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Bevezetés

A pszichiatriai zavarok, mint példaul a szkizofrénia, a bipolaris affektiv zavar, szorongasos
zavarok, vagy a major depresszio a lakossag jelentds hanyadat érintd betegségek, egyiittes
¢lettartam prevalencidjuk majdnem 50%, ezért népegészségligyi szempontbol kiemelt
jelentdségiick. A pszichiatriai zavarok jellemzéen multifaktoralis etiologiaval rendelkeznek,
genetikai hatterik komplex, kockazati tényezOik komplex hattérrel rendelkeznek, csak
részlegesen ismertek a betegségekre haté kornyezeti (Un. ,trigger”) faktorok, és egyelore

nincsenek megbizhatd biomarkereik sem.

A szkizofrénia (SZ) és mas pszichiatriai zavarok molekuléris patogenezisének felderitésére
leginkabb post mortem agymintak vagy allatmodellek szolgalnak eszkoziil, ugyanis ex Vivo
kisérletet nem végezhetd, biopszias agymintak nem allnak rendelkezésre. A post mortem
mintak egyfeldl korlatozott mértékben hozzaférhetd forrast jelentenek, masfeldl a betegség
végallapotara jellemzd elvaltozasokat, jellegeket viselnek, igy csak egy pillanatfelvételként
szolgalhatnak a betegség megismerésében. Eredményeik értékelésénél figyelembe kell venni
még a fehérje és RNS lebomlasanak lehetdségét, tovabba a mintak funkcionalis vizsgalatokra
nem alkalmasak. Allatmodellek segitségével ok-okozati hatasokat tudunk tesztelni, de
eredményeik sok esetben nehezen atiiltethetdk a human rendszerre, a fajok kozotti
kiilonbségek, valamint a mentalis zavarok human-specifikussaga miatt. A pszichiatriai
zavarok molekularis hatterének tanulméanyozisaban hasznalt allatmodellek &ltalaban nagy
hatast, ritka mutaciok esetén szolgalnak hasznos informéciokkal sejtbiologiai folyamatokkal

vagy viselkedési endofenotipusokkal kapcsolatos kérdésekben.

Ezen modellrendszerek limitacidinak athidalasara, valamint korabbi megfigyeléseinek
kiegészitésére lehet alkalmas az indukalt pluripotens 6ssejt (induced pluripotent stem cell,
IPSC) alaptl in vitro betegségmodellezés a pszichiatriai betegségek cellularis szintli

vizsgalataban és feltarasaban.

Az iPSC alapu betegségmodellezés kdzponti gondolata, hogy betegek szomatikus sejtjeibdl,
példaul fibroblasztjaibol vagy fehérvérsejtjeib6l 1étrehozott pluripotens sejtvonalak
differencialtatdsaval olyan molekularis és funkcionalis fenotipusokat tudunk vizsgalni, amely

kiilonbségeket mutathat egészséges kontroll személyekbdl 1étrehozott sejtvonalakhoz képest.



Tovabba ezek a fenotipusok el6érébb vihetnek minket az in vivo folyamatok, molekularis

betegségutvonalak megértésében.

Az altalunk hasznalt in vitro betegségmodell szkizofrénia beteg-sziilé tridbol szarmazo
PBMC-k Sendai-virus alap visszaprogramozasaval létrehozott iPSC-ket hasznalt fel. A
modell célja a de novo mutécidk szkizofrénia kialakulasaban vald hatasanak vizsgalata, az
IPSC-kbdl Yu és mtsai 2014-es publikacioja alapjan 1étrehozott a felndttkori neurogenezisben
érintett, a SZ szempontjabol relevans PROXI1-expresszald6 human in vitro neuralis

progenitorok ¢és neuronok felhasznalasaval (1. abra).

NPC Neuron

DAPI/SOX2/NESTIN DAPI/PROX1/MAP2
1. dbra: A létrehozott NPC-k és idegsejtek immuncitokémiai vizsgdlata. Egy SOX?2 (piros) és NESTIN
(zold) pozitiv NPC vonal, valamint egy PROX1(piros) és MAP2 (zéold) neuron kultira reprezentativ fluoreszcens

képe.

