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Az elmult évtizedben Uj tudomanyterilet kialakuldsanak lehettiink tanui, amely a fejl6dés-
biolégia, az 6ssejtbioldgia, valamint a kisérletes és klinikai idegtudomanyok hatarvidékén

fekszik. In vitro betegségmodellezésnek azt a megkozelitést nevezziik, amely sordn a human

Ossejtek Gnmegu;jité és pluripotens tulajdonsagait aknazzuk ki azaltal, hogy egy adott beteg-
ség szempontjabdl fontos sejttipust hozunk létre laboratériumi koriilmények kézott irdnyi-
tott differencialtatasi protokollok alkalmazasaval. A neuroldgiai és pszichiatriai betegségek
esetében ez azt jelenti, hogy idegsejtekké differencidltatjuk az 8ssejteket a laboratériumban,
majd az adott betegség patomechanizmusaban érintett neuronpopulaciot specifikus cellularis

tulajdonsagai mentén vizsgaljuk. Az indukalt pluripotens 6ssejt (induced pluripotent stem

cell, IPSC) technoldgia fejlédésével lehetdvé valt, hogy bizonyos genetikai rizikbvariansokat
hordozé paciensek testi sejtjeibél hozzunk létre IPS sejteket visszaprogramozas utjan, majd

ezeket az 6ssejteket hasznaljuk fel in vitro idegsejt rendszer létrehozasahoz. A laboratoriumi

mérések soran kapott eredményeket végiil a paciensek klinikai adatainak ismeretében ér-
telmezzik. Ez az 8ssejtalapu betegségmodellezés alternativ megoldast nyujthat a krénikus

neuroldgiai és pszichiatriai betegségekben tobbnyire nem kivitelezhetd, biopszids mintavétel

hianyéra, médszere lehet biomarker-kutatasoknak és gydgyszerfejlesztésnek. Osszefoglald

tanulmanyunkban két jelentds, kézponti idegrendszert érint6 betegség, az Alzheimer-kor
és a szkizofrénia indukalt pluripotens Gssejt alapu modellezésének irodalmat mutatjuk be

és foglaljuk 6ssze.

(Neuropsychopharmacol Hung 2016, 18(4): 188-198)

Kulcsszavak: indukalt pluripotens ssejt, in vitro betegségmodellezés, neuronalis differenciacio,
szkizofrénia, Alzheimer-kor

human pluripotens 6ssejtek, azaz a human emb-

rionalis éssejtek (human embryonic stem cell,
HESC) és az indukalt pluripotens §ssejtek (induced
pluripotent stem cell, IPSC) szamos orvosbiolédgiai
tertileten alkalmazott, egyediilallé bioldgiai mo-
dellrendszert jelentenek. A pluripotens Gssejt alapt
madszerek fontos kutatasi eszkozokké valtak a fejls-
désbiologia, a molekularis bioldgia és a molekularis
orvostudomany teriiletén. Kihasznalva azt a tulajdon-

188

sagukat, hogy a szervezet barmely sejttipusat képesek
létrehozni akar laboratériumi koriilmények kozott
is, az Ossejteket killonb6z6 neurondlis sejttipusok
eléallitdsara is haszndlhatjuk, és igy a neuronok dif-
ferencialodasi, érési és miikddési folyamatai valnak
laboratériumi koriilmények kozott tanulmanyozha-
tova. Az egészséges, valamint kozponti idegrendszeri
betegségben szenvedd egyének testi sejtjeibdl létre-
hozott sejtvonalak az adott betegség tanulmanyozasat

NEUROPSYCHOPHARMACOLOGIA HUNGARICA 2016. XVIII. EvF. 4. szAM


https://core.ac.uk/display/83096814?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Neurolégiai és pszichidtriai betegségek in vitro modellezése...

OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

is el6segithetik. Osszefoglalé tanulményunkban arra
toreksziink, hogy két kozponti idegrendszeri betegség,
az Alzheimer-Kkor és a szkizofrénia példdjan keresztiil
bemutassuk az in vitro betegségmodellezésnek neve-
zett kutatas-mddszertani irdnyt.

ALTALANOSSAGBAN AZ OSSEJTEKROL

Az Gssejtbiologia hosszabb torténetre tekint visz-
sza, melynek csak egyik legtjabb fejezetét jelentik
az indukalt pluripotens dssejtek, azaz a szomatikus
sejtekbdl visszaprogramozott dssejtek. A tanulmany
tartalmi és terjedelmi korlatait is meghaladja, hogy
részletesen foglalkozzunk az dssejtbioldgia fontos
kérdéseivel, itt csak a betegségmodellezés alapjainak
megértéséhez fontos eredményeket fogaljuk 6ssze
réviden. Ossejteknek dltalanossdgban a szervezetiink
onmegujitd képességgel biro, korlatlan ideig fenn-
tarthato és differencidlodni képes sejtjeit nevezziik.
Kiilonlegességiik, hogy szimmetrikus (6nmagaval
megegyez6 két utoddsejt) és aszimmetrikus (egy 6n-
magéaval megegyezd és egy differencialtabb, érettebb
utddsejt) osztddasra is képesek. Megkiilonbozte-
tink potencialjuk, differenciaciés képességiik alap-
jan totipotens, pluripotens és multipotens Gssejteket.
Csoportosithatjuk 6ket embri6 eredeti és szoveti
Ossejtekként is. Az embrideredet(i Gssejtek totipo-
tensek vagy pluripotensek (Németh és Gocza, 2014;
Yildirim, 2012). Kisérleti alkalmazasuk szimos etikai
kérdést vetett fel az elmult évtizedekben, és kiilon-
boz6 orszagokban eltérd szabalyozas sziiletett kutatasi
hasznélatukkal kapcsolatban. A multipotens &ssejte-
ket (pl. neuronalis progenitor sejt, hematopoietikus,
mesenchymalis dssejtek) mas néven szoveti dssej-
teknek nevezziik. Ezek a sejtek egész életiinkben je-
len vannak szervezetiinkben, a homeosztazisban és
regeneraciéban van fontos szerepiik, azonban mar
csak a rajuk jellemz6 szovetspecifikus iranyba ké-
pesek differencidlodni, és in vitro kulturaban korla-
tozott ideig, mindGssze 5-10 passzazsig tarthatéak
fent.

