozasnak
(,,reprogramming”) neveztek el, mesterregulator transzkripcidés faktorok, vagy
pluripotencia gének (OCT3/4, KLF4, SOX2, ¢c-MYC, melyet késébb Yamanaka
faktoroknak neveztek el) bevitelével és exogén kifejeztetésével fibroblasztokat
programoztak vissza, visszaallitva pluripotens differencidcios képességiiket (Takahashi
¢s mtsai 2007). Az OCT3/4 ¢és a SOX2 a pluripotencia kialakitasaért, a KLF4 a
pluripotencia fenntartasaért felelds magmodul, mig a c-MYC a sejtciklus soran a DNS
replikacidjaért és hibajavitasaért felelés modul tagja (Uher 2017).

A Yamanaka munkacsoport altal 1étrehozott huméan iPSC vonalak hasonldak
voltak a hESC-ekhez mind morfologidjukban, proliferacidjukban, feliileti
antigénjeikben, génexpresszios mintazatukban, mind a pluripotens sejt-specifikus gének
epigenetikus allapotaban ¢és telomeraz aktivitasukban. Tovabba ezek a sejtek képesek
voltak in vitro mindharom csiravonal irdnyaba differencidlodni és teratomat létrehozni
(Takahashi és mtsai 2007). Azota tobb érett sejttipusbol, mint példaul fehérvérsejtekbdl,
vizeletb6l nyert urothel hamsejtekbdl, hajhagyma sejtekbdl is sikeriilt human iPSC
vonalakat 1étrehozni. A transzkripcids szabalyoz6 faktorok kifejeztetése a szomatikus
sejtekbe torténhet expresszids plazmidokkal vagy virusrendszerrel. Vektortipustol
fiiggben ezek lehetnek integralodo, eltavolithatd, nem integralodé vagy DNS-mentes
modszerek. Jelenleg legelterjedtebb a Sendai-virus, a retrovirus €s lentivirus alapu, az
episzomalis €s a modositott RNS bevitelén alapul6 rendszerek, mivel ezek biztositjak a
legjobb hatékonysagot a visszaprogramozashoz. Az exogén bevitelt faktorok endogén
génkifejezddést fognak indukalni, mialtal a sejtek visszatérnek egy korabbi, pluripotens
allapotba (Yamanaka 2009). A kiilonféle technikak hatékonysagukban (0,002%-t6l 5-
10%-1g), a visszaprogramozasi folyamat idejében és mutagenitdsukban kiilonbdznek.
Osszességében azonban elmondhatd, hogy barmely technikat vélasztjuk is, a
visszaprogramozas teljes folyamata hosszii id6t vesz igénybe, akar honapokig is
eltarthat. Mivel a folyamat sordn a sejtnek szamtalan mar elért fejlodési szintet kell
visszafelé legyOznie, igy nem meglepd az a megtfigyelés, hogy az iPSC-ben maradnak
olyan epigenetikai markerek, amelyek megmutatjak, hogy milyen testi sejtbdl késziiltek
(Uher 2017).

Az iPSC visszaprogramozasi technologia kivaltotta a blasztociszta allapotbol

valo sejtkinyerést, feloldotta az etikai kérdések egy részét, altala vizsgalhatova valt a
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pluripotencia epigenetikai szabalyozdsa is, ¢és kaput nyitott az in vitro
betegségmodellezés elott. Lehetdvé tette, hogy egy adott genetikai mutéciét hordozo
betegbdl szarmazo6 szomatikus sejteket vissza lehessen juttatni pluripotens allapotba és
ezaltal Ossejtvonalakat lehessen beldliikk alapitani. Ezek utan az indukalt pluripotens
Ossejtvonalakat in vitro tenyészetben tObbféle szomatikus sejtté differencialtatva
kovethetjik nyomon a megjelend fenotipusokat. A betegség kialakulasat okozo
génvaltozat molekularis biologiai hatasait vizsgalhatjuk az adott sejttipus kiilonb6z6
fejlodési,  differencialédasi  allapotaiban  is, illetve  alkalmasak lehetnek
gyogyszerhatoanyag tesztelésre (Benam ¢és mtsai 2015, Yamanaka 2010). Etikai
szempontbol az iPSC vonalak alapitdsat és kisérletekben torténd felhasznéalasat
megeldzden is sziikséges etikai engedély benyujtasa €s a donor beleegyezd nyilatkozata,
informalasa.

Pszichiatriai zavarok molekuléaris hatterének felderitésére korabban leginkabb
post mortem agymintak vagy allatmodellek szolgaltak eszkoziil, ugyanis human ex vivo
kisérletet nagyon limitalt szdmban lehet csak végezni. A post mortem mintak egyteldl
korlatozott mértékben hozzaférheté forrast jelentenek, masfeldl a betegség
végallapotara jellemzé elvaltozasokat, jellegeket viselnek, igy csak egy
pillanatfelvételként szolgalhatnak a betegség megismerésében. Eredményeik
értékelésénél figyelembe kell venni még a fehérje és RNS lebomldsanak lehetdségét. Az
allatkisérletek soran ok-okozati hatasokat tudunk tesztelni, de eredményeik sok esetben
nehezen 4atiiltethetok a human rendszerre, a fajok kozotti kiilonbségek, valamint a
mentalis zavarok human-specifikussdga miatt. A pszichidtriai zavarok molekularis
hatterének tanulmanyozasaban hasznalt allatmodellek altaldban nagy hatasua, ritka
mutaciok esetén szolgalnak hasznos informacidkkal, sejtbiologiai folyamatokkal vagy
viselkedési endofenotipusokkal kapcsolatos kérdésekben (2. abra).

Ezért ezen  modellrendszerek  limitacidinak  athidalasara,  valamint
megfigyeléseinek kiegészitésére lehet alkalmas az elézéekben bemutatott iPSC alapt in
vitro betegségmodellezés a pszichiatriai betegségek cellularis szinti vizsgalatdban és

feltarasaban.
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2. dabra: iPSC felhasznalasi lehetéségei és iPSC alapu betegségmodellezés uitvonala. Az dbra
osszefoglalja, hogy egy testi sejt milyen lépésekkel valik ujra pluripotens sejtté. A piros nyillal jelolt
utvonal az értekezés temajanak alapja.

A kép a felsorolt hivatkozasok képei felhasznadlasaval késziilt:
http://www.bodorzoltan.hu/?m=orvosi_illusztraciok&id=31, https://www.understanding-
stemcells.info/basics/reprogramming.aspx, https://www.pinclipart.com/pindetail/iwJixi_human-body-

systems-clipart-3-by-michael-human

1.2. A szkizofrénia klinikai tiinetei, neurobiologiai és genetikai hattere

A pszichiatriai betegségek (mint példaul a szkizofrénia, a bipoldris affektiv
zavar, szorongasos zavarok, vagy a major depresszid) a lakossag jelentdés hanyadat
érintik, egyiittes élettartam prevalencidjuk majdnem 50%, ezért népegészségligyi
szempontbol kiemelt jelentéségilk van. A pszichidtriai zavarok jellemzden
multifaktoralis jellegliek, genetikai kockazati tényez6ik komplex hattérrel rendelkeznek,
nem teljesen ismertek a beinditd (Un. ,trigger”) faktorok, és egyeldre nincsenek
megbizhatd biomarkereik sem. Jelenleg a legtobb rendelkezésre allo kezelés a tiinetek
megsziintetését, nem pedig az alapbetegség definitiv kezelését szolgélja.
Elengedhetetlennek tlinik, hogy olyan terapidkat alakitsunk ki, amelyek a betegségek
etiologidjanak és patogenezisének jobb megértésén alapulnak. A neurodegenerativ
betegségektdl eltérden, amelyek elsésorban az idegrendszer specifikus sejttipusait

érintik, a pszichiatriai zavarokban az idegrendszer szdmos teriilete és kiilonféle
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sejttipusok lehetnek érintettek. Az Osszegzett bizonyitékok arra utalnak, hogy a
hippokampusz szerkezeti és funkciondlis rendellenességei tobbféle mentalis betegséggel
tarsulhatnak, ami azt jelzi, hogy ez a jol kortlirt régio olyan agyteriilet lehet, amely
fokozottan kiszolgaltatott artalmas kornyezeti hatdsoknak, és ezéltal az 1j tipusq,
bizonyitékon alapulé (evidence based) terdpidk specialis célpontjava valhat (Kang és
mtsai 2016).

A szkizofrénia (SZ) az egész személyiséget megvaltoztato, minden szocidlis
réteget egyforman érintd, komplex poligénes 6roklodésti pszichiatriai zavar (Henriksen
¢s mtsai 2017). Sulyos tiinetekkel jaro, kronikus lefolyasu, a lakossdg mintegy 1%-at
érintd mentalis betegség. Ez az Egészségligyi Vilagszervezet nyilvantartasa alapjan
szamokban kifejezve azt jelenti, hogy a szkizofrénia vilagszerte koriilbeliil 80 millid
embert érint. A diagnozis feléllitdsa a pszichiatriai betegvizsgalaton, az anamnézis
felvételén és a beteg mentalis statuszan alapszik, mivel maig nem 4ll rendelkezésre
olyan bioldgiai marker, képalkotd, vagy laboratoriumi teszt, amely megbizhatéan
jelezné a betegséget (Sadock ¢és mtsai 2015). A Magyarorszagon diagnosztizalt betegek
megkdzelitdleg fele részesiil minden szempontbdl megfeleld kezelésben (Réthelyi és
Sawalhe 2011). Kialakulasaban mind kornyezeti (példaul prenatalis hatasok,
lakokornyezet, droghasznalat), mind genetikai tényezdk szerepet jatszanak. A SZ
kialakuldsdnak rizikdja, ha az elséfoku rokonsdgban érintett valaki, az
atlagpopulaciohoz képest 10-szeres. Az ikervizsgalatok alapjan, magas heritabilitdsu
betegségrol beszéliink, melynek értéke ~ 0,81 (0-1 kozotti skalan) (Henriksen €s mtsai
2017).

A SZ spektrumbetegségnek tekinthetd, vagyis valtozatos megjelenésti tiinetekkel
jaro allapot, ezért gyakran szkizofrénia-betegségcsoportrdl, vagy szkizofrénia-spektrum
zavarrél is beszélnek (Tringer 2010). Altalaban fiatal felndtt korban (nemtél fiiggéen
15-35 évesen) jelentkeznek az elsd tiinetek, férfiak és ndk kozott a betegség egyenld
aranyban fordul eld, azonban a kezdete és lefutdsa kiilonbozd lehet. Férfiaknal az
incidenciasliriség maximuma a 15-25 éves, mig ndknél 25-35 éves korosztalyban
figyelhetd meg. A betegség tiineteinek tobbféle felosztasa ismert, altaldban pozitiv €s
negativ tiinetekbe csoportositjak ezeket. Pozitiv tiinetek lehetnek
hallucinacidk/érzékcsalodasok, téveszmék, fellazult asszociaciok, bizarr viselkedés, mig

negativ tiinetként emlithetjilk a szocidlis ¢élet negativ iranya valtozasat, beszikiilt
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szocialis kapcsolatokat, az érzelmi sivarsagot, a motivacié hianyét, illetve a lassult,
szintelen beszédet. A Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V,
American Psychiatric Association 2000) ajanlasa alapjan megkiilonbdztetiink paranoid,
dezorganizalt, kataton, differencidlatlan és rezidualis szkizofréniat. Kraepelin és Bleuler
leirdsai Ota a betegség diagnosztikdja szamos pontban, tlineti, kritériumok, altipusok,
valtozott ugyan, de munkassaguk a mai napig meghataroz6 pillérként szolgal. Kraepelin
nevéhez fiizddik a dementia praecox fogalmanak megalkotdsa. Az etiologiarol és a
pszichiatriai rendellenességekrdl alkotott elméletei alapjan sziilettek meg a mai 6
diagnosztikai rendszerek. Bleuler ismerte fel elsdként a SZ heterogentitdsa mellett az
0sszekoto jegyeit, ¢ alkotta meg a szkizofrénia szot is (Réthelyi és Sawalhe 2011). A
jelenleg hasznalt DSM-5 rendszer a korabban bemutatott klinikai altipusokat mar nem
hasznalja (Nussbaum 2013). A szkizofrénidnak maig nincs olyan azonositott tiinete,
amely kétséget kizardan igazolna vagy cafolnd a SZ meglétét. Tiinettani sokszinlisége
miatt két megkozelitést alkalmaznak a SZ diagnosztikaban, az alcsoportokat létrehozo
kategorialis, €és a tlinetek sulyossagan alapuld dimenzionalis szemléletet (Réthelyi és
Sawalhe 2011).

A SZ kezelésének egyik alapjat az antipszichotikus gyogyszeres kezelés adja, de
fontos szerepet kap a betegek pszichoedukaciodja és a kognitiv szemléletli pszichoterapia
is. A leghatékonyabb eredményt azonban ezen moddszerek egyiittes, kiegészitd
alkalmazasa eredményezi (Sadock és mtsai 2015). A farmakologiai és pszichoszocialis
terapias lehetdségek jelentds fejlodése ellenére azonban a betegek egyharmada nem
reagal a meglévd kezelési beavatkozdsokra (Kahn és Keefe 2013, Van Os és Kapur
2009). A gyodgyszeres kezeléseknél fennalld problémak, illetve a betegség molekularis
¢s neurobiologiai hatterének ismeretlen volta 1) kutatdsi megkozelitések
A SZ kialakuldsanak szempontjabol érdekes felismerés példaul, a felndtt hippokampalis
neurogenezisben megfigyelhetd koriilmények és az dregedés, az epilepszia, valamint
egyes neurodegenerativ illetve pszichidtriai zavarok kozotti kapcsolat (Fabel és
Kempermann 2008).

A hippokampdlis forméci6é az agy archikortikalis teriilete, a limbikus rendszer
részét képezi. Henger alaku, gorbiilt test az agyveld oldalso kamrajaban, nevét is innen

kapta. Tengeri csikora emlékeztetd kinézete alapjan a gordg ,.hippo”, mint 16 és a
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~kampos”, mint tengeri szorny alkotta szdval nevezték el. Két tekervénybdl, az
Ammon-szarv (Cornus Ammonis: CA, dsszekottetéseik alapjan CA1, CA2, CA3, CA4
szektorok) €s a gyrus dentatus (GD), valamint egy atmeneti zonabol, a subiculumbol all
(lasd 3. abra). Harom rétege a kovetkezd sejteket tartalmazza: 1. molekularis réteg:
granula sejtek, entorhinalis kéreg afferensei, moharostok a nucleus dentatusbol. 2.
piramissejtek rétege. 3. oriens réteg: kosarsejtek, interneuronok. Tobbségében
glutamaterg principalis sejtek (~90%), kisebb részben pedig GABAerg interneuronok
alkotjak (Woodson ¢és mtsai 1989). A hippokampusz reciprok kapcsolatban all az
asszociacios kéregteriiletekkel. A deklarativ memoria és a kognitiv tulajdonsagok egyik
kozpontja. Szekvencialis informaciofeldolgozas jellemzi. Ez azt jelenti, hogy képes a
neokortikalis ,,stiri” mintazatot ,,ritka” mintazatta alakitani, azaz a tarolt informacio-

mintdzatok interferenciajat csokkenti.

Humain agy

Flmbria

B Gyrus dentatus

Ammon szary
I Subiculum
B Entorhinilis kéreg

Hippocapal
suleus

Geneus Hippocampus
Hippokampalis formacio € 2010UTHSC-H

3. dbra: A hippokampadlis formdcio anatomidja, fobb részei, fébb pdlydi. A hippokampusz
kapcsolatait a triszinaptikus kér irja le, amelyben a bemeneti perforans palya az entorhinalis kéregbdl a
granulasejteken végzédik. Azok axonjai, a moharostok a CA3 piramissejteket idegzik be. A CA3
piramissejtek axonjai a Schaffer kollateralisok a CAl piramissejtekhez és ellenkez6 oldali
hippokampuszba haladnak tovabb. A CAl kimenete a fornix, a subiculumba, az entorhinadlis kéregbe, a
limbikus rendszer egyéb részeibe mutat.

A kép a felsorolt hivatkozasok alapjan késziilt: https://en.wikipedia.org/wiki/Hippocampus_anatomy,
https://mba.uth.tmc.edu/neuroscience/m/s4/chapter05.html,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6761599/,
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096098220270778 1#FIG 1
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A hippokampusz azért is nagyon érdekes agyteriilet, mert az oldalsé agykamrak
szubventrikuldris zonai mellett itt marad csak meg a neurogenezis folyamata felnott
korban. Az 1960-as ¢években Smart (1961) munkassaga, majd Altman és munkatarsai
(Altman és Das 1965, Altman és mtsai 1970) triciummal megjeldlt timidin (3 H-TdR)
autoradiografia segitségével végzett kisérletei is bizonyitotadk a felndttkori neurogenezis
meglétét szamos emlds agyban. Azonban csak Gross 2000-ben megjelent cikke dontotte
meg az addig elfogadottnak szamité dogmat, miszerint ,,4j idegsejtek nem alakulnak ki
a felndtt emlds agyban™ (Gross 2000).

Azt azonban még nem tudjuk biztosan, hogy a kdarosodott felndttkori
hippokampusz neurogenezise kozvetleniil hozzdjarul-e a pszichiatriai rendellenességek
patogeneziséhez. Tovabbra is kérdés, hogy ezek a hippokampalis valtozasok csupan
valaszok a kiilonb6z6 patologiai eltérésekre, avagy a betegségek patofiziologias részét
képezik, vagy mindkét folyamatnak részét képezik. Frdekes médon a legtdbb
pszichiatriai korkép, példaul sulyos depresszid, szkizofrénia, szorongasos zavarok és
csokkenésérdl szamoltak be, amelyek Osszefiiggésben vannak a hippokampusz-fiiggd
funkciokkal, mint példaul a munkamemoria, a kontextustol fliggd memoria és
felismerési memoria, valamint a térbeli mintak szétvalasztasa (Lie és mtsai 2004,
Mirescu és mtsai 2006, Reif és mtsai 2007, Revest és mtsai 2009). Szamos tanulmany
kimutatta a hippokampusz kisebb térfogatat mind fiatalkort, mind felnétt szkizofrén
betegeknél (Kalman ¢és mtsai 2016). A hippokampusz térfogatdnak csokkenése
leginkdbb a sziirkedlloméany csokkenését jelenti, ami memoriahianyhoz és a kognitiv
funkcidk romlasahoz vezethet (Goldman és Mitchell 2004). Fontos megfigyelés, hogya
pszichiatriai kérképekben szenvedd betegek hippokampuszanak ezek a szerkezeti és
funkciondlis valtozésai csillapithatok vagy megfordithatok antidepresszansokkal,
antipszichotikumokkal vagy fokozott fizikai testmozgassal (Erickson és mtsai 2014,
Kempermann és mtsai 2010).

Mindezen tanulményok felvetik annak a lehetdségét, hogy a felndttkori
neurogenezis diszfunkcidja okozati szerepet jatszhat a pszichiatriai tiineteknél, és hogy
a felndttkori neurogenezis 1) terdpids célpontként szolgéalhat, kiilondsen az
antidepresszansok neurogenezis altal kozvetitett hatasaival (Kang és mtsai 2016). igy a

felndttkori neurogenezist szabalyozo endogén mechanizmusok megértése kritikus
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betekintést adhat a pszichidtriai rendellenességek sikeres kezelésébe, és megkdnnyitheti
a specifikusabb terapias stratégiak kidolgozasat.

A szkizofrénia neurodevelopmentalis modellje szerint a SZ az idegfejlodési
diszregulacié viselkedési eredménye, amely joval a klinikai tiinetek megjelenése eldtt
kezdddik (Owen és O'donovan 2017, Singh és Grange 2006). Ezt a hipotézist kiilonb6zd
kutatdsi iranyok tamasztottak ald. Példaul, strukturalis valtozasokat dokumentaltak a
prodromalis tiinetekkel kiizd6 gyermekek agydban (Rapoport és mtsai 2012). A
szkizofrén betegeknél megtfigyelt valtozasok magukba foglaljdk a megnagyobbodott
lateralis és harmadik kamrakat, a csokkent sziirke- és fehérallomanyt (Lawrie és
Abukmeil 1998, Wright ¢és mtsai 2000). Ezek a csokkenések talnyomorészt a
hippokampuszban (Nelson és mtsai 1998), a thalamuszban (Konick ¢és Friedman 2001)
¢s a frontalis lebenyekben voltak megfigyelhetok (Davidson és Heinrichs 2003). Post
mortem agymintak génexpresszids vizsgalatai tobbek kozott a preszinaptikus
funkcioval, a mielinizacidval és a migracioval osszekapcsolhatd gének expresszidjaban
bekovetkezett valtozasokat mutattak ki, amelyek az idegi fejlodés zavaraira utalnak.
Meg kell azonban jegyezni, hogy ezen eredmények tObbsége viszonylag kis
mintaszdmmal rendelkezd vizsgalatokbol szarmazik, és a betegek farmakologiai
kezelésének szempontjabol sem kontrollaltak (Kumarasinghe ¢és mtsai 2012). A
neurodevelopmentélis hipotézist aldtdmasztd eddigi legerdsebb indirekt bizonyiték a
genom-szintli vizsgalatokbdl szarmazik, amelyek szamos, idegi fejlddésben fontos
genetikai polimorfizmust azonositottak SZ rizik6 variansként (Rapoport és mtsai 2012).