Beteg-sziild tri6 betegségmodell hasznalatanak eldnye a kozel azonos genetikai hatter(i
biologiai kontrollok alkalmazasa. A teljes genom-szekvendldsi technikak egyre szélesebb
korben vald elérésével szamos egy csaladon beliil két generacio kozott kialakulo de novo
mutacidkat is feltdrd kutatds zajlik pszichitriai betegségek esetében is. Azonban ezen
kutatdsok a mutaciok azonositasan tal, azok tovabbi hatdsait altaldban nem vizsgaljak.
Rendszeriink 1jito jellege abban mutatkozik, hogy ett6l a 1épéstdl folytatva, a feltaro
kutatdsok eredményeire tamaszkodva kiséreltik meg egy iPSC alapt szkizofrénia
betegségmodellben vizsgalni a csaladban megjelend de novo mutaciok esetleges
betegségspecifikus hatdsait. Viszonylag kevés tanulmany alkalmazta az iPSC alapu betegség
modellezést eset-sziild tridk vagy csaladok esetére, ugyanakkor a csaladon beliil érvényesiild
genetikai hatasoknak vagy az egyik generaciorol a masikra megjelené de novo mutaciok

vizsgalatanak ez egy fontos eszkoze lehet.



Célkitiizések

A betegség kialakuldsaban szerepet jatszd molekularis utvonalak korlatozott ismerete 0j
felderitésének érdekében. Ilyen eszkdz lehet a betegek szomatikus —sejtjeinek
visszaprogramozasaval 1étrehozott Ossejtek €és a beloliik differencialtatott neuronpopulaciok
vizsgalata, mivel a visszaprogramozas soran olyan iPSC vonalak, neurdlis progenitorok,
majd neuronok jonnek Ilétre, amelyek a betegekben kialakult genetikai varidnsokat
hordozzak. = Munkank  soran egy  beteg-sziild6  triobol  alkotott in  vitro

betegségmodellrendszerben vizsgaltuk a de novo mutaciok hatasait.

1. Célunk volt egy in vitro neuronalis modellrendszer protokolljanak beallitasa kontroll
vonalon, tesztrendszerben, tovabba hippokampalis neuralis progenitor sejtek 1étrehozasa,

PROX1 pozitiv gyrus dentatus szemcsesejtek differencialtatasa.

2. Célunk volt egy neuronalis vizsgalati panel megalkotasa és beallitasa, melyben a
neurdlis prognitor sejtek és érett neuronok molekuldris és funkciondlis jellemzo6it tudjuk
leirni.

3. Célunk volt in vitro szkizofrénia betegségmodell iPSC vonalainak 1étrehozasa Sendali
visszaprogramozasi technikaval periféridas mononuklearis sejteken alkalmazva egészséges

(sziil6k, mint kontroll) és beteg (gyerek) egyénekbdl.

4. Célunk volt az in vitro szkizofrénia betegségmodell NPC és idegsejtjeinek
differencidltatdsa, molekularis és funkcionalis fenotipusainak vizsgalata és 0sszehasonlitésa,

valamint a betegséghez kothetd cellularis fenotipusok keresése.

Anyagok és modszerek

Kontroll sejtvonal, tesztrendszer: Vizsgalati rendszeriink beallitasahoz egy, a Salk Institute for
Biological Studies genetikai laborjaban, egészséges férfi fibroblasztjabol, Sendai-virus alapt

rendszerrel visszaprogramozott kontroll iPSC-t hasznaltunk.

Betegségmodellben hasznalt sejtvonalak: Kisérleteinkhez 4 human alanybdl szarmaztatott
sejtvonalakat hasznaltunk: egy szkizofréniaban szenvedd beteg (SZ-HU PROB, 2 klon) és
sziilei (SZ-HU-MO, 2 klon és SZ-HU-FA, 1 klon), azaz egy eset-sziil6 trio és egy fiiggetlen



egészséges kontroll (iPSC UCB2). A kivalasztott szkizofrén beteg 3 misszensz DNM
hordozdja: KHSRP (19:6416869C>A), LRRC7 (1:70505093G>A) ¢és KIR2DLI1
(19:55286658 A>T) gének kddold részeiben.