Bar a pluripotens Gssejtek kutatdsa tobb évtizedre
nyulik vissza, human vonatkozasban az attorés csak
1998-ban James Thomson kisérleteivel kovetkezett
be. Els6ként sikertuilt blasztociszta stddiumu (mes-
terséges megtermékenyités soran fel nem hasznalt
és megmaradt) zigota belsé embridcsomdjabol ki-
nyert pluripotens sejtekbdl stabil human embrionalis
pluripotens Gssejtvonalat alapitania. Ez az §ssejtvonal
megfelelt a pluripotens Gssejtekkel szemben tdmasz-
tott kovetelményeknek: optimalis koriilmények kozott
képes volt korlatlan ideig osztddni, differencialat-
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lan allapotat megtartani, és spontan differenciacids
modellben mindhédrom csiralemez sejtjeit létrehozni
(Thomson et al., 1998). Azdta tobb szaz sejtvonalat
alapitottak és bebizonyosodott, hogy az orvosbioldgiai
kutatasok céljaira igen széleskortien alkalmazhatd
eszkozhoz jutottunk, mivel a holyagesira allapotu
belsé embridcsomobol (inner cell mass. ICM) kinyert
sejtekbdl megfelelden kontrollalt mikrokdrnyezet-
ben egy pluripotens, stabil, konnyen fenntarthatd,
fagyaszthato, génsebészeti eljarasokkal moédosithatd
vonalat lehet létrehozni, amely kés6bb differencidl-
tathato is a kivant iranyba.

2006-ban ujabb 4attorés tortént az Gssejtkutatas te-
rilletén. Shinya Yamanaka és munkatérsai el6szor egér,
majd egy évvel kés6bb human sejtek felhasznalasaval
bizonyitottak, hogy differencialt, szomatikus sejtek
visszajuttathatok a pluripotens ssejt allapotba négy
mesterregulator transzkripcids faktor (Oct3/4, Sox2,
c-Myc, Klf4) segitségével (Takahashi és Yamanaka,
2006; Takahashi et al., 2007). A reprogramozasnak
nevezett eljards soran differencialt testi sejtekbdl
(pl. fibroblasztokbol, fehérvérsejtekbdl, vagy akar
a hajhagyma €16 sejtjeibdl) indukalt pluripotens 6s-
sejteket dllithatunk el6 a megfeleld transzkripcids
faktorok (virus vagy plazmid expresszids rendszerek
révén) sejtbe valo bejuttatasaval. Az exogén eredetii
génexpressziot késobb a faktorok endogén kifejezd-
dése valtja fel, azaz a sejtek ,,6nszantukbdl” allnak
vissza egy kiils6 lokést kovetéen a pluripotens alla-
potba (Yamanaka, 2009). Az IPSC technika jelentd-
ségét az adta, hogy vizsgalhatéva valt a pluripotencia
epigenetikai szabalyozasa, a sejtvonalak alapitasa nem
igényel human blasztocisztakat, valamint megnyilt az
ut az in vitro betegségmodellezés el6tt, hiszen a gene-
tikai rizikénak kitett és/vagy a betegség altal érintett
egyének bérbiopszias, vér-, s6t akdr vizeletmintdjabol
is létre lehet hozni dssejtvonalakat (Benam et al., 2015;
Yamanaka, 2010).

Ez a tanulmany, és altalaban az in vitro betegség-
modellezés sem foglalkozik a terdpis céla ssejtku-
tatassal. A sejtterapia célja, hogy pluripotens dssejtbél
megfelelen differencidltatott, megfelel$ stadiumig
eljuttatott sejteket juttasson be a szervezetbe, akar
akozponti idegrendszerbe terapias céllal (Kimbrel és
Lanza, 2015). Elsésorban a traumatikus agyi és gerinc-
vel6i sériilések esetében, illetve a neurodegenerativ
betegségekben tekintenek nagy varakozassal erre
a lehetdségre, ugyanakkor még nagyon kevés a meg-
bizhat6 ismeret a teriileten, kiilonosen a kézponti
idegrendszeri betegségek tekintetében (Wang és
Doering, 2012).
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IDEGSEJTEK LETREHOZASA HUMAN
PLURIPOTENS OSSEJTEKBOL IN VITRO
DIFFERENCIALTATASSAL

Ahhoz, hogy az idegrendszeri betegségek molekuléris
mechanizmusait in vitro rendszeriinkben vizsgalni
tudjuk, a pluripotens 6ssejt dllapotbol el kell juttatni
sejtjeinket az érett, mar nem o0szt6dd, posztmitotikus
neuronoknak megfelel§ érettségi allapotba, differen-
cialtatnunk kell a sejtjeinket. A differencialédasi fo-
lyamat soran a sejtek el6szor még osztodd neuronalis
progenitorokka alakulnak, amelyek az idegrendszer
neurondlis Gssejtjeihez hasonld sejttipust képvisel-
nek. A differencidlodasnak ezen elsé 1épését labora-
tériumi korillmények kozott az ,,embrioid testecske”
allapoton, majd rozettaképzédésen keresztiil érjitk
el. A differencialédas masodik szakaszéban a sejtek
érett neurondlis identitas iranyaban kotelez6dnek el,
elvesztik osztodasi képességiiket, majd nyulvanyo-
kat novesztenek, hogy a tobbi idegsejttel kozosen
halozatot alakitsanak ki (1. dbra). Bér a kiilonb6zd
differenciaciés protokollok az in vivo idegfejlédés-
r6l rendelkezéstinkre allé ismereteken alapulnak és
a kutatasi eredmények szerint a neuronok mikroszko-
pikus, elektrofizioldgiai és ingeriiletatviteli tulajdon-
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neuronpopuliicidk

