46 | WISSENSCHAFT - SPECIAL: STAMMZELLFORSCHUNG

Wirkstoffentwicklung

Psychiatrische Erkrankungen mit
Stammzelltechnologien verstehen
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It is a challenge to establish and use model systems for the study of
complex neuropsychiatric diseases such as schizophrenia (SZ) and
autism spectrum disorder (ASD). The development of induced pluri-
potent stem cell (iPSC) technologies now offers a promising approach
which faithfully represents the varying genetic background of indivi-
dual patients. Phenotypic analysis of iPSC-derived neurons reveals dif-
ferences at the level of transcriptomes and calcium signalling allowing
for a specific discrimination between SZ and ASD phenotypes.
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B Schizophrenie ist eine psychische Erkran-
kung, die in der Pubertdt und im friihen
Erwachsenenalter auftritt, wihrend die ers-

N

ten Symptome von Autisten im frithen Kin-
desalter beobachtbar sind. Beide Erkrankun-
gen sind hochst heterogen, sodass zugrunde

Auswahl und Anamnese
passender Patienten (A)

Reprogrammierung in humane iPSC (B,C)
nd Differenzierung in Vorlaufer (D) und Neuronen (E)

Al

Al
Al

liegende individuelle Unterschiede persona-
lisierte Ansétze erfordern. Ein wesentlicher
Fortschritt wurde durch die Herstellung von
humanen pluripotenten Stammzellen aus
somatischen Zellen erreicht. Sie erlauben die
Charakterisierung patientenspezifischer
Nervenzellen, die das individuelle genetische
Repertoire widerspiegeln (Abb. 1).

Transkriptome neuropsychiatrischer
Modelle

Eine wichtige Moglichkeit, in einem in vitro-
System Proben verschiedener Probanden zu
unterscheiden, ist die Transkriptomanalyse.
Eine vergleichende Transkriptomanalyse zwi-
schen iPSC(induced pluripotent stem cell)-
Neuronen aus gesunden und erkrankten Pro-
banden erlaubte eine eindeutige Abgrenzung
von Patienten mit Schizophrenie (SZ) von
denen mit ASD (autism spectrum disorder) [1].

Krankheitsspezifische und
personalisierte
Zellkulturmodelle (F)

Untersuchungen zu molekularen
Grundlagen und Mechanismen
einer Krankheit in vitro

= Transkriptomanalyse

= Neuritenwachstum und
Netzwerkbildung

= Synaptische Stabilitat

= Neuronale Aktivitat

= Elektrophysiologie

A Abb. 1: Ubersicht Ablauf der iPSC-Generierung und Analyse. A, Entnahme von somatischen Zellen von genau diagnostizierten Patienten. B,C
iPSC-Kolonien auf einem Fibroblastenrasen (B) und einem Matrigelsubstrat (C). D, iPSC-abgeleitete neuronale Vorlaufern werden mit Nestin (rot)- und
Sox1 (griin)-Férbungen detektiert. E, MAP2-positive Neurone. MaBstab 100 um. F, Beispielhafte Analysemethoden.
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Ein deregulierter WNT-Signalweg, ein repro-
duziertes Merkmal von SZ-Patienten [2],
konnte anhand der Expression von LEFI in
zwei verschiedenen Arbeiten beobachtet wer-
den [1, 3]. In beiden Arbeiten wurden zusitz-
lich DCT und SPOCK3 als deregulierte Gene
identifiziert. Der Vergleich der Transkripto-
me von iPSC-Neuronen aus genetisch nicht
charakterisierten Patienten mit solchen mit
Timothy-Syndrom zeigte eine iibereinstim-
mende Deregulation des Gens IFITM?2 (inter-
feron induced transmembrane

wurden Modelle fiir das Phelan-McDermid-
und das Rett-Syndrom herangezogen, die in
cortikal differenzierten Neuronen eine
Reduktion exzitatorischer synaptischer Mar-
ker in den Patientenproben aufwiesen [8, 9].
Dies deckt sich mit Ergebnissen aus der
Untersuchung von iPSC-Neuronen einer wei-
teren Kohorte von ASD-Patienten [1]. Insge-
samt weisen die Befunde darauf hin, dass die
Modelle die entwicklungsabhdngigen
Defekte neuropsychiatrischer Erkrankungen
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widerspiegeln, jedoch Schizophrenie und
ASD nicht voneinander unterscheiden.

