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BEVEZETES

Diatézis—stressz dermalis fibroblasztokban

A mentalis betegségek specialisan human allapotok, melyek nem tanulmanyozhatok
kozvetleniill a korosan miikodé szervben. Allatkisérletekben, sejttenyészetekben torténd
modellezésiik szamos problémat vet fel és kompromisszumokat kivan. A betegektdl szarmazo
in vitro funkcionalis assay-k rendszerszemléletii megkozelitést tesznek lehetévé, mely szerint
a mentalis betegségek a gén * kornyezet €s gén * gén interakcid manifesztacioi.

2012-ben a major depresszi6 (MD) kozel minden 5. embert érintett és a
munkaképtelenség vezetd oka volt a vildgon. Poligénes betegség, a diatézis-stressz hipotézis
szerint bizonyos genetikai faktorok konstellacidja eredményez fokozott érzékenységet a
kornyezeti stressz hatasokkal szemben, maladaptaciot és a klinikai tiinetek megjelenését vagy
€pp remisszidjat.

A MD komplex metabolikus és immunzavarral jar. A betegek mintaiban az
egészségesekétdl eltérd stresszhormon, endokrin és immunfaktor szinteket talaltak. Ez arra
utal, hogy a genetikai terheltség (stresszt kdvetden) molekularis és sejt szinten is detektalhato
a kozponti idegrendszerben és a periférian egyarant.

A microRNS-ek gyors, pontos, koordinalt génexpresszié szabalyozast bitositanak,
mely alapvetd a stresszvalaszban. Szerepliik van a sejtciklus, apoptozis, differenciacio,
regeneracio, metabolic adaptacid és szinaptikus plaszticitas irdnyitdsdban. MD, szorongds,
bipoléris affektiv zavar és szkizofrénia esetében is taldltak eltéréseket a vér, agyszovet és
liqguor microRNS szintek tekintetében human és allatkisérletekben. Ezen feliil a microRNS-ek
részt vesznek a stressz, pszichotrop ¢€s antidepresszans gyogyszerek génexpresszio €s
viselkedés modulalo hatasasban is.

Az utdbbi 5 évben, egyre nagyobb irodalom foglalkozik a human dermalis
fibroblasztokkal (HDF) a pszichiatriai betegségek vonatkozasaban, mint potencialis modell
rendszerekkel, biomarker forrasokkal. A betegektél szarmaz6 HDF tenyészeteket konnyen
hozzaférhetd, fenntarthatd €s propagalhato sejtkultirdk. Homogének, mentesek a mintavételt
megel6z6 in vivo hatasoktol és 15-20 passzazson keresztiil megérzik genetikai stabilitasukat.
Ezen feliil, génexpresszios és receptor profiljukban, szignalizasios titvonalaikban hasonlitanak
a neuroektodermalis eredetli sejtekhez. Korabban alkalmaztik o6ket affektiv,
metabolikus és redox homeosztazis, membrantranszport, apoptotikus szuszceptibilitas,

cirkadian ritmus eltéréseinek vizsgalatara.



Pszichofarmakologiai vizsgalat iPSC-bél létrehozott neuronokon

Miota Yamanaka ¢s Takahashi megmutatta, hogy human posztmitotikus sejtek
reprogramozhatok indukalt pluripotens dssejtekké (iPSC), az iPSC-kutatas az élettudomanyok
egyik leggyorsabban fejlodé metodikajava nétte ki magat, egyediilallo lehetéségekkel az in
vitro betegségmodellezés, regenerativ medicina és gyogyszerfejlesztés teriiletein. Mai
temporalis fejlodési utvonalakat koveti. Novekedési hormonok és/vagy Kis szignalmolekulak
kombinacidja elegendé nagy neurotranszmitter specifitasi idegsejtek 1étrehozashoz (pl.:
GABA-erg, glutamaterg kortikalis, dopeminerg kézépagyi neuronok).

