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Reprogrammierte Zellen:
Zukunft der psychiatrischen Forschung?

U. Sauerzopf', A. Weidenauer', N. Praschak-Rieder’, S. Kasper', H. Sitte?, M. Willeit'

Kurzfassung: Differenzierte somatische Zel-
len des Menschen kénnen zu pluripotenten
Stammzellen reprogrammiert werden. Diese
induzierten pluripotenten Stammzellen kon-
nen dann wieder zu verschiedenen Geweben
ausdifferenziert werden, so auch zu verschie-
denen Typen von Neuronen. Reprogrammier-
te neuronale Zellen erlauben es der neurowis-
senschaftlichen Forschung erstmals, lebende
menschliche Neuronen in vitro zu untersuchen.
Mit dieser Methode kénnen nicht nur komplexe
Interaktionen von Genen und ihren jeweiligen
Polymorphismen (Epistase-Phédnomene) abge-
bildet werden, sondern es kdnnen auch spezi-
fische Neuronen mit der exakten genetischen
Ausstattung eines Menschen beobachtet wer-
den. Im Folgenden sollen Potentiale und Limi-

tationen dieser neuen Technik fiir die neuro-
psychiatrische Forschung dargestellt werden.
Im Speziellen werden auch einige Befunde zur
Wirkung von Psychopharmaka im Zellkulturmo-
dell vorgestellt.

Schliisselworter: induzierte Neuronen, indu-
zierte pluripotente Stammzelle, Krankheitsmo-
delle, Medikamentenentwicklung

Abstract: Reprogrammed cells: future of psy-
chiatric research? Reprogrammed neuronal
cells allow fort he first time thorough inves-
tigation of live human neurons in vitro. Those
cells are derived from differentiated somat-
ic cells that can be reprogrammed do pluripo-

tent stem cells or directly to a cell population
of choice, such as various neuronal sub types.
This method does not only allow for the study
of complex epistatic effects, but the examina-
tion of neurons representing the specific genet-
ic constitution of a donor. This article will out-
line the potential as well as inherent limitations
of this technique in the field of neuropsychiat-
ric research as well as present some recent
findings on the action of pharmaceutical com-
pounds on phenotypes of reprogrammed cells.
J Neurol Neurochir Psychiatr 2018; 19 (2): 60-4.

Keywords: induced neurons, induced pluripo-
tent stem cell, disease modelling, drug scree-
ning

Einleitung

Wissenschaftliche Forschung wird oft von der Entwicklung
neuer Methoden angetrieben. Im Bereich der neuropsychia-
trischen Forschung ist dieser Impuls besonders in den letzten
Jahrzehnten spiirbar. Die Sequenzierung des menschlichen
Genoms im Jahr 2003 wurde von grofien Erwartungen beglei-
tet. Obwohl genetische Faktoren bei vielen psychiatrischen
Erkrankungen eine Rolle spielen, konnte die psychiatrische
Genetik ihre Versprechen einer treffsicheren Diagnostik und
Therapie bisher nicht einlésen. Psychiatrische Erkrankungen
sind polyatiologische, komplexe Erkrankungen. Es existieren
einige wenige monogene Erkrankungen. Fiir polygenetische
psychiatrische Erkrankungen kennt man einige wenige Hoch-
risikogene, dafiir aber eine Vielzahl von Polymorphismen mit
nur marginalem Beitrag zur Erkrankungsentstehung.

Mittlerweile konnten in grofien genomweiten Assoziationsstu-
dien (GWAS) viele dieser Polymorphismen mit geringem Effekt
auf den Phénotyp beschrieben werden; die Anzahl ist weiter stei-
gend [1]. Fiir die meisten dieser genetischen Varianten ist kein
Pathomechanismus bekannt, andere wiederum werden bei einer
Vielzahl von psychiatrischen und neurologischen Erkrankun-
gen beschrieben, so dass ein spezifischer Mechanismus, welcher
zur Entstehung einer Erkrankung fiithrt, weiter unklar bleibt.