sagaikban az emberi agy idegsejtjeihez hasonlitanak,
nem szabad elfelejteni, hogy ez egy mesterséges mo-
dellrendszer, melynek minden tulajdonsagat nem
ismerjitk még pontosan. Az elmult évek kutatasai arra
utalnak, hogy a laboratériumi kérillmények kozott
eléallitott neuronok funkcionalis értelemben nagyon
éretlenek, mind elektrofizioldgiai tulajdonsagaikat,
mind halézati kapcsolataik tekintetében.

In vitro korilmények kozott nem tudunk (és alta-
laban nem is célunk) minden idegsejt tipust egyszerre
el6éllitani, hanem célzott protokollokkal specidlis
neuronpopulacidkat szeretnénk létrehozni. Ennek
megfelelden kiilon protokollok léteznek kortikalis
neuronok, eléagyi GABA-erg interneuronok,
hippokampalis neuronok, kézépagyi dopaminerg
neuronok, vagy gerincvel6i motoneuronok in vitro
el6allitasara. A killonb6z6 protokollok mas és mas
morfogének, novekedési faktorok és kis molekulak
alkalmazésaval érik el, hogy a kezdetben pluripotens
sejtek egy adott iranyba differencialédjanak. Ezek
a morfogének mutatis mutandis az agyi fejlédés soran
in vivo érvényesiild hatdsokat imitaljak. A pszichiat-
riai és neuroldgiai betegségek modellezése esetében
elsésorban az el6agyi, telencephalonbol kifejldé agy-
részek neuronpopulacidi lehetnek érdekesek, mert

NEUROPSYCHOPHARMACOLOGIA HUNGARICA 2016. XVIII. EvF. 4. szAM



Neurolégiai és pszichidtriai betegségek in vitro modellezése... OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

1. tablazat Azin vitro betegségmodellezésben hasznalt legfontosabb neuronalis differencialtatasi protokollok

Modellezett Differencialasi protokoll jellege
neuronpopulacié és hossza

kortikalis glutamaterg

érett kortikalis markereket hordozd
neuronok

neuronok

embrioid testecske, majd neurondlis
eléagyi GABAerg neuronok progenitorok és neuronok
monolayerben, 80 nap

embrioid testecske, majd neurondlis
progenitorok és neuronok
monolayerben (adherens, egyréteg(
sejtkultdra), 70 nap utan neuronok

hippokampusz gyrus
dentatus neuronok (PROX1-
expresszalé szemcsesejtek)

embrioid testecske, majd neuronalis
progenitorok és neuronok
monolayerben, 70 nap

kozépagyi dopaminerg
neuronok

in vivo vizsgalati modszerekkel is ezeknek az agyte-
riileteknek a patoldgiai (morfologiai) és funkcionalis
(elektrofiziologiai) eltéréseivel talalkozunk a legtobb
neuropszichiatriai kérkép, példaul demencidk vo-
natkozasaban. Hasonléképpen tobb elmélet létezik
arra vonatkozoan, hogy a szkizofrénia patoldgidjanak
kozpontjaban a frontalis lebeny interneuronjainak
nem megfeleld miikodése all (Lewis et al., 2012).
A hippokampalis neurogenezis zavarat szamos pszi-
chiatriai zavarban, példaul major depresszidban,
illetve szkizofréniaban is kimutattak. Ezért egy be-
tegség modellezésekor tobbféle neuronpopulaciot is
érdemes lehet vizsgalni. Az 1. tablazatban foglaltuk
Ossze a legfontosabb, illetve leggyakrabban hasznélt
iranyitott neuronalis differencidlasi protokollokat.

VIZSGALT CELLULARIS FENOTIPUSOK

Modszertani szempontbdl elmondhaté, hogy az in-
dukalt pluripotens &ssejtek 1étrehozasa és differen-
cialtatasa széles korben alkalmazott laboratériumi
technoldgianak szdmit. Az in vitro betegségmodel-
lezésben a tényleges kihivast a megfeleld sejtszintt
fenotipus megtalalasa és megbizhaté mérése jelenti.
A beteg és egészséges egyénekbdl 1étrehozott neuro-
nok esetében, elséként a sejtek morfoldgiajat érdemes
6sszehasonlitani. Ebben benne foglaltatik a neuronok
nyulvanyainak, dendritjeinek, fizikai szinapszisokat
létrehoz6 képességének vizsgalata. Lehetdségiink van
specifikus gének expresszidjanak vizsgalatara valds
idejti PCR segitségével vagy a teljes transzkriptom
felmérésére RNS-szekvenalasi technikaval, melynek

NEUROPSYCHOPHARMACOLOGIA HUNGARICA 2016. XVIII. EvF. 4. szAM

monolayer, 90 nap utan funkcionalisan

Alkalmazott novekedési

faktorok Publikacio

Noggin, SB431542, Shi és munkatarsai (Shi et
reténsav al,, 2012a; Shi et al,, 2012¢)
SB431542, purmorfamin, Liu és munkatarsai

BDNF, GDNF, IGF1 és cAMP | (Liu etal., 2013)

Noggin, SB431542,
ciklopamin, Dkk1, FGF2,
Wnt3a, AA, BDNF, cAMP

Yu és munkatdrsai
(Yuetal,, 2014)