2014-ben Yu ¢és mtsai. a gyrus dentatus in vivo fejlédésmenetét utanozva
hippokampalis, glutamaterg szemcsesejteket differencialtattak iPSC-bdl, igy lehetové téve a
felnéttkori neurogenezis in vitro modellalasat. Ismert, hogy a hippokampusz subgranularis
zondjdban az idegsejtképzés élethosszig tart. Az 1j, éretlen neuronok a belsébb rétegekbe
vandorolnak, glutamaterg granuldris sejtekké differencialédnak és integralodnak a
hippokampalis neuron-korokbe. Ez a folyamat esszencidlis a tanuldsi és memoria
folyamatokban, azonban szamos intrinsic és extrinsic hatds modulalja, éppen ez teszi olyan
érdekessé az in vitro kutatasok szamara. A neurogenezis zavarat szamos psziciatriai
betegségben leirtak, példaul csokkent stresszben, MD-ban és szkizofréniaban, mely

helyreallithatd antidepresszans €s atipusos antipszichotikum medikacidval.

Célkitizések

Célunk a MD diatézis-stressz modelljének vizsgélata volt MD-betegektdl €s kontroll
személyektdl szarmaz6 HDF kulturdkban. A kovetkezd kérdéseket tettiik fel: (1) Hogyan
befolyasolja a metabolikus stresszkezelés a HDF-ek mRNS és microRNS expressziojat? (2)
Van-e kiilonbség a MD és kontroll fibroblasztok transzkriptomjaban standard koriilmények
kozott? (3) Kiilonbozik-e a MD és kontroll sejtek metabolikus stresszvalasza?

Masodik vizsgalatunkban arra voltunk kivancsiak, hogyan hatnak a kiilonb6z6
antipszichotikumok (AP) a differencialodo és éré hippokampalis szemcsesejtekre in vitro.
Humén iPS sejtekbdl szarmazd neurdlis kultirdkat 19 napig kezeltink a tipusos AP
haloperidollal (HL), az atipusos AP olanzapinnal (OL) vagy risperidonnal (RP) két

koncentracioban.



MODSZEREK ES ANYAGOK

Fibroblaszt kultirak és metabolikus stresszkezelés

16 MD-vel diagnosztizalt és 16 nemben, életkorban, rasszban illesztett kontroll (CNT)
személytdl vettiink bor biopsziat (12 n6 és 4 férfi). A fennall6 MD epizod a DSM-IV-TR
alapjan volt diagnosztizalva, a vizsgalatot a Vanderbilt University Institutional Review Board
(Nashville, TN, USA) engedélyezte és a vizsgalati alanyok irasos tajékozott beleegyezésiiket
adtak.

A bor biopsziakbol primer fibroblaszt sejtkultarakat inditottunk, standard
koriilmények k6zott, heti haromszor cserélve a mediumot. Az in vivo hatisok minimalizalasa
érdekében, a sejtvonalakat 5-10 alkalommal passzaltuk. Két-harom hét elteltével valamennyi
sejtvonalbol 3 plate-t inditottunk (1.2x10° sejt/plate) két kiilonbz8 metabolikus stressz
kezeléssel: (1) gliikdz hianyos, galaktéz tartalma (GAL); (2) lipid csokkentett (RL) medium,
illetve (3) egy standard (STD) kondici6é. A hét napos stresszkezelés a sejtek novekedését,

crer

sel, majd tripszineztiik €s a pelletet -80 °C-on taroltuk az RNS izolalasig.

MRNS és microRNS szintek meghatarozasa, utvonal analizis

A fagyasztott mintakbol total sejt RNS-t és kis sejt RNS-t izolaltunk mirVana miRNA
isolation Kit segitségével a gyartd utmutatasai szerint. Az RNS oldat mindségét,
méretmegoszlasat Agilent 2100 Bioanalyzer-rel hataroztuk meg. A cDNS szintézis,
amplifikacio és jelolés az Enzo Life Sciences Single-Round RNS Amplifikacios és Biotin
Jelolé Rendszerrel tortént.

