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Roviditésjegyzek

ACSF
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atRA
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MEM
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NMDA
NSC
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RC2
Svz
VZ
YFP
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4' 6-diamidino-2-phenylindole

fotalis borju szérum (fetal calf serum)
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glialis fibrillaris savas fehérje (glial fibrillary acidic protein)
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befelé rektifikalo K*-ion csatorna (inwardly rectifying potassion channel) 2
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Neuralis sejtmag fehérje (neuronal nuclear protein)
N-methyl-D-aspartate

neuralis dssejtek

foszfattal pufferolt sooldat (phosphate-buffered saline)

kvantitativ polimeraz lancreakcio

radialis glia sejtmarker (radial glia cell marker) 2

szubventrikularis zona

ventrikularis zona
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1. Osszefoglalas

Az idegsejtek fejlodésében a sejt belsd, genetikailag kddolt tulajdonsagai mellett fontos
szerepet jatszanak a szoveti mikrokdrnyezet valtozasai is, melyeket részben a sejteket érd idegi
bemenetek alakitanak. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a fejlodo idegrendszerben 1étrejovo
aktivitasi mintdzatokhoz hasonld depolarizacios tréningezéssel a sejtdifferenciaciot célzottan

lehet eldsegiteni.

----- 4

Elképzelésiinket egér neuronalis 6ssejtek (NE-4C) in vitro idegi differenciacidja sora
alkalmazott optogenetikai tréningezéssel teszteltiik. Ehhez az NE-4C sejtvonalban all-transz
retinsavval neuronképzést indukaltam, az idegsejtekben csatonarodopszin-2 ioncsatornat
(ChR2) fejeztettem ki, majd a sejteket 48 6ran keresztiil kiilonb6zd megvilagitasi mintazatokkal
tréningeztem. A théta oszcillacios mintazattal tréningezett tenyészetekben a tiizeld idegsejtek
aranya, az egyedi akcios potencialok amplitiddja és az inward rektifikalo kalium dramot mutatd
sejtek aranya is novekedett. Folyamatos, Poisson mintdzatu tréningezés hatastalan volt. Ha
azonban a rovid, percenként ismételt Poisson mintdzatot alkalmaztam, a théta mintazathoz
hasonl6 elektrofiziologiai valtozast tapasztaltam. A Kir2.x csatornak izotipusainak

expressziojat a tréning mintdzatfiiggd modon megvaltoztatta.

Eredményeink jelzik, hogy az in vitro idegi differenciacio soran a sejteket érd

aktivitdsmintazat hatékonyan segitheti a sejtek érését.



2. Bevezetés
2.1. A kozponti idegrendszer fejlodése — a neuronok identitdsdat meghatdrozo faktorok

Az idegrendszer megfelelé miikodéséhez, annak kialakulasa és fejlédése alatt pontos és
bonyolult szabalyozasi rendszernek kell miikddnie. A folyamat soran az agyban az idegi
Ossejtekbdl a térben és idében precizen szabalyozott hatdsok eredményeként valtozatos
morfologiaju és funkcioja sejtek alakulnak ki. A sejt fejlédésben fontos szerepet jatszanak az
adott sejt belsd, genetikailag kodolt tulajdonsagai (példaul az, hogy az idegrendszer melyik
részéb6l  szarmazik, milyen epigenetikai mintazatokat hordoz, aktudlisan milyen
génexpresszios mintazattal rendelkezik) ugyanakkor a sejtet éré kornyezeti hatasok (milyen
neurotranszmitterek érik, milyen ionkdrnyezetben helyezkedik el, milyen a formalodo halozat
idegi aktivitasa) és ezzel Osszefiiggésben a sejt membrantulajdonsagai (a sejt ingerelhetdsége)
is kiemelt jelentdséggel birnak (1. abra). A fejlédés soran a szoveti mikrokdrnyezet valtozasai
mellett, a sejteket érd idegi bemenetek fontos szerepet jatszanak az érett idegsejtek és a sejtekre
jellemzd diverzitas kialakuldsaban. A fejlodo sejtek kozelében az elektrokémiai potencidlban
bekovetkezd valtozasok, a tonusos vagy szinaptikus bemenetek, befolyédsoljdk a fejlodd
neuronok belsé biofizikai ¢s fiziologiai tulajdonsagait (Johnson-Venkatesh és mtsai., 2015;
Kohidi és mtsai., 2017; Lim és mtsai., 2018; Sultan és Shi, 2018; Ojeda és Avila, 2019). Az
idegi prekurzorok és idegsejtek érése mellett az idegi aktivitas hatassal lehet a sejtmigraciora,
az idegi kapcsolatok kialakulasara és a programozott sejthalalra is (Katona és mtsai., 2001,
Luhmann és mtsai., 2016; Kohidi és mtsai., 2017).

Az idegsejt maultja metabolitok Az idegsejt kornyezete

morfogének
hatasa
ionkornyezet

transzkripcios
taktorok e hélézati aktivités
. . . 4
eplgengtlkal 00| neurotranszmitterek
mintazat ¢ jelenléte

1. dbra Az idegsejt identitasat befolyasolo tényezdk (forrds: Tarnok K.)

idegi aktivitas fliggé hatasok




Az idegrendszer fejlodése az egér embrioban a 7. nap kornyékén, az embrid dorzalis
oldalan indul meg. Kialakul a vel6lemez, ami fokozatosan csévé zarddik, majd az egész
kozponti idegrendszer alapjat képezi. A veldlemezt és vel6csovet alkotd, nestin intermedier
filamentumot tartalmazé (nestin pozitiv) neuroepitelialis 6ssejtek® eleinte szimmetrikusan,
majd késébb aszimmetrikusan is osztodnak. Aszimmetrikus osztodas soran az egyik utodsejt
megOrzi Ossejt tulajdonsagait, mig a masik utddsejt egy 0j sejttipus iranyaba lesz elkotelezett.
Az igy képz6do neuroepitelialis sejtekbdl Kialakuld radialis glia sejtek (ezek a funkcionald
neuralis Ossejtek, NSC-K) részben fenntartjak sajat populaciojukat, részben a szovetre jellemz6
ideg-, valamint az asztroglia sejteket hozzak létre?. Jellemzd, hogy a fejlédé idegrendszerben
az egyes fejlédési stddiumokban, egymassal parhuzamosan az idegi Ossejtek tobb tipusa is
megtalalhat6 (Kohidi és mtsai., 2017).

A kozponti idegrendszer idegsejtjei a neuroepitelidlis sejtekbdl és a radidlis glia
sejtekb6l kozvetlen vagy koztes progenitorokon (pl. bazalis progenitor sejtek) keresztiil
alakulnak ki. A sejttipusok kozotti hatar nem mindig éles, a radialis gliasejtekre is jellemz6 a
nestin és az radialis glia sejtmarker-2 (RC2) pozitivitas, &m benniik a fejlédés elorehaladtaval
megjelennek asztroglia sejtekre jellemz6 tulajdonsagok, mint példaul az asztroglia specifikus
glutamat transzporter (GLAST) (Shibata és mtsai., 1997; Anthony és Heintz, 2008). A
progenitor és a radialis glia sejtek is képesek folyamatos osztodassal onmaguk megujitasara,
valamint aszimmetrikus osztddassal koztes progenitorok, idegsejtek €s gliasejtek létrehozasara
in vitro koriilmények kozott is (Rowitch és Kriegstein, 2010; Kohidi és mtsai., 2017).

Az agyszovet fejlodésének jellemz6 aspektusa, hogy a neuronok kapcsolatrendszereiket
nem a sziiletésiik helyén alakitjak ki, hanem széveti pozicidikat hosszabb-rovidebb vandorlast
kovetden érik el (Kriegstein és Noctor, 2004). Az agykérget kialakito neuronok a veldcsd tiregét
koriilvevo un. ventrikularis zonaban (VZ) vagy az e feletti un. szubventrikularis zonaban (SVZ)
alakulnak ki. A dorzalis VZ teriiletérél szarmazé vetitdé neuronok a kérgi rétegeket inverz
modon hozzak 1étre. E16szor a mélyebb kérgi rétegek (pl. 6. réteg) neuronjai alakulnak ki, majd
a fiatalabb, kiils6 rétege(ke)t alkotd sejtek a mar kialakult rétegen tallépve allapodnak meg
(inside-out fejlodési modell). A korai kortikogenezisben a neuronok két populacidja tolt be
fontos szerepet. A ,,Cajal-Retzius” sejtek és a koran kialakuldé un. ,,szubplate” neuronok

viszonylag érett funkcionalis tulajdonsagokat mutatnak (példaul az ismétlodd akcids

1 Az 8ssejt olyan sejttipus, mely képes létrehozni 6nmagaval megegyez6 és/vagy maganal differencialtabb
sejtet (Smith, 2006)

2 A radiélis glia sejtek az organogenezis végén eldifferencidlddnak, 8ssejttulajdonsdguk csak 2 kitiintetett helyen
marad meg a feln6tt agyban (Obernier and Alvarez-Buylla, 2019)



potencialok), és megfigyelhet6ek rajtuk szinaptikus bemenetek is. Késébb a fejlédés soran ezen
neuronok nagy része eltlinik, vagy jelentds atalakulason megy keresztiil (Luhmann és mtsai.,

2016).