Az az elképzelés, hogy a koros felndttkori hippokampalis neurogenezis szerepet
jatszhat a szkizofrénia tiineteiben vagy patogenezisében, post mortem ¢és funkcionalis
képalkotd vizsgalatokon alapul. A szkizofrénidban szenvedd betegek post mortem
agymintdin ugyanis megfigyelték a hippokampusz sejtproliferaciés markereinek
csokkent expresszigjat (Reif és mtsai 2007), illetve GD sejtjeinek karosodasat. Ezzel a
megfigyeléssel korreldlnak a képalkotd vizsgalatokat Osszegz0 meta-analizisek
eredményei, melyek egyrészt csokkent hippokampalis térfogatot, mésrészt neuronok
csokkent szamat irtak le szkizofrén betegeknél (Maxwell és mtsai 2019). Erdekes, hogy
szamos tanulmany Osszefiiggést mutatott a SZ viselkedési és kognitiv tiineteinek
enyhiilése és a hippokampusz térfogatanak normalizalasa kozott, 6sszekapcsolva ezzel a

rendellenesség anatomiai és kognitiv tiineteit a hippokampusszal (Kang és mtsai 2016).
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A felndttkori hippokampusz kéarosodott neurogenezise, mint a diszregulalt
fejlédésneurologiai folyamatok egyik formaja, hozzajarulhat a szerkezeti valtozasokhoz
¢s a hippokampusz-fiiggd affektiv és kognitiv tiinetekhez (Kang ¢és mtsai 2016).

A SZ neurodevelopmentalis elmélete mellett fontos megemliteni az ezeket
kiegészitd, részben egymadssal vetekedd neurokémiai elméleteket, melyek szintén
allatkisérletes, neuropatologiai ¢és human farmakologiai eredményeken alapulnak.
Szamos eredmény utal a dopaminerg €s glutamaterg neurotranszmisszio eltéréseire,
ezen beliil az NMDA-receptor alulmiikddésére, valamint GABAerg disfunkciora
szkizofrénidban (Crowley és mtsai 2013, Réthelyi €s mtsai 2013).

A szkizofrénia genetikai hatterének vizsgélatai, - melyek az etiologia
felderitésének masik fontos vonulata, - asszociacios vizsgalatokkal, biologiai kandidans
¢s pozicionalisan kandidans gének feltérképezésével indult. Ezek sordn olyan gének
keriiltek a figyelem kozéppontjaba, mint példaul a katekol-O-metiltranszferdaz, a

neuregulin, avagy a disrupted in schizophrenia 1 (DISC1) (1. tablazat).

1. tablazat: A szkizofrénia biologiai és poziciondlis kandiddns génjei (Benkovits és mtsai

2016)

Gén Pozicid Biologiai funkcid

Parakrin és juxtakrin aktivacio révén szinaptikus

Neuregulinl (NRGI) 8pl2 plaszticitas, neuronalis migracio, neuron-glia kapcsolat
Katekol-O-metiltranszferaz Prefrontalis kortexben dopamin lebontas metiltranszferacio
22q11.2 .
(COMT) révén

Disrupted In Schizophrenia 1 Neuronalis proliferacio, neurogenezis, migracio a

(DISC1) 1q42.2 citoszkeleton stabilizaldsa révén
Dystyobrevm B.l nd.mg Glutamaterg neurotranszmisszié szabalyozasa NMDA-
Protein 1, Dysbindin-1 6p22.3 receptorok révén, BDNF-fel interakcioban miikddik

(DTNBPI) P ’
Regulator of G-protein 1q23.3 GTP-az aktivator, negativan regulalja a metabotrop

signalling 4 (RGS4) glutamat receptort

Késébb, a technika fejlodésével, az ugynevezett SNP-chipek -elterjedt
hasznalataval (melyek egy millié feletti, a populdcioban elterjedt egypontos nukleotid
polimorfizmust tudnak egyszerre vizsgalni), mérhetdvé valtak a genom-szinti
asszociaciok és a ritkdbb kopiaszam varidcidk (copy number variation, CNV) is.
Erdekes moédon a CNV-k gyakoribb eléfordulasa volt kimutathato, azonban ezek nem

bizonyultak SZ specifikusnak (Farrell és mtsai 2015). A genom-szintli asszociacios
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vizsgalatokkal (genome wide association studies, GWAS) 1) kandidans géneket, illetve
kromoszomalis régiokat fedeztek fel, mint példaul a CACNAIC kalcium csatorna,
6p21-23 régio, avagy a MIR137 mikro-RNS gén (He ¢és mtsai 2018). A GWAS
eredményei — tobbek kozott — a szkizofrénia poligénes jellegét erdsitették meg ¢€s

felhivtak a figyelmet a ritka genetikai variansok lehetséges szerepére is (2. tablazat).

2. tablazat: A genom-szintii vizsgadlatok sordan azonositott szkizofirénia rizikovariansok (Fiiredi

és mitsai 2015)

Génnév Pozicid Biologiai funkcid Hivatkozas
1921
2p25 Szamos gén expresszidjat . .
Kiilonbozé CNV-k 15q11 szabdlyozzik mikrodelécio ¢s | (Stefansson & misai
. s e 2008)
16pl1 mikroduplikécio révén.
22ql1
Szamos szkizofrén kandidans gén (Ripke és mtsai
mikroRNS 137 (MIR137) 1g21.3 posztranszkripcios szabalyozasaban p 2011)
vesz 1észt.
Klasszikus biologiai kandidans gén.
Dopamin 2 receptor 11a23.2 Gi G-proteinen keresztiil csokkentik a (Ripke és mtsai
(DRD2) 42 cAMP-szintet, és igy a PKA- 2013)
aktivitast
Major Felel6sek a cellularis (Stefansson és mtsai
hisztokompatibilitas 6qp21.3-22.1 1mmunvral.ars’z hoz kotot} antigen- 200.9) » (Ripke s
komplex (MHC) génck prezentacioért. Szerepiik lehet a mtsai 2011), (Shi és
szinaptikus plaszticitasban. mtsai 2009)

A legujabb exom- és teljes-genom-szekvenalasi adatokkal sem sikeriilt a SZ

genetikai  hatterét egyértelmilen feltérképezni, megmagyarazni. Uj lehetséges
magyarazatként megjelent a retrotranszpozonok aktivitdsanak novekedése (Misiak és
mtsai 2019), a ritka genetikai varidnsok (mutaciok) egyedenként nagyobb hatasanak
szerepe, valamint szdmolnunk kell a gén-gén ¢és gén-kornyezet kdolcsonhatés
meghatdroz6 befolyasaval is (Cheong és mtsai 2017).

A de novo mutaciok (DNM) az egypontos nukleotid polimorfizmusok (single
nucleotide polymorphism, SNP) egy alosztalyat jelentik azokban az esetekben, amikor a
mutaciok tjonnan (tehat nem sziilétdl 6rokdlten) jelennek meg egy adott generacidban,
¢s ezzel egyediilalld genetikai varidcids forrasként jarulnak hozza példaul egyes

betegségek kialakulasadhoz.

A pszichidtriai zavarok hatterében feltart kiilonbozé genetikai variansok

molekularis hatédsait vizsgalhatjuk iPSC-alapt modszerrel. Ennek a megkdzelitésnek az
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Osszefoglaldsa olvashato a 3. tdblazatban. (Hoffmann és mtsai 2020). A speifikusan SZ-

re vonatkozo6 iPSC viszgalatokat a kovetekezd fejezetben foglaltuk dssze.

3. tdblazat: Pszichidtriai korképek kialakuldasiban feltételezhetoen szerepet jadtszo
Sfunkciondlis genetikai varidnsok dssejt alapi betegségmodellezései.

A tablazat a Hoffmann és mtsai 2020 ésszefoglalo tablaja alapjan késziilt. A tablazatban elsékent
hasznalt réoviditések: AD: Alzheimer-kor, ALS: amiotrofias laterdlis szklerozis, ASD: autizmus spektrum
zavar, BD: bipolaris zavar, EB: embriotestecske, iN: induced neuron (indukalt idegsejt), MD: major

depresszio, mEPSC: miniature excitatory postsynaptic current (serkenté posztszinaptikus aram), PD:

Parkinson-kor, PMDS': Phelan-McDermid szindroma (22q13 delécio, mely a SHANK3 gént is érinti)

. s . Kisérleti s Kulcsfontossagu
Betegség | Variacio Gén rendszer Sejttipus megallapitisok Ref.
Izogenikus Kortikalis | Sériilt preszinaptikus
ASD, CNV hI.ES.C,’ . glutqmaterg ne}lrotranszmls§21o, (Pak és
7 (2p16.3) NRXN1 | kondicionalis iN, csokkent spontan mtsai
’ heterozigota | kortikalis | mEPSC frekvencia és 2015)
mutaciok neuron amplitado.
Neuronalis . .
CNV Beteg- rozettabol Csokkth arldhreren.s i1 (Yoon o8
Sz CYFIP1 . . kapcsolodas és apikalis- mtsai
(15q11.3) kontroll iPSC | Iétrehozott 1 o
bazalis polaritas. 2014)
NPC
Beteg-
kontroll
iPSC, EB A beteg neuronok
PCDH15 kontrollbol I tam; ter fokozott AMPA ¢és (Ishii és
BD, SZ CNV RELNI1 1étrehozott égs GABAc rg GABA receptor mtsai
iPSC-ben N & | szenzitivitassal 2019)
izogenikus rendelkeztek.
homozigota
mutéciok
Beteg-
kontroll
kﬂ;StrC’ll A kéarosodott
_omro EB-bdl preszinaptikus funkciok
iPSC-ben . S .
Exon 12 . . létrehozott | vizsgalata a beteg és a (Wen Z.
BD, MD, izogenikus , S ;
37 4-bp DISCl1 heterozigdta vegyes génszerkesztett kontroll | és mtsai
delécio o eléagyi iPSC-ben. A hibat a 2014)
mutacio, .
beteg iPSC- neuronok | génszerkesztett beteg
iPSC-ben mentették.
ben mentett
izogenikus
mutacio
A mutéans DISC1 és az
EB-bdl ATF4 kozotti
BD, MD, Exon 12 Beteg- létrehozott k(’)lcsonhatas. ’aberrans (Wang.es
4-bp DISCl1 . vegyes génexpressziot mtsai
Sz ey kontroll iPSC P .
delécio eléagyi eredményez, amelyet az 2019)
neuronok | overexpresszalt ATF4
ment.
. Izogenikus EB-bdl A mutaciok a fokozott .
BD, MD, Exon2 és homozigéta | létrehozott | Wnt-jelatvitel miatt a (Srlkanth
exon 8 DISC1 11 . 14 és mtsai
Sz s exon 2 vagy vegyes dorzalis elkdtelezodést
deléciok . . , . . 2015)
heterozigdta eldagyi tamogatja. Ez eldsegiti a
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Kisérleti

Kulcsfontossagu

Betegség | Variacio Gén rendszer Sejttipus megallapitisok Ref.
exon 8§ neuronok | korai NPC
deléciok differencialodast és a
kortikalis réteg
karosodasat. Mentés
Wnt-antagonistakkal.
Beteg-
kontroll
IPSC, A csdkkent
kontroll e
PSC-ben neuritkindvéseket az
Exon 2 ¢és . . Kortikalis | UNCDS aktivalasa (Srikanth
BD, MD, izogenikus . . . .
37 exon 8§ DISCl1 heterozigdta glutamaterg | menti, valamint a ¢és mtsai
deléciok L iN UNCDS csendesitése a 2018)
mutacio, L .
. vad tipust idegsejtekben
beteg iPSC- . . Iy
a mutacio fenotipusat
ben mentett .
. . utanozza.
izogenikus
mutéciod
A megndvekedett input
ellenallas és a sériilt
excitatorikus
transzmisszio kevesebb | (Shcheglo
ASD, delécié | SHANK3 Beteg- le%lye? serkentd szinapszissal és | vitov és
PMDS kontroll iPSC neurogn};k glutamat receptorral mtsai
tarsul. SHANK3 2013)
komplementacidja a
sériilt transzmissziot
menti csak.
A SHANK3 mutaciok
erdsen csokkentik a
HCN csatorna
. mitkodéseét, és a
lzogenikus dendritikus arborizacio
hESC, Kortikalis . ‘o (Yiés
ASD, . s . karosodasat, a .
delécio | SHANK3 | kondicionalis | glutamaterg . . , mtsai
PMDS . . szinaptikus valaszok
heterozigota iN N o . 2016)
.S csokkenését, valamint a
mutéciok X 14 2
bemeneti ellenallas és
az idegsejtek
ingerelhetdségének
novekedésat okozza.
Az eredeti (vad tipusd)
gén varians csokkenti a
SZ betegbdl | Kortikalis | miR-137 expressziojat | (Forrest és
SZ SNP MIR137 izogenikus | glutamaterg | és érettebb idegsejt mtsai
iPSC iN fenotipushoz vezet in 2017)
vitro a génmodositott
all¢lhez képest.
Kortikalis | FURIN-ban
megjelené SNP
glutamaterg csokkenti a neurit
FURIN iN (NPC és o2 . .
Kontroll . hosszat és az idegsejtek | (Schrode
TSNAREIL | . . érett A " . .
Sz SNP izogenikus aktivitasat a serkentd és mtsai
CLCN3 : neuron), . .. v
iPSC iN-ekben. A t0bbszoros 2019)
SNAPI1 GABAerg | . .., .
o . | rizikégének CRISPRa/i
IN, indukalt | .., 2 . .
) torténd szabalyozasa
asztrocita . .
szinaptikus
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. s s . Kisérleti s Kulcsfontossagu
Betegség | Variacio Gén rendszer Sejttipus megallapitisok Ref.
rendellenességeket,
szinergikus hatasokat
okoznak.
Primer Az FOXG1-t61 760 kb (Won és
Primer fotalis . tavolsagra 1évé SNP )
SZ SNP FOXG1 . fotalis g mtsai
progenitor szabalyozza az FOXG1
neuron g 2016)
expressziojat.
A GWAS lokuszokban
Foészséoes 1évé SNP-k kromatin
c%onorb%) | Kortikalis kolcsonhatas révén (Rajarajan
SZ SNP zosenikus NPC szabalyozzak az és mtsai
§>s e ASCL1, EFNBI és 2018)
MATR3
génexpresszidjat.
Serkent6 és
motoros iN PIR (promoter
Eoészséaes rus > | interacting region)
AD, ALS, (igonorb%') | degr}lltams dusulasa figyelheté meg | (Song és
ASD, BD, SNP izogenikus idegsejtek a sejtsorsot meghatarozo mtsai
MD, SZ iPSC clsidle es, génekben, valamint a 2019)
£ pszichiatriai korképek
magzati o gy
asztrocitik riziko6 faktorainal.
A heterozigéta NRXNI1
deléci6 érinti a
Glutamaterg | neuronalis és
ASD, CNV Beteo- (NGN2) és | szinaptikus funkciokat. | (Flaherty
BD, MD, (2p16.3) NRXNI1 kontroll%PSC GABAerg | Az NRXNI delécios és mtsai
Sz po- (ASCL2/ |eredetii de novo 2019)
DLX2)iN |izoformai potencialisan
dominans negativ
moddon hatnak.
1.3. iPSC alapu betegségmodellezés szkizofréniaban

Az els6 IPSC alapu betegségmodellezési tanulmanyok monogénes betegségekre
Osszpontositottak. A kutatdsok kovetkez6 hulldmaban elkezdték a poligénes
pszichiatriai és neuroldgiai betegségeket is vizsgalni, beleértve az emberi populaciokban
elterjedt genetikai variaciok szerepét is (Zeltner és Studer 2015). A kovetkezd 1épés a
betegség-specifikus  iPSC-k  voltak, amelyek az ok-okozati folyamatok
feltérképezésének elsddleges eszkoziveé valtak. Az iPSC-k bizonyos vélemények szerint
olyanok lesznek, mint az elmult két-harom évtizedben az egérmodellek voltak. Az
elkdvetkez6 néhany év sordn folyamatosan Osszeall az iPSC-modellek gyiijteménye,
gyakorlatilag barmilyen betegség és barmilyen betegséggel Osszefiiggd génmuticio

szamara. Ezeket a sejtmodelleket egyre inkdbb mas feltorekvd technologiakkal egytitt
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hasznaljak, ideértve az organoidokat és mas CRISPR-izogén rendszereket, a szerveket a
chipeken ¢és az xenograftokat (Ho és mtsai 2018).

Az iPSC alapt betegségmodellezés kozponti gondolata, hogy betegekbdl
szarmazo6 sejtvonalak neurdlis iranyu differencidltatasdval olyan molekularis ¢és
funkcionalis fenotipusokat tudunk vizsgalni, amelyek kiilonbségeket mutatnak
egészséges kontroll személyekbdl 1étrehozott sejtvonalakhoz képest. Ezek az in vitro
vizsgalatok el6rébb vihetnek minket az in vivo folyamatok, molekuléris
betegségutvonalak megértésében. A betegségmodellezés elsddleges célja tehat nem a
sejtterapias, sejttranszplantacids lehetdség kialakitésa.

A neuropszichiatriai zavarok iPSC-kbdl szarmaz6 modelljeinél az elsé kutatasok
leginkédbb olyan neurodegenerativ korképekre irdnyultak, ahol a betegség patoldgiai
leirdsa sokkal eldrébb tart, igymint az Alzheimer-kor (Essayan-Perez ¢s mtsai 2019), a
Parkinson-kor (Parmar és mtsai 2020, Schwamborn 2018) és a Huntington-kor (Wu és
mtsai 2019). Azért is indult meg ez az irdnyvonal hamarabb, mert az Ossejt-alapu
terapidk konnyebben megvalosithatoknak tlintek ezekben a jobban definialt
betegségekben. Azonban hamar felzarkdztak az autizmus spektrum zavarokrdl (autism
spectrum disorder, ASD) és szkizofréniarol sz6lo tanulmanyok is (Brennand és mtsai
2015, Hoffmann és mtsai 2020, Russo és mtsai 2009). Késobb olyan monogénes, illetve
kromoszéma-aberraciés rendellenességekrdl is szdmos kisérletes munka sziiletett,
melyek pszichiatriai fenotipusokat (is) okoznak, mint példdul a 22ql11.2 (DiGeorge)
vagy a 22ql3.3 (Phelan-McDermid) mikrodelécos szindromak, amelyek autizmus
spektrum zavarral jarnak (Drew és mtsai 2002), illetve a nagyobb kromoszdéma régiokat
érintd Down-szindroma (Faundez és mtsai 2018), Torékeny X-szindroma (Faundez és
mtsai 2018) és Timothy-szindréma (Coskun és Lombardo 2016).

A SZ-asszocialt genetikai variansok hatésait kozvetlenil és kozvetve is
vizsgaltak iPSC-kben, azaz ismert genetikai varidnsokkal rendelkezd sejtvonalak
(példaul DISCI1, 22Q11DS), illetve szdérvanyos SZ-esetekbdl azonositott genetikai
valtozatok tanulményozéasaval (Mcneill és mtsai 2020). Az szkizofrénia iPSC alapt
betegségmodellezési teriiletén Brennand munkacsoportja uttérd volt (Brennand és mtsai
2011), melyet egy sor tanulmany kovetett. Ezek a tanulményok nagyrészt glutamaterg
szinaptikus diszfunkciot azonositottak, valamint megnovekedett oxidativ stresszvalaszt,

mint potencidlisan szignifikans in vitro SZ fenotipust taldltak (4. tablazat). A 4.
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tablazatban szerepld publikaciok igazoljak az in vitro betegségmodellek pszichiatriai
zavarok kutatdséban torténd relevancidjat és felhasznalhatosagat, mikdzben betekintést
adnak a lehetséges metodikai megkozelitésekbe, részletezve a kiindulédsi sejtek, a
visszaprogramozasi technikak és a differencialtatott sejtek sokféleségét.