A génexpresszio Szintje az Affymetrix GeneChip HT HG-U133_PM Array Plate-tel,
atlagos logaritmikus aranyszammal (ALR) lett meghatarozva minden csoportban, minden gén
esetében. Ha az ALR >0.585 ¢és a t-proba p <0.05 feltételek teljesiiltek, a génexpresszid
valtozast szignifikansnak tekintettik. A microarray adatok validalasdhoz quantitativ
polimeraz lancreakcidval (QPCR) mértiik a mMRNS-ek relativ mennyiségét.

A microRNS szint meghatarozashoz a cDNS-t tartalmaz6 mintakat 4 csoportba vontuk
0ssze nem ¢s kor alapjan (n=4/csoport). 1008 microRNS relativ mennyiségét hatdroztuk meg
human miRNome PCR array-jel a miScript SYBR Green PCR Kit-et hasznalva a gyartd
utasitsait kovetve. A microRNS expresszi6 kvantifikdlasa a komparativ Ct modszerrel
tortént. Amennyiben a |[AACt| > 0.3785 ¢és p-érték <0.05 kettds kritérium teljesiilt, a valtozast
statisztikailag szignifikansnak tekintettilk. Validalas céljabol 22 microRNS-t szintjét



hataroztuk meg az individualis (csoportokba nem Osszevont) mintdkban ugyanezek a probakat
hasznalva.

A szignifikdns valtozadst mutatdé géneken GenePattern szoftverrel végeztiink
génhalmaz feldusulas elemzést (gene set enrichment analysis (GSEA)). A mRNom ¢és a
microRNom ko6zotti dsszefliggések feltarasahoz a miRDB internetes adatbazist hasznaltuk, a
szignifikansan valtozo microRNS-ek lehetséges target utvonalait pedig a DIANA-mirPath

szoftverrel azonositottuk.

IPSC differenciacio és antipszichotikum kezelés

Masodik vizsgalatunkban human iPS sejteket differencialtattunk Prox1 pozitiv
hippokampalis granularis neuronokka a Yu ¢és mitsai. altal leirt protokoll szerint (2014).
Roviden: az iPSC kultardk mTeSR mediummal tenyésztettiik matrigéllel fedett csészékben,
naponta cserélve a tapfolyadékot, majd a sejtkolonidkat ultra-alacsony adherenciaju csészékbe
vittiik at (1. nap) és differenciaciés mediummal kezeltiik, hogy szabadon lebegd embrionalis
testeket (EB) hozzunk létre. Husz nap elteltével az EB-ket poly-L-ornitin/lamininnel
(PORNY/L) bevont plate-re helyeztiik at (N2B27 médium). A letapadt, neuronalis rozettakat
tartalmaz6 EB-ket manualisan felszedtiik, majd akkutazzal szétvalasztottuk a sejteket (27-30.
nap) és PORN/L-bevont csészékbe helyeztiik, ahol a bFGF-et és laminint tartalmaz6é N2B27
médium hatasara neuralis progenitor sejtek (NPC) alakultak ki beldliik. Ezeket 1.7x10°
sejt/well stiriségben 6-welles plate-ekre helyeztiik. Masnap elinditottuk a Prox1 iranya
differenciaciot és parhuzamosan az AP-kezelést (3 biologiai replikatum/kezelés). Minden
sejttenyészetet standard koriilmények kozott tartottunk

Hét kezelése csoportot kiilonitettiink el: HLjow és HLpign (10 ng/ml és 100 ng/ml
haloperidol); OLjow és OLnigh (50 ng/ml és 500 ng/ml olanzapin); RPjow €s RPhign (100 ng/ml
and 1000 ng/ml risperidon). Mivel az antipszichotikumok dimetil-szulfoxidban (DMSO)
voltak oldva, a kontroll csoport DMSO-t tartalmazé tapfolyadékot kapott (0,2 ul/ml). A
neuronokat 19 napig differencialtattuk.

Az iPSC tenyészetek pluripotenciajanak igazoldsara a szuszpendalt sejteket anti-
huméan SSEA4-PE-vel jeloltik ¢és fluoreszcencia aktivalt sejt osztalyozéassal (FACS)
szamoltuk a jelolt sejteket. A sejt tipizalashoz az iPSC és differencialt neuron kultirakat

6ssejt markerekre (NANOG, OCT3/4) ésd neuronalis markerekre (PROX-1, MAP2) festettiik.