Die vielleicht grofite Hiirde der neuropsychiatrischen For-
schung liegt vielleicht darin, klinische Phénotypen, Phéno-
mene der Bildgebung, Merkmale auf zelluldrer Ebene und den
Genotyp zu integrieren und so zu neuen Krankheitskonzepten
und davon abgeleitet zu innovativen Therapien zu gelangen.
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Um Krankheitsprozesse zu verstehen und neue Methoden
der Diagnostik und Therapie zu entwickeln, ist es notwendig,
physiologische und pathologische Prozesse zu beobachten. Die
neuropsychiatrische Forschung ist insofern ein Sonderfall, als es
unmoglich bzw. ethisch nicht vertretbar ist, zu Forschungszwe-
cken Gewebeproben aus dem lebenden Gehirn zu entnehmen.
Um Einblick in Pathomechanismen psychiatrischer Erkrankun-
gen zu gewinnen, stehen eine Reihe von Méglichkeiten zur Ver-
fiigung, die uns jeweils nur einen Ausschnitt aus der Komplexitt
der Biologie dieser Erkrankungen zeigen kénnen. Tierversuche
erlauben zwar die Gewinnung von neuronalem Gewebe und
die Untersuchung und Beeinflussung von hirnphysiologischen
Prozessen, bilden die Pathophysiologie psychiatrischer Erkran-
kungen des Menschen allerdings nur unzureichend ab [2]. Im
Fall einiger Erkrankungen konnen robuste Verhaltensparameter
definiert werden, die sich im Modellorganismus in einer Weise
prasentieren, die auf Veranderungen analog zu psychiatrischen
Erkrankungen des Menschen schlief3en lassen.

Man konnte argumentieren, dass verminderte Préferenz fiir
Zuckerlosung gegeniiber Wasser in der Tat eine Analogie zur
Anhedonie des depressiven Menschen darstellt. Zu erheben,
ob ein Nagetier formal denkgestort ist, halluziniert oder ein
Gefiihl innerer Leere erlebt, stellt sich schwieriger dar. Die Un-
sicherheit, ob die beobachteten Veranderungen wirklich einer
psychiatrischen Erkrankung des Menschen entsprechen, wird
auf absehbare Zeit trotz immer eleganter werdender Modelle
und Paradigmen nicht entfallen.

Diese Unsicherheit beziiglich der Verallgemeinerbarkeit des be-
obachteten Krankheitsprozesses besteht bei der Untersuchung
von Post mortem-Gewebeproben nicht. Haufig steht die Kran-
kengeschichte des Patienten zur Verfiigung und das Vorliegen
psychopathologischer Charakteristika ist gut dokumentiert. Post
mortem-Beobachtungen erlauben allerdings nur die Beschrei-
bung von Veranderungen im Hirngewebe, das bereits durch ein
Leben mit psychischer Erkrankung, einschlieSlich aller Behand-
lungseffekte und Lebensstilfaktoren, beeinflusst wurden.
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Direkte Reprogrammierung zu Neuronen
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Differenzierung von iPSC zu Neuronen

Abbildung 1: Nach Gewinnung von Fibroblasten besteht die Mdglichkeit zur direkten Reprogrammierung zum gewlinschten Zelltyp
(oben) oder zur Reprogrammierung zur pluripotenten Stammzelle (iPSC), die dann entweder direkt untersucht oder in den gewtinschten
Zelltyp ausdifferenziert werden kann. Die beschriebenen Methoden sind geeignet, dopaminerge Neuronen zu generieren.

Reprogrammierte Zellen hingegen sind ein Werkzeug, welches
es uns erlaubt, das komplette Erbgut eines Patienten mit be-
kanntem Phénotyp nicht Gen fiir Gen, sondern in der Bildung
einer funktionellen Einheit, eines Neurons, unter Laborbedin-
gungen zu untersuchen und Veranderungen von Morphe und
Funktion zu beschreiben.

Reprogrammierte Zellen

Reprogrammierte Zellen sind somatische, differenzierte Zel-
len, die ihre bisherige Identitdt und Funktion verloren haben
und in einen anderen Zelltyp transformiert worden sind. Das
heifit, die Zellen verfiigen iiber die genetische Ausstattung des
Spenders und sind daher auch in der Lage, komplexe epistati-
sche Effekte abzubilden.

Um reprogrammierte Zellen zu gewinnen, stehen verschie-
dene Werkzeuge zur Verfiigung. Somatische ausdifferenzierte
Zellen konnen in einen undifferenzierten Zustand zu pluripo-
tenten Stammzellen (iPSC) transformiert und dann zu einer
anderen Zellpopulation ausdifferenziert werden [3, 4]. Dies ge-
lang erstmals mit Hilfe der so genannten Yamanaka-Faktoren
(c-Myc, Klf4, Oct4 und Sox2) im Jahr 2006. Die iPSCs konnen
sich grundsitzlich in Zellen aller drei Keimblitter (Ektoderm,
Mesoderm und Entoderm) differenzieren. Durch angepasste
Protokolle konnen auch spezifische neuronale Subpopulatio-
nen und Gliazellen gewonnen werden.