A kéregben a radialis glia sejtek mentén torténd, pialis felszin felé mutatd sejtvandorlas
mellett megjelennek az ezekre merdlegesen, tangencionalisan migralé interneuronok. Ezeknek
a neuronoknak kiemelt szerepiik van mar a korai kapcsolatok kialakitasaban is. JellemzOen a
velocsO ventralis teriiletén kialakuld gangliondombokbol migralnak a kortex teriiletére
(lateralis, medialis és kaudalis gangliondomb). A medialis gangliondomb teriiletérdl
szarmaznak tobbek kozt a neokortex GABAerg sejtjei, a bazalis ganglionok neuronjai, vagy
épp a fentebb mar emlitett ,,Cajal-Retzius” sejtek. A kaudalis gangliondombbdl szdrmazik egy
igen diverz sejtcsoport, tobbek kozott a kérgi interneuronok is. A laterdlis gangliondombnak az
embrionalis fejlddés késObbi szakaszaban van nagy jelentdsége, innen szarmazik ugyanis a
szaglohagyma idegi eredetli sejtjeinek nagy része (Buchsbaum és Cappello, 2019). A
gangliondombban végbemend sejtproliferacionak ¢és az innen kifelé torténd intenziv,
tangencionalis, majd radialis vandorldsnak fontos szerepe van abban, hogy a kéregre jellemzd
Osszetett kapcsolati rendszer kialakulhasson. A sejtvandorlas alatt a sejteket szamos kornyezeti
hatas éri, példaul a mar formalédd idegi kapcsolatok feldl, melyek identitasukat

befolyasolhatjak (Kriegstein és Noctor, 2004; Buchsbaum és Cappello, 2019).

A fejlédd ragesalo idegrendszerben a késéi prenatalis és a posztnatalis fejléddés
kiilonbozo fazisaiban spontan aktivitdsi mintazatok vannak jelen. Ezek eleinte egyszeri
1smétl6dd mintazatok, amiket késébb bonyolultabb mintazatok valtanak fel. A mintdzatok a
prenatalis szakaszban gyors fejléddést mutatd ragcesalokban gyorsan, 2-3 napon beliil
megvaltozhatnak. A fejlodd idegsejtek a differenciacid soran végig, a sejt sziiletésének
pillanatatol, a migracion at az idegrendszeri halozatok kialakulasaig elsdsorban depolarizacios
hatasoknak vannak kitéve. Egér embrio neokortikalis szeletekben példaul mar a 16. embrionalis
napon megfigyeltek spontan, alacsony frekvencidjii (< 1 min™), elektromos aktivitds-fiiggé

kalcium-tranzienseket (Luhmann és mtsai., 2016). Az elektromos aktivitds nagyban

......

crer

blokkolasaval ugyanis csokken a sziileté idegsejtek szama (Luhmann és mtsai., 2016).

Kisérletesen bizonyitottak azt is, hogy az idegrendszer fejlédése soran a hippokampusz CAl

crer



sejt-fejlodésében, példaul csokken a serkenté bemeneteket fogado dendrittiiskék szama, és ez a
sziiletést kovetOen is hatassal van az idegi jelatvitelre (Johnson-Venkatesh és mtsai., 2015). A
neuronok ingerlékenysége tehat a hippokampuszban befolyasolja a fejlodést és a fejlodo

aramkorokbe torténd sejt-integralodast.

A fesziiltségfliggd ioncsatorndk kifejezodésével az idegi aktivitds szinkronizalddni
kezd. Eleinte az elektromos szinapszisok dominalnak, és kisebb, helyi hal6zatok alakulnak ki,
am mar a réskapcsolatokon keresztiil is jellemz6ek a tovaterjedé kalcium oszcillaciok (M.
Jelitai, M. Anderova, A. Chvatal, 2007). Késébb az idegi aktivitds egyre inkabb
szinkronizal6dik, ahogy nagyobb, tobb teriiletre kiterjedé haldzatok alakulnak ki a fejlédd
idegrendszerben. Ezzel egyiddben jellemz6 az elektromos szinapszisrdl fokozatosan kémiai
szinapszisokra torténd attérés. A fiatal neurdlis dssejtekben, progenitorokban depolarizaciot
okozhat a gamma-aminovajsav (GABA), a glicin és a taurin is. A fejlédéssel az axonhal6zat
jellemzéen novekszik, majd a kémiai szinapszisok kialakuldsat kovetden megjelennek a
szinkronizalt kisiilés csomagok, ,,burst”-0k, amik az dsszetett halozat kialakulasanak ismertet6i

(Luhmann és mtsai., 2016; Kohidi és mtsai., 2017).

A neocortexben mar a sziiletés utani els6 napokban halozati aktivitas figyelhetd meg. A
sejtekben ilyenkor mar ioncsatornak expresszalodnak, mint példaul az AMPA és az NMDA
receptor®. Ezek segitséget nyujtanak a kiilonbozd aktivitasi mintazatok vizsgélataban, a koran
megjelend glutamaterg ,,korai kérgi halézati oszcillacio” (cortical early network oscillations)
példaul NMDA és AMPA receptor antagonistakkal blokkolhat6. Ezek az oszcillaciok spontan
kalcium hullamok, melyek koriilbeliil két percenként jelentkeznek, és lassan, 2 mm/s
sebességgel terjednek szét a kéregben a hatsé agykéreg iranyabol. Egy masik spontan, a
hippokampuszra is jellemzd aktivitdsi mintdzat az ugynevezett ,kérgi orids depolarizald
potencial” (cortical giant depolarizing potentials). Ez a hullam striibben jelentkezik és
gyorsabb kinetikaju és jellemzd rd a GABA altal kozvetitett depolarizacio®. A fejlodés késébbi
szakaszaban ,,lassu aktivitasu tranziensek™ (slow activity transients) a jellemzoek, amik hossza
ideig (akar 10 masodpercig is) tartanak, és spontan gyors oszcillaciokbol (15-30 Hz) tevédnek
Ossze. Az 0jsziilott ragesalok kérgében jellemzoek a lokalis, 10-30 masodpercenkén ismétl6do

koriilbeliil 100-300 ms-ig tartd, 30-40 Hz-es gamma-oszcillacidk is, valamint a vizudlis és a

3 AMPA és az NMDA ionotrép glutamét receptor aktivatorok.
4 A klasszikusan gatld neurotranszmitter, a GABA, a fejl6dé idegsejtekben a megvaltozott klorid egyensuly miatt
depolarizaciét valt ki (Jelitai and Madarasz, 2005; Spitzer, 2010).



szomatoszenzoros kérgi teriileteken megjelend 0,5-3 masodpercig tarté lokalis, rovid

oszcillaciok, az ugynevezett ,,spindle bursts” -6k (Luhmann és mtsai., 2016).

Az irodalmi adatok alapjan felvetiil a kérdés, hogy ezek a fejlédés soran jelen 1évo
aktivitasi mintdzatok mennyiben befolydsoljak a kialakulo idegsejt fenotipusat, és 1étrehozhato-
e olyan modellrendszer, amivel a depolarizacids mintazatokat és ezzel az idegsejtek alakulasat

kiils6leg tudjuk irdnyitani.

2.2. Idegsejtfejlodés vizsgdlata in vitro modellrendszerben

Az idegsejtképzés tanulmanyozasdban elényt jelent, ha jol kontrollalt koriilmények
kozott végezhetjik kisérleteinket. Idealis valasztds olyan in vitro rendszer, ahol idegi
6ssejtekbdl valamilyen kémiai indukcio hatasara neuronokat képziink. Az ilyen sejtrendszerek
nagy mennyiségben képesek adott fenotipusi neuronok eldallitisara, igy a befolyasold

tényezOk hatasa konnyebben kiolvashato (Schlett és Madarasz, 1997).

Az NE-4C egy jol definialt, p53 deficiens®, kilenc napos egér embrié eléagyholyagjabol
szarmaz6 epitelidlis karaktert mutatd neuroepitelialis dssejtvonal. Eléallitasa egy tobblépéses
folyamatban, klonozassal tortént, hogy a sejtvonal egysejt eredete biztositva legyen (Schlett és
Madarasz, 1997). Az NE-4C sejtek idegi iranyba elkotelezettek. Megfeleld kortilmények kozott
folyamatosan osztddnak, €s a vonal tobb mint szaz Aatiiltetésen, passzazson keresztill is
fenntarthat6. All-transz retinsav (atRA) segitségével (1-2 napos kezeléssel) a tenyészetekben
jol reprodukalhatd neuronképzés (és gliaképzés) indukalhato (Schlett és Madarasz, 1997).

A retinsav, egy A vitamin szarmaz¢k, retinaldehid dehidroginaz enzimek segitségével
kozvetleniil retinaldehidbdl keletkezik, és erés morfogén hatast. Lipidoldékony molekula, a
plazmamembranon atjutva, intracelluldris receptoraival Osszekapcsolodva génexpresszid
szabalyozasara képes. Jelen van tobbek kozott az embrionalis és felndtt agyban is, és széles
korben hasznalt kiilonb6z6 dssejtpopulaciok in vitro differencialtatasara (Schlett és Madarasz,
1997). Retinsav kezelés nélkiil az NE-4C sejtek megtartjak Gssejt jellegiiket, neuronképzés nem
indul ezekben a tenyészetekben (Tarnok és mtsai., 2002; Orsolits és mtsai., 2013).