Real-time quantitative PCR és adatelemzés
A 19 napos differenciaciot és AP kezelést kovetden teljes sejt RNS-t izolaltunk
Trizollal a gyartd utasitdsait kovetve. Az RNS mintdk mindségét Nanodrop 2000



spektrofotométerrel hataroztuk meg. A cDNS szintézishez a Promega reverz transzkripcids
rendszert hasznaltuk, majd TagMan PCR probakkal mértiik a metabotrop glutamat receptor 2
¢s 7 (MGIuR2, mGIuR7), vezikularis glutamat transzporter 1 (VGLUT1), mikrotubulus-
asszocialt protein 2 (MAP2), neuronalis differenciacié 1 (NeuroD1) és glialis fibrillaris
acidikus protein (GFAP) mRNS relativ mennyiségeit. Endogén kontrollnak a nagy
ribiszomalis protein PO-t (RPLPO) valasztottuk. A normalizalt génexpresszié szintet a AACt
modszerrel szamoltuk. A valtozast akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha |[AACt| > 0.3785 és p
<0.05 kritériumok teljesiiltek.

EREDMENYEK és MEGBESZELES

Hogyan alkalmazkodnak a fibroblasztok transzkriptom szinten?

A GAL-kezelés, melyet oxidativ stresszként alkalmaznak in vitro, 2063 gén
expresszigjat befolyasolta a STD kondicidhoz képest. Az itvonal analizis szerint 19, koztiik
DNS-javito, ellendrzo és sejtciklussal kapcsolatba hozhatd géncsoport volt érintett. Az RL-
kezelés ismereteink szerint metabolikus megterhelést jelent a sejtnek: 984 gén expresszioja
valtozott (65% emelkedett) melyek 15, foként az immunitassal, protein- és sejtregeneracioval
Osszefiiggd utvonalakban vesznek részt. A kétféle metabolikus stressz kozott az atfedés 4
utvonal volt: PPARA (oxidativ stressz és gyulladasos valasz); CHREBP2 (anyagcsere);
RACCYCD (sejtciklus); HSP27 (apoptozis, stresszvalasz).

A GAL-kezelés 45, az RL-medium 34 microRNS expresszidjat befolyasolta. Négy
olyan microRNS volt, mely mindkét stressz hatasara valtozott: hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-
129-3p, hsa-miR-543 ¢és miR-550a. A target utvonal analizis szerint ezek Osszesen 57
géncsoport expressziojanak szabalyozasaban vesznek részt, melybdl 22 tvonalat mind a 4
microRNS modulél. Figyelemre mélto, hogy koziiliik 16 intracellularis jelatviteli Gt.

A GAL- és RL-kondiciok altal 1étrehozott mRNS és microRNS expresszids profilokat
Osszevetve arra jutottunk, hogy bar a legnagyobb mértékben valtozott géntermékek
kiilonboztek, dsszességében a két stresszkezelés altal eldidézett transzkriptom modosulasok
jelentds hasonlosagot mutattak. Ezen feliil valdszinli, hogy a microRNS expresszid nagy

mértékben hozzajarult a mRNom profilhoz mind a GAL-, mind a RL-tapfolyadékban.

MD-diatézis manifesztacidja fibroblasztokban
A STD-mediumban tenyésztett MD- és CNT-fibroblasztok mRNomjat 6sszevetve 162

olyan gént talaltunk, mely eltéréen fejezodott ki a MD-mintakban. Koziilikk 114 expresszidja



csokkent, mely inkabb funkciovesztéssel jard génszabalyozéas-zavart jelez. A legmarkénsabb
kiilonbségeket a sejt-sejt kommunikacioban, adhéziéban és immunfunkciokban érintett
génekben ¢€s Utvonalakban talaltuk. Adataink tehat 6sszhangban vannak korabbi periférias és
posztmortem vizsgalatok eredményeivel, melyek szerint a MD genetikdja immunitassal és
idegfejlodéssel kapcsolatos géncsoportok zavaraiban jelentkezhet.