Visszaprogramozas: Az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs, Human Reprodukcios Bizottsag
(ETTHRB) engedélye alapjan, engedély szama: 33873-3/2014-EHR és az érintettek irasbeli
tajékoztatasaval, beleegyezésével végeztik. Minden vérminta esetében a periférias
mononukledris sejtek (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) izolalasara alkalmas
natrium-heparinos csdvekbe gytijtottik. A PBMC-ket 4 napig StemPro®-34 tapfolyadékban,
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) tenyésztettiik. A 4. napon A PBMC-ket Sendai virus kittel (Fusaki és
mtsai 2009) transzdukaltuk (Thermo Fisher Cytotune 2.0). A transzdukciot utan 2 nappal
MEF sejtekkel bevont tenyésztélemezen, citokinek nélkiili StemPro®-34 tapkozegbe
helyeztiik a sejteket. A transzdukciot kovetd 6. napon a tapfolyadékot fokozatosan HUES
médiumra (KO-DMEM, kiegészitve 15% KO Serum Replacement-tel, 100 mM glutaminnal,
1% nem esszencialis aminosavak, 0,1 mM B-merkaptoetanol és 4 ng/ml rekombinans human

fibroblaszt novekedési faktor (FGF2)) cseréltiik.

Aramlési citometria: A méréseket Erdei és mtsai 2014-es cikkben kozoltek szerint hajtottuk
végre. A pluripotencia vizsgalatahoz SSEA4-PE-t, TRA1-60 és TRA1-81 ellenanyagokat és
izotipus kontrolljaikat hasznaltunk. A MEF jelolésére anti-egér Sca-1 (Ly-6A/E) -APC,
antitestet alkalmaztunk. A TRA1-60 és a TRA1-81 esetében AlexaFluor-488 szekunder
antitestként kecske anti-egér IgG-t, IgM-et (H + L). A halott sejtek kizarasara Topro3-jodidot
(1:300) hasznaltunk. Az adatokat a FACSAria III Cell Sorter segitségével gyiijtottik és az

FCS Express 6 szoftverrel elemeztiik.

Genetikai elemzés: A kariotipizalast és a mikroszatellita, ,,apasagi” (Short Tandem Repeat,
STR) elemzéseket a Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekgydgyaszati Klinika Citogenetikai
Laboratoriuma (Budapest), illetve az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd
(Debrecen) végezte. A kromoszoma-rendellenességeket az IPSC klonok G-savos elemzésével
vizsgaltak. A kariotipusokat az International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN, 2016) szerint irtak le. Az iPSC klonokat STR elemzéssel a GenePrint® 10 rendszer
segitségével ellendrizték. Az iPSC-kbdl genomi DNS-t (gDNS) izolaltunk Quick-DNA
Miniprep Kit alkalmazasaval. A Sanger szekvenalasi reakciokat a 3130 Genetic Analyzer-rel

hajtottak végre.



Spontan differenciacios vizsgalat: A MEF-en tartott iPSC koldnidkat 3 lyuk/tenyésztélemez
mennyiségben felszedtiink kollagenazzal és az embriotestecskéket 20% FBS-sel, 1 mM
glutaminnal, 1% nem esszencidlis aminosavakkal és 0,1 mM B -merkaptoetanollal
kiegészitett KO-DMEM téapfolyadékban sz6 kulturaba helyeztiik. A 6 napos szuszpenzids
tenyésztés utan az EB-ket tovabbi 6 napig differencidltattuk zselatinnal bevont, 8 lyuku
konfokalis kamran immunfluoreszcens festés céljabol, illetve 24 lyuku tenyésztdlemezen a

PCR vizsgalatokhoz

Neurdlis progenitorok és idegsejtek differencidltatisa. Az IPSC-ket neuralis progenitor
sejtekké (NPC) Yu és mtsai altal publikalt protokollban leirt médon differencialtattuk (2.

abra).