A 4. tablazat is mutatja, hogy a rendelkezésre all6 technikék segitségével sok
fajta sejtbdl, tobbféle visszaprogramozasi modszerrel nyerhetiink indukalt pluripotens
Ossejteket, amelyekbdl kiillonbozoé differencidltatasi protokollok koziil valasztva

hozhatjuk létre a szdmunkra relevans sejteket. A c¢él mindig a legkevesebb

beavatkozassal elérni a betegség szempontjabdl relevans sejttipust.

4. tablazat: A szkizofiénia iPSC alapu betegségmodellezésének dtfogo tablazata (Mcneill és

mtsai 2020)
Biologiai | Testi sejt Visszaprogramozisi iPSC differencidcié | Hivatkozds
ismétlés (n) eredete technika
4 beteg; . ., (Brennand és
3 kontroll Fibroblaszt Lentivirus NPC mitsai 2011)
3 beteg; . o (Pedrosa ¢€s
2 koniroll Fibroblaszt Retroviralis Glutamaterg neuron mitsai 2011)
1 beteg; . . (Paulsen Bda és
1 kontroll Fibroblaszt Retroviralis NPC mitsai 2012)
3 beteg; Hajhagyma . NPC, Glutamaterg (Robicsek és
2 kontroll keratin sejt Lentivirus neuron mtsai 2013)
2 beteg; . . (Bundo ¢és mtsai
2 koniroll Fibroblaszt Lentivirus Neuron 2014)
4 beteg: (Hashimoto-
clee, Fibroblaszt Lentivirus NPC Torii és mtsai
5 kontroll
2014)
4 beteg; . s .
3 izogenikus | Fibroblaszt Episzomalis Eldagyi NPC, kortiklis (Wen Z.h exing
neuron és mtsai 2014)
kontroll
3 beteg; . ST . (Yoon ¢és mtsai
3 koniroll Fibroblaszt | Episzomalis és Sendai virus NPC 2014)
4 beteg; . ., o (Topol és mtsai
6 kontroll Fibroblaszt Lentivirus Eléagyi NPC 2015)
4 beteg; . ., o (Brennand ¢és
6 kontroll Fibroblaszt Lentivirus Eldagyi NPC mitsai 2015)
1 beteg; . . NPC, Glutamaterg (D'aiuto és
1 kontroll Fibroblaszt Lentivirus neuron mtsai 2015)
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Biologiai | Testi sejt Visszaprogramozisi iPSC differencidcié | Hivatkozds
ismétlés (n) eredete technika
2 beteg; . ., (Das és mtsai
| kontroll Fibroblaszt Sendai virus NPC, Neuron 2015)
3 beteg; . . (Lee és mtsai
5 kontroll Fibroblaszt Sendai virus NPC, Neuron, OPC 2015)
1 beteg; . .
4 izogenikus | Fibroblaszt Lentivirus NPC, Neuron (Srlkg nth &
mtsai 2015)
kontroll
8 beteg; . L (Lin és mtsai
7 kontroll Fibroblaszt Episzomalis Neuron 2016)
6 beteg; . S (Zhao ¢és mtsai
6 koniroll Fibroblaszt Episzomalis Neuron 2015)
2 beteg; . S (Murai és mtsai
3 koniroll Fibroblaszt Episzomalis NPC 2016)
4 beteg; . Lentivirus, (Topol és mtsai
10 kontroll | Fibroblaszt Sendai virus NPC 2016)
2 beteg; . o (Toyoshima és
3 koniroll Fibroblaszt Retroviralis Neuron misai 2016)
2 bete Fibroblaszt, Lentivirus, Glutamaterg elagyi (Forrest és mtsai
& limfocita Sendai virus neuron 2017)
1 beteg; . NS . . (Ye és mtsai
1 kontroll Fibroblaszt Episzomalis Eldagyi organoid 2017)
2 beteg; Hajhagyma ., (Robicsek és
2 kontroll | keratin sejtek Lentivirus Glutamaterg neuron mtsai 2018)
2 beteg;
7 kontroll; | Fibroblaszt, Episzémalis. Retroviralis Glutamaterg ¢s GABAerg | (Ishii és mtsai
1 izogenikus | T-limfocita p ’ neuron 2019)
kontroll

Szamos DNM-t azonositottak szkizofrén betegek és sziileinek vizsgalataval,
azonban a legtobb esetben ezen mutédciok biologiai jelentdsége tovabbra sem tisztazott.
Az egyes betegekben azonositott DNM-k biologiai funkcidinak feltarasdra az
izogenikus sejtvonalak vizsgélata ad lehetdséget, amikben a mutacidok Iétrehozasa,

illetve korrekcidja genom-editaldsi modszerekkel (TALEN, CRISPR) torténik.
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Izogenikusnak tekintjiik, nevezziik azokat a vonalakat, amelyek genetikailag minddssze
egy elemben (mutdcio) térnek el egymadstdl, lehetdvé téve ezzel, hogy azonos hattér
esetén az adott elem hatasat vizsgalni tudjuk. Egy masik vizsgalati mod a csaladi (case-
parent, eset-sziilok) triok hasznalata, amelyben az érintett betegbdl ¢s mindkét sziilobol
létrehozott sejtvonalak Osszehasonlitdsaval probaljak a mutaciok lehetséges hatasait
azonositani. Kisérleteink soran a beteg-sziilé tri6 modellel dolgoztunk (Hathy és mtsai
2020). Késobbi terveink kozott szerepel ugyanezen rendszer izogenikus modelljének

megvaldsitasa is.

1.4. Neuronalis differenciacios protokollok és vizsgalhat6 in vitro fenotipusok

Ahhoz, hogy az idegrendszeri betegségek molekuldris mechanizmusait in vitro
rendszeriinkben vizsgalni tudjuk, a pluripotens 0ssejt allapotbol el kell juttatni
sejtjeinket a betegség szempontjabol relevans érett, posztmitotikus neuronoknak
megfeleld érettségi allapotba, differencialtatnunk kell a sejtjeinket. A differencialodasi
folyamat sordn a sejtek eldszor még osztdédd neurondlis progenitorokkéd alakulnak,
amelyek az idegrendszer neuronalis dssejtjeihez hasonld sejttipust képviselnek. Szamos
protokoll a differencidlodasnak ezen elsd 1épését laboratoriumi koriilmények kozott az
embriotestecske (embryoid body, EB) allapoton, majd rozettaképzddésen keresztiil is éri
el. A differencialodas masodik szakaszaban a sejtek érett neuronalis identitds iranyaban
kotelezédnek el, elvesztik osztédasi képességiiket, majd nyulvanyokat novesztenek,
hogy a tobbi idegsejttel kozosen halozatot alakitsanak ki. Bar a kiilonbozo
differencidcios protokollok az in vivo idegfejlodésrdl rendelkezésiinkre 4116 ismereteken
alapulnak ¢és a kutatdsi eredmények szerint a neuronok mikroszkopikus,
elektrofiziologiai ¢és ingeriiletatviteli tulajdonsagaikban az emberi agy idegsejtjeihez
hasonlitanak, nem szabad elfelejteni, hogy ez egy mesterséges modellrendszer, melynek
nem ismerjiik még pontosan minden tulajdonsagat.

Az elmult évek kutatdsai arra utalnak, hogy a laboratoriumi koriilmények kozott
eldallitott neuronok funkciondlis értelemben kozelebb allnak a neonatélis korai
neuronpopuldcidkhoz, mind elektrofizioldgiai tulajdonsadgaikat, mind haldézati
kapcsolataik tekintetében. /n vitro koriilmények kozott nem tudunk (és altalaban nem is
célunk) minden idegsejttipust egyszerre eldallitani, hanem célzott protokollokkal

specialis tipusokat szeretnénk Iétrehozni. Ennek megfelelden kiilon protokollok Iéteznek
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kortikalis neuronok, eldagyi GABA-erg interneuronok, hippokampélis neuronok,
kozépagyi dopaminerg neuronok, vagy gerincveldi motoneuronok in vitro eléallitasara.
A kiilonb6zé protokollok mas és mas morfogének, novekedési faktorok ¢és kis
molekuldk alkalmazasaval érik el, hogy a kezdetben pluripotens sejtek egy adott iranyba
differencidlodjanak. Ezek a morfogének mutatis mutandis az agyi fejlédés soran in vivo
érvényesiild hatasokat imitaljak.

A pszichiatriai és neurologiai betegségek modellezése esetében elsésorban az
eldagyi, telencephalonbdl kifejlodd agyrészek neuronpopulacioi lehetnek érdekesek,
mert in vivo vizsgalati modszerekkel ezeknek az agyteriileteknek a patologiai
(morfoldgiai) és funkciondlis (elektrofiziologiai) eltéréseivel talalkozunk a legtobb
neuropszichiatriai korkép vonatkozéasaban. Hasonloképpen tobb elmélet 1étezik arra
neuronjainak nem megfelelé mikodése all (Lewis és mtsai 2012). A legujabb kutatasok
pedig a hippokampalis neurogenezis zavarara hivtak fel a figyelmet szamos pszichiatriai
zavarban, példaul major depresszidban, illetve szkizofréniaban. Ezért a SZ
modellezésekor tobbféle neuronpopulaciot is érdemes vizsgalni. Az in vitro
betegségmodellezésben a tényleges kihivast a megfeleld sejtszintli fenotipus
megtalalasa és annak megbizhatdo mérése jelenti” (Hathy és mtsai 2016).

Munkénk sordn hippokampalis neuronok létrehozésara a Yu és mtsai (2014)
altal alkalmazott protokollt optimalizaltuk. Eldszor a pregasztrulacid ¢és a korai
gasztrulaci6 szimulaldsaként szabadon lebegd embriotestecskéket hoztunk Iétre. Az
eléagy anterior-posterior mintazatat 1étrehozd fejlédési kaszkadokat utanozva az EB-ket
antikaudalizacios faktorok (DKKI1, Noggin és SB431542) koktéljaval kezeltiik, amelyek
blokkoltdk a Wnt (Wingless-related integration site), a csont morfogenetikus fehérje
(bone morphogenetic protein, BMP) ¢és a transzformalé novekedési faktor-f§
(transforming growth factor beta, TGF-P) altal indukalt telencephalikus elkotelezddési
utvonalakat (Watanabe és mtsai 2005). Ezenkiviil ciklopamint, a Sonic Hedgehog ut
antagonistajat alkalmaztuk a dorzalis el6agyak progenitorainak feldusitasa érdekében. A
differenciacios folyamat elsé 20 napjanak elteltével a létrehozott sejteket Wnt3a-val
kezeltiik, ugyanis a Wnt fehérje kordbban fontosnak bizonyult a hippokampalis
progenitorok fenntartasa és GD sejtek differencidlodasa szempontjabol. Sejtjeinket az

agyi eredetli novekedési faktorral (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) is
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kezeltiik, amely eldsegiti a hippokampusz neurogenezisét és a PROX1+ gyrus dentatus
szemcsesejtek képzddését (Yu és mtsai 2014).

A beteg ¢és egészséges egyénekbdl létrehozott neuronok esetében elsOként a
nyulvanyainak, dendritjeinek, fizikai szinapszisokat 1étrehozd képességének vizsgalata.
Emellet lehetdségiink van specifikus gének expresszidjanak vizsgalatara valds idejli
PCR segitségével vagy a transzkriptom felmérésére RNS-szekvenalasi technikéval,
melynek soran a neuronpopuléciokra jellemzé transzkripcids faktorokat, strukturalis és
szinaptikus fehérjéket kodold gének expresszigjat vizsgalhatjuk. A leginkdbb relevans
cellularis fenotipusok funkciondlis mérésekkel tarhatok fel. Kalcium-képalkotasi
technikaval vizsgéalhatjuk a neuronalis halézat spontdn €s receptor-ligandok hatdsara
megvaltozé mikodését, a sejtek depolarizacidjat és a kalcium intracellularis szintjének
valtozasat. Elektrofizioldgiai mérésekkel a neuronok membranjan 1étrejovo iondramokat
mérhetjiik meg. Valds ideji képalkotd modszerek segitségével ordkon vagy napokon
keresztiil kovethetjiik a neuronok differencidlodasat és a nyulvanyok ndvekedését.
Fontos kiemelni, hogy a neuronok természetes éréséhez kulcsfontossdgli a szomszédos
sejtek kapcsolata, amit in vitro differencidlds sordn nem tudunk biztositani, ezért erre
ko-kultaras tenyésztési modszerek johetnek szoba. Specialis megoldasként humén
neurondlis progenitor sejteket kisérleti allatok agyédba beiiltetve természetes szdoveti
kornyezetben lehetséges vizsgalni fejlodésiiket (Yu ¢és mtsai 2014). Mertens €s
munkatéarsainak Osszefoglalé tanulmanya (Mertens ¢s mtsai 2016) részletesen
foglalkozik a visszaprogramozasi technikékkal és a potencialisan hasznalhat6 in vitro

cellularis fenotipusokkal.
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2. Célkitiizések

A szkizofrénia farmakoldgiai és pszichoszocialis kezelési lehetdségeinek
jelentds fejlodése ellenére a betegek egyharmadandl nem garantdlt a jelenleg elérhetd
terapiak sikeressége. A betegség molekularis és neurobioldgiai folyamatai komplexek és
heterogének, illetve feltérképezésiik, megértésik még hianyos. A Dbetegség
kialakulasdban szerepet jatsz6 molekularis utvonalak korlatozott ismerete 1)
felderitésének érdekében. Ilyen eszkoz lehet a betegek szomatikus sejtjeinek
visszaprogramozasaval létrehozott Ossejtek ¢és a  beldliik  differencialtatott
neuronpopulacidok vizsgalata, mivel a visszaprogramozas soran olyan iPSC vonalak,
majd az ezt kovetd differenciacids 1€épések sordn olyan neurdlis progenitorok, majd
neuronok jonnek 1étre, amelyek a betegekben kialakult genetikai varidnsokat hordozzak.
Munkank sordn egy beteg-sziild triobol alkotott in vitro betegségmodell rendszerben

vizsgaltuk a de novo mutacidk hatasait.

Céljaink az alabbiak voltak:

1. In vitro neuronalis modellrendszer protokolljanak beallitasa kontroll
vonalon, tesztrendszerben. Tesztrendszernek egy a Salk Institute for Biological
Studies genetikai laborjdban Sendai-virus alapi rendszerrel visszaprogramozott
egészséges, kontroll iPSC-t és a késdbbiekben beldle differencialtatott neuralis

progenitor sejteket és idegsejteket tekintjiik.

Els6 Iépésként célunk volt irodalmi adatok alapjan bedllitani és optimalizalni egy
neuralis differenciaciés protokollt, human fibroblaszt alapi Sendai-virussal

visszaprogramozott iPSC rendszeren:

1.1. Hippokampalis neuralis progenitor sejtek létrehozasa, a

fejlddésbiologiai hattér vizsgalatdnak érdekében.

1.2. A hippokampalis NPC-kbél PROX1 pozitiv gyrus dentatus
szemcsesejtek differencialtatiasa, amely populacié irodalmi adatok alapjan érintett a
SZ kialakulasaban, illetve jellemzik az NPC differencialodasi potencialjat (Yu és mtsai

2014).

31



1.3 Egy vizsgalati panel megalkotasa ¢és beallitisa a fibroblaszt alapt
kontroll iPSC, NPC ¢és neuron vonalakon, amellyel a késObbiekben Iétrehozott
modelljeink molekularis és funkcionalis jellemzdi Osszehasonlithatova valhatnak.
Molekularis jellemzésiikre immuncitokémiai festést, kvantitativ PCR-t, aramlési
citometridt, RNS-szekvenaldsi mddszereket hasznaltunk. Funkcionalis jellemzésiikre

kalcium-képalkotd mérésekkel karakterizaltuk rendszeriinket.

2. In vitro szKkizofrénia betegségmodell iPSC vonalainak alapitasa. Kovetkezo
lépésként a fibroblaszton alkalmazott Sendai visszaprogramozasi technikat a
pszichiatriai kutatdsokban konnyebben hozzaférhetd, periférias mononuklearis
sejteken alkalmaztuk egészséges (sziilok, mint kontroll) és beteg (gyerek) iPSC

vonalak alapitasa ¢és jellemzése céljabol.

3. In  vitro szKkizofrénia  betegségmodell NPC és  idegsejtjeinek
differencialtatasa. A fenotipus vizsgalatokhoz a kontroll iPSC-ken bedllitott protokoll

szerint NPC-k és neuronok differencialtatasa €s visszaellenérzését végeztiik.

4. Molekularis és funkcionalis fenotipusok vizsgalata és o0sszehasonlitasa.
Betegségmodelliinkben neurdlis progenitor allapotban kerestiik azokat a megfeleld
sejtszintli fenotipusokat, amik az egészséges sziilok és a beteg gyerek vonalai kozott

megfigyelhetdek és Osszefiiggésbe hozhatdak a szkizofrénia kialakuldsaval.

4.1. Neurodevelopmentalis potencial o6sszehasonlitasa. Karakterizalni
kivantuk a korabban bedllitott vizsgalati panel alapjan a tri6 iPSC vonalak

differencialodasi képességét (neuralis progenitor, neuron képzése).

4.2.  Stresszvalaszok megfigyelése. Vizsgalni kivantuk a neurdlis
progenitorok celluléris szintli valaszadasi képességeit sebzés indukalta sejtvandorlasi
és sejtosztodasi viselkedésiik, neuritnovekedési képességiik, tovabba az oxidativ
stresszre adott valaszuk ¢és a mitokondriumokban megfigyelhetd morfologiai

kiilonbségeik alapjan.
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3.  Anyagok és modszerek

3.1. A Kkisérletek alanyainak Kkivalasztasa, de novo mutaciok azonositasa és
jellemzése

Kisérleteinkhez 4 human alanybdl szarmaztatott sejtvonalat hasznaltunk: egy
szkizofrénidban szenvedd beteg (SZ-HU PROB) és sziilei (SZ-HU-MO és SZ-HU-FA),
azaz egy eset-szllo trid €és egy fliggetlen egészséges kontroll (iPSC UCB2), részletes
adataik az 5. tablazatban lathatok.

Az eset-szUlo triot egy kordbbi vizsgalatunk eredményei alapjan valasztottuk ki,
amikor a SZ kialakuldsdnak szempontjabdl relevansnak tartott DNM-kat kerestiink
exom-szekvenalas segitségével. Az Exome Seq elemzést 100 bp hosszusagu parositott
(paired-end) szekvenalassal Illumina HiScan (TM) SQ platformon végeztiik, amellyel
mintanként atlagosan 50 M adatot (,,read”) nyertiink. Az eredményeket egy standard
bioinformatikai processzalas (Un. pipeline) segitségével elemeztiik. A 16 szkizofrén
beteg €s sziileinek exom-szekvenalasa soran 1500 lehetséges mutacio volt fellelhetd ;-
generacios szekvenalassal, majd ezek bioinformatikai filterezése révén 66 valdszini
DNM-t azonositottunk. Ezt kovetéen Sanger-szekvendlassal 12 mutéaciot sikertilt
validalni, amik kozott 9 DNM missense vagy nonsense mutaciod volt. Ezek eloszlasa
egyenl6tlen volt, ugyanis 8 trioban nem talaltunk DNM-t, 5 tridban volt 1-1 DNM, mig
2 csaladban 2 ¢és egy csaladban 3 DNM-t azonositottunk.

Az iPSC-vizsgalatba tovabbvitt trié (5. tablazat) kivalasztdsa a DNM-k altal
érintett gének neurondlis expresszidja és funkcidi, valamint a DNM-k potencidlis

neuronalis hatdsai alapjan tortént (6. tablazat).