Neuronale Aktivitat

Entwicklungsbedingte Storungen der Synap-
senbildung lassen vermuten, dass die neuro-
nale Signaliibertragung in Schizophrenie-
und ASD-Patienten gestort ist. Die neuronale
Aktivitat wurde mit der Messung elektrophy-
siologischer Parameter oder der Analyse
dynamischer Veranderungen von intrazellu-

protein 2) [1, 4].

Neuritenlangen und
synaptische Verbindungen

Schizophrenie und ASD werden
als Entwicklungsstorungen des
Nervensystems interpretiert, die
moglicherweise mit reduziertem
Neuritenwachstum und vermin-
derter Synaptogenese von iPSC-
abgeleiteten Neuronen in vitro
korrelieren. Hier ergab die Mehr-
zahl der Studien mit SZ-Neuro-
nen von genetisch nicht definier-
ten Probanden eine Reduktion
der Neuritenldngen [1, 3, 5].
Interessanterweise waren die
Neuriten von dopaminergen
Neuronen deutlich kiirzer als
diejenigen cortikal differenzier-
ter Neurone [5]. Im Gegensatz
dazu waren mit cortikal differen-
zierten Neuronen aus Patienten
mit einer DISC1-Mutation, einem
monogenetischen Modell fiir
Schizophrenie, keine Unterschie-
de zu beobachten [6]. Ebenso wie
im Falle von Schizophrenie war
auch fir ASD-Neuronen eine
Reduktion der Neuritenldngen
ersichtlich, die sowohl aus Pati-
enten mit FXS-Mutationen als
auch aus nicht genetisch charak-
terisierten Patienten reprogram-
miert worden sind [1, 7]. Die
Dichte synaptischer Markerpro-
teine auf Neuriten wird als MaB
fiir die Synaptogenese herange-
zogen. Cortikal ausdifferenzierte
SZ-Neuronen zeigten eine redu-
zierte Synapsendichte in iPSC-
Neuronen mit einer DISC1-Muta-
tion [6], eine Reduktion der syn-
aptischen Konnektivitat [3] und
der Dichte von postsynaptischen
Markerproteinen [1]. Fir ASD
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A Abb. 2: Die Aktivitat neuronaler Netzwerke kann mithilfe Calcium-sensitiver Farbstoffe (Cal520, griin) nachgewiesen werden. A, Wéahrend einer
Ruhephase ist die Fluoreszenz des Farbstoffes gering. B, Synchroner Calciumeinstrom in neuronalen Netzwerken erhoht das Fluoreszenzsignal. MaB-
stab: 100 um. C, Unterschiedliche Calciumsignale in Neuronen von einem gesunden Probanden (CTR) sowie Patienten mit Schizophrenie (SZ) und ASD

(autism spectrum disorder).

A Abb. 3: Gehirnorganoide A, B, Aus induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC) generierte Organoide an Tag 21 (A) und Tag 42 (B) in Kultur. C,
MAP2-gefarbte Kryoschnitte der Organoide identifizieren radial auswachsende Neuriten in Griin. D, Darstellung zur Ubersicht eines Organoids mit ver-
netzten Neuronen (griin) und Zellkernen (blau). MaBstab: 1 mm.