Rozetta Neuron

DKK1, EB-k Rozettak NPC NPC
Cyclopamin, kirakasa kaparasa differencialtatas differencialtatis

Noggin, SB431542 +Wnit3a, +BDNF +BDNF

NPC

2. dbra: Neurdlis progenitor és hippokampalis gyrus dentatus neuronok differencidltatdsi
protokolljanak dsszefoglalo idévonali dbrdja. A hippokampdlis differencidltatds sordn az indukdlt
pluripotens  sejtekbdl (IPSC) kettds SMAD inhibiciéval, Wnt- és Sonic Hedgehog utvonal gatldssal
embridtestecskéket (EB) dllitunk eld, amelyekbdl eléagyi neurdlis progenitor sejteket (NPC) hoztunk létre. Ez a
koztes sejttipus tovabb differencidltathaté PROX1-expresszdlo érett neuronokkd aszkorbinsav, CAMP, Wnt3a és
BDNF addsaval.

Immuncitokémia: Az IPSC-ken MEF-fel bevont, valamint poliornitin-lamininnal bevont 8
lyuki kamrakra kirakott NPC-ken ¢és beldlik az elézdekben leirt modon 5 hétig
differencialtatott GD neuronokon végeztiik. A sejteket 4%-os paraformaldehiddel 15 percig
szobahdmérsékleten fixaltuk, majd 1 oran at blokkoltuk DPBS-ben oldott 2 mg/ml
szarvasmarha szérum albumint, 1% halzselatint, 5% kecskeszérumot és 0,1% Triton-X 100-at
tartalmaz6 blokkol6 oldatban. A pluripotens, NPC és neuron allapot markereinek elsédleges
ellenanyagaival 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk a mintakat. Majd DPBS-sel
vald mosés utan a sejteket 1 6ran at inkubaltuk szobahdémérsékleten a megfeleld6 masodlagos

antitestekkel is. A magokat DAPI (4',6—diamidino—2—fenilindol) magfestékkel jeloltik. A



mintak feldolgozasat ¢és az eredmények kiértékelését Zeiss LSM 710 konfokalis
mikroszkoppal és ZEN 3.1 blue szoftverrel végeztiik.

Génexpresszios analizis: Az IPSC-kbol, az NPC-kbol és az idegsejtekbdl a teljes RNS-t
TRIzol™ reagenssel izolaltuk a gyart6 utasitasait kovetve. 1 ug RNS-bdl a cDNS mintékat
gyartoi ajanlassal a Promega Reverse Transcription System Kit segitségével nyertiik ki. Valos
idejli kvantitativ PCR-hoz TagMan® esszéket hasznaltuk. Az RT-PCR elemzéseket a gyartd

utasitasai szerint a StepOnePlus™ valosidejii PCR szoftverrel végeztiik.

RNS  szekvendldsi  kisérletek: Az RNS-szekvenalasi kisérleteket a beteg-sziilé trio
betegségmodell esetén hdrom-négyszeres ismétlésszdmmal minden sejtvonal NPC
allapotaban, p7-12 passzazsszamon végeztik el. A mintdk szekvenalasat és a konyvtar
elokészitését az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd (Debrecen) Illumina
NextSeq 500 rendszerrel végezte. A szekvenalasi adatok bioinformatikai elemzésének elsd
1épéseként a human referencia genomhoz valo leképezéshez a Hisat2 szoftvert hasznaltuk. A
nyers adatok mindségének vizsgalatat a FastQC programmal végeztiik, tovabba a read-eket a
Trim Galore szoftverrel trimmeltiikk. A kapott read-eket az R szoftverkornyezet Rsubread
programcsomagjanak featureCounts programjaval annotaltuk a génekhez. Az elemzésekhez
¢és abrazolashoz még a DESeq2-t, a limma-t és a PCAExplorer R csomagot, valamint a

Cluster 3.0-t és a TreeView-t is felhasznaltuk.