Az NE-4C tenyészetekben fejlddoé neuronok jol meghatarozott és jellemzett 1épéseken
kimutathat6 a nestin intermedier filamentum, ami a neuralis progenitorokra jellemzd. Az egy

sejtrétegii, epitél morfologiat mutatd, nyalvany nélkiili sejtek az atRA kezelés hatasara az els

5 A p53 egy tumorszupresszor fehérje, fontos szerepet jatszik a sejtciklus szabdlyozdsdban. Hidnya
immortalizdciét segit el6, a sejteket folyamatos osztéddsra készteti, am nem gatolja meg az idegi
differencialodast.



napokban aggregatumokat hoznak létre, a sejtszam nd. Ezekben a tenyészetekben az atRA
hatasara er6sodnek a sejt-sejt adhézios kolcsonhatasok (Schlett és mtsai., 2000), és a sejtek
kozotti kapesolatok kialakitdsa sziikséges hozza, hogy a sejtek késobb neuron és asztrocita
tenyészetekké fejlédjenek (Tarnok és mtsai., 2002). A denz, magas sejtszamu tenyészetekben
ilyenkor jellemz6 a sejtpusztulas. Az aggregatumokban egy-két nappal az indukciot kovetéen
megjelennek az RC2 pozitiv, radidlis glia szeri sejtek, de jelen vannak a nestin pozitiv
progenitor jellegii sejtek is.

A indukci6 harmadik-negyedik napjatol a IIIB-tubulin pozitiv idegsejtek is megjelennek
az aggregatumokban, €s par nap alatt a sejtek akar 40-50 szédzaléka is ilyen tulajdonsagokat
mutathat (Schlett és Madarasz, 1997; Schlett és mtsai., 2000; Tarnok és mtsai., 2002).
Kimutattak, hogy a retinsav kezelést kovetd 6. napra a sejtek maguk is képesek bioaktiv
retinoidok termelésére (Orsolits és mtsai., 2013). Ezt kdvetéen az idegsejtek szama eleinte
gyorsan novekszik, egyre inkabb elagazo, 6sszetett idegi nytlvanyhaldzat alakul ki (Schlett és
Madarasz, 1997), a sejtek kozott réskapcsolatok alakulnak ki (Tarnok és mtsai., 2002). Az
idegsejtek sokszor a felszinnel kapcsolatban alld bazalis sejtréteg tetején figyelhetéek meg.
Fejlédésiikkel parhuzamosan, koriilbeliil az indukciot kovet hetedik napra csokken az Gjonnan
kialakul6é idegsejtek szama. A sejtproliferacid sebessége a sejtslirliség novekedésével
folyamatosan csokken és cytosine-arabinofuranoside (CAR) kezeléssel leallithato (Schlett és
Madarasz, 1997). A retinsav kezelést kovetd 9.-10. napra az idegsejtekben kimutathato a
synapsin €s synaptophysin expresszio €s kialakulnak a neurotranszmitterek termeléséhez és
felszabaditasahoz sziikséges apparatusok (Orsolits és mtsai., 2013). A sejtekben ilyenkor még
a GABA is kivalthat depolarizaciot, érésiikkel pedig megjelennek benniik az NMDA receptorok
(Jelitai és Madarasz, 2005).

A glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP) pozitiv gliasejtek a neuronokhoz képest késve,
csupan a differencialtatas 9. napjatdl jelennek meg a tenyészetekben. A tenyésztésben ilyenkor
aneurogenezis mar csokkend mértékii. Az asztrocitakkal kapcsolatban is elmondhato, csak gy,
mint a neuronok esetében, retinsav kezelés hidnydban nem jelennek meg az NE-4C
tenyészetekben. A glidk késleltetett megjelenése az idegsejtekhez képest jellemzdje az
idegrendszer fejlodésének (Orsolits és mtsai., 2013). Mindezek mellett a nem definialt
fenotipusu, epitél morfologiaju sejtek a tenyésztés teljes idétartalma alatt jelen vannak a
tenyészetekben (Tarnok és mtsai., 2002).

A részletesen leirt és jol reprodukalhatd neuronképzési folyamat miatt az NE-4C
neuroepitélidlis Ossejtek jO modellrendszert biztosithatnak a depolarizacidés események

vizsgélatara.
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2.3. Depolarizacios mintdzatok kialakitdasa optogenetika segitségével

A kornyezet, jelen esetben a depolarizaciés események hatasainak elemzéséhez jo
lehetdséget az optogenetikaval vezérelhetd, Ossejt alapu, fejlodé neuronhaldozatot mimikalo
modellrendszerek kialakitdsa. A neuron progenitorokba és fejlddé idegsejtekbe juttatott
fényérzékeny ioncsatornak segitségével ugyanis lehetéségiink van a sejteket éré bemeneteket
nem invaziv médon, id6ben és térben pontosan szabalyozni (Lee és mtsai., 2019; Giraldo és
mtsai., 2021). Ezen technika segitségével iranyithatdak bizonyos neuronpopulaciok in vitro
tenyészetekben, példaul az optogenetikailag modositott primer neuronok tlizelést mutatnak
optikai stimulacié hatasara, de az optogenetika hasznalhato allatok agyszovetének in vivo
kontrollalasara is (Lee és mtsai., 2019). Mindehhez sziikség van valamilyen fényérzékeny
fehérjére, mely membrandepolarizacio kialakitasara képes. A csatornakon Kkeresztiili
ionbearamlas ugyanakkor hatassal lehet bizonyos jelatviteli utvonalakra, és ezzel

befolyasolhato a proliferacio, differenciacio vagy akar a sejthalal is (Giraldo és mtsai., 2021).

A z6ldalgabol szarmazd, 7 transzmembran doménbdl allo csatornarodopszin-2 (ChR2)
kationcsatornaban 470nm-es kék fény hatasdra konformacié valtozas kovetkezik be, ami
lehetévé teszi a H, Na*, K* és Ca®" ionok atjutasat a sejtmembranon, az elektrokémiai
gradiensnek megfelelden, igy a csatornat expresszald neuronok membranjaban a kék fény gyors
depolarizaciot okoz. Amennyiben a neuronokban a depolarizacié meghaladja a kiiszobértéket,
a sejtek akcios potenciallal valaszolhatnak. A fehérje jol hasznalhato sziv és vazizomsejtek
aktivacidjara, fesziiltségfliggd ioncsatorndk miikodésének vizsgalatdhoz, tovabba az
idegtudoméanyban is egyre szélesebb korben hasznalt optogenetikai modszerek egyik
legfontosabb eszkozévé valt. Idedlis esetben a fény altal kozvetitett depolarizacié azonnal
detektalhatd, &m ez nagyban fiigg az adott sejt membran tulajdonsagaitol, mint példaul a
membran ellenéllastol. Az egyre szélesebb korben elterjedt és egyre tobbféle sejtben folyo
kisérletek miatt a csatornarodopszinok egyre tobb varidnsat fejlesztik ki a biotechnologusok,
hogy egy adott kisérlethez a csatorna biofizikai tulajdonsagai minél inkdbb megfeleljenek. Az
altalam hasznalt ChR2/H134R varians kis mértékben fényérzékenyebb (~ 1,07 mW/mm?) mint
a ChR2, a csatorna zarodasa pedig kissé lassabb ( ~ 17,9 ms ) (Lin, 2011; Habibey és mtsai.,
2020).
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3. Célkitiizések

Az altalunk hasznalt in vitro modellrendszerben az NE-4C 6ssejtekbdl differencialtatott
neuronok napokon keresztiil fejlddnek. Ez a folyamat parhuzamba allithat6 az egyedfejlodés
soran a neuronok kialakuldsaval, de a sejttenyészetekben hidnyoznak olyan ciklusosan
jelentkez6 fizikai és kémiai hatasok, amelyek a fejlod6 idegrendszerben jelen vannak. A
csatornarodopszint kifejez0, fejlodé idegsejtek megvildgitisa a fejlodd idegrendszerben
1étrejovo stimulécios mintazatokhoz hasonld depolarizacids tréningezéssel felveti a lehetdséget,
hogy ezekben a neuronokban célzottan lehessen a sejtdifferenciaciot eldsegiteni. A definialt
mintazatu, tartésan alkalmazott fényfelvillandsokkal a neuronokban a fejlédo idegrendszerben

1étrejovo spontan aktivitdshoz hasonld depolarizaciot €s tiizelést valthatunk ki.

TDK munkdm célja volt, hogy 0Osszehasonlitsam a kiilonb6z6, hosszan tartd
megvilagitasi mintazatokkal kivaltott depolarizaciés valtozadsok hatdsat éretlen,
csatornarodopszin 2-t (ChR2) expresszald egér neuralis 6ssejtekbdl indukalt neuronokon (NE-
4C sejtek).

Ehhez célul tiztem ki:

1. Az egér neuroektodermalis dssejtek tenyésztésének optimalizalasat

2. Az optogenetikai térningezés eldfeltételeinek vizsgalatat (megfeleld transzfekcios

hatékonysag beallitasa, fototoxicitas ellendrzése)

3. A kiilonb6z6 optogenetikai mintdzatokkal tréningezett idegsejtek elektrofizologiai

tulajdonsagainak leirasat, esetleges molekularis kiilonbségek feltérképezését
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4. Anyag ¢s modszer
4.1. Sejttenyésztés/sejtkulturdak

Az NE-4C sejteket® minimum essential medium (MEM) tapfolyadékban (kiegészitve
5% FCS-el, 4mM glutaminnal (Sigma), 40ug/ml gentamicinel (Sanofi) és 2,5ug/ml
amphotericinB-vel (Sigma)) poli-L-lizinnel (Sigma) felszinkezelt 90 mme-es Petri csészékben
neveltem, szemikonfluens, maximum 80-90 szazalékos sejtstlirliség fenntartasa mellett. A sejtek
atiiltetésekor (passzalas), PBS-es mosast kovetden, a sejteket 2,5 mg/mlL-es tripszin-PBS
oldattal rovid ideig (<1 perc) kezeltem, majd a sejteket learattam és 2-3 X 10° sejtstiriiségben 1j
Petri csészére szélesztettem. A sejtvonalat minden alkalommal, ha a sejtsiiriség elérte a

szemikonfluens allapotot, Gjbol passzaltam.