5. tablazat: A vizsgalt eset-sziild trio, a kiterjesztett csaldad és a fiiggetlen egészséges kontroll

egyén demogrdfiai és klinikai adatai (Hathy és mtsai 2020)

Kisérleti Vissza-
Nem Kor Orvosi hattér programozasi Azonosité
alany .
modszer
Sziilé ’ Nem ally pSZ.IChlatr’laI. kezelés PSC-SZ-HU-
(Apa) Férfi 59 alatt és nincs mas ismert ) FA
P betegsége sem. PBMC-k ISenfial—
, . , virus alap
Sziilé B Nem all, psglchlatr}al. kezelés visszaprogramozasa | iPSC-SZ-HU-
N6 55 alatt és nincs mas ismert
(Anya) . MO
betegsége sem.
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17 éves koraban szkizofréniaval
diagnosztizaltak, elsdsorban
Beteg Férfi 24 negativ tiinetek jellemzik. Az iPSC-SZ-HU-
(Fiigyermek) elmult 10 évben 4 PROB
hospitalizacio tortént,
klozapinnal kezelték.
18 évesen Ongyilkossagi
Testvér kisérletet kovetden bipolaris
(fiatalabb N6 21 affektiv zavarral
testvér) diagnosztizaltak. Litium és
olanzapin kezelést kapott. nem tortént -
Testvér Nem all pszichiatriai kezelés
(id6sebb Férfi 28 alatt €s nincs mas ismert
testvér) betegsége sem.
Fiiggetlen PBMC-k Sendai-
egészséges N6 | ujszilott Nincs ismert betegsége. virus alapt iPSC UCB2
kontroll visszaprogramozasa

A szkizofrén beteg két testvérét, egészséges batyjat és bipolaris személyiségzavarral
diagnosztizalt hugat nem vettiik bele sem a genetikai elemzésbe, sem a késObbi
visszaprogramozasba. A kivélasztott szkizofrén beteg 3 misszensz DNM heterozigota
hordozdja volt: LRRC7 (Leucine rich repeat containing 7), KHSRP (KH-Type Splicing
Regulatory Protein) és KIR2DL1 (Killer Cell Immunoglobulin-Like Receptor, Two
Domains, Long CytoplasmicTail, 1) gének kodold részeiben az egyik kromoszomajan
aminosav cserével jard egyponots nukleotid valtozast detektaltunk. Ezek koziil a SIFT
karosito hatasunak (6. tablazat). Ezen mutéaciok egyike sem volt megtalalhato korabban

a ClinVar adatbézisban (ClintVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

6. tablazat: A szkizofrénia betegben azonositott mutdciok leirdasa (Hathy és mtsai 2020).

Genomi pozicio (hg-19) 1:70505093G>A 19:6416869C>A 19:55286658A>T
Gén LRRC7 KHSRP KIR2DLI1
Variacié tipusa misszensz misszensz misszensz
Aminosav valtozas Vall158lle Gly403Cys Thr138Ser
Nukleotid konzervaltsaga gyenge erds nem konzervalt
Aminosav konzervaltsaga erds kozepes gyenge
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Genomi pozicié (hg-19) 1:70505093G>A 19:6416869C>A 19:55286658 A>T
toleralt karos toleralt
SIFT (érték: 0,37, median: | (érték: 0,03, median: | (érték: 0,73, median:
4,32) 3,54) 3,01)
polimorfizmus betegséget okozo polimorfizmus
Genetikai hatas
(p-érték: 0,999) (p-érték: 0,996) (p-érték: 1)

Az azonositott gének koziil kettd, az LRRC7 ¢és a KHSRP lehet biologiailag
relevans a SZ patomechanizmusanak szempontjabol, ezért vizsgalataink erre a két génre
fokuszaltak. Az LRRC7, més néven densin-180, a serkentd szinapszisok
posztszinaptikus denzitds komplexének f0 alkotdja. Sziikséges a dendrittiiskék
szerkezetének kialakuldsdhoz ¢és funkcidjuknak betoltéséhez. Hozzédjarul a DISC1
fehérje lokalizaciojdhoz, fizikai interakcioban van az AMPA ¢és az NMDA
receptorokkal is (Fiorentino és mtsai 2016). A KHSRP egy multifunkcionalis RNS-ko6t6
fehérjét kodol, amely alternativ splicing-ban ¢és mRNS-trafficking-ben vesz részt,
valamint axondvekedésben ¢és a dendritikustiiskék kialakuldsaban is szerepet jatszik

(Briata és mtsai 2016).

3.2. AziPSC és NPC vonalak létrehozasa és jellemzése

3.2.1 A tesztrendszer kontroll iPSC vonalénak Iétrehozasa és tenyésztése

Vizsgalati rendszeriink beallitasdhoz egy, a Salk Institute for Biological Studies
genetikai laborjaban, egészséges férfi fibroblasztjabol, Sendai-virus alapu rendszerrel
visszaprogramozott kontroll iPSC-t hasznéltunk, amit Dr. Fred Gage bocsatott a
rendelkezésiinkre (VOfély és mtsai 2018). Ezt a sejtvonalat 8ug/ml végkoncentracioban
3-4 ¢6raig mitomicinnel osztodasgatolt, egér embriondlis fibroblasztokkal (mouse
embryonic fibroblast, MEF (Merck Life Science Kft., Darmstadt, Germany) bevont
feliileten tenyésztettiik, HUES médiumban (KO-DMEM, kiegészitve 15% KO Serum
Replacement-tel (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), 100 mM glutamin,
1% nem esszencialis aminosavak, 0,1 mM B-merkaptoetanol és 4 ng/ml rekombinans
human fibroblaszt novekedési faktor 2 (fibroblast growth factor 2, FGF2, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA) jelenlétében.
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3.2.2. A betegségmodell iPSC vonalainak létrehozasa

frasbeli tajékoztatas és beleegyezést kovetéen a trid tagjaitdl vérmintakat
vettlink. Az atprogramozast €s a kisérleti tervet az Egészségiigyi Tudoméanyos Tanacs
Human Reprodukciés Bizottsaga hagyta jova. A bemutatott kutatas etikai engedélye:
Egészségligyi Tudomanyos Tanacs, Huméan Reprodukcios Bizottsag (ETT HRB)
Engedély szdma: 33873-3/2014-EHR. Minden minta esetében a vért a PBMC
izolalasara alkalmas natrium-heparinos (BD Vacutainer CPT) csovekbe gytijtottiikk. A
PBMC-ket 5 x 10° sejt/ml siirfiségben 4 napig tenyésztettiik, amelyen a StemPro®-34
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) hematopoetikus tapfolyadékot
kiegészitve 2 mM L-glutaminnal és citokinekkel (100 ng/ml SCF, 100 ng/ml FLT-3, 20
ng/ml IL-3, 20 ng/ml IL-6, Peprotech, New Jersey, USA) naponta cseréltiik. A 4. napon
a PBMC-ket Sendai virus kittel (Fusaki ¢s mtsai 2009) transzdukaltuk (Thermo Fisher
Cytotune 2.0), amely KOS-t (hKLF4, hOCT3/4, hSOX2) és c-Myc-et hordoz. A
transzdukciot kovetéen a mintdkat 12 lyukd tenyésztOlemezen 90 percig 2250
fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk, majd egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk.
Médiumcsere utan a sejteket tovabbi 2 napig tartottuk fent ebben a kozegben, majd
MEF sejtekkel bevont tenyésztélemezen, citokinek nélkiili StemPro®-34 tapkozegbe
helyeztiik Oket. Hat nappal a transzdukcido utdn a sejteken 1évo tapfolyadékot
fokozatosan HUES médiumra cseréltiik (KO-DMEM, kiegészitve 15% KO Serum
Replacement-tel (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), 100 mM glutamin,
1% nem esszencialis aminosavak, 0,1 mM B-merkaptoetanol és 4 ng/ml rekombinans
FGF2 jelenlétében). A transzdukciot kovetden 14-18 nappal az egyedi iPSC koloniakat
mechanikus szelekcioval MEF sejtekre raktuk at. A virus kiliriilésének és a klonok
stabilizélasa érdekében a klonokat 0.05%-os tripszinnel passzalva 10-es passzazsszamig
vittiik el. A 4. és 8. passzazsszam kozott a virusrészecskék hoérzékenységét kihasznalva
a gyorsabb tirtilést 24 oras 38,5 °C-os hokezeléssel segitettiik a passzalast kovetd 24 ora
elteltével (Hathy és mtsai 2020). Az iPSC UCB2 vonalat, eltéréen a trio6 iPSC
vonalaktol, koldokzsinorvérbdl —izoldlt mononuklearis —sejtfrakciobol  nyertiik,

ugyanazzal a visszaprogramozasi protokollal.
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3.2.3. A betegségmodell iPSC vonalainak aramlési citometrias mérései

Az aramlési citometrids méréseket a korabban kozoltek szerint hajtottuk végre
(Erdei és mtsai 2014). A pluripotencia vizsgéalatahoz SSEA4-PE-t (R&D Systems, 1:25
higitas), TRA-1-60 (eBioscience, 1:200 higitds) és TRA-1-81 (eBioscience, 1:200
higitas) ellenanyagokat haszndltunk. A MEF jelolésére anti-egér Sca-1 (Ly-6A/E) -
APC, (eBioscience, 1:25 higitas) antitestet alkalmaztunk. Az SSEA4-hez (IgG3 PE,
R&D Systems, 1:25 higitas), valamint a TRA-1-60 és TRA-1-81 (egér IgM
IsotypeControl 11E10, eBioscience, 1:200 higitas) izotipus kontrollokat hasznaltunk.
AlexaFluor-488 szekunder antitestként kecske anti-egér IgG-t, IgM-et (H + L)
(Invitrogen, 1:250 higitas) alkalmaztunk a TRA-1-60 és a TRA-1-81 esetében. A
sejteket 30 percig inkubaltuk 4°C-on, permeabilizalas nélkiil. A mérések eldtt a halott
sejtek kizarasara Topro3-jodidot (Invitrogen, 1:300 higitas) hasznaltunk. Az adatokat a
FACSAria III Cell Sorter (BD Biosciences) segitségével gytijtottiik és az FCS Express 6

szoftverrel elemeztiik.
3.2.4. A betegségmodell iPSC vonalainak genetikai elemzése

A kariotipizalast és a mikroszatellita (Short Tandem Repeat, STR) elemzéseket a
Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika Citogenetikai Laboratériuma
(Budapest), illetve az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd (Debrecen)
végezte. A kromoszoma-rendellenességeket az iPSC klonok G-sédvos elemzésével
vizsgaltdk. A kariotipusokat az International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN, 2016) szerint irtdk le. Az iPSC-kbdl genomi DNS-t (gDNS)
izolaltunk Quick-DNA Miniprep Kit (Zymo Research) alkalmazasaval. Az iPSC
kléonokat STR elemzéssel a GenePrint® 10 rendszer (Promega) segitségével
ellendrizték. A Sanger szekvenaldsi reakciokat a 3130 Genetic Analyzer-rel (Applied

Biosystems by Life Technologies) végeztiik el.
3.2.5. A betegségmodell iPSC vonalainak spontan differenciacios protokollja

Az iPSC-k pluripotens allapotat és a spontan differencialodasi képességiik
meglétét valos idejii kvantitativ PCR-val (OCT4, NANOG, T-BRACHYURY, PAXG6,
AFP) és immunocitokémiai festéssel (OCT3/4, NANOG, AFP, B III TUBULIN, SMA)
teszteltik (Erdei és mtsai 2014). A MEF-en tartott iPSC kolonidkat 3
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lyuk/tenyésztélemez mennyiségben felszedtiink IV tipust kollagendzzal ¢és az
embriodtestecskéket 20% FBS-sel, 1 mM glutaminnal, 1% nem esszencidlis
aminosavakkal ¢és 0,1 mM B -merkaptoetanollal kiegészitett KO-DMEM téapfolyadékban
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) usz6 kultiradba helyeztiik. A 6 napos
szuszpenzids tenyésztés utdn az EB-ket tovabbi 6 napig differencidltattuk zselatinnal
bevont, 8 lyuku konfokalis kamrdn immunfluoreszcens festés céljabol, illetve 24 lyuka

tenyésztdlemezen a PCR vizsgalatokhoz.

3.2.6. A kontroll és a betegségmodell iPSC vonalainak NPC ¢és idegsejt irdnya

differencialtatasa

Az 1PSC-ket neurdlis progenitor sejtekké Yu ¢és mtsai altal publikalt
protokollban leirt moédon differencialtattuk (Yu ¢és mtsai 2014). A differencialtatas
megkezdése elott az iPSC-eket attettiik Matrigellel (Corning, New York, USA) bevont
tenyésztofeliiletre, mTeSR tapfolyadékba (Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada).
Ezutan az 1. napon a sejteket kollagénazzal enzimatikusan passzalva (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) tsz6 kultardba, letapadasmentes kozegbe helyeztiik at
(Nalgene Nunc International, New York, USA). Ebben a kozegben Iétrejovo
embridtestecske kialakuldsa utdn a 3. napon a tapfolyadékot N2/B27-vel kiegészitett
DMEM/F-12, GlutaMAX™ tapfolyadékra (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA) valtottuk, amelyet minden masnapi médiumcserével alkalmaztunk €s a neuralis-
antikaudalizacio irany elkotelezddést segitd 500 ng/ml Noggin (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA), 500 ng/ml DKK1 (PeproTech, New Jersey, USA),
lg/ml Cyclopamine (Merck, Darmstadt, Németorszag) és 4 pg/ml SB431542 (Sigma,
Missouri, USA) faktorokkal egészitettiink ki. A 20. napon az EB-ket egy poliornitin
(Sigma, Missouri, USA) és laminin (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
bevonattal ellatott, a letapaddsukat ¢&s tovabbi differencialodast eldsegitd
tenyésztdlemezre helyeztiik at.

A 27. napon vagy az azt kovetdé néhany napon beliil a manudlisan szelektalt és
valogatott rozettdkat Accutase-os (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
emésztés utan egy ) 10 pg/ml poliornitin-5 pg/ml lamininnal bevont tenyésztdlemezre
tltettik &t DMEM/F-12, GlutaMAX™ N2/B27 alapt, 20 ng/ml FGF2 és 1 pg/ml

laminint tartalmazé tapfolyadékban. Az igy létrehozott NPC-k az 5. passzazs utan
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egységes morfologiat mutattak. A kisérletekhez p5 és a pl5 passzazs kozotti NPC-ket
hasznaltunk. A neurondlis stddium eléréséhez az NPC-ket tovabb differencialtattuk
neuron allapotig a standard protokollt kdvetve (Yu és mtsai 2014). Az NPC-ket 1,5x10°
stiriségben 50 pg/ml poliornitin-5 pg/ml lamininnal bevont, nyolc lyuka Nunc Lab-Tek
IT kamrara tettilk ki (Nalgene Nunc International, New York, USA) DMEM/F-12,
GlutaMAX™ N2/B27 alapt, 200 nM aszkorbinsavat (Sigma, Missouri, USA), 20 ng/ml
BDNF-et (PeproTech, New Jersey, USA), 500 pg/ml ciklikus adenozin-monofosztatot
(cAMP, Sigma, Missouri, USA), 1 pg/ml laminint €s 20 ng/ml Wnt3A-t (Research and
Diagnostic Systems Inc., Minnesota, USA) tartalmaz6 differencidltatd médiumban.
Majd 3 hét utan elhagytuk a Wnt3A hozzdadasat a tapfolyadékhoz. A tapkozeget

minden masnap cseréltiik (4. abra).

iPSC Rozetta ) Neuron

DKk1, EB-k Rozettak NPC NPC
Cyclopamin, kirakasa kaparasa differencialtatas differencialtatas
Noggin, SB431542 +Wnt3a, +BDNF +BDNF

P R

4. dabra: Neurdlis progenitor és hippokampadlis gyrus dentatus neuronok differencialtatdsi
protokolljanak ésszefoglalo idovonali abrdja. A hippokampdlis differencidltatds sordn az indukdlt
pluripotens sejtekbol (iPSC) kettés SMAD inhibicioval, Wnt- és Sonic Hedgehog utvonal gatlassal
embriotestecskéket (EB) dllitunk eld, amelyekbol eléagyi neurdlis progenitor sejteket (NPC) hoztunk
létre. Ez a koztes sejttipus tovabb differencidltathato PROXI-expresszadlo érett neuronokkd aszkorbinsav,

cAMP, Wnt3a és BDNF addsaval.

3.3. Immuncitokémiai festés

Az immunfluoreszcens festéseket poliornitin-lamininnal bevont 8 lyuku
kamrékra kirakott NPC-ken ¢és bel6lik az el6zdekben leirt mddon 5 hétig
differencialtatott GD neuronokon végeztiik. A sejteket Dulbecco modositott PBS-sel
(DPBS) (Sigma, Missouri, USA) torténd mosast megelézéen ¢és kovetden 4%

paraformaldehiddel (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 15 percig
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szobahdmérsékleten fixaltuk, majd 1 oran 4t blokkoltuk a rendszert szintén
szobahdmérsékleten DPBS-ben oldott 2 mg/ml szarvasmarha szérum albumint (Sigma,
Missouri, USA), 1% halzselatint (Sigma, Missouri, USA), 5% kecskeszérumot (Sigma,
Missouri, USA) és 0,1% Triton-X 100-at (Sigma, Missouri, USA) tartalmaz6 blokkolo
oldatban. A mintadkat ezutdn szobahdmérsékleten 1 6ran at inkubéltuk. A 7. tablazat
Osszefoglalva mutatja be a kisérletekhez hasznalt elsédleges ellenanyagokat, amelyeket
1 6ran keresztiil szobahémérsékleten inkubaltunk. Kivételt képezett az anti-PROX1 és

anti-MAP2, melyeket egy ¢éjszakéan at 4 °C-on inkubaltuk.

7. tablazat: Az immuncitokémiai festésekhez hasznalt elsodleges ellenanyagok dsszefoglalo

tablazata
Elsédleges
Tipus Host | Higitas Gyarto Kat.szam. Marker
ellenanyag
Santa Cruz
anti-OCT3/4 monoklonalis nyul 1:50 Sc-5279 iPSC
Biotecnology
anti-NANOG poliklonalis | kecske 1:100 R&D System AF1997 iPSC
anti-AFP monoklonalis egér 1:500 Sigma/Merck | WH0000174M1 iPSC
anti-f 111 iPSC,
monoklonalis egér 1:2000 | R&D Systems MABI1195
TUBULIN neuron
anti-SMA monoklonalis | egér 1:100 Abcam ab7817 iPSC
anti-human ) )
monoklonalis | egér 1:500 Abcam ab84990 iPSC
SOX17
iPSC,
anti-NESTIN poliklonalis nyul 1:250 Abcam ab92391
NPC
anti-BMP4 monoklonalis | nyul 1:500 Abcam ab124715 NPC
anti-SOX2 monoklonalis egér 1:20 R&D Systems MAB2018 NPC
anti-PROX1 poliklonalis nyul 1:500 Abcam ab101851 neuron
anti-MAP2 monoklonalis egér 1:500 Sigma/Merck M1406 neuron
anti-MAP2 poliklonalis nyul 1:1000 Millipore ab5622 neuron
anti-CALBI monoklonalis egér 1:1000 Swant Inc. Swant#300 neuron
anti-KHSRP monoklonalis nyul 1:1000 Abcam ab140648 neuron
anti-LRRC7 poliklonalis nyul 1:500 Sigma/Merck HPA005625 neuron

A DPBS-sel valé mosas utan a sejteket 1 Oran at inkubaltuk szobahdmérsékleten a

megfeleld masodlagos antitestekkel (8. tablazat).
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8. tablazat: Az immuncitokémiai festésekhez haszndlt masodlagos ellenanyagok dsszefoglalo

tablazata
Masodlagos Kat.
Tipus Specifitas Host | Higitas | Izotipus Gyarté
ellenanyag Szam
Alexa Fluor 647 anti-egér | kecske A21235
Alexa Fluor 568 poliklonalis anti-nyul | kecske Thermo | 4 1011
N 1:250 IgG Fisher
onjugalt S
Alexa Fluor 488 g anti-egér | kecske Scientific | A11029
Alexa Fluor 488 anti-kecske | szamar A11055

A magokat DAPI (4',6—diamidino—2—fenilindol) magfestékkel (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) jeloltiik. A festett mintakat Zeiss LSM 710 konfokalis
1ézeres pasztdzd mikroszkoppal vizsgaltuk. A fluoreszcencia képeket a ZEN 3.1 blue
szoftverrel elemeztilk. A konfokdlis képeken a jobb megjelenités érdekében

pszeudocolor szinezést alkalmaztunk.

3.4. Génexpresszié analizis

Mind a beallito kisérleteinkben, mind a beteg-sziil0 tri6 kisérleteiben megegyezo
modon végeztiik a génexpresszids vizsgalatokat. A trid jellemzésénél tovabbi génekkel
bdvitettiik a paneliinket. Az iPSC-kbdl, az NPC-kbdl €s az idegsejtekbdl a teljes RNS-t
TRIzol™ reagenssel izolaltuk a gyartd utasitasait kovetve (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA). 1 pg RNS-bdl a cDNS mintdkat gyartdi ajanlassal a Promega
Reverse Transcription System Kit (Promega, Wisconsin, USA) segitségével allitottuk
eld. Valos idejii kvantitativ PCR-hoz a kovetkez6 TagMan® esszéket (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) hasznaltuk (9. tablazat).