Kalcium-képalkoto technika: Kisérleteink soran 2 nappal a kalcium mérést megelézéen az
NPC-ket poliornitin-lamininnal bevont 8 lyuku kamrara tettiik ki. A Fluo-4 Ca?" indikétor
festékkel valo toltéses vizsgalatokhoz az NPC-ket szérummentes tapfolyadékban oldott 1,0
uM Fluo-4 AM-mel 30 percig, 37 °C-on inkubaltuk. 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 MgCl2), amelyben késébb az 6sszes mérést is végeztiik. A ligand koncentraciokat
az irodalmi adatok alapjan valasztottuk meg: 100 uM ATP, 2,5 pg/ml tripszin, 100 pg/ml
tripszin inhibitor, 10 uM lizofoszfatsav, 50 mM KCI, 50 uM glutamat. A kalibracidhoz 5 uM
ionomycint, az alacsony extracellularis Ca?*-szint eléréséhez pedig 6tszords feleslegben
EGTA oldatot hasznaltunk. A kisérleteket Ibidi flitérendszeren hajtottuk végre. A

felvételeket ImagelJ szoftverrel értékeltiik ki

Funkcionalis  fenotipus  vizsgalatok: Az NPC-k sejtproliferacidés, sebzéses ¢és

neuritnovekedési tesztjét hasznaltuk. A sejtproliferacios vizsgalathoz 35.000 NPC-t 24 lyuku



tenyésztélemezre 3 parhuzamossal 3 id6pontos mérésre helyeztiink ki. Az NPC-ket 24 6ranal
¢és 2., 3., és 4. napon felszedve és propidium-jodiddal jelolve Attune aramlasi citométeren
120 pl-es végtérfogatban mértiik. A sebzéses tesztet Liang és mtsai 2007 nyoman végeztiik.
6 lyuku tenyésztdlemezre 450.000 NPC-t tettiink ki. A konfluens allapot elérése utan 5 ml-es
szerologiai pipettaheggyel 3-3 parhuzamost huzva hoztuk 1étre a sebzéseket. A valtozast 24
¢s 48 oranal ates6 fénymikroszkoppal rogzitettiik. A neuritnévekedési kisérletekhez 96-0s
tenyésztélemezeken lyukanként 3.500 NPC-t raktunk ki és toltottiink meg 10 mM kalcein
AM-mel, majd 2 ora elteltével a sejteket a nytlvanynovekedés ismert induktoraval 10 uM
para-nitroblebbisztatin  (para-nitroblebbistatin, PNBS) oldattal, illetve kontrollként
azoldoszerével, DMSO-val kezeltiik. A neuritok ndvekedését ImageXpress Micro XLS
Widefield High-Content Analysis System-mel kdvettiik nyomon és értékeltiik.

Oxidativ stressz és mitokondrialis tesztek: Az oxidativ stressztolerancia vizsgalatdhoz
sejtvonalanként harmaséaval 35.000 sejt/lyuk helyeztiink ki 48 lyuku tenyésztflemezre. A
konfluenssé valt tenyészeteken a tapfolyadékot 3 koncentracioban CoClz-tartalmit médiumra
valtottuk. 24 ora elteltével reoxigenizaltuk a tapkozeget, normal tapfolyadékra cseréltiik. Két
nap mulva PrestoBlue hozzdadéasaval Enspire Multimode lemezolvasoval megmeértiik a sejtek
viabilitasat. Az NPC-k reaktiv oxigéngydk (reactive oxygen species, ROS) szintjét CellROX
kit alkalmazasaval jellemeztiik. 200.000 NPC-t 37°C-on 500-szoros higitasi CellROX
oldattal 30 percig inkubaltuk, amelyet haromszoros PBS-es mosas kovetett. Ezutdn aramlési
citometridval (Attune NxT Flow Cytometer) hataroztuk meg és hasonlitottuk Ossze a jelolt
sejtek atlagos fluoreszcencia jeleit. A halott sejteket propidium-jodidos jeldléssel kapuztuk ki.
A neurdlis progenitor sejtek mitokondriumainak funkcidit Mitotracker festéssel jellemeztiik.
A konfluenssé valt kultarakat 250 nM Mitotracker Red festékkel jeloltik. 30 perc 37 °C-on
torténd inkubalas utan DPBS-sel mostuk, majd 4% PFA-val 15 percig fixaltuk a sejteket
szobahdmérsékleten. A kapott fluoreszcens jeleket konfokalis mikroszkoppal (Zeiss LSM
710) rogzitettiik. A kiértékeléshez az ImagelJ szoftvert hasznaltuk.