Noggin, SHH és FGF8, AA, Boyer és munkatarsai
BDNF, GDNF, cAMP (Boyer et al.,, 2012)

sordn a neuronpopuldciokra jellemzd transzkripcids
faktorokat, strukturalis és szinaptikus fehérjéket ko-
dold gének expresszidjat vizsgalhatjuk. A leginkdbb
relevans celluldris fenotipusok funkcionalis méré-
sekkel tarhatok fel. Kalcium-képalkotasi technika-
val vizsgalhatjuk a neuronalis hélézat spontan és
receptorligandok hatdsara megvaltozé mtikodését,
a sejtek depolarizacidjat és a kalcium intracelluléris
szintjének véltozasat. Patch-clamp elektrofizioldgiai
meérésekkel az egyes neuronok membréanjan létrejove
ionaramokat mérhetjitk meg. Valos idejti mikroszkdp
rendszer segitségével drakon vagy napokon keresz-
tiil vizsgalhatjuk a neuronok differencidlodasat és
a nyulvanyok novekedését. Fontos kiemelni, hogy
a neuronok természetes éréséhez kulcsfontossagu
a szomszédos sejtek kapcsolata, amit in vitro diffe-
rencialds sordn nem tudunk biztositani, ezért erre
ko-kulturas tenyésztési modszerek johetnek szoba.
Emellett human neurondlis progenitor sejteket ki-
sérleti allatok agyaba betiltetve természetes szoveti
kornyezetben lehetséges vizsgalni fejlédésiiket (Yu
etal.,, 2014). Mertens és munkatdrsainak dsszefoglal6
tanulmanya (Mertens et al., 2016) részletesen foglal-
kozik a visszaprogramozasi technikakkal és a poten-
cidlisan hasznalhaté in vitro cellularis fenotipusokkal.

SZKIZOFRENIA VIZSGALATA INDUKALT
PLURIPOTENS OSSEJT ALAPU IN VITRO
BETEGSEGMODELLEZESSEL

A szkizofrénia a lakossag 0,8-1,5%-at érintd, sulyos,
kronikus lefolyassal jaro, gyakran munkaképesség-
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2. tablazat Szkizofrén paciensekbdl létrehozott IPSC és neuronalis sejtvonalakkal tértént kutatasok. SCZ: szkizofrénia, KNT: kontroll,

az idiopatias jelolést a kromoszédmalis eltérést nem detektalhato, feltehetéen poligénes hatterl betegekre alkalmaztuk.

Publikacio

Chiang és munkatarsai
(Chiang et al., 2011)

Brennand és munka-
tarsai (Brennand et al.,
2011)

Pedrosa és munkatarsai
(Pedrosa et al., 2011)

Paulsen és munkatarsai
(Paulsen Bda et al., 2014)

Robicsek és munkatarsai
(Robicsek et al., 2013)

Brennand és munka-
tarsai (Brennand et al.,
2015)

Yu és munkatarsai (Yu et
al,, 2014)

Bundo és munkatarsai
(Bundo et al., 2014)

Yoon és munkatarsai
(Yoon et al., 2014)

Wen és munkatarsai
(Wen et al., 2014)

Marsoner és munkatarsai
(Marsoner et al., 2016;
Marcatili et al., 2016)

csokkenéshez vezetd pszichiatriai zavar, melyre a késé
serdiil6korra vagy fiatal felnéttkorra es6é betegség-
kezdet jellemz6 (van Os és Kapur, 2009; Phillips és
Kupfer, 2013; Rethelyi et al., 2013; Wittchen et al.,
2011). A betegség pozitiv tiinetekkel (hallucindciok
és téveszmék), dezorganizalt gondolkodassal és ma-
gatartassal, negativ tiinetekkel (érzelmi elsivarosodas,
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Vizsgalati alanyok,
klinikai jellemz6k

2DISC1 deléciét hordo-
26 SCZ beteg

4 SCZ beteg
(idiopatias) és 4 KNT

3 SCZ beteg, az egyik
22q11.2 deléciot
hordozé

1 idiopatias, terapia
rezisztens SCZ beteg
és 2 KNT

3 clozapinnal kezelt
SCZ beteg és 2 KNT

4 SCZ beteg (idiopatias)
és 4 KNT

Id. Brennand és mtsai,
2011

1 péaciens 22q11.2
delécidval

1 paciens 15q11.2
mikrodelécidval

2 DISC1 frameshift mu-
taciot hordozé beteg
egy csaladbol (1 SCZ és
1 depresszids), 2 KNT
ugyanabbdl a csaladbdl
és 1 fliggetlen KNT

Klozapinra reagélo
és klozapin-rezisztens
szkizofrén paciens.

Reprogramozas mddszere,
differenciacios protokoll

Csak reprogramozas tortént,
plazmid transzfekciéval.

Yamanaka faktorokat és LIN28-t
expresszalé tetraciklinnel
indukalhato lentivirus,
panneuronalis protokoll.

Yamanaka faktorokat
expresszald lentivirus, reténsav-
mentes differenciacio.

Yamanaka faktorokat
expresszald retrovirus,
panneurondlis differenciacio.

Yamanaka faktorokat
expresszalé lentivirus,
glutamaterg és dopaminerg
iranyu differenciécio.

Id. Brennand és mtsai., 2011

Gyrus dentatus
(hippokampalis) differenciacios
protokoll.

Sendai virus alapu
reprogramozas.

Episzomalis, nem-integralédo
plazmid transzfekcio.

Episzémalis, nem-integra-
16d6 plazmid transzfekcio,
panneuronalis differenciacio.

Sendai virus alapu
reprogramozas.

F6 eredmények

Pluripotens sejtvonalak voltak létrehoz-
hatok.

Csokkent neurondlis konnektivitas és
neuritndvekedés, elektrofizioldgiai és
génexpresszios kilonbségek, melyeket
az antipszichotikus kezelés ellensulyozott.