A kisérletek soran a sejteket 2,5x10* sejt/cm? sejtsiiriségben oxigén plazmaval kezelt,
poli-L-lizinnel (Sigma) és Geltrex-szel (Thermo) bevont boroszilikat iiveg feddlemezekre
(0,17mm vastagsdg, 12 mm atmér6, VWR) diltettem ki. A feddlemezeket 24 lyuku
szovettenyésztotalca (transzfekcios hatékonysag vizsgalatok, Greiner) vagy 4 lyuku plate
(optogenetikai vizsgalatok, Nunc) lukjaiban tartottam. Az idegi differenciacié elinditasahoz
differencidcios médiumot hasznaltam: Neurobasal Plus (Thermo), 2% B27*(Thermo), 2mM
GlutaMax (Thermo), 1% CultureOne Supplement (Thermo), 200 uM aszkorbinsav (Sigma),
40pg/ml gentamicin (Sanofi) €s 2,5ug/ml amfotericinB (Sigma). Az idegi elkotelezddést 48
oras, 10 M-os all-transz retinsavas (atRA) kezeléssel indukaltam. 48 ora elteltével a sejteken
a tapot retinsav-mentes differencidacios médiumra cseréltem, majd az o6todik, hetedik és
kilencedik napokon feles tapcserét végeztem fenntarto médiummal: BrainPhys (StemCell), 2%
SM1 (StemCell), 40pg/ml gentamicin (Sanofi), 2,5ug/ml amfotericinB (Sigma). Minden
sejttenyészetet 37°C-os hoémérsékleten, 5%-0S CO: koncentracid mellett tartottam a

szOovettenyésztd inkubatorban.

4.2. Transzfekcio és optogenetika

A transzfekcid beallitasahoz a z6ld fluoreszcens fehérjét kodolo pEGFP-C1 plazmidot
minden esetben 0,5 ug DNS/lemez mennyiségben az elsd tablazatban dsszefoglalt transzfekcids
reagensekkel, kiillonb6z6 ardnyokban hasznéltam, a gyartd Gtmutatoja alapjan (1. tablazat). A
transzfekcios reagens alkalmazasat kovetden a sejtek tapfolyadékat uj tapfolyadékra cseréltem.

24 ora poszttranszfekcids 1dot kovetden a tenyészeteket 4% parafolmaldehid tartalmu PBS

8 ATCC: https://www.lgcstandards-atcc.org/en/Products/All/CRL-2925.aspx
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oldattal fixaltam, majd az iiveglemezeket DAPI tartalmi Mowiollal fedtem. A tenyészetekrol
Zeiss Z1 fluorescens mikroszkdppal Zen szoftver (Zeiss) segitségével tobblatoteres (In. tiles),
tobbcsatornas (DAPI, GFP) felvételeket készitettem. A fényképek elemzéséhez az Imagel
szoftvert hasznaltam. E soran a sejtmagok teriiletét a tobbcsatornas kép DAPI csatorngjan a
gépi tanulés alkalmazé StarDist plugin segitségével kijeldltem (a képet szegmentaltam), majd
az EGFP-csatornan, a sejtmagok teriiletérdl fluoreszcencia intenzitasértékeket vettem fel. A
folyamatot nem-transzfektalt testvértenyészeteken is elvégeztem. A testvértenyészetek adatait
kiiszobként hasznaltam, az ennél intenzivebb fluoreszcens GFP jelet pozitivként értékeltem.
gy meghataroztam az egyes felvételeken a transzfektalt sejtek szazalékat: kiiszob feletti EGFP

intenzitasu sejtek szama/DAPI" sejtek szama.

A csatornarodopszin-2 fehérje kifejeztetéséhez a sejtek transzfektalasat az idegi
differenciacié hatodik napjan 0,5 pg DNS/lemez mennyiségi pcDNA3.1-ChR2-H134R-YFP
plazmid konstrukcioval (DeisserothLab, Stanford, USA) végeztem. A ChR2 transzfekcid
esetében a tenyészetben a sarga fluoreszcens fehérje (YFP) jelolés tette lehetové a valoban
transzfektalt sejtek mikroszkopos vizsgalatat. A transzfektdldshoz 1 lemezre 0,75 pl
Lipofectamine3000 transzfekcios reagenst (Thermo) hasznéltam, a gyarté Gitmutatasa alapjan.
A sejteken a tdpot 4 mM glutaminnal kiegészitett (FCS mentes) MEM-re cseréltem, majd
hozzaadtam az OptiMEM téapfolyadékan (Thermo) dsszemeért Lipofectamine3000-et és a DNS-
t. A sejteket 37°C-on 5% CO: koncentracio mellett négy Oran keresztiil inkubaltam, majd a

tapot az eredeti fenntarto mediumra cseréltem vissza.

Transzfekcio Lipofekcio Magnetofekciod
modja

Transzfekciés | Lipofectamine | Lipofectamine | Lipofectamine Neuromag
reagens 2000 3000 Stem (OZBiosciences)

(ThermoFisher) | (ThermoFisher) | (ThermoFisher)

Transzfekcios 1 0,75 15 1 2 1 213135

reagens
mennyisége
(uh

1. tablazat Az optimdlis transzfekcio bedllitasahoz hasznalt transzfekcios reagensek és mennyiségiik

A sejtek optogenetikai tréningezését 24 oraval a transzfekciot kovetden kezdtem el.
Ehhez a labor sajat fejlesztésii, szovettenyésztd inkubatorba helyezhetd iFlash, optogenetikai
megvilagitd késziilékét hasznaltam. Az iFlash eszk6z szemiautondém modon képes 480nm-es
hulldmhosszisagu fénnyel megvilagitasi mintazatokat kiadni. A kisérletek soran harom féle
optogenetikai mintazatot hasznaltam fel, amikkel 48 6ran keresztiil tréningeztem a sejteket. Az

elsé mintazat egy 5 masodpercig tartd, percenként ismétlédé 20Hz-es théta oszcillacio volt (1.A
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abra), a masodik egy percen keresztiil tarté Poisson eloszlast mutato (1.B abra). Késébb a
tenyészeteket egy olyan mintdzattal is megvilagitottuk, melyben egy 5 mdsodpercig tarto
Poisson eloszlasu mintazatot percenként ismételgettink (1.C dbra). A megvilagitasi
impulzusok szélessége 2 ms volt. Minden kisérlet soran egy parhozamos liveglemezt ChR2

transzfekciot sotétben tartottam kontroll gyanant (1.D abra).
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2. abra A kisérletek soran hasznalt megvilagitasi mintdazatok. Részletek a szovegben

4.3. RT-gPCR

Az iiveg feddlemezeken tenyésztett sejtekrél az RNS mintakat a Quick-RNA Miniprep
Kit segitségével izolaltam (Zymo Research), a gyartd altal ajanlott protokoll szerint. A
lyukakrdl a tapoldatot leszivtam, majd kétszer PBS-el mostam a sejteket, ezutan 300 ul lizis
puffert adtam hozza. A DNS eltavolitdsara és az RNS mintdk izoldldsara a gyarto altal
biztositott gyanta oszlopokat hasznaltam. A mintdkbol szairmazé RNS-t RN4z mentes vizben

eludltam, majd tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltam.

A gPCR mérésekben az eldzetes elektrofiziologiai mérések alapjan az egér inward
rektifikalo kalium csatorna (Kir) 2.1, 2.2, 2.3 és 2.4 jelenlétére kerestem bizonyitékot. Az RNS
mintakbol, 0,5 pg totdl RNS-t cDNS-sé irtam at Maxima H Minus Frist Stand cDNA Synthesis
kit with dsDNase (ThermoScientific, K1681) segitségével, majd a qRT-PCR mérésekhez a
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix-et (ThermoScientific, K0251) hasznaltam. A

méréshez felhasznalt primereket az 2. tablazatban foglaltam ossze.
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A liofilizalt primereket RNaz mentes vizben oldottam be, 100 uM tdrzsoldatot
készitettem. A PCR plate 1 lyukdba a kovetkez6 mennyiségeket mértem Ossze (12 pl
Ossztérfogatban): 6 pl MasterMix, 0,36 pl forward primer, 0,36 ul reverse primer, 2 ul cDNS
minta (1:5 higitasban), RN4z mentes vizzel kiegészitve. A PCR programot a gyartod ajanlasa
alapjan a 3. tablazatban Osszefoglaltak alapjan allitottam be. A 2.-5. Iépéseket a gép
negyvenszer ismételte. A PCR adatok kiértékelését a Bio-Rad CFX Manager 3.1 programmal
(Bio-Rad, Inc.,, USA) végeztem. A relativ expresszios valtozasokat AACq modszerrel

szamitottam ki.

csatorna A csatorna
molekulatdmege

Kir2.1 forward | 5° CTTCTGTCTTGCCTTCGTGC 3’ 112bp
reverse 5> TGTTGACCTCTGACACGCAT 3’

Kir 2.2 forward | 5’ TTCAGCCATAATGCCGTGGT 3’ 199bp
reverse | 5 TACGGTCTAGGCCCTTGTCA 3’

Kir2.3 forward | 5> GCCTCCTCTTCTGGTGCATT 3’ 110bp
reverse | 5 TACAGGGTTTGGGGGCATTC 3’

Kir2.4 forward | 5> AGCCATGACTACACAGTGCC ¥’ 127bp
reverse | 5 TGTTCGATGGAAGTGGCGAT 3’

GAPDH | forward | 5° TGGTGAAGGTCGGTGTGA 3’ 154bp
reverse | 5 ATGAAGGGGTCGTTGATGGC 3’

2. tablazat A gPCR mérés soran hasznalt primerek

A mintak tisztasaganak ellendrzésére a PCR reakciot kovetden melting curve analizist és
gélelektroforézis vizsgalatot végeztem, amihez a mintakat 1,5%-os agar6z gélen 80V-on, 15

pL/minta térfogattal futattam (nincs bemutatva).