Eredmények

1. Tesztrendszer bedllitasa kontroll iPSC vonalon

Az egészséges kontroll férfi személy fibroblasztjabol 1étrehozott iPSC-kbdl adott protokoll
alapjan létrehoztunk NPC-ket, majd ezekbdl GD neuronokat differencialtattunk. Sikeresen
beallitottuk karakterizald paneliinket, amelyben iPSC-kre, NPC-kre és idegsejtekre jellemzo

markereket vizsgald6 immuncitokémiai, génexpresszios €s kalcium-képalkotd vizsgalatokat



végeztiink.

2. Beteg-sziilo trio ossejtjeinek molekularis jellemzése

A tri6 esetében a PBMC-ket sikeresen visszaprogramoztuk iPSC vonalakka (a beteg és anya
esetében 2 fliggetlen klont, mig az apabol 1 klont vizsgaltunk). Mindegyik iPSC vonal
tipikus morfologiai tulajdonsagokat mutatott, amely az expresszalt pluripotencia
markerekben is megmutatkozott. Immunfluoreszcens festésnél az OCT4 és NANOG magi
kifejezddést transzkripcids faktorral bizonyitottuk iPSC vonalaink pluripotens jellegét.
Aramlasi  citometrias vizsgalattal az SSEA4 ¢és TRAL1-60, TRAL-81 jeloléssel is
megerdsitettiik a vonalak differencialatlan allapotat. Kariotipizalassal igazoltuk, hogy sem a
kromoszomak szamaban, méretében vagy szerkezetében nem volt kimutathatod eltérés az
IPSC vonalakban. A korabban a paciensben talalt KHSRP, LRRC7 és KIR2DL1 DNM-eket
Sanger szekvenalas segitségével igazoltuk vissza az iPSC-kben. Az iPSC-k mind a 3
csiravonal iranyaba képesek voltak differencialodni (endoderma: AFP ¢és SOX17,
mezoderma: SMA és BMP4, ektoderma: B-TUBULIN és NESTIN).

3. NPC-k és idegsejtek létrehozdsa és jellemzése

Az iPSC-ket iranyitott differencialtatasi protokollal hippokampalis progenitorokka, majd
PROX1 pozitiv gyrus dentatus idegsejtekké differencialtattuk tovabb. A beteg-sziilé tridbol
létrehozott NPC-kben és neuronokban a NANOG csokkend szintje, a neurdlis progenitor
markerek, mint NESTIN, FOXG1, PAX6 NPC-kben torténé emelkedése és a neuralis
markerek, mint NEURODI1, PROXI1, GRIA1 ¢és GRINI, neuronokban megfigyelhetd
fokozodas volt detektalhato mRNS szinten. is bizonyit. A létrehozott idegsejtek morfologiai
tulajdonsagait immunfluoreszcens festéssel vizsgaltuk, illetve molekularis vizsgalatainkba
felvettiik a DNM-ket hordozo célgéneket is (KHSRP és LRRC7), hogy teszteljiik az RNS
vagy a fehérje expresszido szintjének kiilonbségeit, de nem talaltunk szignifikéns

kiilonbségeket.

4. RNS-szekvendlasi mérések

NPC allapotban RNS-szekvenalasi elemzéseket végeztiink potencialis transzKripcios
kiilonbségeket keresve, amelyek okozati Gsszefliggésbe hozhatok a szkizofrén beteg altal
hordozott DNM-ekkel. Eltéréen expresszalodd (DE) gének, amelyek a beteg NPC vonalaban

mind az apai, mind az anyai génekhez képest eltéréen fejezédtek ki, dusulasa volt



megfigyelhet6 a GO ¢és PATHWAY analizisek soran a neuronok kialakuldsaért felelds
ligandum-receptor kdlcsonhatasok, az axon fejlédésért felelds utvonalak, a neurogenezis, az
idegsejtek differencialodasaban fontos Whnt-jelatvitel, és Ca®* jelatvitel gének csoportjaiban.
A 100 vizsgalt fokozott és csokkent expresszioju gén kdzott szamos transzkripcids faktor és

neuron-specifikus gén volt azonosithato.