Nem tortént szisztematikus 6sszeha-
sonlitas; génexpresszios profil eltért
(perzisztalé OCT4 és NANOG kifejez6dés).

Kétszer nagyobb extramitokondrialis
O2fogyasztas; emelkedett ROS szintek,
melyet a valproat kezelés rendezett.

A glutamaterg és dopaminerg neuronok
diszfunkcio és koros neuronalis halozati
struktura.

A neuronalis kulturdk génexpresszids
mintdzata fotalis fejlédési stadiumnak felel
meg. Kérosodott progenitor migracié és
fokozott oxidativ stressz SCZ-ban.

Kélcium-imaging és spontan excitatérikus
posztszinaptikus aram (sEPSC) frekvencia
mérése patch-clamp technikaval. Csok-
kent mini frekvencia SCZ-ban.

Magasabb LINE1 retrotranszpozon aktivi-
tas szkizofrénidban.

CYFIP1 gén doziskilonbség altal okozott
abnormalis rozetta struktura és apikalis
polaritas a neurondlis differenciacié soran.

DISC1 muténs neuronokban
preszinaptikus deficit, csokkent DISC1
szint (@ mutans fehérje dominans ne-
gativ hatasa); pre-, posztszinaptikus és
transzporter gének diszregulacidja;

a rendellenességek TALEN genom korrek-
ciéval helyreallithatéak.

Csak reprogramozas és IPSC karakterizélas
tortént, tovabbi vizsgélatokat terveznek.

csokkent szocidlis motivacidk), valamint kognitiv
zavarokkal jellemezhetd. Kezelése, amely tobbnyire
élethosszig tarto, az elmult évtizedek farmakoldgiai
és pszichoszocialis intervencidinak fejlédése ellenére
is gyakran akadalyokba titkozik. A paciensek jelen-
t6s hanyada nem reagal megfelel6képpen a rendel-
kezésre 4llo terdpias lehetGségekre, vagy a hianyos
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betegségbelatas és egylittmikodés assa ald a kezelés
hatékonysagat. Az iker- és csaladvizsgalatok magas
heritabilitast (6rokletességet) jeleztek a betegségben,
ugyanakkor a genetikai asszociacios vizsgalatok kevés
jol replikalhaté genetikai varianst tudtak azonositani
a nagyelem szamu (tobbezer szkizofrén beteg) vizs-
gélat ellenére. Emiatt feltételezhet, hogy a szkizofrén
tiinetek kialakuldsaban, a legtobb esetben komplex,
poligénes a héttér, azaz tobb, egyenként kis hatast
genetikai varidns teszi az egyedet érzékenyebbé
a koérnyezetei riziké faktorok hatasaira.

Ritka kromoszémalis aberraciok, mint példaul
a Disrupted-in-schizophrenia 1 (DISC1) gén transz-
lokacidja vagy a 22q11.2 régié delécidja (DiGeorge
szindroma) csak igen kis szdmban, a szkizofrén bete-
gek 0,2-0,3%-4ban detektélhat6. Erdekes megfigyelés,
hogy az 1q21.1 és a 15q13.3 delécidkat szkizofrénia
mellett autizmussal és értelmi fogyatékossaggal is
Osszefliggésbe hoztak (Rethelyi et al., 2013). Ezért
az elmult évtizedekben a szkizofrénia kutatasaban is
meghatarozdva vélt a neurodevelopmentalis szemlélet.
Eszerint a szkizofrénia egy neurodevelopmentalis
zavar, melynek alapja a patologids agyfejlédés, példaul
az agykéreg és a hippokampusz kialakuldsa soran
a neuronalis migraci6 karosodik, vagy a szinapszi-
sok fejlddésének és eliminacidjanak az egyensulya
felborul, és aberrans neuronalis mikrohaldzatok fej-
16dnek ki. A genetikai hatasok fontos szerepére és
a neurodevelopmentidlis etioldgidra valé tekintettel
szamos kutatocsoport gondolta ugy, hogy az indu-
kalt pluripotens alapu in vitro betegségmodellezés
relevans megkozelités lehet szkizofréniaban.

A szkizofrénidban végzett in vitro betegségmo-
dellezési vizsgalatokat a 2. tablazat foglalja ossze.
Osszességében elmondhatjuk, hogy az eredmények
rendkiviil heterogének és szerteagazok. Szamos vizs-
galatban voltak kimutathatok molekularis és funkci-
onalis killonbségek neuronalis progenitor vagy érett
neuron szinten, ugyanakkor fiiggetlen kutatécsopor-
tok dltal megismételhetd és megegyezd eredmény alig
sziiletett a teriileten. A vizsgalatokba bevont betegek
heterogenitasanak csokkentése érdekében a kutatok
probaljak az ismert genetikai polimorfizmusokat, gén
masolatszam variaciokat (copy number variation)
hordozé betegekbél létrehozni az IPSC vonalakat.
Genom-editalasi modszerek (példaul CRISPR vagy
TALEN) lehet6vé teszik, izogenikus, csak egyetlen
genetikai polimorfizmusban eltéré sejtvonalak 1ét-
rehozasat. Ennek a segitségével vizsgalhat6, hogy
a genetikai ,,hiba” korrekciodja sejtes szinte is helyreal-
litja-e a fenotipust vagy a ,hiba” 1étrehozasa kialakitja
a kontroll sejtekben is a fenotipust.
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Legalabb két fliggetlen vizsgalat tamasztja ala az
alabbi betegségutvonalakat a szkizofrénia in vitro
modelljeiben: a neuronalis progenitorok karosult
migracidja, a sejtek mitokondrialis, tehat energeti-
kai zavara és fokozott oxidativ stressz. Neuronalis
hélézatok szintjén karosult preszinaptikus funkcié
volt megfigyelhetd, amely csokkent konnektivitashoz,
a halézatok deszinkronizalt mitkodéséhez vezetett.
A szkizofrénia sejtes modelljének felhasznalasaval
tobb molekula, igy a loxapin, valproat, litium, riluzol
és IGF1 kedvezd hatasa volt kimutathato a fenti ka-
rosult fenotipusokra.