Lépés Hoémérséklet (°C) 1d6 (perc)
1. 95 10:00

2. 95 00:15

3. 55 00:30

4. 72 00:30

5. plate leolvasdsa

6. 72 10:00

7. 65 00:05

8. 95 00:05

3. tablazat A PCR program lefutisanak ésszefoglaldsa
4.4. Immunfestés, mikroszkopia

A tenyészetek fixalasdhoz 4% parafolmaldehid tartalmti PBS oldatot hasznaltam, 20
percen keresztiil, PBS-sel torténé mosast kovetden a membranokat 0,1%-0s TritonX100

tartalmt PBS oldattal 5 percig permeabilizaltam. A tenyészeteket PBS-el mostam, majd az
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aspecifikus fehérjekotd helyeket 2% BSA ¢és 0,1% NaNs tartalmia PBS oldattal
szobahdémérsékleten, 1 oOrdig blokkoltam. Blokkolds utdn a mintakat az elsddleges
ellenanyagban 4°C-on, egy ¢&jszakdn 4t inkubaltam. Kisérleteim soran a kovetkezd
ellenanyagokat hasznaltam: anti-NeuN (1:1000, egér, Chemicon, MAB377), anti-IIIB-tubulin
(1:1000, egér, Exbio, Lot.: 512498). PBS mosast kovetéen, a sejteket 1 oOran at
szobahdmérsékleten (sotétben) masodlagos ellenanyagokkal inkubaltam. Masodlagos
ellenanyagként a kovetkezOket hasznaltam: anti-egér AlexaFluor488 (1:500, kecskében
termeltetett, LifeTechnologies, A10684), anti-nyal AlexaFluor546 (1:500, kecskében
termeltetett, LifeTechnologies A11010). A masodlagos ellenanyagokat a blokkol6o oldatban
oldottam be. PBS mosast kovetéen, a tenyészeteket DAPI tartalmtt Mowiollal fedtem. A
mikroszkopos felvételek készitéséhez Colibri LED-es megvilagito rendszerrel felszerelt Zeiss
AxioObserver Z1 mikroszkopot (Neofluar 20x/0,4 NA, o-PlanApochromat 63x/1,4 NA

objektivekkel) és Zen szoftvert (Zeiss) hasznaltam.

4.5. Elektrofiziologiai mérések

Az elektrofizioldgiai mérésekhez a tenyészeteket én allitottam eld, a mérések sordn jelen
voltam, de a teljes sejt patch clamp mérések soran a sejtek megfogdsat, majd ezen adatok
elemzését Dr. Sziics Attila végezte. A mérésekhez egy Zeiss Axiovert 200 mikroszkopot,
MultiClamp 700B erdsitét (Molecular Devices) és MP-225 manipulatort (Sutter Instrument)
hasznaltunk. A patch pipettakat sajat magunk allitottuk eld, majd ezeket intracellularis oldattal
(100 mM K-glukonat, 10 mM KCl, 20 mM KOH, 2 mM MgClz, 2 mM NaCl, 10 mM HEPES,
0,2 mM EGTA, 5 mM D-gliik6z) toltottiik fel. Egyes sejtekben az intracellularis oldatot 1 mM
biocitinnel egészitettiik ki, hogy a vizsgalt sejtek késobb immuncitokémiai modszerekkel is
vizsgalhatoak legyenek. Az liveglemezeken a mérések idejére a tdpfolyadékot mesterséges agy-
gerincvel6 folyadékra, ACSF-re (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaClz, 1 mM MgCl,, 5 mM
HEPES, 10 mM D-gliik6z) cserétiik, a tenyészeteket a mérés utan 4% parafolmaldehid tartalmu
PBS-el fixaltuk. Az elektrofiziologiai adatok kiértékelését Sziics Attila a NeuroExpress
programmal végezte. A ChR2 ioncsatornat kifejezd sejteket a méréshez YFP fluoreszcenciajuk
alapjan valogattuk ki. A mérések soran csak ChR2 pozitiv sejtek (megvilagitott, sdtétben tartott)

elemzését végeztiik el.
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5. Eredmények
5.1. Az optogenetikai kisérletek bedllitisa

5.1. 1. A tenyésztési protokoll beallitasa

Madarasz, 1997). A korabbi publikaciok alapjan ennek eleme, hogy az all-transz retinsav
(atRA) kezelést kovetden a sejtek atmenetileg nagyobb sejtegyiitteseket, aggregatumokat
hoznak 1étre (Tarnok és mtsai.,, 2002). Ezek a tenyésztés késébbi idOszakaban is
fennmaradhatnak. Ahhoz, hogy a tervezett kisérletek, mint példaul az elektrofiziologiai
mérések a neuronokon eredményesek lehessenek, elsé Iépésként sziikség volt egy olyan
tenyésztési protokoll beallitdsara, melyben kikiiszoboljiik az aggregalodast, hogy a sejtek
egy modern, a sejtek tulajdonsagainak megfeleld, molekularis mikrokornyezetiiket modellez6

tapfolyadék-rendszer hasznalataval igyekeztem elérni.

indukcids id6 (nap)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
N | ! ! 1 ] L 1 o
I I 1 i kgl
tcs. #1 tcs. #2 l tcs. #3
| —
atRA (10°M) transzfekcio optogenetikai
indukcid LF3000 tréning
ChR2-H134R-YFP
patch clamp
alapvonal immunfestés (indukcio ellenérzése) RNS mintavétel

P -
o 4B tub.

[l13-tub;

3. dbra Feliil a differencidacios protokoll. Az elsé felvételen az alapvonal fazisképe
lathato, a 2.-3. felvételen a 9. napon fixdlt tenyészetekbdl készitett immunfestések
mikroszkopos felvételei. A mérce minden esetben 50um-t jelol. tcs: tapfolyadék csere.

A folyamat soran az NE-4C sejteket poli-L-lizin/Geltrex-szel bevont {iveg
fed6lemezekre differenciacios tapfolyadékban (Neurobasal+, 2% B27+, 1% CultureOne, 2mM
Glutamax, 200uM aszkorbinsav, 2,5pug/mL AmphotericinB, 40 pg/mL gentamicin) 25.000
sejt/cm? sejtsiiriiségben iiltettiik ki. Az idegi iranyu differenciaciot 10°M-os all-transz retinsav

(atRA) kezeléssel valtottuk ki. A tenyészeten a tapfolyadékot 2-3 naponta cseréltem, ugy, hogy
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az indukcio 5. napjan fenntarto tdpfolyadékra valtottam (BrainPhys, 2% SM1, 2,5ug/mL
AmphotericinB, 40 pg/mL gentamicin). A tapfolyadékokban valtozo iondsszetétel segiti az
idegsejtek membranpotencidljanak fejlédési életkor szerinti valtozdsat (az alapvonal -10-

20mV, mig az idegsejtek -50-60mV nyugalmi membranpotenciallal rendelkeznek).

Fontos szempont volt, hogy magas legyen a tenyészetek neuronhozama is. A tenyésztés
soran az epitél morfologiat mutaté alapvonal sejteket az atRA kezelést koveté 8-9. napra
felvaltottak a neuronszeri sejtek. Az idegi iranyu elkotelezddést a tenyészeteken a morfologiai
megfigyelésen kiviil immuncitokémiai moddszerek segitségével is ellendriztem. Ehhez a
tenyészeteket a kilencedik napon fixaltam, majd NeuN neuronalis markerrel, III-B-tubulin
neuronalis sejtvazmarkerrel immuncitokémiai modszerrel festettem (3. abra). A sejtmagok
jeloléséhez DAPI ellenanyagot hasznaltam. Eredményeim igazoljak, hogy az NE-4C sejtekben
az idegi differenciacio megtortént, mivel tenyészetekben nagyszamti NeuN és III-B-tubulin

immunpozitiv sejtet figyeltem meg (3. abra).

5.1.2. A transzfekcio beallitasa

Az optogenetikai tréning végrehajtasahoz az NE-4C egér neuroektodermalis 6ssejteket
csatornarodopszin-2-t  kifejez6  plazmid  konstrukcioval (ChR2-H134R-YFP) kell
transzfektalnunk. A kisérleteim soran kritikus 1épés volt, az idegsejtek nagy aranyban fejezzék
ki a csatornarodopszin-2 fehérjét, vagyis célom volt, hogy az egyes iiveglemezeken minél tobb
transzfektalt sejt legyen, valamint, hogy a transzfektalt sejtek megorizzék megfeleld

morfologiai és fizioldgiai allapotukat.

Transzfektalt sejtek (%)
- N w & v (=2 ~
©C © © © © © © ©

0,5ug | 0,75ul 1,5plLF| 1plLF 2l LF 1pl 2ul 3ul 3,5ul
DNA + LF N.M. N.M. N.M. N.M.
1pl LF

200m

LF2000 LF3000 LFSC Magnetofekcio

4. dabra A kiilonbozd transzfekcios reagensekkel elért transzfekcios hatékonysdag. Az EGFP+ sejtek
(jobb oldali dbra, zéld) ardnyat hataroztuk meg az DAPI+ sejtmagokhoz képest (jobb oldali dbra,
keék).