9. tablazat: A génexpresszios kisérletekhez hasznalt TagMan esszék listdja

TagMan primer Marker Kat. Szam
OCT4 iPSC Hs00999632 gl
NANOG iPSC Hs02387400 gl
T-BRACHYURY mezoderma Hs00610080 m1
PAX6 ektoderma Hs00240871 ml
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AFP endoderma Hs00173490 ml
PAX6 NPC Hs00240871_ml
NESTIN NPC Hs04187831 gl
SOX2 NPC Hs01053049 sl
NEURODI1 neuron Hs01922955 sl
FOXG1 neuron Hs01850784 sl
PROX1 neuron Hs00896294 ml1
GRIA1 neuron Hs00181348 ml
GRIN1 neuron Hs00609557 ml
RPLPO endogén kontroll Hs99999902 m1
KHSRP neuron Hs01100863 gl
LRRC7 neuron Hs00363532_ml

Az RT-PCR elemzéseket a gyartd utasitdsai szerint a StepOnePlus™ valosidejit PCR
szoftverrel (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) végeztilk. A beteg ¢és
kontroll sejtek kozotti mRNS szintekben bekovetkezd valtozasokat a RPLPO endogén
kontroll gén felhasznalasaval a 24C" modszerrel hatdroztuk meg. A relativ mRNS
szinteket 3 fliggetlen kisérletbdl szarmazo6 adatok atlagértékeiként adtunk meg, amelyet

oszlopdiagramon ¢€s heatmap-en abrazoltunk.

3.5. RNS-szekvenalasi kisérletek

Az RNS-szekvenaldsi kisérleteket csak a beteg-sziild trio betegségmodell
rendszerliinkben végeztiikk el. Az RNS-szekvendldsi kisérleteket harom-négyszeres
ismétlésszammal minden sejtvonal NPC allapotdban végeztiik el. Az RNS mintakat
minden NPC vonalbdl p7-12 passzazsszamnal izolaltuk. A konyvtar elokészitése utan a
mintakat az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd (Debrecen) Illumina
NextSeq 500 single-end szekvendaldsi modszerrel 75 bp hosszisagh read-ekkel

(mintanként 25 M read) vizsgalta.

A szekvendldsi adatok bioinformatikai elemzéseit a MTA-SE NAP-B
Molekularis Pszichiatriai kutatdcsoport genetikai csoportja végezte. A Homo sapiens
(hg19) referencia genomhoz val6 leképezéshez a Hisat2 szoftvert hasznaltuk. A nyers
adatok mindségének vizsgalatat a FastQC programmal végeztiik, tovabba a read-eket a

Trim Galore szoftverrel trimmeltilk. A kapott read-eket az R szoftverkdrnyezet
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Rsubread programcsomagjanak featureCounts programjaval annotaltuk a génekhez. Az
X ¢és'Y kromoszéma géneket kizartuk a downstream elemzésekbdl. A transzkriptomikai
kiilonbségek Osszehasonlitdsahoz az eltérd szinten expresszalodott gének (differentially
expressed, DE) elemzését és fokomponens analizist (a kiilonb6z6 szekvenalasi
idépontokbdl adodod kotegeld hatas kiiktatdsa utdn) végeztiink, valamint az
elemzésekhez és éabrazolashoz még a DESeq2-t, a limma-t és a PCAExplorer R
csomagot, valamint a Cluster 3.0-t és a TreeView-t is felhasznaltuk. Két NPC vonal
kozott azokat a géneket tekintettiik eltérd expresszids szintlinek, amelyeknél a
génkifejezddések logaritmus értékeinek valtozdsa nagyobb volt, mint 1 és a p-értéke
kisebb, mint 0,05. A DE gének Gene Ontology (GO) és Pathway analiziséhez a
WebGestalt alkalmazast hasznéltuk (Liao ¢és mtsai 2019). A DE géneket GO ¢és
PATHWAY szempontbol szignifikansan dusultnak tekintettilk, ha Bonferroni-
korrekcids pontszamuk kevesebb, mint 0,05 volt. A DE gének potencialis dusulasat a
feltételezett KHSRP célgénekben hipergeometriai teszttel ellendriztik. A KHSRP
célgéneket az oRNAment adatbazis segitségével azonositottuk

(http://rnabiology.ircm.qc.ca/oRNAment/).

3.6. A neuralis progenitor sejtek és neuronok funkcionalis vizsgalata

erers

Mindkét kisérletsorozatban azonosan hajtottuk végre a kalcium szignal, mint
egyes alapvetd sejtfunkciok felmérésére alkalmas jel vizsgélatat. A tesztrendszeriink
esetében annyi kiilonbséggel, hogy idegsejteken is bedllitottuk a Ca®" jelatviteli
méréseket, amelyekhez a neurdlis progenitor sejteket 4-5 hétig differencialtattuk. Az
idegi kultrak immunocitokémia és qPCR méréseit a kalcium-képalkotasi kisérletek
utan a kivalasztott, differenciéltatott lyukakon végeztiik.

Kisérleteink ugy épiiltek fel, hogy 2 nappal a kalcium mérést megelézden az
NPC-ket poliornitin-lamininnal bevont 8 lyukd kamrara tettiik ki. A Fluo-4 Ca*"
indikator festékkel valo toltéses vizsgalatokhoz az NPC-ket szérummentes
tapfolyadékban oldott 1,0 pM Fluo-4 AM-mel (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) 30 percig, 37 °C-on inkubdltuk. Az extracellularis Fluo-4 AM-t
HBSS oldattal mostuk le (Hank’s Balanced Salt Solution: Hanks’ oldat, 20 mM HEPES
(pH = 7,4) és 0,9 mM MgCl), amelyben késobb az 6sszes mérést is végeztiik. A ligand
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koncentraciokat az irodalmi adatok alapjan valasztottuk meg: 100 uM ATP, 2,5 pg/ml
tripszin (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), 10 uM lizofoszfatsav, 50 mM
KCl, 50 uM glutamat (Sigma, Missouri, USA). A kalibraciohoz 5 uM ionomycint
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), az alacsony extracellularis Ca®*-szint
elérésé¢hez pedig Otszoros feleslegben EGTA (Sigma, Missouri, USA) oldatot
hasznaltunk. A kisérleteket Ibidi flitérendszeren hajtottuk végre.

A kalcium szignal mérését a cellularis fluoreszcens képek time-lapse fotdzési
technikaval torténd rogzitésével, FluoViewTiempo szoftver segitségével (v4.3,
Olympus, http://www.olympusmicro.com) a kordbban kozoltek szerint végeztik
(Péntek és mtsai 2016). A fluoreszcens képeket 488 nm gerjesztés mellett 505 és
525 nm kozotti tartoményban detektaltuk. A felvételeket ImagelJ szoftverrel értékeltiik
ki. A fluoreszcens adatokat a glutamat adasa eldtti kiindulési értékéhez (F/FbaseGlu)
normalizaltuk, ahol az F a kalciumjel intenzitdsa egy adott iddpillanatban, FbaseGlu
pedig a glutamat beadasat megel6zd 20 frame atlaga. Fmax50-et is kiszamitottuk, amely
a glutamat hozzaadasat kovetd 50 idépillanat kalcium-jelintenzitdsanak atlaga. igy az
egyedi sejtek altal adott értékekbdl (altalaban 600-750 sejt klononként, 3 fiiggetlen
mérésbol) megkaptuk az adott mintdkhoz tartozé atlag (és variancia) értékeket. Az
alanyok statisztikai 0sszehasonlitaséhoz az ANCOVA-t hasznaltuk Fmax50/FbaseGlu
fliggd valtozoval és kovariansként az adott vonalhoz tartozo két klonnal. A statisztikai
elemzést SAS 9.4-es szoftverrel végeztiik.

A kalcium-képalkoto elemzéseket a MTA-SE NAP-B Molekularis Pszichiatriai
kutatocsoport ¢és a Pszichidtriai ¢és Pszichoterapids Klinika kutatocsoportja

egylttmitkddésben végezte.

3.7. Az NPC vonalak funkcionalis fenotipusainak vizsgalata

A Dbeteg-sziild tri6 RNS-szekvendlasi eredményei alapjan a harom kisérleti
alanybol szarmaztatott NPC-ken sejtproliferacids, migraciés €és a neuritnovekedési
teszteket is végeztiink. A proliferacios vizsgalatokhoz ~ 35.000 NPC-t helyeztiink ki 24
lyuku tenyésztélemezre, lyukanként 3-3 parhuzamossal minden idépont esetében (2., 3.
¢s 4. napnal). Az NPC-ket 1., 2., 3. és 4. napon felszedve és 1 mg/ml propidium-

jodiddal (viabilitas marker) (1:600 higitas) jelolve Attune aramlési citométeren 120 pl-

crcr
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korabban leirtak szerint karcolasos vagy ,,sebgyodgyulds” tesztet hasznaltunk (Liang és
mtsai 2007). Poliornitin-lamininnal bevont 6 lyukt tenyésztdlemezre ~ 450.000 NPC-t
tettlink ki. Amikor a tenyészet elérte a teljes konfluencia allapotot, 5 ml-es szerologiai
pipettaheggyel 3-3 parhuzamost huzva (tenyésztélemez felsd, kozépsd ¢és also
harmadaban) hoztuk létre a sebzéseket. Az NPC ,vandorlasat”, stresszvalaszat
(migracid és proliferacid kombindcidja) 24 és 48 6ra mulva atesé fénymikroszkoppal
rogzitettiik. A neuritnovekedési kisérletekhez 10 mM kalcein AM-mel megtoltétt NPC-
kel dolgoztunk. A 96-os tenyésztdlemezeken lyukanként ~ 3.500 NPC-t raktunk ki,
majd 2 ora elteltével a sejteket a nyulvanyndvekedés ismert induktoraval (Képird és
mtsai 2014), 10 uM para-nitroblebbisztatin (para-nitroblebbistatin, PNBS) oldattal,
illetve kontrollként a PNBS oldoszerével, DMSO-val kezeltiik. A neuritok novekedését
egy, a fluoreszcens mikroszkdpiat és egy automatizalt képfelvevo és analizalo rendszert
0tvoz0 berendezéssel, az ImageXpress Micro XLS Widefield High-Content Analysis
System-mel kovettiik nyomon és értékeltiik. Az adatokat dbrazolasat és a szignifikancia

értékeket a GraphPad Prism 8.3.0 szoftver segitségével hatdroztuk meg.

3.8. Oxidativ stressz és mitokondrialis tesztek

Az oxidativ stressz €s mitokondrialis teszteket csak a beteg-szild trio
betegségmodell esetén végeztikk el. Az NPC vonalak oxidativ stressz toleranciajat
CoCly-dal, egy jol ismert hypoxia indukalé anyaggal kezelve ¢és ezt kovetd
reoxigenizacioval  vizsgaltuk  (Mufoz-Sanchez ¢és  Chanez-Cardenas  2019).
Sejtvonalanként harmaséaval ~ 35.000 sejt/lyuk helyeztiink ki poliornitin-laminin bevont
48 lyuku tenyésztlemezre. Miutan konfluenssé valtak a sejtek, a tdpfolyadékot két
kiilonb6zé koncentracioban CoCla-tartalmu médiumra cseréltiik (kontroll = 0 pM,
125 uM, 250 uM). 24 ora elteltével a tapkozeget normal tapfolyadékra valtottuk, amely
reoxigenizaciot idézett eld. Két nappal az reoxigenizalds utan PrestoBlue hozzéadasaval
Enspire Multimode lemezolvaséval (Perkin Elmer) megmértiik a sejtek életképességét.
Osszesen 5 fiiggetlen kisérletet hajtottunk végre, kisérletenként 3  technikai
parhuzamossal.

Az NPC-k reaktiv oxigéngyokok (reactive oxygen species, ROS) szintjét
CellROX kit (Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval jellemeztiik. Accutase

enzimatikus emésztés utan a korilbelil 200.000 NPC-t tartalmazé mintakat 37 °C-on
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500-szoros higitast CellROX oldattal 30 percig inkubaltuk, amelyet haromszoros PBS-
es mosads kovetett. Ezutdn é4ramldsi citometriaval (Attune NxT Flow Cytometer,
ThermoFisher) hataroztuk meg ¢és hasonlitottuk 0Ossze a jelolt sejtek atlagos
fluoreszcencia jeleit. A halott sejteket propidium-jodidos jeldléssel kapuztuk ki a
mérésekbdl, és 3 fliggetlen kisérlet adatait 6sszegeztiik.

Mitotracker festéssel és transzmisszios elektronmikroszkopos felvételekkel vizsgaltuk.
Miutan a kirakott sejtek konfluensen benétték a rendelkezésiikre allo feliiletet, 250 nM
koncentracioban Mitotracker Red (MitoTracker™ Red CMXRos) festékkel jeloltiik
Oket. A CellRox kithez hasonldan itt is 30 perc 37 °C-on torténd inkubalds utin DPBS-
sel mostuk, majd 4% PFA-val 15 percig fixaltuk a sejteket szobahOmérsékleten. A
kapott fluoreszcens jeleket konfokalis mikroszkoppal (Zeiss LSM 710) rogzitettiik.
Osszesen 3 fiiggetlen kisérlet eredményeit értékeltiik, amelyhez az Imagel szoftvert
hasznaltuk. Az dsszehasonlitds alapjaul a sejtmagokra leosztott fluoreszcencia intenzitas

szolgalt.

3.9. Statisztikai analizis

A kisérleteket legtobbszor 3-3 technikai és harom biologiai ismétléssel hajtottuk
végre (az ellenkezd eseteket kiilon jeloljiik). Az abrazolt értékeket a kisérleti adatok
atlagaként + SE-kel mutatjuk be. A csoportok 0sszehasonlitasat egyutas (one-way) vagy
kétutas (two-way) ANOVA alkalmazasaval végeztiik, amelyet Dunn post hoc teszt
kovetett. A kiugrd értékeket Grubbs-teszttel vontuk ki a rendszerbdl. A p < 0,05
értékben hatdroztuk meg a szignifikdns eltéréseket. Ha masképp nem jelezziik, a
statisztikai elemzéseket és a gorbék illesztését a GraphPad Prism 8.3.0 szoftverrel

végeztik.

46



4. Eredmények

4.1. Tesztrendszer beallitasa kontroll iPSC vonalon

Vizsgalati paneliinket egy egészséges férfi fibroblasztjabol visszaprogramozott
iPSC, majd az ebbdl differencialtatott NPC és idegsejt rendszeren allitottuk be.
Megallapitottuk, hogy a hippokampalis NPC kultardk a mechanikus rozettak
mechanikai felszedését és enzimatikus emésztését kovetd 5. passzazstdl homogénekké
valtak. Differencialtatasi kisérletekre felhasznalhatésagukat a 15-20. passzazsban
hataroztuk meg. Az NPC-ket irdnyitott differencialtatassal, BDNF, cAMP, Wnt3A ¢és
aszkorbinsav hozzaadasaval hippokampalis GD sejtekké differencialtattuk. A stabil,
még o0sztodd hPSC-eredetii hippokampalis NPC kultardkat és a differencialt
hippokampalis GD neuronokat immunfluoreszcencia festéssel €s specifikus markerek
mRNS expresszios szintjével profiloztuk.

Amint az az 5. abran lathat6, az OCT 3/4 és NANOG pluripotencia marker
mRNS expresszios szintje az iPSC és az NPC kozotti differencialtatas és az NPC-k
tovabbi GD idegsejtté torténd differencialtatasa sordn is nagysagrendekkel lecsokkent.
Mig a SOX2 nem valtozott jelentdsen (ami érthetd is, hiszen mind a pluripotens, mind a
progenitor allapotu sejtekre jellemzd az expresszidja), addig a NESTIN idegi progenitor
marker enyhén emelkedett az NPC-kben és csokkent az idegsejtekben. A gyrus dentatus

valamint az eldagyra specifikus FOXG1 mRNS szintje fokozott kifejezédést mutattak

differencialt neuronokban.
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5 abra: Az iPSC-k, az NPC-k és a 4 hetes hippokampdlis neuronok génexpresszios vizsgdlata.
A legfontosabb marker gének relativ (RPLP0 haztartasi génhez viszonyitott) expresszios szintjének

valtozdsa a differenciacio adott stadiumanak megfeleléen alakultak (Véfély és mtsai 2018).
Az NPC-bol szarmazé GD neuronok intenziv festddést mutattak MAP2-re,
kirajzolva ezzel az idegsejtek morfologiajat (6. A abra). Bizonyitottuk, hogy az in vivo
gyrus dentatus szemcsesejtekre jellemzéd PROXI1 és CALBI1 fehérjeexpresszidval is

rendelkeztek ezek a sejtek (6. B dbra).

A, B,

NPC Neuron Neuron
Dapi/SOX2/ Dapi/PROX1/ Dapi/PROX1

6. dbra: Az NPC-k és a differencidalt hippokampdlis neuronok vizsgadlata immunocitokémiai
modszerekkel. Az NPC-ket konfokalis mikroszkopos vizsgdlat soran olyan antitestekkel festettiik,
amelyek felismerték az egyes sejttipusok specifikus fehérjéit: (A4) NESTIN (z6ld) és a SOX2 (piros) az
NPC-k, (B) MAP2 (sziirke), CALBI1=Calbindin (sziirke) és PROXI (piros) az idegsejtek esetében. A
magokat DAPI-val (kék) jeloltiik. Skala = 50 um (Véfély és mtsai 2018).

Az NPC kultarakban megvizsgaltuk a spontan és a ligandum altal kivaltott

kalcium jelatvitelt. Annak kizaradsara, hogy a sejttenyésztés hatassal lehet a
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kalciumjelekre, az NPC kultarakat kiilonb6zd passzazsszamnal is megmértiik. A lehetd
legtobb befolyasold tényezot, fiiggd kisérleti koriilményt szerettiik volna kizérni a
rendszerbdl, amelyek koziil a passzdzsszdm valtozésa elkeriilhetetlen. NPC-k esetén
kozel konfluens sejtekkel dolgoztunk (80-90%). Célzottan azt vizsgaltuk, hogy
morfologiailag homogén, konfluens NPC kulturdk passzazsszambeli kiilonbsége
megmutatkozik-e a kalcium-képalkotasi eljarassal detektalt eredményekben, hogy
meghatarozzunk egy tartomanyt, amelyben a detektalt kalciumjelek fiiggetlenek a
passzazsszamtol. A kalcium-képalkotasi vizsgalatokat mindig a konfluencia elérése utan
végeztiink. A tovabbi tenyésztési koriilmények standardizalt méddon torténtek. A
konfluencia kérdése és standardizalasa azért is fontos ebben a rendszerben, mert az

NPC-k alacsony denzitasra differencialodéassal valaszolhatnak.

Az NPC-k ugyan szignifikans spontdn aktivitdst nem mutattak, azonban az

ATP, LPA vagy tripszin ligandumok kalciumvalaszt indukaltak (7. bra).
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7. dabra: A Fluo-4-gyel toltott NPC-k ligand-indukdalt mérése. (4) Fluo4-gyel toltott NPC-k
reprezentativ konfokalis mikroszkopos képe. (B), A kalciumjeleket a kévetkezo ligandok hatasara mértiik:
ATP (100 uM), LPA (10 uM), tripszin (2,5 ug/ml, Try révidités). A kalcium-fiiggd sejtes fluoreszcencia
maximalis és minimalis szintjét ionomycin (lono) és EGTA hozzaadasaval hataroztuk meg. A
fluoreszcencia adatokat a sejt kalciumszintjének kalibralt tartomanydra (Fmax — Fmin) normalizaltuk. A

kék vastagitott vonal az atlag-értékeket, a sziirke tartomany a szorast abrazolja (Vofély és mtsai 2018).

A kalciumvélasz kalibralasa a kovetkezOképpen tortént: a maximalis
fluoreszcens jelet 5 UM ionomycin, mig a hattér, kalcium-fiiggetlen fluoreszcencigjat a

tapkozeghez feleslegben adott EGTA hozzaadasaval hataroztuk meg.
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8. dabra: Fluo-4-gyel toltott NPC-k ligandum indukadlt mérése. Kiilonbozd szigndl-indukdlo szerek
hatdsa a Fluo-4-gyel toltott NPC-k valaszado sejtjeinek szamaban (4) és a kalcium jelintenzitasaban (B).
A vdlaszado sejtek szamat az alap kalciumszinthez viszonyitva tobb mint 10%-os emelkedést mutato
sejtekben hatdroztuk meg. A relativ fluoreszcencia intenzitdisokat a jelzett kezelések utani maximdlis
értékek meghatarozdsaval szamitottuk ki, normalizdalva a sejt kalciumszintjének kalibralt tartomanydra
(Fmax—Fmin). Az értékek harom fiiggetlen kisérlet (ATP, LPA, TRY: Fluo-4: nl = 265, n2 = 200, n3 =
181; GLU: Fluo-4: nl =217, n2 = 139, n3 = 207 (Véfély és mtsai 2018)).