IPSC-ALAPU IN VITRO BETEGSEGMODELLEZES
ALZHEIMER-KORBAN

A 65 év feletti lakossag 8%-andl, mig a 80 év felet-
tiek 30%-anal figyelhet6 meg szignifikdns kognitiv
funkciéromlas, a DSM-5 terminologia alapjan ma-
jor neurokognitiv zavar. A leggyakrabban el6for-
duld, a kognitiv hanyatlast mutatd paciensek tobb
mint felét érinté demencia-tipus az Alzheimer-kor,
amelyre neuropatoldgiailag extracellularisan kiala-
kuld neuritikus plakkok és intracelluldrisan felhalmo-
26do neurofibrillaris kotegek, beta-amiloid lerakodas
jellemz6 (Pakaski és Kalman, 2015). Az Alzheimer-
koérnak genetikai epidemiolégiai szempontbdl meg-
kiillonboztetjitk a familidris és sporadikus formajat
(Plomin et al., 2013). A familidris forma az 6sszes eset
5%-a, korai indulast, 50 évnél fiatalabb életkorban
kezdédik és a neuropszichidtriai betegségek kozott
egyediilallé mdédon mendeli, autoszomalis domi-
nans 6roklédést kovet. A familidris formdban eddig
azonositott génmutdciok a presenilin-1 (PSEN1),
a presenilin-2 (PSEN2) és az amiloid prekurzor pro-
tein (APP) gének pontmutdcioi az amiloid anyagcsere
kéros eltolodasat okozzak a toxikus (a hosszabb, Ap42
tipust) beta-amiloid képzédés iranyédba. Megemli-
tendd, hogy az APP gén a 21. kromoszéman helyez-
kedik el. Nagy valoszintséggel ezzel magyardzhato az
Alzheimer-tipusu demencia gyakoribb el6fordulasa
21-es triszomiaban, Down-szindrémaban. A spora-
dikus Alzheimer-koér tipusra késébbi, 65 év feletti
betegségkezdet jellemzé és a nevével ellentétben nem
teljesen sporadikus, ikervizsgalatok alapjan a betegség
heritabilitasa 0,6 koriil van. Ez az idéskori Alzheimer-
koér genetikai szempontbol poligénes, azonban egy
major hatasu génvaltozatot sikeriilt mar kimutatni.
Az apolipoprotein E (APOE) gén e4-es alléljének frek-
vencidja kb. 40% Alzheimer-koros betegek korében
a kontrollok kozott észlelhetd 15%-hoz. Az e4-es allél
altal kodolt fehérje konnyebben kotédik az amiloid
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3. tablazat Alzheimer-kérral vagy Down-szindrémaval* foglalkozé IPSC vagy neuronalis sejteken végzett kutatasok

*Csak azon Down-szindrémas betegektdl szarmazo IPSC-kutatasokat listazzuk, melyek a korai AK neuropatolégidjanak tanulményozasara
hasznaltak a sejttenyészeteket. (DS: Down szindréma; KNT: kontroll; fAK és sAK: familidris és sporadikus Alzheimer-kér; APP: amiloid prekurzor
protein; A3: beta-amiloid, melynek a gyakoribb, révidebb formaja az AB40, a hosszabb, kicsapddasra hajlamos, amiloidogenikus formaja
az AB42; BSI és GSI: B- és y-szekretaz gatld; NSAID: nem-szteroid gyulladasgatld; IPSC: indukalt pluripotens 6ssejt; iN: indukalt neuron;
ESC: embrionalis 6ssejt; PSEN1 és PSEN2: presenilin-1 és -2.)

Publikacio

Yagi és munkatarsai
(Yagietal, 2011)

Yahata és munka-
tarsai (Yahata et al.,
2011)

Israel és munkatarsai
(Israel et al,, 2012)

Koch és munkatarsai
(Koch et al.,, 2012)

Shi és munkatarsai
(Shi et al.,, 2012b)

Briggs és munka-
tarsai (Briggs et al.,
2013)

Kondo és munka-
térsai (Kondo et al.,
2013)

Woodruff és munka-
tarsai (Woodruff et
al,, 2013)

Lee és munkatarsai
(Lee et al.,, 2014)

Liu és munkatarsai
(Liu et al., 2014)
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Vizsgalati alanyok,
klinikai jellemz6k

2 fAK beteg (egy PSEN1
és egy PSEN2 mutaciot
hordozo), 1 sporadikus
Parkinson-koéros beteg,
1 KNT

1 KNT IPSC, 1 KNT ESC

2 fAK beteg (APP gén
duplikaciéval), 2 sAK
beteg, 2 KNT

3 PSEN1 varianst hordo-
z6 sejtvonal (ESC-bdl),

3 izogenikus KNT, 1
fuiggetlen KNT IPSC

1 DS és 2 KNT IPSC, 1 DS
és 1 KNT ESC

Ugyanattdl a DS betegtdl
szarmazo6 21 triszomias
és euploid sejtvonal
(izogenikus KNT),

2 fuggetlen KNT.