A transzfekcids rata bedllitdsahoz az 1. tablazatban Osszefoglalt transzfekcios
reagenseket és a jobb elemezhet6ség miatt egy EGFP-t (0,5 pg) kifejezé plazmid konstrukciot
(PEGFP-C1) hasznaltam. Mind liposzomaképzé transzfekcios reagenseket, mind pedig
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magneses nanopartikulumokat alkalmazé modszert Kiprobaltam, ezen feliil az alkalmazott DNS
mennyiség:reagens arany valtoztatasat is elvégeztem. 24 oraval a transzfekciot kovetden a
sejteket fixaltam, a tenyészeteket bis-benzimid tartalmt lefedGanyaggal lefedtem, igy a
sejtmagokat fluorescens DNS festéssel lathatova tettem. Az igy elOkészitett mintakrol
fluoreszcens mikroszkopos felvételeket készitettem (4. abra, bal), majd kvantitativ
képelemzéssel meghataroztam a GFP expressziot mutato sejtek aranyat (4. abra, részletek az
Anyag ¢és moddszer fejezetben). A megfeleld protokoll kivalasztasanal a magas transzfekcios
hatékonysag mellett szempont volt a transzfekcios reagens minél alacsonyabb mennyisége, igy
tovabbi kisérletekben a Lipofectamine 3000 transzfekcios reagenst (0,75 pL reagens/0,5 ug
DNS) alkalmaztuk.

5.1.3. Fototoxicitas ellendrzése

A csatornarodopszin-2-t kifejezé plazmid konstrukcioval (ChR2-H134R-YFP) az NE-
4C sejteket az indukcio 6. napjan transzfektaltam (3. abra). A konstrukcio transzfekcios
tulajdonsagai az EGFP konstrukcionkhoz hasonléak (nincs bemutatva). Az idegsejteket a
szoveti fejlédés soran érd depolarizacios mintazatok hatasat in vitro rendszeriinkben 480 nm
hulldmhosszasag,, 10mW LED intenzitasi megvilagitasi mintazatokkal szimulaljuk. Fontos
azonban, hogy maga a megvilagitas ne okozzon sejtdegradaciot a tenyészetekben. Sok esetben
a LED vilagitas hot termelhet, valamint el6fordulhat, hogy a hasznalt médium megvilagitasa
citotoxikus a sejtek szamara. Kimutattak példaul, hogy a BrainPhys hosszas megvilagitasa kék
fénnyel a H202 mennyiségének novekedésével jarhat egyes tenyésztési protokollokban

(Schmieder és mtsai., 2022).

stimulalt (48h)

" Ly ) . i F d : 3 ) -
5. abra \1-B-tubulin és DAPI festés a kontroll és a tréningezett 9. napon fixalt tenyészetekrdl. (sajat
felvétel)
A tenyészet megvilagitast koveto allapotanak ellendrzéséhez a differenciaciot koveto 7.

napon (24 oras poszttranszfekcios id6, 3. abra) a tenyészeteket az iFlash késziilékre helyeztem

és 48 oran keresztiil a théta oszcillacios megvilagitasi mintazattal tréningeztem (ldsd Anyag és
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modszer). Kontrollként egy masik ugyanazon indukciobol szarmazo tiveglemezt zavartalanul,
sOtétben az inkubdtorban tartottam. A tréningezés utan mindkét iiveglemezt fixaltam és
immunfestést végeztem. Az idegsejtek nyulvanyait III-B-tubulinnal, a sejtmagokat DAPI
festéssel tettem lathatova, majd fluoreszcens mikroszkopia segitségével ellendriztem a
lemezeken a sejtek allapotat. A két lemez allapota kozott kiilonbséget nem tapasztaltam (5.
abra), megallapitottam, hogy az optogenetikai stimuldci® nem okozott jelentds

nyulvanydegradaciot €s sejtpusztulast.

5.2. A depolarizacios mintazatok szelektiven megvaltoztatjak az érd idegsejtek
tulajdonsagait

5.2.1. Elektrofiziolédgiai tulajdonsagok megvaltozasa

A depolarizacids mintazatok idegei differenciaciot befolyasold hatasanak elemzéséhez
tenyészeteimet a ChR2 fehérje kifejezédése utan (24 oraval a transzfekciot kovetéen, DIV7, 3.
abra) a 48 oran keresztil az iFlash illuminator segitségével, killonb6z6 megvilagitasi
mintazatokkal (2. abra) a szovettenyészté inkubatorban megvilagitottam, ,,tréningeztem”.
Kontrollként a parhuzamos tenyészeteket 48 oraig sotétben tartottam. A tréningezéshez 1 perces
ismétlédést, 5 masodperc hossztt 2 Hz-es théta oszcillaciot (melyek a neuronokat az
embrionalis agyban éré mintazatokat modellezi) hasznaltunk, valamint olyan Poisson-eloszldsti
fenyfelvillands sorrendet, ahol a théta oszcillacio fénymennyiségét az 1 perces iddszakra
osztottuk el. Harmadik megvilagitasként 1 perces ismétlddésii, 5 masodpercig tartdo Poisson
eloszlasu mintazatot alkalmaztam. Mindharom megvilagitas esetén ugyanannyi kumulativ
fényintenzitas érte a sejteket, csak azok idébeli mintazata kiilonbozott.

Az elektrofiziologiai mérések soran a négy féle kezelési csoportban csoportonként
koriilbeliil 30-50 sejt analizisét végeztiik el. E soran a sejteket a ChR2 fehérjéhez kotott, sarga
fluoreszcens fehérje (YFP) Kkifejezédésiik alapjan  azonositottuk, megszartuk és
elektrofiziologiai tulajdonsagait current clamp tizemmaodban whole-cell patch-clamp mérésben
mértik. Az NE-4C sejttenyészetekben harom féle tiizelési sajatossagot mutatd sejtet
kiilonboztettiink meg: ezek a passziv, az egyedi tiizelo (,, single spiking”), azaz egyetlen akcios
potencialt mutatd és a tobbszorosen tiizeld (,,firing ), azaz folyamatosan tiizeld sejtek voltak
(6.A abra). Eredményeink azt mutatjak, hogy a théta oszcillacios tréning, valamint az 5
masodpercig tarto Poisson eloszlasu tréning hatasara nodtt a tiizeld sejtek ardnya a
tenyészetekben (6.B abra), és ezen mintazatok megvaltoztattak a sejtek membrantulajdonsagait
is (6.C abra). N6tt az akcios potencialok amplitudoja, a sejtek I-V gorbéi érettebb neuronalis

alakot mutattak (6.C abra), ezen feliil az inward rektifikalo kalium aram (Kir) jelenlétét is
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megfigyeltiikk a théta oszcillacioval megvilagitott a tenyészetekben (6.C abra, zold nyil). A
nem-megvilagitott kontroll esetben a ChR2" sejtek 5,9%-a mutatta a Kir jelenlétét, addig az
oszcillalo stimulaciot kovetéen a transzfektalt sejtek 13,2%-anal talaltuk meg a Kir-t.

A Poisson (60s) eloszlasu mintazat esetén a sotétben tartott kontrollhoz hasonlé
értékeket kaptuk (Kir a sejtek 6,1%-aban volt jelen), jelezve, hogy nem a megvilagitas jelenléte,
hanem annak mintazata a biologiai hatast kivalto esemény. Ezzel szemben a Poisson eloszlasu

tréningezési mintazat nem valtoztatta meg jelentdsen a tlizelési sajatsagokat.

A Passziv Egyedi tiizel& Tobbszordsen tiizeld

B Kontroll Théta Poisson (60s) Poisson (5s)
(n=38) (n=51) (n=34) (n=19)
55% 149 ) 62%

11%

%
21% 24%

[_JPassziv
Il Egyedi tizeld
T 6bbszorosen tiizeld

C Kontroll Théta Poisson (60s) Poisson (5s)

6. dabra Az elektrofiziologiai merések eredményei. A: A tenyészetekben eldfordulo haromféle
tiizelési sajatsaggal rendelkezo sejtek reprezentativ I-V gorbéi. B: A Théta oszcillacios tréning
hatasara nott a tiizeld sejtek arany a tenyészetekben. C: A Théta oszcillacioval tréningezett kezelési
csoportbol mér egyik neuron reprezentativ aram-fesziiltség (I-V) gorbéje. A zold nyil az inward
rektifikalo K-daram jelenlétét jelzi. (Dr. Sziics Attila dltal készitett abrak)
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5.2.2. A depolarizacioés mintazat befolyasolja a sejtek Kir csatorna expressziojat

Az elektrofiziologiai mérések jelezték, hogy a depolarizicids tréningezés
megvaltoztatja a Kir aram el6fordulasat, igy az aram kialakitasaért felelés inward rektifikalod
kalium csatorna az idegrendszerre jellemzd, un. klasszikus izoformainak (Kir2.x) az
expressziojat qPCR technika segitségével elemeztem. A négy vizsgalt ioncsatorna izoforma
(Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3, Kir2.4) kifejez6dését eldszor harom kiilonbozo kezelési csoport (sozét
kontroll, théta oszcillacios mintazattal megvilagitott, Poisson (60S) mintdazattal megvilagitott
sejtek, 2. abra) esetében vizsgaltam (7. abra). Elsé 1épésben a haztartasi gén, GAPDH
kontrollhoz viszonyitva hataroztam meg az expresszidban megfigyelt késést (7. abra, ACq).
Ezutan Kir2.1 csatornahoz viszonyitva vizsgéltam a mésik harom csatorna relativ expressziojat
(7. abra, AACq). Az eredményekbdl jol latszik, hogy a kontroll csoport esetén mind a Kir2.1,
a Kir2.2 és a Kir2.4 izoforma expresszioja kifejezett, azoban a Kir2.3 izoforma a PCR detekcios
kiiszobénél (40 ciklus) detektalhatd (7.A abra), alapvetden nincs jelen a tenyészetekben. Az
NE-4C eredetli neuronok Kir2.1, a Kir2.2 és a Kir2.4 izoformdkat eltéréd mértékben fejezik ki,
a Kir2.2 ¢s Kir2.4 csatornakbol a sejtekben koriilbeliil 0,5-szeres mennyiség expresszalodik a

Kir2.1 csatornahoz képest (7.A abra).