Erdekes, hogy a MET/HGF intracellularis jelatviteli ut génjeinek 43%-a mutatott MD-
specifikus expresszios mintazatot. Ismert, hogy a géncsoport a fejlodés, stressz, és regeneracio
soran aktivalodik: a MET receptor motilitast, proliferaciot valt ki és védi a sejteket a hipoxia
és szérum-deprivacid karos hatasai ellen. Ugyanakkor, sejttipustol fiiggden, proapoptotikus
hatast is kifejthet. A szakirodalom szerint a szérum HGF-szint korrelalhat a depresszios
tiinetek jelenlétével, stlyossagaval és progressziojaval. Elképzelhetd és tovabbi kutatasok
targyat képezheti, hogy MD-ban az altalunk detektalt HGF/MET-jelatviteli deficit miatt nem
tud érvényesiilni a jotékony hatasa az akar kompenzatorikusan emelkedett HGF-nek.

Az MD sejtekben 38 microRNS fejezddott ki masként (17 csokkent és 21 fokozodott).
Ezekbdl minimum 8-at mar kordbban is kapcsolatba hoztak neuropszichiatriai betegségekkel.
A target utvonal analizis szerint az MD-specifikus microRNS-ek univerzalis intracellularis
jelatviteli utvonalak, sejt ciklussal, sejt-sejt kommunikécioval, adhézidval, immun és neurdlis
funkciokkal kapcsolatban allo géncsoportok szabalyozasaban vesznek részt. Fan és mtsai.
MD-betegek vérsejtjeinek microRNom-jat vizsgalva 22 ilyen utvonalat azonositott.
Kiemelendd, hogy bar a fibroblasztok eltéré6 microRNS profilt expresszaltak, a 22-bol 18
géncsoport érintettsége a mi eredményeink alapjan is felmeriil, ami arra emlékeztet minket,
hogy a MD genetikailag determinalt, multidimenzionalis betegség, melynek molekularis
nyomait a periférias sejtekben is detektalhatjuk.

Amikor a mRNS és microRNS profilt Osszevetettilk, funkcionalis kapcsolatot
talaltunk: az MD-specifikus mRNom 50%-at magyaraztak a microRNom kiilonbségek.
Ugyanakkor a pontos ok-okozati 6sszefiiggésekrdl csak hipotéziseket gyarhatunk, hiszen az
azonositott MRNS-ek 64%-a t6bb mint egy microRNS altal szabalyozott és azt is tudjuk, hogy
a microRNS-ek csokkenthetik és/vagy fokozhatjak is a target gén kifejezodését.

Stresszérzékenység a MD-fibroblasztokban

A MD stressz-diatézis modellje alapjan feltételeztikk, hogy a génexpresszios
vizsgalatok még informativabbak lehetnek, ha stressznek tessziik ki a MD-betegektdl
szarmazo sejttenyészeteket. Mind a GAL-, mind a RL-kezelés robosztus transzkriptom

valtozasokat idézett el a fibroblasztokban: 1196 és 312 gén kifejezddését modositottak.



Koriilbeliil a stresszvalasz egyharmada (a gének 26 és 33%-a, az Gtvonalak 48 és 52%-a) MD-
specifikusnak bizonyult. A géncsoportok egy része mar a STD-kondicidoban is eltéréen
fejez6dott ki az MD és CNT mintakban, de a metabolikus stressz ramutatott mas, az MD-hez
kapcsolhatd adaptacids zavarokra az energia haztartds, anyagcsere regulacio, sejtvandorlas,
sejtciklus és apoptdzis teriiletén.