5 fAK beteg (APP muta-
ci6), 2 sAK beteg, 3 KNT

9 génsebészeti eljarassal
|étrehozott PSEN1 mu-
tans IPSC és izogenikus
kontrolljaik

2 AK beteg (egy APOE €4
és egy PSEN1 mutacid),

1 Parkinson-kéros beteg,
1 KNT

3 fAK beteg (PSEN1
mutacid), 2 KNT

Reprogramozas
modszere

OCT4, SOX2, KLF4,
LIN28 és NANOG vagy
Yamanaka-faktorokat
expresszald retrovirus

Oct3/4, Sox2 és Klf4
expresszalé lentivirus

Yamanaka- faktorokat
+ EGFP expresszalo
retrovirus

Yamanaka- faktorokat
expresszalé retrovirus

A sejteket mas intézetek-
t6l kaptak,

a reprogramozast nem
részletezik.

oriP/EBNA1-alapu pCEP4
episzomalis, nem-integra-
16d6 vektor

SOX2, KLF4, OCT4, L-MYC,
LIN28 és kis hajti RNS p53
expresszalé episzémalis,

nem-integralédo vektorok

4 faktort expresszalo
retrovirus (a sejteket
mas intézettdl kaptak,
a reprogramozast nem
részletezik)

Yamanaka- faktorokat
expresszald retrovirus

Yamanaka- faktorokat
expresszald retrovirus

Vizsgalt sejttipus, f6 eredmények

fAK neuronok tobb A42-t szekretaltak, tau-
patoldgiat nem figyeltek meg; a GSI és szelektiv
ABR42-csokkentd kezelés mérsékelte a koros AR
relativ mennyiségét.

Differencialtatott kortikalis neuronok és glia sejtek
karakterizacidja, AR anyagcseréjik jellemzése;

a BSI és NSAID kezelés csokkentette az AB42
szekréciot.

3 AK sejtvonalban magasabb AB40, a foszforilalt
tau és az aktiv glikogén szintaz kinaz-38 (GSK3R)
szint, melyet csokkentett a BSI és GSI kezelés;
intracelluldrisan akkumulalédé nagy RAB5-pozitiv
korai endoszémak.

A sejtérettség és a PSEN1 genotipus befolyasolja
az AK-fehérjék expressziojat, az APP metaboliz-
must és az AR tipusok aranyat, melyre kedvezé
hatassal van a GSI (+NSAID) kezelés.

DS sejtkulturdkban magasabb az AB40 és AR42
szint (de az APP nem), extra- és intracellularis
AR aggregatumok, kéros tau-foszforilacié és
lokalizacié;a tenyésztési idével n6 a kiilonbség
a KNT-hoz képest.

21 triszémiaban jelentés génexpresszids eltérések
IPS sejtekben; a differenciacié soran magasabb
glia képz6dési rata; fokozott oxidativ stressz
érzékenység; nem volt kiilonbség a neuronalis
differenciacio, proliferacio, és neurit névekedés
tekintetében.

AB42 akkumulalédott egyes fAK és sAK neu-
ronokban és asztrocitdkban, mely oxidativ és
endoplazmatikus retikulum-stresszhez vezetett;
a BSI és dokozahexén-sav kezelés csokkentette
a stresszt.

Az egyes mutaciok hatasa a y-szekretaz-fliggé és
-fliggetlen PSEN1 funkciokra, az AB42:AB40 arany-
ra; a TALEN génsebészeti eljaras nagy specificitasu.

Multimodell-rendszerben bizonyitottak, hogy
AK-ban fokozott a savas szfingomielindz aktivitasa;
ez 6sszefligghet az AK iN-ra jellemz6 autofagia
zavarral, mely befolyasolhaté az enzim gatlasaval.

AK sejtekben magasabb azAR42:AR40 arany; GSI
csokkenti valamennyi A szintjét, a y-szekretaz
modulator kezelés pedig azAR42 relativ meny-
nyiségét (fibroblasztokban, IPSC és neuronalis
sejtekben is).
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Maloney és munka-
tarsai (Maloney et
al, 2014)

Muratore és munka-
tarsai (Muratore et
al,, 2014)

Sproul és munka-
tarsai (Sproul et al.,

2 IPSC vonal (kiilonb6zé
APP mutécid),
2 izogenikus KNT

2 APP mutaciot hordozé
(AK-val diagnosztizalt
apa és tinetmentes
ldnya), 4 KNT

3 fAK beteg (PSEN1 mu-
taciok 2 csaladbdl),
2 KNT a csaladokbdl,

Kereskedelemben elér-
hetd sejtekkel dolgoztak,
a reprogramozast nem
részletezik.

Yamanaka- fakto-

rokat expresszalo
retrovirus (a KNT mintak
6ssejtbankbol)

Yamanaka- faktorokat
expresszalé retrovirus.

Bizonyos APP génvariaciok kivédik, vagy el6segitik
az amiloidogenikus APP hasitast human iN és
transzfektalt vagy primer egér neuronokban.

Az APP V7171 mutacié befolyésolja az APP
lokalizaciojat, az AB42 relativ mennyiségét, a tau

AK fibroblasztokban és neuronalis
progenitorokban magasabb az AR42:AR40 arany;
a génexpresszios kilonbségek fokozédtak a

2 1 fliggetlen KNT

Vazin és munka-
tarsai (Vazin et al.,
2014)

2 KNT IPSC, 2 KNT ESC . .
részletezik.

Zhang és munka-
tarsai (Zhang et al.,
2014)

1 KNT IPSC

fehérjéhez, aminek nagy valdszintiséggel szerepe lehet
az amiloid plakkok létrejottében. Ezen kivill genom-
szint( asszociacios vizsgalatokkal sikeriilt azonositani
Ujabb genetikai riziké faktorokat iddskori Alzhei-
mer-kérban, mint példaul a sortilin-related receptor
(SORLI1) gén variénsait (Rogaeva et al., 2007). Erdekes
moédon a SORL1 gén terméke egyrészt lipoprotein
(LDL) receptorként funkcional, masrészt az amiloid
fehérje anyagcseréjében van szerepe.