A megfigyelt kalciumjelek a purinerg receptorok ATP altal torténd
aktivalodasat, a GPC receptor LPA 4ltali aktivalasat és a protedz-érzékeny receptorok
tripszin altali aktivalasat tiikrozik (7. B abra).

A glutamatra, mint specifikus neurotranszmitter molekuladra reagalo NPC-k
szdma nagyon valtozo volt, 20-80% valaszado6 sejt és alacsony jelintenzitasu valaszok
voltak megfigyelhetok (8. dabra). Nem tapasztaltunk kiilonbséget a kalciumjelek
tekintetében a kultarak passzdzsszdmatol fliggben. Annak ellenérzésére, hogy a

glutamat altal kivaltott kalciumvalaszok variabilitasa fiigg-e a receptorok

tipusu 1 alegység (GRIA1) mRNS szintjét. A GRIA1 mRNS szintje az NPC-kben nem
mutatott szignifikans kiilonbséget a passzazsszamok fliggvényében. Azt tapasztaltuk,
hogy az intracellularis kalciumszint lassan emelkedett a glutamat hozzaadasa utan, és
percekig 0j egyensulyi szinten maradt (Vofély és mtsai 2018). A Fluo-4-gyel toltott
NPC-k koziil csak néhany sejt mutatott kalciumjelet 50 mM KCI hozzaadasa utan. Ezek
a megallapitdsok azt mutatjdk, hogy a differencidlatlan gyrus dentatus NPC-k nem
reagalnak a membranpotencial valtozasaira (KCl), azonban a passzazsszamok
novekedése az NPC-k részleges differencialédasat idézhetik eld, ami miatt az NPC

kultira néhany differencialodott sejtje reagalhat a KCl-ra (V6fély és mtsai 2018).
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Az NPC-kbdl differencialtatott human GD szemcsesejtek az NPC-kel szemben
mutattak spontan aktivitdst. A PROXI-expresszdlo GD neuronok kalciumszignal
aktivitasat 4-5. hetes kultardkban vizsgaltuk, amit a 9. abra mutat be. Ezeknek a Fluo 4-

gyel toltétt neuronoknak kulcsfontossagu jellemzdje a spontan aktivitas.
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9. dabra: Fluo-4-gyel toltott 4 hetes neuronok spontdn és inhibitorral kezelt kalciumjele.

(4) A Fluo-4-gyel toltott idegsejtek reprezentativ konfokalis mikroszkopos képe. (B) Az 50 mM KCI
hozzaaddsa utani kalciumjeleket az egyedi sejteken a sziirke gorbék jelzik, a kék vastagitott gérbe az)
atlagértékeket (n = 110) mutatja. F=fluoreszcencia intenzitas (Vofély és mtsai 2018).

(C) A képen a 3 kiilonbézd szin 3 kiilon sejt egyedi normalizalt kalciumjeleit mutatja. F=fluoreszcencia
intenzitas (Vofély és mtsai 2018).

(D) A tetrodotoxin (TTX, 100 uM) fesziiltségfiiggo natriumcsatorna blokkolo gatolja a spontan aktivitast.
Az abran 13 egyedi sejt spontan kalciumjelei lathatok, a kék vastagitott gérbe az atlagértékeket mutatjak,

F=fluoreszcencia intenzitas (Vofély és mtsai 2018).

Ezt jol tikrozik az egyes idegsejtekben megfigyelt gyors, részben kapcsolt,
spontan kalciumjel valtozasok. Méréseink alapjan megallapitottuk, hogy a

differencialtatott GD neuronok gyakorlatilag 100%-ban nagy kalciumjellel reagalnak a
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membranpotencial valtozasaira, amelyet a KCl tapkdzeghez vald hozzdadasa valt ki (9.
B abra).

A 100 uM tetrodotoxin (TTX), egy fesziiltség-fiiggd natriumcsatorna blokkolo
hozzaadasa megsziintette a spontan kalciumaktivitast az érett idegsejtekben (9. D éabra).
A TTX iranti érzékenység azt mutatja, hogy ezekben az idegsejtekben a spontan
aktivitas fiigg az akcids potencidltol. A spontan kalciumjelek és a neuromodulatorokra
adott valaszok a kiilonb6z6 1PSC-kbdl 1étrehozott specifikus neuron modellrendszerek

fontos jellemzai.

4.2. A beteg-sziil6 trio 6ssejtjeinek molekularis jellemzése

Munkank elsé szakaszaban a PBMC-ket visszaprogramoztuk iPSC vonalakka.
Mindegyik iPSC vonal tipikus morfologiai tulajdonsdgokat mutatott, amely az
expresszalt pluripotencia markerekben is megmutatkozott. Immunfluoreszcens festésnél
két, magi kifejezddésti transzkripcios faktorral, OCT4¢és NANOG bizonyitottuk iPSC

vonalaink pluripotens jellegét (10. dbra).

SZ-HU-MO 1 SZ-HU-FA 1 SZ-HU-PROB 1

ATESO

S0 um S0 um SO pm

DAPI/OCT4/NANOG

10. dabra: A csalad tagjaibol létrehozott iPSC immuncitokémiai pluripotencia markerekkel
torténd jellemzése. A felsé 3 képen a trié tagjaibdl létrehozott iPSC-k dtesS fénymikroszképos képe
lathato MEF-en torténd fenntartasi kériilmények kozott. Az also 3 képen Lab-Tek kamrdra fixalt és festett
iPSC kulturakban jeloltiik az OCT4 (z6ld) és NANOG (piros) magban lokalizalodo pluripotens dllapotot
jellemzo transzkripcios faktorokat, mig a magokat DAPI-val jeloltiik. (Hathy és mtsai 2021).
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Aramlési citometrids vizsgalattal masik 3 sejtfelszini pluripotencia markerrel, az
SSEA4 (stage-specific embryonic antigen-4) és TRA-1-60, TRA-1-81 podocalyxin
glikoproteinek jelolésével is megerdsitettiik a visszaprogramozassal 1étrejott vonalak
differencialatlan allapotat (11. abra). Az SSEA-4, TRA-1-60 ¢s TRA-1-81 olyan
sejtfelszini antigének, amelyet expresszdlnak az embrionalis dssejtek ¢és indukalt
pluripotens dssejtek is. Ezeket a feliileti markerek a sejtek elveszitik differencialddasi

folyamatuk soran.
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11. abra: Az aramldsi citometridval mért pluripotencia markerek. A SSEA4-PE (1:25 higitds),

TRA-1-60 (1: 200 higitas) és TRA-1-81 (1: 200 higitds) vizsgalatokat hasznaltunk a pluripotencia
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vizsgalatara. A halott sejteket kikapuztuk, amelyet az iPSC vonalakhoz tartozo legfelsé hdarom pontdbra
mutat. Az abran a fekete hisztogramok jelélik minden esetben az izotipus kontrollokat. A piros hisztogram
az SSEA4-et, a narancs a TRA-1-60-at és a lila a TRA-1-81-et jeloli. Mindharom pluripotencia markerre
90% folott értéket kaptunk (Hathy és mtsai 2021).

Sem a kromoszomak szamdban, méretében vagy szerkezetében nem volt
kimutathatd eltérés (12. 4bra). A paciensben taldlt DNM-ket Sanger szekvenalas

segitségével az iPSC-kben is igazoltuk heterozigota formaban (13. dbra).
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12. abra: A trio tagjainak kariogramjai. Az iPSC kiénok kromoszoma-rendellenességeit G-savos
elemzéssel sziirtiik ki. Az iPSC-k nem szenvedtek kromoszomakdrosodast a visszaprogramozasuk és

tenyésztésiik alatt (Hathy és mtsai 2021).
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13. abra: A csaldad tagjaibol létrehozott iPSC-k szekvendldsi eredményei. A trié tagjainak iPSC

vonalainal Sanger szekvendlasi technikdval visszaellendrizheté volt, hogy megtartottik-e a klonok a
betegben azonositott mutaciokndl az eredeti nukleotid sorrendjiiket, azaz csak a beteg volt heterozigota

hordozo a misszensz variansokra (Hathy és mtsai 2021).

Az iPSC-k mind a 3 csiravonal irdnyéaba képesek voltak differencidlodni (endoderma:

AFP ¢és SOX17, mezoderma: SMA és BMP4, ektoderma: B-TUBULIN és NESTIN),
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amint azt spontdn differencialddasi kisérletek is bemutatjak. Mivel nem jellemeztiik
génexpresszios szinten a rendszert, ezért sziikségesnek tartottuk, hogy tobb ortogonalis

immunfluoreszcens markerrel is megerdsitsiik eredményeinket (14. A és B 4bra).
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14. A dabra: A beteg-sziilo trio iPSC vonalainak spontdn differencidcioja. A Iétrehozott iPSC
vonalak pluripotens potencialjat spontan differencidcios kisérlettel igazoltuk. A 6+6 napos
embriotestecskéket konfokalis kamrara kiiiltetve festettiik. Endoderma iranyu markerként AFP (piros),
ektoderma markerként p-III-TUBULIN (piros) és mezoderma markerként SMA (piros) festést
alkalmaztunk. A magokat DAPI (kék) jeloltiik (Hathy és mtsai 2021).
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14. B. dbra: A beteg-sziild trio iPSC vonalainak spontin differencidcidja. A csalid tagjaibdl
alapitott iPSC vonalakbol kitapasztott embriotestecskék differencidcios potencialjat bizonyitandoan
festettiik mezoderma markerként BMP4 (z6ld), ektoderma markerként NESTIN (z6ld) és endoderma
markerkent SOX17 (zold) ellenanyagokkal. A magokat DAPI (kék) tettiik lathatova (Hathy és mtsai 2021).

Az elvégzett genetikai Ujraprogramozas kisérletsorozat és az azt kovetd
mindség-ellendrzési 1épések alapjan a beteg és anya esetében 2 fliggetlen klont (iPSC
SZ-HU-PROB 1 ¢s 2, iPSC SZ-HU-MO 1 ¢és 2) mig az apabol 1 klont (iPSC SZ-HU-

FA) vittiink tovabb a neuralis differencialtatasi kisérletek fazisaba.

4.3. Az iPSC vonalak neuralis iranyu differencialtatasa és vizsgalata

A visszaprogramozott iPSC vonalakat a kordbban bemutatott iranyitott
differencialtatasi protokollal hippokampalis progenitorokka, majd PROX1 pozitiv gyrus
dentatus idegsejtekké differencialtattuk tovabb. A beteg-sziil6 triobol 1étrehozott NPC
vonalak egységes NPC-kre jellemzd molekularis és morfoldgiai tulajdonsagokkal

rendelkeztek, amelyet az immunfluoreszcens mikroszképia (15. B 4bra) ¢és
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génexpresszios elemzés (15. A ébra) is bizonyit. Nem volt megfigyelhetd kiilonbség az

NPC vonalak idegsejtté torténd differencialoédasi potencialjaban sem (15. A, B, C dbra).

ies cTre. [
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NPC SZHUFA 1 [ .
NPC SZ-HU-PROB 1 [
NPC SZ HU PROB 2 [ | | —
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NEURON SZ HU-MO 2
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15. A. dbra: Génexpresszios mintazat a beteg-sziilo triobol szarmazo NPC-kben és

neuronokban. A heatmap a pluripotens NANOG kifejezésétél az NPC-kre (NESTIN, SOX2, FOXGI,
PAX6), majd a neuronokra (NEURODI, PROXI, GRIAI, GRINI) jellemzd gének expressziojan keresztiil
mutatia be a génkifejezodeést a kiilonbozo allapotokban. A panelbe a mutaciokat hordozo célgéneket is
(KHSRP és LRRC7) felvettiik. A heatmap alatti skdla az endogén kontroll RPLPO (riboszomalis protein)

szintjéhez viszonyitott mRNS expressziot abrazolja, a szamértékeket a kék arnyalataival megfeleltetve

(Hathy és mtsai 2020).

A létrehozott idegsejtek morfologiai tulajdonsagait immunfluoreszcens festéssel
(15. C ébra) vizsgaltuk, illetve molekularis vizsgalatainkba felvettik a DNM-ket
hordozo célgéneket is (KHSRP és LRRC7), hogy teszteljilk az RNS vagy a fehérje

expresszio szintjének lehetséges eltéréseit, de nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket

(15. A, D, E 4bra).
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15. B. dbra: A beteg-sziild triobol szarmazo NPC vonalak immuncitokémiai vizsgadlata. Az
NPC-k NESTIN (zold) és SOX2 (piros) pozitivitast mutatnak. A képek skalaja = 100 um (Hathy és mtsai
2020).
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15. C. dbra: A beteg-sziilé triobol szarmazo hippokampdlis neuronok immuncitokémiai

vizsgalata. Az érett idegsejtek MAP2 (z6ld) és PROXI (piros) immunfluoreszcens festésre pozitivak. A
képek skalaja = 100 um (Hathy és mtsai 2020).
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15. D. dabra: Az érett idegsejt kulturdak molekularis jellemzése: a KHSRP célgén vizsgdlata. Az
immunfluoreszcens képek a KH-Type Splicing Regulatory Protein (KHSRP, piros szin) kifejezodését
abrazoljak a neuronokban. A KHSRP nuklearis és citoplazmatikus lokalizacioju. Microtubule-associated

protein 2 (MAP2, zold) egy neuronokra jellemzo, neurogenezisben esszencialis strukturfehérje. Skala =

50 um (Hathy és mtsai 2020).
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15. E. dbra: Az érett idegsejt kulturdak molekuldris jellemzése: az LRRC7 célgén vizsgalata. A

Leucine rich repeat containing 7 (LRRC7, alias Densin-180) fehérje (piros szin) posztszinaptikus
lokalizalojat mutatjdk az idegsejtekben az immunfluoreszcens képek. Skdala = 50 um (Hathy és mtsai

2020).

4.4. RNS-szekvenalasi mérések

Neurdlis progenitor allapotban RNS-szekvenaldsi elemzéseket végeztiink
potencialis transzkripcios kiilonbségeket keresve, amelyek okozati Osszefliggésbe
hozhatok a szkizofrén betegben megjelent mutaciokkal. Az RNS-szekvenalasi kisérletek
bioinformatikai elemzései azt mutattdk, hogy a sejtvonalak fékomponens ¢€s klaszter

analizis alapjan egyértelmiien elvalnak (16. 4bra).
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16. dabra: A trio NPC vonalainak transzkriptomikai kiilonbségei az RNS-szekvendldsi
mérések alapjan. A neurdlis progenitor allapotban végzett RNS-szekvendlasi vizsgdlatok fGkomponens
analizise a trio tagjaitol szarmazo mintak egyértelmii elkiiloniilését mutatia (1. klon esetén N = 4. és 2.
klon esetén N = 3).

Az eltérdéen expresszalodott gének csoportjait (differentially expressed, DE)
aszerint hataroztuk meg, hogy mind az apai (SZ-HU-FA), mind az anyai (SZ-HU-MO)
NPC vonalakhoz képest a SZ-HU-PROB NPC vonalban eltéréen fejezédtek ki (17.

abra).

Eltéro szinten expresszalodott gének szama

Az anyai és apai vonalhoz képest
a betegben fokozott expresszidju gének

278

Apa

a betegben csokkent expresszioju gének

17. dbra: Eltéréen expresszdlodott gének megoszldasa a trio tagjaiban. A de novo mutdcidkat
hordozo betegben a sziiloi kontrollokhoz képest fokozott vagy csokkent expressziot mutato gének halmazai

(Hathy és mtsai 2020).
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Ezeket a géncsoportokat tovabbi GO ¢és PATHWAY elemzéseknek vetettiik ald
(18. ébra), amelyek a DE-gének dusulasat, gyakoribb eléfordulasat mutattak a relevans
biologiai utakban, ideértve a neuronok kialakulasaért felelés ligandum-receptor
kolcsonhatasok, az axon fejlodésért felelos utvonalak, a neurogenezis, az idegsejtek
differencialoddsaban fontos Wnt-jelatvitel, és Ca®" jelatvitel csoportjait. A 100 vizsgalt
fokozott és csokkent expresszioji gén kozott szdmos transzkripcids faktor és neuron-
specifikus gén volt. Az oRNAment adatbazis segitségével elkészitettilk a KHSRP 4ltal
regulalt gének listajat. Az RNS-szekvenalasi kisérleteinkkel azonositott DE
génkészletben hipergeometrikus teszt segitségével a feltételezhet6 KHSRP célgének
gyakoribb el6fordulasat, diisuldsat figyeltiik meg (hipergeometrikus p = 0,03). Az eltérd
szinten expresszalddott KHSRP célgének koziil tobb, pl. ERBB4, GRIN2A, és
KHDRBS?2 szerepet jatszhat a SZ etiologiajaban.
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18. abra: DE gének PATHWAY (piros) és GO (kék) analizise. A mintik génexpresszios profilja
kozotti kiilonbségek biologiai jelentéségének meghatdarozasanak vizsgalatira elvégeztiik az eltérden
expresszalodott gének annotdcios dusulas analizisét. Az abran az lathato, hogy mely tulajdonsaggal
rendelkezé gének aranya szignifikansan eltéré a geénszettben a teljes human referencia genomban

megfigyelheto aranyhoz képest (Hathy és mtsai 2020).

4.5. Kalcium-képalkotasi kisérletek

Mivel a transzkripcidos kiilonbségek szinaptikus, fOként glutamaterg
kiilonbségeket jeleztek, ezért Ca?*-képalkotd technikaval vizsgaltuk tovabb a csaladi
triobol  szdrmazd neurdlis progenitorok funkcionalis aktivitdsat, mind spontan

aktivitasukat, mind glutamat altal kivaltott aktivitasukat rogzitve és elemezve.
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19. dbra: Ca** aktivitds vizsgdalata NPC-kben. A vizsgalt alanyok NPC-kiltarajan tértént parallel
mérések egy-egy reprezentativ példdjat mutatia az dbra felsé része (normalizalt Ca®' aktivitas:
F/FbaseGlu). A felsé részen az Y tengely az atlagos aktivitast (sotétkek) (+/— szordas, vilagoskek) és az X
tengely az idot jeloli. Az also részen az Y tengely az Osszes sejt aktivitasat, az X tengely pedig az idot

jeloli. A szin a Ca®* citoplazmatikus szintjét jelzi (Hathy és mtsai 2020).

Korabbi eredményeinkhez hasonléoan az NPC-k alacsony szintli spontdn
aktivitast mutattak, de glutamattal torténd stimuléciora jellegzetes lefutassal reagaltak
(Votély és mtsai 2018). Az ANCOVA modellt hasznalva szignifikdns kiilonbségeket
lattunk a vizsgalt alanyok kozott (F = 286,78, p <0,001). Pontosabban, minden NPC
kultira szignifikansan kiilonbozott egymastol a kovarianshoz valo igazitds utan (F =
837,62, p <0,001). A szkizofrén betegbdl szarmaztatott NPC-k a glutamatra
szignifikansan eltérd, gyengébb reakciot mutattak a tobbiekhez képest. Az anyai NPC-k
adtak a legnagyobb glutaméat-valaszt (Ca NPC-SZ-HU PROB < Ca NPC-SZ-HU-FA <
Ca NPC-SZ-HU-MO, 19. abra).

4.6. NPC-k proliferacios, sebzés és neuritnovekedési tesztjei

Az iPSC alapt SZ-modellezési kisérletek korabbi eredményei, valamint ezeket

részben megerdsitd transzkripcios eredményeink alapjan az NPC vonalak proliferacios
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€s migracios potencidljat, és a differencialédasnak induld6 NPC-k neuritndvekedési
sebességét is teszteltiik. Kimutattak ugyanis ezekben a progenitor populaciokban, hogy
a proliferacio, a migracid ¢és a differencialodds Gsszesitett kinetikdja meghatarozza a
neuron iranyu differencidlodas hatékonysagat. Megallapitottuk, hogy a szkizofrén
betegb6l szdrmaz6 NPC-k a 4. napon, kdvetve a Wnt-tipusi gének fokozott
kifejezddését (lasd 18. dbra), szignifikansan megndvekedett sejtproliferaciot mutatnak
az anyai (p = 0,0139) és az apai (p = 0,0039) NPC-khez képest (20. A &bra). Fontos
megjegyezni, hogy az ugyanazon személytdl szarmazd parhuzamos kloénok
Osszehasonlitdsa nem eredményezett szignifikdns kiilonbségeket ploriferaciojuk

mértékében.