Erdekes, hogy a microRNS-stresszvalasz még nagyobb fokGi MD-specificitast
mutatott: a GAL-érintett gének 81%-a és a RL-altal mddositott gének 90%-a nem vett részt a
CNT mintak stresszreakcidjaban. A stressz-indukalt microRNS-ek az anyagcsere kontroll
(38%), a proliferacio és apoptozis (60%), valamint a sejtmotilitas (30%) szabalyozasaban
jatszanak szerepet. Emlitést érdemel még, hogy a microRNS-ek jelentds részét a tumor
szuppresszor p53 regulalja (GAL: 13%, RL: 33%). A GAL és RL-kezelés transzkriptom
profil kozott az atfedés 23 microRNS volt.

A RL-kornyezetben kiilonosen kidomborodott a MD-sejtek adaptacios deficitje: a
microRNom-ban elsésorban negativ valtozasok kovetkeztek be, mely arra utal, hogy uj
enzimkészlet jelent meg példaul a lipidszintézishez vagy anaerob energiatermeléshez. A RL-
kezelés ramutatott tovabba a hipoxamir-valasz elégtelenségére. Ezek a microRNS-ek alapvetd
hypoxamir szintje emelkedett a CNT mintakban a RL-kondicio hatdsara, mig a MD-
fibroblasztokban csokkent mértékben fejezédtek ki. Ez tovabbi bizonyitékul szolgalhat a MD-
ban leirt mitokondridlis diszfunkcidra.

Eredményeink tehat a sejt proliferdcioval és tuléléssel, apoptozissal kapcsolatos
regulacidos zavarokra engednek kovetkeztetni és aldtamasztjdk, hogy a stresszkezelés

kihangsulyozhatja a genetikailag determinalt stresszérzékenység molekularis nyomait.

IPS és INC sejtek karakterizalasa

Maisodik vizsgéalatunkban hippokampalis szemcsesejteket differencialtattunk 1PS
sejtekbdl. A pluripotens és differencidlt sejteket morfologia, FACS ¢és immuncitokémia
segitségével karakterizaltuk. A 6/2/F iPS sejteknek tobb mint 95%-a Ossejtszerti fenotipust
mutatott morfologiailag valamint felszini marker (SSEA4) és pluripotencia-specifikus
transzkripcios faktor (Oct3/4 és NANOG) expresszidjat tekintve egyarant. Az iPSC-K képesek
voltak embrionalis testeket létrehozni és tovabb fejlédni radidlis glia-szerli, majd NPC
sejtekké. Harom héttel a differencidltatds megkezdése utan a sejtek Prox1 és MAP2

pozitivitdst mutattak, mely arra utalt, hogy koriilbeliil 80%-uk hippokampalis szemcsesejt.



Antipszichotikum kezelés indukalt génexpresszios valtozasok

A differencidlodd6  hippokampaélis  szemcsesejteket HL, OL ¢és RP
antipszichotikumokkal kezeltiik két kiilonb6z6 koncentracioban 19 napig. A HL egy tipusos
AP, mely elsésorban a D2 receptorokon hat, kisebb affinitdssal a D1, D3, D4, szerotonin (5-
HT2A) és al adrenerg receptorokon, illetve hiperglutamaterg hatast is kifejt. Ezzel szemben
az OL ¢és a RP atipusos AP, melyek els6sorban a SHT2A antagonistai €s viszonylag gyenge
D2 antagonistdk. Kozepes affinitdssal szamos mas szerotonin, dopamin, hisztamin és
alfa-adrenerg receptort blokkolnak.

A NeuroD1, az idegfejlédésben kulcs szerepet jatszo transzkripcids faktort kodolod
gén, fokozottan expresszalodott a HLjow, OLnigh, RPiow és RPhign sejttenyészetekben a CNT
mintdkhoz képest, mig a HLnign €llentétes hatast fejtett ki. Korabbi publikaciok szerint, ha egy
hatéanyag noveli a NeuroD1 szintet, az arra utal, hogy serkenti a neuralis differencialodast.
Ismert tovabba, hogy az AP-ok kedvezd hatdsat részben az idegsejt képzddés/tulélés
fokozasanak tudhato be, bar az eredmények sokszor inkonzisztensek, foként a HL esetében.
Tekintettel arra, hogy posztmitotikus tenyészetekkel dolgoztunk, adataink arra utalnak, hogy
az AP-ok bizonyos koncentracidkban segitik a neuronok talélését.