5. Kalcium-képalkotasi kisérletek eredményei

Az NPC-k funkcionalis tulajdonsagait a transzkriptomaikai glutamat ingeriiletatviteli és
szinaptikus kiilonbségek mentén kalcium-képalkotdé modszerrel vizsgaltuk tovabb spontan és
glutamat altal kivaltott aktivitasukat rogzitve és elemezve. az NPC-k alacsony szintli spontan
aktivitast mutattak, de glutamattal torténd stimuldciora jellegzetes lefutassal reagaltak. Az
alanyokat tekintve a szkizofrén betegb6l szarmaztatott NPC-k a glutamatra szignifikansan

gyengébb reakciot mutattak a tobbiekhez képest.

6. NPC-k proliferdcios, sebzés és neuritnovekedési tesztjei
A transzkriptomikai eredmények alapjan az NPC vonalak proliferacios és migracios

potencialjat, és az NPC-k neuritndvekedését is teszteltiilk. Megallapitottuk, hogy a szkizofrén
betegbdl szarmazé NPC-k a 4. napon, kdvetve a Wnt-tipusu gének fokozott kifejezddését,
szignifikdnsan megndvekedett sejtproliferaciét mutatnak az anyai és az apai NPC-khez
képest egyarant.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az NPC sebzéses tesztje soran, amely mind a
proliferaciot, mind a migracios kinetikat méri.

Megvizsgaltuk a neuritnovekedés mértékét differencialoddé NPC-kben, mind DMSO
hozzaadott, mind a neurit novekedést bizonyitottan elésegité, a para-nitroblebbistatin
(PNBS) kezelés hatasara bekovetkez6 novekedés szempontjabol. 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 6ra mérési pontban

szignifikanssa valt. A PNBS-kezelés megsziintette ezeket a kiilonbségeket.

7. A mitokondrialis funkcio és az oxidativ stressz toleranciajanak eredményei
A ROS valtozasainak és az oxidativ stressz toleranciajanak tesztelésére harom fiiggetlen
modszert alkalmaztunk. A betegbdl szarmaztatott NPC vonalon tendencialisan alacsonyabb

ROS szintek voltak mérheték. A sejtvonalak oxidativ stressz-tolerancidjaban nem talaltunk
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szignifikans kiilonbséget, amelyet 24 oran keresztiil CoClo-dal torténé kezelés és az azt

kovetd reoxigenizacid valtott ki.

Az NPC-k mitokondriumainak mennyiségi meghatarozasahoz mitokondrium-specifikus

festéket hasznaltunk, amely lehetévé teszi a funkcionalis mitokondriumok mérését

fluoreszcencia intenzitds alapjan. A beteg NPC-iben a funkcionalis mitokondriumok

csokkent mennyiségét mutatta, mind az anyai sejtvonalhoz, mind az egészséges kontroll

sejtvonalhoz képest.

Az eredményeket az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze roviden.

1. tablazat: A disszertdcio fobb eredményeinek tablazatos osszegzése

Fébb
mérfoldkovek | Allapot Moédszer F6bb eredmények, megfigyelések
(célkitiizések)
- NPC és neuron stadiumu sejtek 1étrehozasa,
molekularis karakterizalas
- OCT 3/4 és NANOG NPC és neuron \
Differenciacios expresszié
rotokoll iPSC | Sejttenyésztés - NESTIN NPC M eszpresszio
b e NPC |gPCR - PAX6, NEUROD1, PROX1, FOXG1 neuron
beallitasa, - . e, -
optimalizaldsa Neuron | Kalcium-képalkoté vizsgalat | Pexpresszid
P - NPC nincs spontan kalciumjel; ATP, LPA, Try,
GLU indukcio kivaltasa
- neuronok spontan aktivitas; KCl-ra
depolarizacid, TTX spontan aktivitas gatlas
- 16 szkizofrénia eset-kontroll tri6 exom-
szekvenalasa =1500 mutacid
. Exom-szekvenalas - bioinformatikai elemzés=66 valoszinii DNM-t
Beteg-sziil6 trié , . s .. o Ay
At . Vér | Bioinformatikai analizis - Sanger-szekvenalassal=12 de novo mutaciot
kivalasztasa 12 . e
Sanger-szekvenalas - 9 DNM misszensz vagy nonszensz mutacio
- 1 triéban 3 mutacio: KHSRP, LRRC7,
KIR2DL1, ennek a kivalasztasa
- egészséges kariotipus
el g Kariotipizalas - iPSC morfolédgia
Beteg szu.l(.) t.rl? Mikroszkopia - Sanger szekvenalassal a beteg 3 DNM-janak
PBMC sejtjeibol | . iy . . .
iPSC vonalak iPSC [ Szekvenalas Vlsszalgazol_as _ _
alapitasa Immuncitokémia - 90% feletti FACS pluripotencia markerek
P gPCR - 3 csiralemez iranyt differenciacios képesség