Sejtosztodasi vizsgalat

%k %k
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20. A. abra: A trio NPC vonalainak proliferdcios tesztje. A proliferdciés vizsgdlathoz 35.000 NPC-
t iiltettiink poliornitin/lamininnel bevont feliiletre, amelyen 4 napig tenyésztettiik a sejteket. ATTUNE NXT
daramlasi citométerrel naponta mértiik a sejtszamot. A halott sejteket Pl-festéssel jeloltiik. A diagrammon
az adott napon mért, kirakott sejtszamra normalizalt sejtszam lathato (N/NO). Az értékek az atlagolt + SE
ertekeket jelentik (N = 3 fiiggetlen kisérlet, n = 3 technikai ismétlés/kiserlet). * p <0,05, ** p <0,01
(Hathy és mtsai 2020).

Nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az NPC-migracioban, amelyet a sebzési
teszttel mértiink (p = 0,5148), amely egy funkcionadlis vizsgalatnak tekinthetd, mivel

mind a proliferaciot, mind a migracios kinetikat méri (20. B, C dbra).
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20. B. dbra: A tri6 NPC vonalainak sebzéses vizsgdlatinak reprezentativ képei.
Tenyésztolemezenként egy steril 5 ml-es pipettaval hdarom parhuzamos sebzést ejtettiik. 24 oranal
karcolasonként harom fotot készitettiink. Az elemzést az ImageJ szoftver segitségével végeztiik. A zarodas

sebességét a sebzések szélességének mérésével hatdaroztuk meg. Skala = 100 um (Hathy és mtsai 2020).
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20. C. dbra: A trio NPC vonalainak sebzéses tesztje. A sebzés zdrdéddsdinak elemzése a 0. naphoz
képest. A diagram az atlagértékeket mutatia £ SE (N = 2 fiiggetlen kisérlet, n = 9 mérés/kisérlet) (Hathy
és mtsai 2020).

Ezen kisérleteket folytatva, egy tovabbi Iépésként megvizsgaltuk a
neuritndovekedés mértékét differencialodd NPC-kben, mind kiindulasi koriilmények
kozott, DMSO hozzaadott, (20. D, E abra), mind kémiai stimulus, a neuritndvekedést
bizonyitottan eldsegitd, a para-nitroblebbistatin (PNBS) kezelés hatasara bekdvetkezd

novekedés szempontjabol (20. D, F abra).
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20. D dbra: A trio NPC vonalainak neuritnovekedési vigsgdlata. A neuritnovekedési vizsgalatok

reprezentativ képei. Az NPC-ket DMSO-val vagy para-nitroblebbistatinnal (PNBS, 10 uM) kezeltiik. A

neuritok novekedésének valtozasat az ImageXpress Micro XLS Widefield High-Content Analysis System
segitségevel kovettiik és elemeztiik. Skala = 200 um (Hathy és mtsai 2020).

DMSO hatasa a neuritnovekedésre
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20. E. dabra: A trio NPC vonalainak neuritnovekedéses tesztje. A diagram az NPC-k 4 dra

elteltével Calceinnel vizualizalt, 0 orara normalizalt DMSO adltal kivaltott dtlagos neuritnévekedését +

SE-t mutatjak (N = 3 fiiggetlen kisérlet) (Hathy és mtsai 2020).
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A DMSO hozzaadasa soran az 0ssz neuritndvekedés mértéke nagyobb volt a
betegbdl szarmaztatott és az apai NPC vonalakban az anyai NPC vonallal dsszevetve,
amely kiilonbség az 1 oOra mérési pontban szignifikanssa valt. A PNBS-kezelés

megsziintette ezeket a kiilonbségeket (20. D, F dbra).

PNBS hatasa a neuritnovekedésre
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20. F. abra: A trio NPC vonalainak proliferdcios, sebzéses és neuritnovekedéses tesztjei. Az
abran 4 ora elteltével Calcein jelolt, 0 orara és DMSO-ra normalizalt PNBS (10 uM) kezelt NPC-k
atlagos neuritnévekedeése + SE-t lathato (N = 3 fiiggetlen kisérlet) (Hathy és mtsai 2020).

4.7. A mitokondrialis funkcio és az oxidativ stressz toleranciajanak eredményei

A ROS valtozasainak ¢és az oxidativ stressz toleranciajanak tesztelésére harom
fiiggetlen modszert alkalmaztunk. Meglepé modon a betegbdl szdrmaztatott NPC
vonalon alacsonyabb ROS szintek voltak mérhetdk, amelyek azonban statisztikailag

nem voltak szignifikdnsak (p = 0,317, 21. A ébra).
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21. A. dbra: A mitokondridlis funkcio és az oxidativ stressz tolerancia vizsgalata a tric NPC
vonalakban. Az NPC-k reaktiv oxigéngyokeinek (ROS) mennyiségi meghatdrozasa CellROX kit
segitségevel aramlasi citometriaval tortént. A diagram az dtlagos fluoreszcencia intenzitast + SE-t

mutatia N = 3 fiiggetlen kisérletnél (Hathy és mtsai 2020).

Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a sejtvonalak oxidativ stressz-
toleranciajaban sem, amelyet 24 oran keresztiil CoCly-dal torténd kezelés €s az azt

kovetd reoxigenizacid valtott ki (21. B abra).
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21. B. dbra: A mitokondridlis funkcio és az oxidativ stressz tolerancia vizsgalata a tric NPC
vonalakban. A CoCl; kezelés hatisa az NPC sejtek tulélésére. Az NPC-ket 24 ordn keresztiil 125 és
250 uM CoClr-dal kezeltiik. 48 ora reoxigenizdlas utan a sejtek életképességeét az oxidativ stressz
hatdsanak meghatarozasa céljabol Presto Blue festéssel mértiik. A diagram a kezeletlen sejtekre
normalizalt + SE dtlagértékeket mutatia (N = 5 fiiggetlen kisérlet, n = 3 technikai ismétlés/kisérlet)
(Hathy és mtsai 2020).
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Ezutan az NPC-k mitokondriumainak mennyiségi meghatarozasahoz
mitokondrium-specifikus festéket hasznaltunk, amely lehetévé teszi a funkcionalis

mitokondriumok mérését fluoreszcencia intenzitas alapjan.

DAPI MitoTracker Egyesitett

SZ-HU-PROB 1

SZ-HU-MO 1

SZ-HU-FA 1

21. C. dbra: A mitokondridlis funkcio és az oxidativ stressz tolerancia vizsgdlata a tric NPC
vonalakban. NPC-k mitokondridlis funkcidinak vizsgdlata. A fixalt NPC-ket fluoreszcens festékkel
(MitoTracker™ Red CMXRos) festettiik és konfokdlis mikroszkoppal rogzitettiik a valtozasokat. Skdla =
50 um (Hathy és mtsai 2020).

Ez a vizsgalat a betegbdl szarmaz6 sejtekben (NPC-SZ-HU-PROB-ban) a
funkcionalis mitokondriumok csdkkent mennyiségét mutatta (p = 0,064), mind az anyai

sejtvonalhoz, mind az egészséges kontroll sejtvonalhoz képest (21. C és D. dbra).
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21. D. dabra: A mitokondridlis funkcio és az oxidativ stressz tolerancia vizsgdlata a tric NPC
vonalakban. A MitoTracker festés mennyiségi meghatdrozdasa. A diagram az NPC vonalak magjaira
normalizalt atlagos fluoreszcencia intenzitast mutatia + SE. Az adatokat konfokadlis mikroszkopos

fluoreszcens festéssel készitettiik és ImageJ-vel elemeztiik (N = 3 fiiggetlen kisérlet, n = 4—6 kép/kisérlet)
(Hathy és mtsai 2020).
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5.  Megbeszélés

A komplex pszichiatriai betegségek vizsgalatanak egy 0j iranyvonalat képviselik
az iPSC alapt betegségmodellek. Szdmos modszert hoztak 1étre az emberi idegsejtek
létrehozasara (Elkabetz és mtsai 2008, Koch és mtsai 2009, Kozubenko és mtsai 2010),
(Conti és Cattaneo 2010, Mertens és mtsai 2016), amelyek kiilonb6zd forrasu €s tipusu
NPC kultardkat ¢és differencialt idegsejteket eredményeznek. Eredményeink ezen
kutatasok sorozataba illeszkednek és betekintést nyujtanak a szkizofrénia molekuldris
patomechanizmusanak egy eddig keveset vizsgalt teriiletére, a de novo mutaciok

hatasmechanizmusaba.

5.1.  Kisérleti tesztrendszer optimalizalasa, beallitasa

Munkénk soran kisérleti rendszeriink beéllitdsdhoz egy Sendai-virussal
visszaprogramozott, egészséges egyénbdl szarmazoé indukalt pluripotens sejtvonalat
hasznaltunk. El6szor ezen a kontroll rendszeren probaltuk ki, majd optimalizaltuk az
alkalmazni kivant differencidcios protokollt (Yu és mtsai 2014), illetve a molekularis és
funkciondlis karakterizalasi paneliinket. A felnéttkori humén neurogenezis, amely
érintett lehet a SZ kialakulasaban, emberben nehezen tanulmanyozhat6 €s alapvetden
eltér a ragesald agyban megfigyelhetd felndttkori neurogenezisétdl (Ernst és Frisén
2015).Azonban az altalunk hasznalt, SZ szempontjabol relevans iPSC eredetti PROX1-
expresszaldo human in vitro neuronok segithetnek vizsgélni a gyrus dentatus szerepét a
pszichiatriai betegségekben és bizonyos szempontbol a felndttkori neurogenezist is;
ezért hasznos modellként szolgalhatnak a pszichiatriai rendellenességek vizsgalataban.

Az ezzel a modszerrel eldallitott NPC-k 5 és 15 passzdzsszam kozott homogén
morfologiat €és megegyezd differencidlodasi képességet mutattak. Immuncitokémiai és
qPCR vizsgalatokkal azt talaltuk, hogy az ezzel a protokollal 1étrehozott NPC-k magas
szinth SOX2, Nestin és PAX6 expressziot mutattak, mig érett neuronokka valod
differencialtatasuk soran a NEURODI1 ¢és a PROXI1 expresszidja nétt meg. A 4 hetes
idegsejtek MAP2 idegsejt markerre pozitivak voltak (Yu ¢és mtsai 2014).
Megallapitottuk, hogy az NPC-kben és a 4 hetes idegsejtekben az OCT4 és a NANOG
pluripotencia markerek expresszidja szignifikdnsan csokkent, azonban a NANOG
expresszidja magasabb volt az idegsejtekben, mint az NPC-kben. Ez az idegi

differencialodas kezdetén levod 3 hetes Wnt3A kezelés kovetkezménye lehet, mivel a

73



Wnt3A stimuldcié indukalhatja a NANOG transzkripciojat, mivel endothel sejtekben
ezt talaltak (Kohler és mtsai 2011).

A létrehozott NPC-k ¢és idegsejtek funkcionalis vizsgélatdhoz kalcium-képalkoto
eljarast hasznaltunk, mivel az intracellularis Ca®" aktivitds mérésére hatékony
moddszernek bizonyult az iPSC alapu betegségmodellezési vizsgalatokban. Korabban
specifikus valtozasokat detektdltak ezzel a moddszerrel, példaul csdkkent spontan
kalcium-aktivitast és neuronalis konnektivitast Rett-szindroma és a szkizofrénia eredetii
idegsejtekbdl 1étrehozott i1degsejtkultirakban (Marchetto és mtsai 2010, Yu és mtsai
2014). Leirtak bipolaris zavarral diagnosztizalt betegek iPSC eredetli neuronalis
kultarainak fokozott aktivitasat is (Mertens és mtsai 2015). Tehat ezen tanulmanyok
alapjan az iPSC alapu neuralis rendszerek funkcionalisan jol jellemezhetéek lehetnek
kalcium-képalkotasi eljarassal. Azonban korabban publikalt kisérletekben Forostyak ¢€s
mtsai (2013) kimutattdk, hogy a kalciumjelek valtoznak a kevésbé specifikus
differencidltatasi protokollal l1étrehozott NPC-k hosszl tava tenyésztése soran. Ezért
sziikségszeri volt ennek a szempontjabol is tesztelniink hippokampalis NPC
kultarainkat p8 €s p15 passzazsszam kozott. A fent emlitett vizsgalattal ellentétben, ahol
a ligandum alapu kalcium-aktivitas p6 és p10 kozott fokozatosan valtozott, azt talaltuk,
hogy az ATP, LPA, tripszin és KCl hozzdadéasa utan kapott kalciumjelek (a véalaszado
sejtek szamat ¢és a kalcium intenzitdsat tekintve) nem fliggtek szignifikdnsan a
passzazsszamtol.

Eredményeink 0Osszhangban voltak a korabban publikalt tanulmanyokban
(Forostyak és mtsai 2013, Viero és mtsai 2014) szerepld azon sejtek szdmaval, amelyek
a glutamat hozzaadasa utani kalciumjelekben nagy valtozékonysagot mutattak, azonban
a jelek intenzitdsa nem valtozott szignifikansan. Az NPC-k tartds tenyésztése soran
kevesebb mint 5%, részben differencialt sejtet figyeltiink meg. Ezek a sejtek neurit
kinovéseket mutattak és csokkent kalciumjeleket adtak a KCl hozzdadasa utan.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a tagabb differenciacios képességli NPC-k (Forostyak
¢s mtsai 2013, Kozubenko és mtsai 2010, Viero és mtsai 2014) kalcium szignalizacios
tulajdonsagaikban valtozékonyabbak lehetnek, mint a célzottabb differencialtatassal
létrehozott NPC-k (Yu és mtsai 2014). gy az altalunk hasznalt neuronpopulacio
létrehozasat megcélzo protokoll alkalmazasa mellett a kalcium-képalkoto vizsgalatokkal

az NPC-k és neuronok funkcionalisan jol jellemezhetek. In vitro kalciumméréshez
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széles korben alkalmaznak kalciumérzékeny festékeket, példaul Fluo-4/AM, Fura 2/AM
vagy Oregon green 488 BAPTA-1 AM (OGBI-AM), mig in vivo kisérletekhez
géntechnoldgidval moédositott kalcium indukator (GECI) fehérjéket (Apati és mtsai
2016, Dana ¢és mtsai 2016, Rose ¢és mtsai 2014). Kisérleteinkben az NPC-k kalciumjeleit
Fluo-4 kalciumszenzitiv festékkel vizsgaltuk, valamint tovabbi kisérletekben GCaMP6
expresszalo NPC-ket hoztunk létre, de ezek az eredmények nem képezik targyat a
disszertacionak.

Molekularis ¢és funkcionalis kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az iPSC-k az
optimalizalt neurondlis differencidcids protokollal képesek voltak NPC-k és neuronok
létrehozasara, amelyek a kalcium-képalkotd vizsgalatok eredményei alapjan jol

kvantitalhato funkcionalis aktivitassal is rendelkeztek.

5.2. Az iPSC alapu neuralis in vitro beteg-sziilo trié6 modellrendszer

Kovetkezo 1épésként az elézdekben beallitott kisérleti rendszeriinkkel egy iPSC alapu
neurdlis in vitro beteg-sziild tri06 modellrendszerrel kivantuk vizsgdlni egy SZ
paciensben azonositott DNM-k biologiai jelentdségét. Vizsgéalatainkban a kiillonb6zd
vizsgalt DNM-kal részben 6sszekapcsolhatdé molekuléris és funkcionalis fenotipusokban
megmutatkoz6 kiilonbségeket tudtunk azonositani a tri6 sejtvonalai kozott. A
megfigyelt fenotipusuk részben Osszhangban vannak az SZ korabbi i1PSC alapu
betegségmodellezési eredményeivel. Munkank elsék kozott van azon tanulmanyok
kozott, amelyekben egy teljes trid visszaprogramozasat végezték el SZ-ban megjelend

DNM-ek feltételezett molekularis hatasainak tesztelésére.

5.2.1 A betegségmodell iPSC vonalainak megalapitdsa és jellemzése

A Kkisérletek els6 szakaszaban kivalasztottuk 16, exom-szekvenalasi adatokkal
rendelkezd eset-sziild triobol azt a tridt, melynek tagjaibol iPSC vonalakat kivantunk
létrehozni. Valasztasunk egy olyan szkizofrén férfi betegre esett, aki harom kiilonb6z6
DNM hordozodjaként tudtunk azonositani. A tajékozott beleegyezés utan bevont eset-

sziild0 minden tagjabol sikeresen alapitottunk tobbszords iPSC kloénokat. Az iPSC
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kloénokat az Ossejtbiologiai teriilet elvarasai alapjan karakterizaltuk és vetettiik ala
szigora mindség-kontrollnak. Pluripotencidljukat és genomi integritasukat is tobbféle
modszerrel vizsgaltuk: kariotipizalassal, STR analizissel, Sanger-szekvenalassal,
immuncitokémiai jeloléssel, aramlasi citometridval, qPCR-ral. Minden moddszer esetén
az 1PSC vonalak megfeleltek az Ossejtekkel szemben tamasztott kritériumoknak.
Spontan differencialtatdsuk soran mindharom csiralemez irdanyaba képesek voltak
differencialodni. E sejtvonalak jelentdsége abban rejlik, hogy altaluk lehetdségiink

nyilik a DNM-k funkcionélis szerepének vizsgalatara szkizofrén betegekben.

5.2.2. A tri6 iPSC vonalaibdl 1étrehozott NPC-k €s neuronok jellemzése

A korabbi megallapitasokkal és kisérletekkel 6sszhangban az 6sszes iPSC vonal
képes volt neuralis differencialédasra, ez homogén SOX2 ¢és NESTIN expresszald
neurondlis progenitorokat eredményezett. Ezt kdvetden tovabbi differencidltatassal
MAP2 és PROX1 pozitiv, funkcionalis aktiv, gyrus dentatus neuronokat hoztunk létre.
A gPCR-mérések a betegbdl és a sziilokbdl szarmazd sejtvonalakban hasonloan
hatékony neuralis differencidlodast mutattak, amit a NEURODI, FOXGI1 és PROX1
neuralis marker gének expresszidja is bizonyit. A NEUROD1 mRNS expresszidjanak
esetében a beteg eredeti NPC-kben magasabb kifejezddést figyeltik meg a sziiloi
vonalakhoz képest. Mas, azonos protokollt hasznalo kutatasban (Yu és mtsai 2014) a
azonban a mi vizsgalatunk mas felépitésii volt. Sziilo-beteg trid vizsgdlatunk soran a
vizsgalt sejtvonalak kozott ezeknek a markereknek kozel azonos expressziojat talaltuk.
Az NPC vonalakbol 1étrehozott érett neuronkulturak Ca-képalkotd kisérletek alapjan
funkciondlisnak / miikodoképeseknek bizonyultak, spontan aktivitdst mutattak.
Munkénk fokuszdban azonban az NPC-k alltak, igy a neuronok kalciumjeleit nem
vizsgaltuk.

A teljes genom transzkriptomikai elemzése lehetdve teszi a sejtvonalak kozotti
finom, halozat szinti kiilonbségek vizsgalatdit. A trio alapu megkozelitést
alatamasztotta, hogy a transzkripcios szintli véltozasokat elemzve a trié kiilonbozo
tagjaibol szarmazo mintdk egyértelmii elkiilonithetéek voltak fékomponens analizissel
¢s klaszteranalizissel. A feliil és alul expresszalédott DE gének listdja szamos olyan

gént tartalmaz, ami tovabbi vizsgalatot igényel. A feliil expresszalodott DE gének koziil
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a GSX1 egy transzkripciés faktor, amely fontos szerepet jatszik a ventralis
telencephalon interneuronok fejlédésében. A NEURODI1 expresszios szintek szintén a
feliil expresszalodott csoportban keriiltek, amely megallapitdst a qPCR mérések is
alatdmasztottak. Ez a transzkripcids faktor fontos szerepet jatszik a hippokampusz
neurogenezisében (Yu és mtsai 2014), feliil expresszalodasat a beteg eredeti NPC-k
korai, akceleralt fejlddésével lehet magyarazni. A Wnt3A, a Wnt6, a Wnt7B ¢és a
Wntl10A egyarant fontos szerepet jatszanak az agy ¢és az ducléc fejlodésében. Egy
nemrégiben publikdlt, genom-szintli asszocidcios vizsgalatban azt talaltdk, hogy a
SCARAS, a beteg eredeti NPC-kben leginkabb alacsonyan expresszalodott gén
Osszefiiggésbe hozhato az ongyilkos magatartassal (Gonzalez-Castro ¢s mtsai 2019). A
Synapsin 3 (SYN3), egy masik, igen alacsonyan expresszalédott DE gén, szerepet
jatszik a hippokampusz neurogenezisének szabalyozdsaban (Kao és mtsai 2008), ¢és
genetikai vizsgalatok alapjan 6sszekapcsolhatd az SZ-val.