Ehhez hasonloan, a HL alacsony koncentracioban fokozta a MAP2 transzkripciot, mig
magas dozisban csokkentette azt. A MAP2 indukciot altalaban a fokozott szinaptikus
plaszticitas, a dendritfaban bekdvetkezd strukturalis és/vagy funkcionalis valtozasok jeleként
értékelik. Ennek fényében eredményeink szerint a HLjow kezelt sejtek szinaptikus halozata
dinamikusabb volt, mint a kontrolloké, de az atipusos AP-0k nem valtottak ki hasonl6 hatast.

A GFAP expressziot viszont befolyasolta az OL és RP a koncentraciotol fiiggd
mértékben: fokozta alacsonyabb, de csokkentette magasabb dozisban. Ezen hatasuk tovabbi
figyelmet érdemelne, hiszen az asztrocitdk fontos szerepet jatszanak az agy
eltéréseket, azonban nagyon keveset tudunk arrdl, hogyan hatnak rajuk a pszichofarmakonok.

A HLjow, RPiow és RPpign kezelés csokkentette a VGLUT1 mRNS szinteket. A SLC17A7
génrol leirodo fehérje rendezi Gssze a szinaptikus vezikulak szallitd funkcioit, igy expresszios
mintazata kozvetlenlil befolydsolja a glutamat felszabadulast (a glutamat egységek
mennyiségét), igy a szinaptikus plaszticitast és korreldl a tanuldsi és memoria folyamatokkal.
Csokkent kifejezddését az affektiv €s neurodegenerativ betegségek kognitiv tiineteivel hozzak
kapcsolatba.

Végiil, de nem utolsé sorban két metabotrop glutamat receptor expresszids szintjét is

mértiik. Az mGIUR2 gén aktivitasat csokkentette az OLnigh de fokozta a HLjow. Utdbbihoz



képest szignifikansan alacsonyabb mGIuR2 mRNS szintet mértiink a HLpgh-kezelt sejtekben.
A preszinaptikus mGIuR2 receptorok a glutamat neurotranszmisszio fontos szabalyozoéi €s a
receptor agonistit 1j, potencialis AP-okként tartjik szdmon. Allatkisérletes és posztmortem
adatok szerint a SHT2A receptoron hat6 atipusos AP-K hiszton modositas révén csokkentik a
mGIuUR2 gén aktivitasat. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a HL — koncentraciotol
fliggéen - szintén modulalja az mGIuR2-t egy jelenleg ismeretlen mechanizmuson keresztiil.
Az mGIuR7 kifejezédés fokozodott a HLiow, de csokkent a HLpigh €5 RPiow
kezelésekben. Irodalomi adatok szerint az alacsony mGIuR7 expresszid kapcsolatban allhat a
szkizofrénia rizikoval és a receptor terapias target lehet neurokognitiv zavarokban és
extrapiramidalis mozgaszavarokban. Eppen ezért lehet érdekes a jovore nézve a mar elérhetd

és fejlesztés alatt allo AP-ok mGIuR7-re kifejtett hatasanak vizsgalata.

KONKLUZIOK

A fent bemutatott megfigyeléseink és az ide kapcsolddd szakirodalom alapjan a
mellett érveliink, hogy az in vitro modellrendszereknek van helye és jovéje a pszichiatriai
kutatasban. Eldszor a klasszikus, a mai napig eldszeretettel alkalmazott, betegektél szarmazo
HDF tenyészetekkel dolgoztunk, melyet az 1970-es évek ota haszndlnak a mentalis
zavarokkal Osszefiiggd szignal transzdukcids, membran transzport, redox homeosztazis
eltérések vizsgalatara. Tudomasunk szerint mi voltunk az els6k, akik periférias sejteket
hasznaltunk a stresszreakcid és a MD (epi)genetikai szabalyozasanak megismeréséhez.
Eredményeink beilleszkednek abba az elterjedt hipotézisbe, hogy a MD egy genetikailag
meghatarozott, szisztémas, maladaptacios betegség.