Szamos probélkozas tortént az Alzheimer-kor
IPSC-alapti modellezésére, melyeket a 3. tablazatban
foglaltunk 6ssze. A megkozelités kritikajat jelenti eb-
ben a betegségben, hogy az in vivo évtizedek alatt lejat-
$206d6 neurodegeneracios folyamat reprodukalhaté6-e
néhany hét alatt laboratériumban. Az eddigi eredmé-
nyek arra utalnak, hogy az Alzheimer-patoldgia alap-
jat jelentd AP42- és tau-fehérje plakkfelhalmozédas
reprodukélhato az Alzheimer-kdr és a hozzd hasonld
21-es kromoszoma triszomia IPSC-alapti modell-
jeiben. Tovabba a patoldgias fehérjék képzddése
befolyasolhatd volt olyan farmakologiai dgensekkel
(példaul NSAID, 3- és y-szekretdz gatlok), melyek
az elmult évek gyogyszerfejlesztési agendajaban is
fontos szerepet jatszottak. Ugyanakkor érdemes meg-
jegyezni, hogy ezek az eredmények mechanisztikus
modellt jelentenek, melyek az Alzheimer-patoldgia-
nak csak egyes részfolyamataba engednek betekintést.
Az Alzheimer-kor tiinetei felteheten nem kozvet-
leniil a patoldgias fehérjelerakodas kovetkezményei,
hanem a kdros fehérje lerakddas hatasara (maig még
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A reprogramozast nem

Oct3/4, Sox2 és Klf4
expresszalé retrovirus

differenciacio el6rehaladtaval, de csak részben
korrelaltak az agyban mért értékekkel.

A differencialtatott glutamaterg és GABA-erg
neuronok megfeleld in vitro AK modellrendszerek
lehetnek; a glutamaterg és az idGs sejtek érzéke-
nyebbek az AB42-kezelésre.

A differencialtatott 3D neuronkultirak megfelelé
in vitro AK modellrendszerek lehetnek.

nem teljes kortien értett modon) létrejovo szinaptikus
és neuronadlis pusztulas révén jonnek létre. Ezt a folya-
matot azonban a bemutatott sejtes modellek kevésbé
tudtak eddig reprodukalni.

OSSZEFOGLALAS

Osszefoglalonkban arra szerettiik volna felhivni
a figyelmet, hogy az Gssejtbioldgia és a kisérleti ideg-
tudomadny talalkozasandl rendelkezésre all egy fon-
tos modszertani megkozelités, ami felhasznalhaté
a neurologiai és pszichiatriai betegségek molekuld-
ris hatterének kutatasara. Két kronikus betegség, a
szkizofrénia és az Alzheimer-kor példajan keresztiil
mutattuk be a teriilet eddigi eredményeit. Mig szki-
zofrénidban elsésorban a konkrét genetikai varian-
sok sejtszintli, idegsejt-fejlédésre kifejtett hatasanak
kutatasara tudjuk hasznélni a sejtes modelleket, az
Alzheimer-korban a koros fehérjék termelédésének
dinamikéja és ennek gyogyszermolekuldk éltali be-
folyasolhatosaga vizsgalhaté. A kutatdsi megkozelités
szempontjabol kulcsfontossagu lesz, hogy a mddszer-
tan fejlodésével novelhetdvé valnak-e az esetszamok.
A jelenleg elérhet$ szakirodalom ugyanis néhany
(max. 5) pacienstdl szarmazé IPSC vonallal végzett
kisérletbdl von le kovetkeztetéseket ezekre a geneti-
kailag és klinikailag rendkiviil heterogén betegcso-
portokra vonatkozolag. A szakirodalom ezt nevezi a
skalazhatdsag (scalability) problémajanak. Hasonldéan
fontos kérdés, hogy sikeriil-e ugyanazt az eredményt
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kimutatni hasonl6 differencidlasi protokollokkal és
mérési technikakkal egymastdl fiiggetlen kutatocso-
portoknak, azaz reprodukalhatok lesznek-e az in vitro
betegségmodellezési eredmények. Bar szamos kérdés,
kritika és bizonytalansag 6vezi, reményeink szerint
id6vel ez a megkozelités is egy fontos eleme lesz a
neuropszichiatriai betegségek kutatdsanak fegyver-
tardban (Kdlman et al., 2016).
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Hathy Edit és mtsai

Modeling neurological and psychiatric disorders in vitro using

induced pluripotent stem cells: highlighting findings

in Alzheimer’s disease and schizophrenia
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Over the past decade we witnessed the birth of a new scientific area that lies at the borders
of developmental biology, stem cell biology, basic and clinical neuroscience. In vitro disease
modeling refers to the approach that exploits the capacity of stem cells for self-renewal and
pluripotency by generating specific cell types that are relevant for a given disorder. Based on
this method, neurological and psychiatric disorders can be investigated by differentiating
stem cells into neurons in a dish, and studying the relevant neuronal populations affected in
the pathophysiology of the disorder in terms of specific cellular phenotypes. The advent of
induced pluripotent stem cells (IPSCs) has made it possible to reprogram IPSCs from somatic
cells of patients carrying specific genetic risk variants, and to analyze the in vitro cellular
findings in the context of the clinical picture. Pluripotent stem cell based disease modeling
offers an alternative solution for invasive and mostly not performable central nervous system
biopsies in neuropsychiatric disorders, and is an appealing laboratory method for studying
biomarkers of these disorders and for future drug development. This review summarizes the
pluripotent stem cell based disease modeling literature in two important neuropsychiatric
disorders, Alzheimer’s disease and schizophrenia.

Keywords: induced pluripotent stem cell (IPSC), in vitro disease modelling, neuronal differ-
entiation, schizophrenia, Alzheimer’s disease
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