laren Calciumkonzentrationen bestimmt
(Abb. 2). Untersuchungen an iPSC-Neuronen
von Patienten mit ASD (Rett-Syndrom) zeig-
ten eine Reduktion der Frequenz von Calci-
umsignalen [8], wiahrend anhand genetisch
nicht charakterisierter Proben in einer ande-
ren Studie diesbeziiglich keine signifikanten
Unterschiede verzeichnet wurden [1]. Letz-
tere Untersuchung hingegen wies eine redu-
zierte Amplitude auf. Somit scheint es von
spezifischen Patientenkohorten abzuhdngen,
ob und wie Calciumsignale moduliert wer-
den. Im Falle der Schizophrenie sind die
Ergebnisse ebenfalls uneinheitlich. In einer
fritheren Publikation werden keine Verdnde-
rungen der Calciumsignale berichtet [3],
wiéhrend spiter eine Verminderung der
Peakfrequenz und eine VergroBerung der

Flache unter den Kurven der Peaksignale
beobachtet wurden [1]. Insbesondere im
direkten Vergleich zwischen SZ- und ASD-
Neuronen lieB sich feststellen, dass die Ana-
lyse von Calciumsignalen dazu beitragen
kann, die Neurone genau diagnostizierter
Patienten mit Schizophrenie oder ASD
in vitro zu unterscheiden [1].
Elektrophysiologische Ableitungen an
iPSC-Neuronen aus genetisch nicht naher
charakterisierten Schizophrenie-Spendern
zeigten keine Unterschiede im Vergleich zu
Kontrollen aus gesunden Probanden [3]. In
iPSC-Neuronen mit einer Mutation in DISC1
hingegen wurde eine Reduktion spontaner
synaptischer Potenziale bei gleichbleibender
Amplitude beobachtet. Dies wurde als prasy-
naptischer Defekt interpretiert [6]. In den

ASD-Modellen fiir Phelan-McDermid- und
Rett-Syndrom duBerte sich die Reduktion der
Synapsendichte in einer verminderten Fre-
quenz und Amplitude von spontanen exzita-
torischen postsynaptischen Potenzialen. Die
Aktivitat inhibitorischer Synapsen blieb
jeweils unverédndert [8, 9]. Vergleichende
elektrophysiologische Studien mit SZ- und
ASD-Proben stehen jedoch noch aus.

Neue Ansédtze mit Gehirnorganoiden

Gehirnorganoide eréffnen die Mdoglichkeit,
iPSC als 3D-Strukturen wachsen und diffe-
renzieren zu lassen, die die Morphologie und
Verschaltung von Neuronen besser repro-
duzieren als die planaren Kultursysteme
(Abb. 3). Obwohl die Reproduzierbarkeit
solcher Systeme stark verbessert wurde [10],
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ist es zum gegenwdrtigen Zeitpunkt
schwierig, aussagekriftige funktionelle
Studien durchzufiihren. Daher beschran-
ken sich viele Arbeiten auf immunhisto-
logische oder Transkriptom-Vergleiche
von Organoiden. In einem Modell fir
schweren idiopathischen Autismus zeigte
sich eine Uberaktivierung von Genen, die
an der Steuerung des Zellzyklus, der neu-
ronalen Differenzierung und der Synapto-
genese beteiligt sind. Insgesamt duBerte
sich dies in einer Uberproduktion
GABAerger Neurone in der Entwicklung
der Organoide [11]. In Organoiden aus
iPSC von Patienten mit Schizophrenie
zeigte sich eine aberrante Zellmigration
von proliferierenden neuronalen Vor-
lauferzellen, die eine reduzierte intracor-
tikale Konnektivitat verursachte [12].
Zusammenfassend lasst sich feststel-
len, dass Experimente mit Stammzell-
abgeleiteten Neuronen verschiedene
neuropsychiatrische Erkrankungen dar-
stellen und unterscheiden lassen. Es
besteht die Hoffnung, dass solche huma-
nen Modelle, die die genetische Vielfalt
der Patienten reprasentieren, bestehen-
de Tiermodelle, z. B. fiir die Wirkstoff-
entwicklung, entscheidend ergénzen.
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