- mindségileg megfeleld 5 klon kivalasztasa
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Fébb
mérfoldkovek
(célkitiizések)

Allapot

Modszer

Fébb eredmények, megfigyelések

iPSC
NPC

iPSC vonalakbél
NPC és neuron

Sejttenyésztés

gPCR

RNS-szekvenalési kisérletek
Kalcium-képalkoto vizsgalat
Sejtploriferacios kisérlet
Sebzéses kisérlet

- NPC differencialodasi képességét neuronok
létrehozasa igazolja

- NESTIN/SOX2 pozitiv NPC

- PROX1/MAP2 pozitiv neuron

- NANOG NPC, neuron \ expresszio

- NESTIN, FOXG1 NPC M expresszid

- PAX6, NEUROD1, GRIA1, GRIN1 neuron N
expresszid

- a DE gének 4 a neuronok kialakulasaért felelos
ligandum-receptor kdlesonhatasokat érintd
utvonalak, az axon fejlodésért felelds titvonalak,
a neurogenezis, Wnt-jelatvitel, Ca?* jelatvitel

- a beteg NPC vonal szignifikansan v GLU-
valasz

differencialtatasa | Neuron - a beteg NPC vonalban 4. napon szignifikansan
N sejtosztodas

- a beteg vonalban 24 6ranal tendencialisan
sebzardodas

- a beteg NPC vonal javara sem kezeletlen, sem
indukalt neuritnévekedés esetén sincs
szignifikans kiilonbség

- a beteg NPC tendencialisan v ROS szintet
mutatott

- nem tapasztaltunk kiilonbséget oxidativ stressz
toleranciaban

- a beteg NPC vonalban \ funkcionélis

mitokondriumok szam

Neuritnovekedési kisérlet
CellRox proba

Oxidativ stressz proba
Mitotracker proba

Kovetkeztetések

1 NPC-ken ligand indukalt kalcium-valtozasokat tudtunk kivaltani és bemutatni.

2. Beteg-sziilo tri6 visszaprogramozasaval 1étrehoztunk egy olyan betegségmodellt,
amely lehetdséget kinal a betegséget okoz6 mutaciok molekularis hatasainak vizsgalatara és
ezek 0sszehasonlitasara kozelesd genetikai hatterii sejtvonalakban.

3. Az RNS szekvenalasi elemzésekkel DE-gének fokozott expressziojat tudtuk
kimutatta a neuronok kialakulasaért felelos ligandum-receptor kolcsonhatdsokban, az axon
fejlodésért felelés utvonalakban, a neurogenezisben, az idegsejtek differencidlodasaban

fontos Wnt-jelatviteli, és Ca®* jelatviteli utvonalakban.

4. Kalcium-képalkoto eljarassal a beteg NPC vonalaban csokkent glutamat valaszt
meértiink.
S. Proliferacios vizsgalataink soran a SZ betegbdl szarmazé NPC-knél a kisérlet 4.

napjan az anyai €s apai vonalakhoz képest fokozott sejtosztddast mutattunk ki.
6. A beteg NPC-iben a reaktiv oxigén gyokok szintjeinek Osszehasonlitasakor

tendencia jelleggel alacsonyabb szint volt mérhetd.
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1. A MitoTracker kisérletekkel a funkcionalé mitokondriumok csékkent mennyiségét

lattuk a SZ beteg NPC vonaléban.
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