Eine alternative Moglichkeit besteht darin, die pluripotente
Stammzelle durch Einbringung von Transkriptionsfaktoren
(z. B. Ascll, Brn2, Mytll) direkt in eine andere Zellpopulation
zu transformieren [5]. Auf diesem direkten Weg geht weniger
epigenetische Information verloren als bei der Ausdifferenzie-
rung von iPSC, die Zellen machen allerdings moglicherweise
pathogenetisch relevante Entwicklungsschritte nicht durch,
die bei der Ausdifferenzierung von Stammzellen beobachtet
werden konnten.

Es stehen heute eine Reihe anderer Methoden zur Repro-
grammierung zur Verfiigung, die sich unter anderem in der
Effizienz der Reprogrammierung, ihrem Potential Mutationen
auszuldsen, sowie dem zeitlichen Verlauf der Uberexpression
von Fremdprotein unterscheiden [6]. In der Regel werden

virale Vektoren eingesetzt, um Gen-Sequenzen, welche fiir
Transkriptionsfaktoren kodieren, in die Zielzelle einzuschleu-
sen, wo diese dann exprimiert werden (Abb. 1).

Die Methoden, Zellen umzuprogrammieren, werden immer
mehr verfeinert. Die Protokolle werden weiterentwickelt, so
dass die Generierung von immer mehr Zelltypen, sowie eine
prézisere raumliche und zeitliche Zuordnung der gewonnenen
Zellen zu einem im menschlichen Gehirn vorkommenden
Zelltyp erreichbar sein werden. Mittlerweile stehen neben den
integrierenden Vektoren (z. B. lentivirale Vektoren) noch eine
Vielzahl von nicht ins Genom integrierenden Vektoren (wie
Plasmid-Vektoren oder Sendaivirus-Vektoren) zur Verfiigung
[6]. Fir die psychiatrische Forschung ist derzeit die onko-
genetische Wirkung mancher Vektoren, sowie ihre Eigen-
schaft, Immunreaktionen gegen den Vektor und zum Teil die
reprogrammierte Zelle auszuldsen, von geringerer Relevanz.
Im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen, allen voran
der Parkinson-Erkrankung, wird die Zell-Ersatztherapie mit-
tels reprogrammierter Zellen bereits im Tiermodell erprobt [7,
8]. Fiir kiinftige klinische Anwendungen am Menschen sind
sichere, vertragliche und stabile Systeme unumgénglich.

Theoretisch eignet sich jede kernhaltige Zelle zur Reprogram-
mierung. Da in der Vergangenheit ein Grof3teil der Pionier-
arbeit mit Fibroblasten erfolgt ist, sind diese bis heute die am
hiufigsten genutzte Zellart [9]. Da die Gewinnung von Fibro-
blasten mittels Stanzbiopsie relativ invasiv ist, gewinnen ande-
re Zellen, wie zum Beispiel mononukleére Blutzellen, Haarfol-
likelkeratinozyten oder squamdse Zellen aus Urin, zunehmend
an Bedeutung.

Bei der Reprogrammierung zu induzierten pluripotenten
Stammzellen geht ein grofler Teil der epigenetischen Priagung
verloren. Es gibt allerdings Hinweise, dass reprogrammierte
Stammzellen einen Teil der epigenetischen Eigenschaften des
Ursprungsgewebes beibehalten, was sich darin duflert, dass sie
préferentiell in Zelltypen dieses Keimblatts ausdifferenzieren
[10-12]. In einer neueren Studie kamen die Autoren allerdings
zu dem Schluss, dass sich die intra-individuellen Unterschie-
de in Genetik und Epigenetik des Spenders deutlicher als das
Ursprungsgewebe der Zellen auf ihre weitere Differenzierung
auswirken [13].

J NEUROL NEUROCHIR PSYCHIATR 2018; 19 (2) 61
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Interessant sind neueste Hinweise, dass auch nicht-genetische
Faktoren, die in vivo zur Krankheitsentstehung beitragen, in
reprogrammierten Zellen abgebildet werden konnen. In einer
Arbeit wurden reprogrammierte dopaminerge Mittelhirnzel-
len eines eineiigen Zwillingspaares mit einer fiir Parkinson
disponierenden Mutation der Glukozerebrosidase untersucht.
Einer der Zwillinge litt an der Parkinson-Erkrankung, der an-
dere nicht. Die Autoren konnten in den Zellen des erkrankten
Zwillings eine signifikante Reduktion der Verfiigbarkeit von
Dopamin sowie deutliche Steigerung der Aktivitit des Dopa-
min-abbauenden Enzyms Monoaminooxidase B beobachten
[14]. Alpha-Synuclein war, obwohl quantitativ nicht verschie-
den, beim erkrankten Zwilling verstdrkt in den Neuriten zu
finden. Die Autoren spekulieren, dass epigenetische Modifi-
kationen von Genen des Zytoskeletts den Alpha-Synuclein-
Transport in diesem Modell beeinflussen konnten.