Théta oszcillacioval végzett depolarizacids tréningezés hatdsara mindhdrom izoforma
expresszidja a sotétben tartott kontrollhoz viszonyitva megemelkedik (8. abra), és egymashoz
viszonyitott aranyuk is eltolodik (8.A abra). A Kir2.1 csatorndhoz viszonyitott relativ
értékekbdl leolvashatd, hogy a Kir2.2-es csatorna expresszioja a Kir2.1 csatorna kortilbeliil két

és félszerese, mig a Kir2.4 csatorna annak 0,8-szorosa (8.A abra)

Ezzel szemben a Poisson (60s) mintdzattal tréningezett tenyészetek esetén a csatornak
nem megvilagitott kontrollhoz képesti relativ expresszidja nem valtozott jelentdsen (8.B abra).

A Poisson (60s) mintazat a génexpresszios szintre sem volt hatassal.

Annak érdekében, hogy lassuk, hogy maga a théta mintdzat vagy annak perces ismétlése
okozza-e a megfigyelt valtozasokat, a ChR2-t kifejez6 NE-4C tenyészeteket 48 oran keresztiil
olyan felvillandsi mintazattal tréningeztiink, amelyben egy 5 masodpercig tarté Poisson
mintazatot percenként ismételgettiink: Poisson (5s) mintdzat (2.C abra). 48 ora elteltével, az
el6z0 kezelési csoportokhoz hasonléan, RT-qPCR méréseket végeztiink mind a tréningezett és
a kontroll lemezek esetén. Bar ezeknek az adatoknak a kiértékelése még folyamatban van, az
elektrofiziologiai mérésekbdl gy tlnt, hogy ennek a mintdzatnak is a théta oszcillacids

mintazathoz hasonl6 hatasa van az idegsejtek tiizelési tulajdonsagaira (6.B,C abra). Kivancsiak
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voltunk, hogy a Kir2.x izoformak kifejezddése is koveti-e az elobbiekben megfigyelt trendet.
Itt is meghataroztam a GAPDH kontrollhoz viszonyitott expresszidban megfigyelt késést (7.D
abra, ACq), majd a Kir2.1 csatornahoz viszonyitott masik harom csatorna relativ expresszidjat
(7.D abra, AACq). Ezekben a tenyészetekben is a Kir2.1, Kir2.2 és Kir2.4 izoformak
expresszalodnak jelent6sen, mig a Kir2.3 izoforma mennyisége elhanyagolhatd Volt.
Kiilonbség van azonban az izoformak egymashoz viszonyitott aranyaban. A Kir2.1
izoforméhoz viszonyitva, ugyanis ebben a csoportban a Kir2.4 van jelen a legnagyobb

mennyiségben, expresszioja koriilbeliil hatszorosa a Kir2.1-nek (7.D abra, AACq).
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7. dbra A gPCR eredmények osszefoglaldasa I. A négy Kir2.x izoforma expresszioja sétét kontroll (A),
théta oszcillacios (B) és 60s Poisson eloszlasi (C) és 5s Poisson eloszlasu megvilagitas esetén. Az
adatokat a Kir2.1 csatorna expresszidjara normalizdltam, és az izoformdk egymdshoz képesti relativ
kifejezédését mutattam be, melyet AACq modszerrel hatdroztam meg (nem megvilagitott n=12,
tréningezett n=0).
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A sotétben tartott kontrollhoz viszonyitva azonban érdekes megfigyelés, hogy bar az

elektrofiziologiai eredmények Osszefiiggést mutatnak a théta oszcillacios csoporttal, az elsd

qPCR eredmények alapjan, a fentiekkel ellentétben ebben a csoportban jelentdsen csdkkent a

Kir2.x izoformak kifejez6dése (8.C abra).
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8. abra A qPCR eredmények osszefoglalisa II. A
Kir2. 1, Kir2.2, és Kir2.4 izoformak expresszidjanak
valtozasa a trémingezés hatasdra. A relativ
génexpresszio vdltozdast a sététben tartoft és a
megvilagitott testvértenyészetek értékeibdl
hataroztam meg AACqg modszerrel (n=6). Az
értékeket a sététben tartott kontroll tenyészetek
génexpresszios értékeire normdltam.
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6. Diszkusszio

Homogén neuronpopuléciot tartalmazd tenyészetek in vitro létrehozasara és
fenntartasara, mar sokféle széles korben hasznalt protokoll 1étezik, azonban kevesebb a
lehetdség a funkcioképes, €16 idegrendszer heterogenitasat és Osszetett mitkodését leképzo
modellek kialakitasara. Az optogenetikai stimulaciéo mar szamos esetben hasznosnak bizonyult
valamilyen neurdlis 6ssejtbdl szarmazd idegsejt egyes tulajdonsdgainak megvaltoztatdsaban,
jelatviteli atvonalak modositasaban. Az optogenetika alkalmazasa az Gssejt-kutatasban is egyre
elterjedtebb modszer, mivel az &ssejt-differenciacio iranyitasa lehet6séget adhat olyan
sejtkészletek kialakitasara, mellyel a sériilt vagy oregedd szdvetek esetleg helyreallithatéak

(Sokolik és mtsai., 2015; Rosenbloom és mtsai., 2020; Shams és Soheili, 2021).

Az optogenetikai kisérletekhez a fényérzékeny fehérjék, mint példaul a
csatornarodopszin, a vizsgalni kivant sejtekbe tobbféle modon is bejuttathatd. Kifejleszthetd
olyan transzgén allatmodell, aminek neuronalis Gssejtjei, mar eleve kifejeznek valamilyen
fényérzékeny ioncsatornat (Habibey és mitsai., 2020). Ha kiilonb6z6 Ossejtvonalakkal
dolgozunk, a legegyszeriibb a tenyésztési folyamat sordan valamilyen vektor segitségével
bejuttatni a fényérzékeny fehérje DNS-ét az adott sejtekbe melyre tobbféle kidolgozott modszer
¢s protokoll létezik. Elterjedt példaul human pluripotens O&ssejtek esetében a viralis
transzfekcid, am ennek hatranya, hogy magas felszereltségli és biztonsagi fokozatu labor
sziikséges hozza. Szélesebb korben elérhetd modszer plazmid konstrukei6 bejuttatasa, vagyis a
sejtvonalak transzfektalasa, valamilyen liposzoma alapu transzfekcios reagenssel (példaul az
Invitrogén altal forgalmazott kiilonb6z6 Lipofectamine reagenssekkel), vagy egy 1) modszerrel
a magnetofekcioval. Magnetofekcid soran a kivant DNS konstrukciot magneses
nanorészecskékhez kotjiik, majd egy er6s magnes segitségével juttatjuk az in vitro
tenyészetekben, Gssejtek vagy akar neuronok felszinére. Megfelelé plazmidkonstrukcidval
nyomon kovethetjiik a csatornarodopszint kifejezd sejteket, legegyszeriibben valamilyen
fluoreszcens fehérje kifejezddésének kovetésével. Vizsgalataimban bar szamos transzfekcios
format kiprobaltam, legnagyobb hatékonysaginak a liposzoma alapti megkdzelités bizonyult.

Az optogenetikai beavatkozas szamos ponton mddosithatja a fejlodési folyamatokat.
Optogenetikat alkalmazhatunk az Ossejtek differencidlédasanak elinditasara, nyomon
kovetésére. Tréningezéssel megzavarhato a sejtciklus, modosulhatnak egyes szignalitvonalak,
hatassal lehet a proliferaciora és befolyasolhatdo a fejlodo sejt tipusa, melyek terdpias

felhasznalasai is lehetnek (Wang és mtsai., 2019; Wang, Du és Peng, 2019). Csatornarodopszint
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kifejez6 egér embriondlis Ossejtek tenyészetén 48 oOras kékfény stimulacio segitségével
modosithatéak a membran tulajdonsdgok. Eredményként csokkenthetd a sejtciklus S fazisaban
1évo sejtek ardnya, meggatolhatdé az Onmegujulas és serkenthetd a differencidlodés, ami
kiilonbozo differenciacidés markerek (példaul nestin, Handl, Fgf5, Cdx2) mRNS szintjének
novekedését eredményezte (Wang, Du és Peng, 2019). Ugyanakkor optogenetika segitségével
kimutathatd egy fényérzékeny fehérjét kifejezd és egy kozelében 1évé masik neuron kozotti
szinaptikus kapcsolat és a modszer segitségével akar az aktivitasukat is kontrollahatjuk
(Habibey és mtsai., 2020). Human indukalt pluripotens 6&ssejtekbdl (hiPSC) szarmazé
csatornarodopszint kifejez6 neuralis progenitor (NPC) sejtek esetében megfigyelték, hogy a kék
fénnyel torténd hosszu ideji, nem mintazott (on-0ff) stimulalas hatasara a sejtek intracellularis
Ca-szintje valtozott, valamint fokozodott a proliferacio és nétt az asztrocitakka és neuronokka
differencialodott sejtek szama. Emellett az idegsejtek axonjainak hossza, elagazasuk mértéke
is novekedett (Giraldo és mtsai., 2021). Az idegrendszerre jellemz6, hogy a fejlodés
elérehaladtaval csokken a differencialodo idegi prekurzorok mozgékonysaga. Ennek ellenére
fényérzékeny, kiilonbozo fejlodési stadiumban 1évo radidlis glia szeri Gssejtek in vitro
tenyészetében megfigyelték, hogy a még migrald progenitorok mozgékonysaga novekszik 12
oran keresztiil tartd 5 percenként ismétlodo felvillandsok hatasara. A neuronalis
prekurzorokban a fényérzékeny fehérjék altal kozvetitett megvaltozott kalcium 1ion
bearamlasok hatdssal lehetnek a sejtek élettani folyamataira, tobbek kozt a nytlvanyok
novekedésére és a mozgasokon keresztiil a kapcsolatok kialakulasara (Kohidi és mtsai., 2017).
Az optogenetika konnyen kombinalhatdo multi elektrodas rendszerekkel (MEA), igy nyomon

kovethetd a teljes neuronhaldzat tiizelési aktivitasa is (Schmieder és mtsai., 2022).