A GO ¢és PATHWAY analizisek alapjan dusulds volt megfigyelhetd egyebek
mellett a neurogenezisben, a neuronnd differencidlodasban, a gyrus dentatus
kialakulasaban, a génexpresszid szabalyozasban és a jelatvitelben szerepet jatszo gének
kozott is. Ezek koziil a legfontosabb a Wnt-jelatvitel, amelyet szdmos SZ-val
kapcsolatos genetikai és betegségmodell vizsgalatban mar bizonyitottak (Brennand és
mtsai 2011). A DE gének listajaban olyan gének dusulasat figyeltilk meg, amelyek a
KHSRP ismert vagy feltételezheté célgénjei. Tobb miRNS eltérd szabalyozasat is
megfigyeltiik, azonban ezekkel a megallapitasokkal koriiltekintéen kell eljarni, mivel a
hasznalt szekvenaldsi eljarast nem optimalizaltdk kis RNS-ekhez. Ebben a
tanulmanyban a transzkriptomikai elemzések fontos korlatja az volt, hogy nem
hasznaltunk kiilsé kontrollt, mint a tobbi kisérletben. Ezért az azonositott kiilonbségek
csak a harom tag kozotti 6sszehasonlitason alapultak.

A sejtvonalak kozotti funkciondlis kiilonbségeket NPC-tenyészetekben kalcium-
képalkotd kisérletekkel vizsgaltuk. Megvizsgaltuk az NPC-k glutaméatra adott valaszat,
mivel a gyrus dentatus progenitorok in vivo glutamaterg innervaciot kapnak sejtek. A
betegbdl szarmazd NPC-k az apai és az anyai NPC-khez képest glutamat hozzdadasa
utan alacsonyabb kalcium-aktivitast mutattak. Ehhez hasonléan Yu és mtsai szintén
alacsonyabb szintli spontan kalcium-aktivitast taldlt az SZ eredetli sejtvonalakban,

azonban kisérleteikben a spontdn aktivitast érett idegsejtekben mérték, nem pedig NPC-
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kben. In vivo a neuralis éssejtpopulaciokban a Ca* szignalizacié fontos szerepet jatszik
proliferacid, a migracio, a neuritndovekedés, az oxidativ stressz és a mitokondrialis
funkci6 kiilonb6zé modszerekkel értékelését is elvégeztiik. A trid NPC vonalak kozotti
kiilonbségeket a proliferdcioban és a mitokondrialis funkcioban tudtuk kimutatni.
Ezeket a fenotipusokat vagy az RNS szekvenalasi kisérletben azonositott transzkripcids
kiilonbségek, vagy mas csoportok korabbi megallapitdsai alapjan tartottuk fontosnak.
Kisérleteink soran a beteg-eredetii vonalakban megfigyelt fokozott NPC sejtproliferacio
¢s a mas csoportok altal tapasztalt migracios kiilonbségek dsszhangban vannak a Wnt-
szignalizaci6 és a sejtadhézid transzkriptomikai valtozésaival, de kordbban a fokozott
proliferacidt elsésorban ASD-vel hoztdk Osszefiiggésbe. Marchetto és mtsai (2017)
amelyet a B-catenin jelatvitel fokozott expresszidja eredményezett. Hasonldan idiopatias
ASD-betegek kohorszaban, Schifer ¢és mtsai (2019) kimutattdk a specifikus
progenitoraiban. Mind a fokozott proliferacid és mind a csokkent neuritndvekedés az
ASD ¢és az SZ fontos neurodevelopmentdlis fenotipusa. Példaul a Kleefstra-szindroma
iPSC alapti modelljében is, amely az ASD genetikai szempontbol jol definilt altipusa,
arborizaciojat / sarjadzasat irtak le (Nagy és mtsai 2017).

A DNM-ek potencialis hatasaval kapcsolatban fontos kiemelni, hogy korabban
kimutattak azt, hogy a KHSRP szabdlyozza az axonalis és dendritikus ndvekedés fontos
szerepldjének szamito GAP43 mRNS-ének stabilitasat (Bird és mtsai 2013). A KHSRP
genetikai modositasa megvaltozott axonalis novekedésben nyilvanult meg az egér
primer idegsejt tenyészeteiben. Kisérleteinkben tendencia jellegli kiilonbséget tudtunk
azonositani a neuritok novekedésében. A beteg-eredetii és az apai progenitorokban
felgyorsult neuritndvekedés figyelhetd meg. Mind a fokozott NPC-szaporodas, mind a
felgyorsult neuritndvekedés olyan fenotipus, amelyet korabban ASD-vel hoztak
Osszefliggésben, azonban a vizsgalt SZ tridban szintén azonosithatok voltak. Grunwald
¢s mtsai (Grunwald és mtsai 2019) SZ és az ASD eredetii idegsejtek Osszehasonlitasara
iPSC alapt modellrendszert alkalmaztak, melynek eredményeképpen atfedo

fenotipusokat is taldltak, azonban az SZ ¢és az ASD eredetii neuronokat
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lehetett kiilonboztetni.

Végil nem taldltunk a vonalak kozott kiilonbséget az oxidativ stressz
toleranciajaban és a ROS szintjében. A beteg NPC-iben azonban megfigyelhet volt a
funkcionalis mitokondriumok alacsonyabb szama, és az elektronmikroszkopos képek
ezekben a sejtvonalakban megvaltozott mitokondridlis morfoloégiat mutattak. A
megnovekedett oxidativ stresszt és a mitokondridlis patologiat korabban szamos
neurodevelopmentalis €s neurodegenerativ rendellenességben leirtdk, ugymint a SZ,
ASD, amiotrofias lateralis szklerozis, Parkinson-kor és Alzheimer-kor. Ennek a
hipotézisnek a f0 koncepcidja a fejlddd agyban taldlhaté redox rendszerek
szabalyozasanak hibdja, amely fokozott oxidativ stresszt ¢s mitokondridlis patoldgiat
eredményez (Bitanihirwe és Woo 2011, Sullivan és Chandel 2014). A megnovekedett
oxidativ stressz szintje megvaltozott migracidhoz ¢és éréshez vezet a fejlodo
idegsejtekben, valamint neuralis toxicitashoz a felndtt agyban. Tobb bizonyiték is utal
arra, hogy a mitokondridlis diszfunkcié fontos szerepet jatszhat az SZ
betegségmodelljeiben is. Egy vizsgéalatban négy SZ beteg NPC-iben mind a
mitokondrialis diszfunkciot, mind az oxidativ stresszt vizsgaltak, amellyel meg tudtdk
vizsgélni a ROS-indukalt oxidalt fehérjék szintjét. A SZ-eredetli sejtvonalakban
emelkedtek szintet irtak le az egészséges kontrollokhoz képest (Brennand és mtsai
2015). Ugyanebben a kohorszban az immunhisztokémiai festés ¢s a TEM megvaltozott
mitokondrialis patologiat mutatott. Sajat NPC sejtvonalainkban nem taldltunk
kiilonbséget a ROS szintekben, azonban a mitokondrialis patologia kimutathat6 volt.

Osszefoglaloan elmondhatjuk, hogy sikeresen létrehoztunk egy iPSC alapu in
vitro eset-sziild trio betegségmodellt, amellyel a de novo mutacidok szkizofréniahoz

kothet6 cellularis fenotipusait tudtuk vizsgélni.

10. tablazat: A disszertdcio fGbb eredményeinek tabldzatos osszegzése

Fébb
mérfoldkovek | Allapot Moédszer F6bb eredmények, megfigyelések
(célkitiizések)
- sikeres NPC és neuron 1étrehozas;
Differencidciés Sejttenyésztés - OCT 3/4 és NANOG NPC és neuron \ expresszio
iPSC - NESTIN NPC N eszpresszio
protokoll npe |9PCR | pAX6, NEURODI, PROX1, FOXGI neuron
beallitasa, Kalcium-képalkotd .
optimalizalasa Neuron vizsgalat Mexpresszio
- NPC-ben nincs spontan kalciumjel; ATP, LPA, Try,
GLU indukci6 beallitasa
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Fébb
mérfoldkovek
(célkitiizések)

Allapot

Modszer

Fé6bb eredmények, megfigyelések

- neuronok spontan aktivitasa; KCl-ra depolarizacio,
TTX spontan aktivitas gatlas

Exom-szekvenalas

- 16 szkizofrén eset-kontroll trié6 exom-szekvenalasa -
> 1500 mutacid
- bioinformatikai elemzés -> 66 valdszinit DNM

Bet.eg'- SZUIO, trio Vér B101nfom atikai - Sanger-szekvenalassal validalt 12 DNM
kivalasztasa filterezés .
Sanger-szekvenalds | 9 DNM misszensz vagy nonszensz
- 1 betegben 3 DNM: KHSRP, LRRC7, KIR2DL1
aminosav cseréje
C e, - egészséges kariotipus
Beteg-sziil6 trio Ke}notlplz,a 1gs - Sanger szekvenaléssal a beteg 3 DNM-janak
O Mikroszkopia . A ,
PBMC sejtjeib6l | . 12 visszaigazolasa
. iPSC | Szekvenalas " Ly . .
iPSC vonalak N - megfeleld iPSC morfologia és pluripotencia
oy Immuncitokémia . o s
alapitasa markerek, a 3 csiralemez irdnyt differenciacios
qPCR ke .
épesség
- NPC differencialodési képességét neuronok
létrehozasa igazolja
- NESTIN/SOX2 pozitiv NPC, PROX1/MAP2
pozitiv neuron
- NANOG NPC, neuron V¥ expresszid
Sejttenyésztés - NESTIN/FOXG1 NPC M expresszio
qPCR - PAX6, NEURODI1, GRIA1, GRINI neuron M
RNS-szekvenalasi | expresszio
kisérletek -a DE gének 4 a neuronok kialakulasaért felelds
Kalcium-képalkoto [ ligandum-receptor kélcsonhatasokat érintd titvonalak,
vizsgalat az axon fejlédésért felels utvonalak, a neurogenezis,
iPSC vonalakbél | iPSC | Sejtploriferacios Whnt-jelatvitel, Ca" jelatvitel
NPC és neuron NPC | kisérlet -a beteg NPC vonal szignifikansan v GLU-vélasz
differencialtatasa | Neuron | Sebzéses kisérlet -a beteg NPC vonalban 4. napon szignifikansan
Neuritnovekedési sejtosztodas
kisérlet -a beteg vonalban 24 6ranal tendencialisan
CellRox proba sebzarodas
Oxidativ stressz -a beteg NPC vonal javara sem kezeletlen, sem
proba indukalt neuritnévekedés esetén sincs szignifikans
Mitotracker proba | kiilonbség

- beteg NPC tendencialisan & ROS szintet mutatott
- nem tapasztaltunk kiilonbséget oxidativ stressz
tolerancidban

- beteg NPC vonalban \ funkcionalis
mitokondriumok szdm
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6. Kovetkeztetések

A betegségmodellezés teriiletén a beteg-sziild tri6 visszaprogramozasa
lehetdséget kinalt a betegséget okozd mutacidk molekularis hatdsainak vizsgélatara és
ezek Osszehasonlitdsdra kozelesd genetikai hatterli sejtvonalakban. Kiilonb6z6
modszertani megkdzelitések segitségével szamos fenotipust tudtunk leirni a SZ betegbdl
szarmaz6 NPC vonalon. Az RNS-szekvenalas a DE-gének fokozott expressziojat
mutatta a neuronok kialakuldséért felelés ligandum-receptor kolcsonhatasokban, az
axon fejlodésért felelés utvonalakban, a neurogenezisben, az idegsejtek
differencialédasaban fontos Wnt-jelatviteli, és Ca’" jelatviteli Gitvonalakban. A beteg
NPC vonaldban a kalcium-képalkotd vizsgalattal csokkent glutamat valaszt mértiink. A
SZ betegbdl szarmazd NPC-k az anyai és apai vonalakhoz képest a sejtosztddasos
vizsgélatok 4. napjan fokozott ploriferaciot mutattak. A reaktiv oxigén gyokok
szintjeinek 0sszehasonlitasakor a beteg NPC-iben tendencia jelleggel alacsonyabb szint
volt mérhet6. A MitoTracker kisérletekkel pedig a funkcionaldé mitokondriumok
korabban mar Osszefliggésbe hoztdk az SZ-an kiviil az ASD-vel is. Eredményeink
szerint elképzelhetd, hogy a SZ és az ASD kozott ezen fenotipusok tekintetében atfedés
van. Ez a két rendellenesség, bar klinikailag elkiiloniil, a tlinetek €és a genetika szintjén
jelentds mértéki atfedést mutat. Ezért feltételezhetd, hogy az atfedd fenotipusok ebben
a betegségmodellben is kimutathatok.

Fontos, hogy 0sszefoglaljuk kutatasi koncepcionk és modellrendszeriink
limitacidit és potencialis kibovitési pontjait is. Vizsgalatunkban egy csalad szerepelt,
ezért megallapitasink nem altalanosithatdak, és alacsony esetszamokat képviselnek,
azonban ez a megkozelités tobbek kozott a személyre szabott medicina alapjat képezheti
a jovében. A vizsgalt beteg-sziilo triot 16 csaldd exom-szekvendldsi vizsgalata
segitségével valasztottuk ki, igy a kisérletek bovithetdek tovabbi csaladokkal is. A beteg
két testvérébdl nem hoztunk Iétre iPSC vonalakat, igy nem tudtuk a csaladban
el6forduld, nem a DNM-k &ltal okozott genetikai hatdsokat vizsgélni. Tovabbiakban
kiterjeszthetd a vizsgalat a tobbi csaladtagra is. A transzkripcidés és funkcionalis
csak az elso szakaszat reprezentalja. Ezeket a valtozokat az érett idegsejt szakaszaban is

célunk megvizsgalni. A célzott genomszerkesztési moddszerek, példdul a CRISPR,
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amelyet nem hasznaltunk ezekben a kisérleteinkben, lenne a legmegfelelébb modszer a
DNM-ek specifikus hatasainak vizsgélatara ¢és a feltételezett sejtes fenotipusok szelektiv
Osszekapcsolasara ezekkel. CRISPR moddszerrel lehetdség van a DNM-ek korrekcidjara,
¢s izogenikus 1PSC vonalak 1étrehozéasara, melyek az adott mutaciot leszamitva, azonos
genetikai hattérrel rendelkeznek. A visszaprogramozasi folyamat soran potencidlisan
fejldédé CNV-ket nem vizsgaltuk az iPSC vonalakon.

Szamos megoldasra varo kérdés marad ezekkel a rendszerekkel kapcsolatban,
mint a kvantifikalas, standardizalds, skaldzhatosag ¢€és a megismételhetdség, de
reményeinek szerint ez a megkozelités is egy novekvd jelentségli eleme lesz a

neuropszichiatriai betegségek kutatdsdnak (Kalman és mtsai 2016).
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7. Osszefoglalas

Az elmult évtizedben az in vitro betegségmodellezés fontos modszertani
eszk0zz¢ valt az Ossejtbiologia és a kisérleti idegtudomany taldlkozasanal, amely
alkalmazhaté a neuroldgiai ¢és pszichiatriai betegségek molekularis hatterének
feltarasara. A modellezés soran a human 6ssejtek pluripotens tulajdonséagait hasznaljuk
fel arra, hogy egy betegség szempontjabol fontos sejttipust hozzunk Iétre - a
neuropszichiatriai betegeségek esetében neuronokat - laboratériumi koriilmények kozott
iranyitott differencialtatasi protokollok alkalmazéasaval. Kiilonosen érdekes ez a
megkdzelités, ha ismert genetikai rizikévaridnsokat hordozd paciensek testi sejtjeibol
visszaprogramozassal iPSC-ket hozzunk létre, majd ezeket hasznéljuk fel in vitro
idegsejtkultirak 1étrehozasdhoz

Kisérleteink célja az volt, hogy a szkizofréniaban konkrét genetikai variansok
sejtszintli, idegsejt-fejlodésre és mukodésére kifejtett hatdsat vizsgaljuk indukalt
pluripotens dssejt alapt modellel. A DNM-k hatasainak sejtes rendszerben torténd
vizsgélatdhoz egy olyan megkozelitést dolgoztunk ki, amelyben egy szkizofrén eset-
szl tri6 minden tagjanak periférids vérének mononuklearis sejtjeibdl Sendai-virus
alapt visszaprogramozasaval indukalt pluripotens Ossejtvonalat hoztunk Iétre.
Modelliinkben a szkizofrén beteg 3 nem szinonim mutacié hordozoja az LRRC7,
KHSRP ¢és KIR2DLI1 génekben, melyek koziil kettd, az LRRC7 és a KHSRP
biologiailag relevans lehet a szkizofrénia patomechanizmusanak szempontjabol. A
létrehozott iPSC vonalakat kariotipizalassal és STR analizissel vetettiik ald szigoru
mindségi kontrollnak (kromoszémalis és genetikai valtozasok kizarasa), valamint
aramlasi citometriaval, qPCR-ral ¢és immunocitokémiaval jellemeztiik (pluripotens
allapot ellendrzése). Az igy kapott, tovabbi kutatasokhoz is felhasznéalhatd sejtvonalakat
publikaltuk és elérhetdvé tessziik a szélesebb kutatd kozosség szamara.

Az iPSC vonalakbol gyrus dentatus differenciacios protokoll felhasznalasaval
NPC-ket €s érett neuronokat hoztunk létre. Ezek immuncitokémiai és qPCR vizsgélata
azt mutatta, hogy mindegyik iPSC vonal képes NPC-k ¢és neuronok létrehozasara. A
vizsgalt NPC vonalak transzkriptomikai vizsgalata a Wnt-szignalizacidval, a neuronalis
differenciacioval, axon novekedéssel ¢és szinaptikus funkcioval kapcsolatos
kiilonbségeket mutatott. Kalcium-képalkotasi, sejtproliferaciés, migracios, oxidativ

stressz ¢és mitokondrialis vizsgalatainkban a glutamatra adott valaszban, valamint
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proliferaciés ¢és mitokondridlis folyamatokban észleltiink eltéréseket a betegbdl
szarmazd NPC-kben. Az in vitro modellrendszeriinkkel az NPC allapotban észlelt
cellularis fenotipikus kiilonbségek tovabb bdvithetik a szkizofrénia molekularis

patomechanizmusaval kapcsolatos tudasunkat.
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8. Summary

In the last decade, in vitro disease modeling has become an important
methodological tool at the intersection of stem cell biology and experimental
neuroscience that can be used to explore the molecular background of neurological and
psychiatric disorders. In this approach the pluripotent properties of human stem cells are
exploited to generate disease-relevant cell types - in this case neurons - using specific
differentiation protocols. The iPSC-based in vitro disease modeling has been exploited
successfully to elucidate molecular disease pathways giving rise to schizophrenia.
Therefore, it is plausible to use this model system for the investigation of disease

causing genetic factors in schizophrenia.

The aim of our experiments was to investigate the effects of specific genetic
variants on neuronal development and function in schizophrenia in an iPSC-based
model. To investigate the effects of DNMs in this model system, we generated a
pluripotent stem cell lines by Sendai virus-based reprogramming from the peripheral
blood mononuclear cells of all members of a SZ case-parent trio. The selected a SZ
patient carrying 3 non-synonymous DNM mutations in the LRRC7, KHSRP, and
KIR2DL1 genes. The LRRC7 and KHSRP genes are biologically relevant to the
pathomechanism of schizophrenia. The generated iPSC lines were characterized by
karyotyping, STR analysis (chromosomal and genetic change), flow cytometry, qPCR,
and immunocytochemistry (pluripotent state), and underwent strict quality control. The
resulting cell lines, which can be used for further research, have been published and

made available to the wider research community.

The NPCs and mature neurons were generated from iPSC lines using the gyrus
dentatus differentiation protocol. Immunocytochemical and qPCR studies of these
iPSCs showed that each line was capable of generating NPCs and neurons.
Transcriptomic analysis of the NPC lines showed differences in Wnt signaling, neuronal
differentiation, axon guidenace, and synaptic function. Differences in glutamate
response, proliferation, and mitochondrial function were observed in patient-derived
NPCs by calcium imaging, cell proliferation, migration, oxidative stress, and
mitochondrial assays. These phenotypic differences observed in the NPC state further

expand our knowledge of the molecular pathomechanism of SZ.
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