Die Interpretation von publizierten Resultaten aus reprogram-
mierten Zellen ist sehr komplex und bisher gibt es, aufgrund
der Neuheit der Methode, kaum replizierte Ergebnisse. Um
Daten in einem sich methodisch rasant entwickelnden Feld
vergleichbar zu halten, ist die prézise Beschreibung der repro-
grammierten Zellen notwendig. Um zum Beispiel eine dopa-
minerge Zelle zu charakterisieren, ist mehr notwendig als der
Nachweis von Tyrosin-Hydroxylase oder des Dopamintrans-
porters. Neben der morphologischen Beschreibung ist eine
detaillierte Analyse der exprimierten Gene sowie ihrer elektro-
physiologischen Charakteristika erforderlich, um die verschie-
denen Populationen von dopaminergen Zellen trennen zu
konnen [15, 16]. Insbesondere aus Stammzellen differenzierte
Neuronen gelten als relativ unreif. Dies mag ein Vorteil sein,
wenn man davon ausgeht, dass pathologische Prozesse bereits
genetisch angelegt sind oder sich in der frithen Entwicklung
manifestieren.

Die Mehrzahl der psychiatrischen Erkrankungen manifestiert
sich allerdings erst im spéten Jugend- und frithen Erwachse-
nenalter. Im Fall der Schizophrenie sind jedoch eine Anzahl
intrauteriner Risikofaktoren sowie diskreter psychologischer
Auffilligkeiten bereits lange vor Ausbruch der Erkrankung,
im Kindes- und Jugendalter, beschrieben [17]. Die Moglich-
keit, reprogrammierte Zellen mit Progerin zu behandeln und
schneller reifen und altern zu lassen, wurde bereits in Hinblick
auf Modelle der Parkinson-Erkrankung beschrieben [18]. Ob
dies analog zur physiologischen Reifung stattfindet und die
Modelle eher der In-vivo-Situation zum Zeitpunkt der Krank-
heitsmanifestation entsprechen, ist offen.

Krankheitsmodelle

Die Mboglichkeit, lebende neuronale Zellen von Patienten
in vitro untersuchen zu konnen, hat in der wissenschaftlichen
Gemeinschaft grofie Resonanz gefunden. Da die Erzeugung
von reprogrammierten Zellen mit erheblichem finanziellen
und personellen Aufwand verbunden ist, hat man versucht,
moglichst geeignete Patienten mit hohem genetischen Beitrag
zum Krankheitsbild zu untersuchen. Hierbei sticht die - ver-
gleichsweise kleine — Gruppe der monogenen psychiatrischen
Erkrankungen wie zum Beispiel dem Rett-Syndrom [19] her-
vor, ebenso wie Fille komplexer polydtiologischer Erkrankun-
gen mit hohem genetischen Beitrag, wie zum Beispiel psycho-
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tische Patienten mit ,,disrupted in schizophrenia 1“- (DISC1-)
Mutation [20], familidr gehéufte Fille von Schizophrenie und
schizophrene Patienten mit Beginn der Erkrankung in der frii-
hen Kindheit. Es gibt publizierte Krankheitsmodelle zur Schi-
zophrenie und Bipolaren Storung (Review siehe [21]), Sucht
[22] und Erkrankungen aus dem autistischen Formenkreis
(Review siehe [23]).

Potential fiir neue Therapien?

Neben der Suche nach neuen Zielstrukturen zu Beginn der
Entwicklung neuer Medikamente liegt das wohl grofite Po-
tential reprogrammierter Neuronen in der Méglichkeit der
préaklinischen Testung von Arzneimitteln. Reprogrammierte
Neuronen sind elektrisch und metabolisch aktiv; ihre Ober-
flaichenproteine entsprechen weitgehend denen natiirlich vor-
kommender Neurone inklusive ihrer intrazelluldren Signal-
wege.