Els6 kérdésiink ugy hangzott, hogy a metabolikus stresszvalasz hogyan jelentkezik a
HDF-ekben a mMRNS-ek és microRNS-ek szintjén? Eredményeink szerint a kétféle
metabolikus  stresszkezelés nagyon hasonld, robosztus transzkriptom valtozasokat
eredményezett a sejt ciklusban, apoptozisban, gyulladdsban és metabolikus adaptacidoban
szerepet jatszo génekre hatva. A microRNom stresszvalasz jelentésen hozzajarult a mRNS
mintazathoz.

Kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk, van-e kiilonbség a MD és kontroll egyénektdl
szarmazo HDF tenyészetek mRNS és microRNS profiljaban? Szorosan 6sszefliggd microRNS
- mMRNS halézati anomalidkat taldltunk a MD-sejtekben: funkcidvesztéssel jard genetikai
szabalyozasi zavart, mely leginkabb a sejt-sejt kommunikacioval, adhézidval,

immunfunkciokkal és apoptozissal kapcsolatos géneket €rintette.



Végiil oOsszevetettik a MD ¢és CNT sejtek stresszreakciojat. Ezen adatok
alatamasztottak feltevésiinket, mely szerint a diszregulalt microRNom jelentés mértékben
hozzajarulhat a MD-ra jellemz6 adaptacios zavarhoz. Valoészinlinek tiinik, hogy a MD-
betegek periférias sejtjeiben a fiziologiaitol eltéré modon jatszodnak le a sziikséges
metabolikus valtozasok, ami fokozott vulnerabilitassal jar. Az MD-specifikus stresszvalasz
tovabbi vizsgalata segitheti a patognomikus maladaptacio genetikai hatterének feltarasat.

Masodik vizsgalatunkban a mai neuropszichiatriai kutatasok egyik legigéretesebb
modellrendszerét hasznaltuk: iPSC-b6l differencialtatott neuronokat. Az in vitro
farmakologiai assay soran: differencialodé hippokampalis szemcsesejteket kezeltiink AP-
okkal. Figyelembe véve, hogy a felnéttkori hippokampalis neurogenezist karositd hatasok
rontjak a kognitiv funkcidkat, a hangulatot, és a paciensek nagy része évtizedekig szedi az
AP-okat, e gyogyszerek neurogenezisre gyakorolt hatasanak vizsgalata igen fontos. Ennek
ellenére, tudomasunk szerint mi vagyunk az elsok, akik ezt a kisérleti paradigmat hasznaltuk.

Az atipusos RP ¢és OL fokozta a NeuroD1 expressziot, mely felgyorsult
neurogenezisre ¢és/vagy fokozott neuralis tGlélésre utal. A szinapszisok funkcionalis-
strukturdlis valtozasairdl szdmot adé MAPZ transzkripciét viszont nem befolyésoltak.
Eredményeink arra is felhivjak a figyelmet, hogy az AP-ok kiilonb6z6 mértékben €s irdnyban
hathatnak a metabotrop glutamat receptorok Kkifejezodésére, melyek részt vesznek a
hippokampalis LTP-ben és aktivan kutatott 0j terapias célpontok pszichiatriai betegségekben.
A tény, hogy a RP és HLo fokozta a VGLUT1 gén aktivitasat, szintén hozzajarulhat a hosszl
tavii AP-kezelés kognitiv aspektusainak megértéséhez. Végiil az, hogy az atipusos AP-ok
modositjak a GFAP expressziot, talan a legkevésbé kontextualizalhatd, éppen ezért
legérdekesebb megallapitasunk.

A szakirodalmat és sajat eredményeink attekintve tehat be kell latnunk, hogy AP-ok
komplex, jelenleg csak részleteiben ismert hatdst fejtenek ki a génexpresszidra és sejt
(pato)fiziologiara, mely régid és sejttipus specificifikus lehet. Ezen mechanizmusok

feltérképezése fontos klinikai €s kisérletes farmakoldgiai kovetkezményekkel jarhat.
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