Kisérleteimben az optogenetikai beavatkozas okozta depolarizacids tréningezés
kovetkezményeként elektrofizioldgiai valtozasokat, illetve az inward rektifikdlo kéalium
csatornak alegységeinek expresszios valtozasat figyeltem meg. Az inward rektifikald kalium
csatorna egy ligandum fiiggd ioncsatorna, melynek jelenlétét a szervezetben szamos
sejttipusban igazoltdk. Szerepe az idegrendszerben sokrétli, ez az ioncsatorna csalad
a nyugalmi membranpotencidl beallitdsdban is. A csatorna hatasa egy depolarizacié soran
bekovetkezd erds befelé iranyulo rektifikacio, tigynevezett depolarizacids visszahajlast okoz.
Csokkenti a K*™-ion kidramlast, ezzel segitve a negativ nyugalmi membranpotencial fenntartasat
(Murata és mtsai., 2016). Kisérletesen a Kir2.1 ioncsatorna tulexpresszaltatisa az

ingerlékenység csokkentésére hasznalhato a neuronokban (Johnson-Venkatesh és mtsai., 2015).
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Elektrofiziologiai mérések soran ingerlést kovetéen a neuronok I-V gorbéin is jol

megfigyelhetd a csatorna hatasa (6.C abra).

Az idegrendszerben a leginkabb kifejezett hatasa a hét alcsalad kozil Kir2.x
csatorndknak van. Ezen alcsalad eloszlasat az agyban immunhisztokémiai modszerekkel
szamos tanulmanyban vizsgaltak. A Kir2.1 és Kir2.3 ioncsatorndk mind neuronokban, mind
glia sejtekben megtalalhatok, bar a glia sejtekben feltehetden kevésbé kifejezettek. Bar a Kir2.1
csatorna az agy valamennyi teriiletén detektalhato, nagy mennyiségben a szaglohagymaban és
a kozépagyi colliculus superior-ban mutattak ki, igy szerepe lehet a szem és fejmozgasok
finomhangolasaban. Mig a Kir2.1 és Kir2.3 megtalalhato alacsonyabb agyi régiokban is - mint
példaul a dorzalis spinalis ganglionokban és a gerincveldben -, addig a Kir2.4 csatorna
tobbnyire az agytorzsi motorneuronokban expresszalodik. A Kir2.2 csatorna szamos eléagyi
magban, igy a hippokampuszban és a kisagyban is megtaldlhaté nagy mennyiségben (Priiss és

mtsai., 2005; Murata és mtsai., 2016).

Az NE-4C sejtekbdl differencidltatott neuronok, szarmazasukbdl addéddan kortikalis
neuronhaldzatot modellezd sejtrendszerek, ezek alapjan nem meglepd, hogy a megvilagitas
hatasara legnagyobb mértékben a Kir2.2 ioncsatorna expresszidja valtozott, ezzel szemben az
alacsonyabb agyi régiokra jellemz6 Kir2.3 ioncsatorna ezekben a sejtekben alig volt jelen. A
tartds depolarizacids tréning (théta oszcillacio) hatasat ellenstlyozva a sejtek a nyugalmi
membranpotencidl fenntartasat eldsegitd ioncsatorna kifejez0désének ndvekedésével

valaszoltak.

A vizsgalt depolarizacids mintazatokra adott eltérd idegsejtfejlédési valasz tudomasom
szerint Uj, egyedi eredmény. Eredményeinkbdl gy tlinik, hogy a rovid ideig tartdé (5
masodperc), percenként ismételgetett fénymintazatoknak lehet bioldgiailag aktiv hatasa az NE-
4C fejlodé neuralis tenyészetekben. Mind a théta oszcillacio, mind az 5 masodpercig tarto
Poisson eloszldsu tréning novelte a tenyészetekben a tiizeld sejtek aranyat 48 oras megvilagitasi
tréninget kovetden. Ezzel szemben a folyamatos, Poisson eloszldsu megvilagitasnak nem volt
ilyen hatasa. Ezek az eredmények Osszefiiggésben allhatnak azzal, hogy a fejlodé ragesalo
idegrendszerben a neuronok kialakulasa soran a lassu lefutasu, kis csoportokban érkezo
oszcillaciokat figyeltek meg (Luhmann és mtsai., 2016), amit az 5 masodperces mintazatok

jobban leképezhetnek.

Erdekes megfigyelés, hogy mig a théta oszcillicié esetében az elektrofiziologiai

eredményekkel dsszefiiggésben egyértelmiien nd a Kir csatorna harom izoforméjanak (Kir2.1,
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Kir2.2, Kir2.3) expresszidja a tenyészetekben, addig az 5 masodperces Poisson mintdzatu
megvilagitas hatdsara csokkenést detektaltunk. Ennek oka lehet, hogy ezen tenyészetekben
masfajta ioncsatornak okozzak az idegsejtek optogenetika altal hajtott érését, fontosnak tartom
azonban megjegyezni, hogy itt a qPCR eredmények ebben a pillanatban, még csupan egy

tenyészetbol szarmaznak.

7. Kitekintés

Kutatdsok bizonyitottdk, hogy egy exogén Ossejtbdl szdrmazd neuron sikeresen
beépiilhet, differencidlodhat és funkcionalhat az idegszdvetbe. Az optogenetika lehetdséget
adhat r4, hogy az Ossejtek jOvOjét, fenotipusat precizen hangoljuk, igy ezen neuronok
fejlddésének irdnyitasa az orvostudomany szamara is fontos lehet, tobbek kozott példaul a
retina, vagy az idegrendszer egyéb terlileteinek sériilésével kapcsolatos betegségek
helyreallitasaban (Habibey és mitsai., 2020; Shams és Soheili, 2021). Az optogenetika
segitségével kialakithatunk egy olyan haromdimenziés kiviilrél vezérelhetd emberi neuralis
halézat modellt, ami leképzi az emberi agy fizioldgiajat. Egy ilyen modell hasznos lehet az
implantacios kezelések fejlesztésén kiviil egyes neurodegenerativ betegségek in vitro

vizsgalataban, vagy akar gyogyszerek tesztelésében (Lee és mtsai., 2019).

Az idegrendszer korlatozott regeneracios képessége €s a human idegrendszer
hozzaférhetetlensége miatt egyes neurodegenerativ betegségek, mint példaul az Alzheimer-kor,
vagy a Parkinson-kor és az esetleges sériilések kezelése és vizsgalata nehézségekbe litkozik
(Lee és mtsai., 2019; Chang és mtsai., 2021; Giraldo és mtsai., 2021). Ezen feliil a human
idegrendszer rendkiviil komplex kapcsolati haloval rendelkezik és a sokféle neuron altipus
méginkabb megneheziti a vizsgalatat. Sok neurodegenerativ betegség kothetd a neuronok egy
neuronoknak van jelentds szerepe (Chang és mtsai., 2021). Ez a specificitas és 6sszetettség még
inkabb megneheziti ezen betegségek vizsgalatat. Az optogenetikai modszerek segitségével
kialakitott dssejt alapi modellek fejlesztése potencidlis lehetdséget nyujthatnak tobbek kozt

ezen betegségek célzottabb vizsgalatara €s a terapids lehetdségek fejlesztésére.
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8. Szerzd1 hozzajarulés

A TDK munkahoz felhasznalt Gsszes tenyészetet én allitottam el6. A TDK-ban

bemutatott adatokhoz 6sszesen 20 differenciéltatott tenyészetet hasznaltam fel. Ebbol

négyet a tenyésztési protokoll beéllitasara, egyet a fototoxicitas vizsgalatahoz, harmat

az RNS mintavételhez. Az elektrofiziologiai mérésekhez 12 tenyészet 3 vagy 4 lemezét

hasznaltuk fel.

e A differencialtatott tenyészeteken a transzfektalast, a fixalast és az immuncitokémiai
festéseket és az ezzel kapcsolatos mikroszkopos felvételek készitését minden esetben
én végeztem. A transzfekcids rata beallitasahoz a tenyészetet én allitottam eld, a
transzfektalast, a mikroszkdpos felvételek készitését, majd az adatok elemzését magam
végeztem.

e Az clekrofiziologiai mérésekhez a tenyészeteket és allitottam el6, a teljes sejt patch
clamp méréseket és az ebbdl szarmazo adatok kiérétkelését Dr. Sziics Attila végezte.

e A RT-qPCR mérésekhez az RNS mintékat (0sszesen 20 lemezrél) én vettem, a mérés

Osszedllitdsat Ben Mahmoud Maissa segitségével végeztem.

Ezuton nyilatkozom, hogy TDK konferencidn kordbban nem értem el helyezést. Ha a jelen
BTDK Konferencia elott masik TDK konferencidan helyezést érek el, arrol a BTDK szervezoit

még a konferencia elott értesitem, a nyertes palyamunkat eljuttatom hozzajuk.
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