2016 wurden von zwei unabhingigen Arbeitsgruppen Metho-
den zur Generierung von serotonergen Neuronen mit einem
Genexpressionsmuster dhnlich dem der Zellen der Rapheker-
ne verdffentlicht [24, 25]. Beide Gruppen beschreiben signifi-
kante Erhohung der Serotoninkonzentration im Medium nach
Zugabe des selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmers
Escitalopram. Lu und Kollegen beobachteten einen Zeit- und
Konzentrations-abhangigen Effekt auf die Serotoninkonzen-
tration im Medium bei dem die Serotonin-Wiederaufnahme
hemmenden und Serotonin freisetzenden Analgetikum Tra-
madol sowie mit Escitalopram [25]. Die Autoren schlagen
vor, dieses Modell in Zukunft zur In-vitro-Testung serotonerg
wirksamer Medikamente heranzuziehen. Diese Modelle sind
die bisher ersten erfolgreichen Abbildungen serotonerger
Neurotransmission in vitro [26] und konnen in Zukunft nicht
nur zur Beurteilung neuer Substanzen mit Beeinflussung des
Serotoninsystems, sondern auch zur Aufklirung molekularer
Mechanismen psychiatrischer Erkrankungen, wie zum Bei-
spiel der Depression, beitragen.

Fir die Identifikation neuer therapeutischer Zielstrukturen
und Wirkmechanismen mit Hilfe reprogrammierter Zellen ist
die Beschreibung eines pathologischen Phéanotyps auf der Ebe-
ne einzelner Zellen oder Netzwerke unabdinglich. In Studien
zu reprogrammierten Zellen von Patienten mit Schizophrenie
wurden erste Unterschiede zu Gesunden identifiziert, welche
sich durch Zugabe von Medikamenten normalisieren liefen.

In zwei dieser Studien wurde Verminderung des ,post-
synaptic density proteins® PSD-95 [27, 28] beschrieben. In
der Arbeit von Brennand und Kollegen fiel auflerdem eine
deutliche Verminderung der Zell-Zell-Kontakte in den repro-
gramierten Zellen der Patienten auf [27]. Dies wurde durch die
verminderte Ausbreitung eines farbmarkierten, abgeschwéch-
ten Tollwutvirus innerhalb der Zellkultur nachgewiesen. Die
Verminderung der Zell-Zell-Kontakte, ebenso wie Verdnde-
rungen der Expression von Neuregulin 1 sowie einiger Glu-
tamatrezeptoren (GRIK1, GRM7 und GRIN2A) und einiger
weiterer Gene wurde durch Behandlung mit Loxapin normali-
siert. Kurioserweise gelang dies nicht in analoger Weise durch
Zugabe anderer Antipsychotika, so dass die Relevanz dieser
Befunde in vivo anzuzweifeln ist.
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Die Vermehrung von reaktiven Sauerstoffspezies wurde in re-
programmierten Zellen [29, 30] und nicht reprogrammierten
Zellen [28] von Patienten mit Schizophrenie nachgewiesen. Die
Menge der Sauerstoffradikale konnte in neuronalen Vorlaufer-
zellen durch Zugabe von Valproat signifikant reduziert werden
und war in der Folge nicht mehr signifikant verschieden von un-
behandelten Zellen gesunder Probanden [30]. Die Behandlung
mit Valproat konnte zudem erhohte Konzentration von Kalium
und Zink in neuronalen Vorlauferzellen normalisieren [31]. Die
Bedeutung dieser Befunde ist nicht abschlieflend geklart.

Der bisher vermutlich eindrucksvollste Versuch, die Wirkung
beziehungsweise Nicht-Wirkung eines Medikaments im Zell-
kulturmodell darzustellen, wurde von Mertens und Kollegen
unternommen [32]. Hierfiir wurden sechs Patienten unter Li-
thium-Monotherapie prospektiv untersucht. Die reprogram-
mierten neuronalen Zellen der Patienten, ihrer Genexpression
nach dhnlich zu Gyrus-dentatus-Neuronen des Hippocampus,
zeigten im Unterschied zu jenen gesunder Probanden deutlich
groflere elektrische Erregbarkeit. In Zellen, welche von Patien-
ten gewonnen wurden, die klinisch von einer Lithiumgabe
profitiert hatten, konnte eine Normalisierung dieser Uber-
erregbarkeit festgestellt werden, nicht jedoch in Zellen der
Patienten, die auch klinisch kein Ansprechen auf Lithiumthe-
rapie gezeigt hatten.

Zusammenfassung

Die Techniken zur Gewinnung von reprogrammierten Zellen
sind komplex und werden schnell weiterentwickelt. Bisher
konnte kein allgemein akzeptiertes ,,In-vitro-Krankheitsmo-
dell® entwickelt werden, das neue Tore fiir Forschung und
Entwicklung in der Psychiatrie aufst6fit oder zumindest er-
laubt, Pharmaka zuverldssig zu testen. Nichtsdestotrotz sind
die Moglichkeiten, erstmals patientenspezifisch In-vitro-
Untersuchungen zu psychiatrischen Krankheiten anzustellen,
enorm. Es wird in der Zukunft notwendig sein, die Validitat
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