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Rovidités jegyzék

ACSF: artificial cerebrospinal fluid, mesterséges agyi cerebrospinalis folyadék
BSA: szarvasmarha szérum albumin, (bovine serum albumin)

DIV: in vitro napok szama

DNS: dezoxiribonukleinsav

EGTA: etilénglikol-bisz-(2-aminoetiléter) -N, N, N', N'-tetraecetsav

ESC: embryonic stem cells

HCN: hyperpolarization activated cyclic nucleotidic gated nonselective cationic channels
HEPES: N-2-hidroxietil-piperazin-N’-2-etanszulfonat

iN: kozvetlen atprogramozassal nyert indukalt neuron (direct reprogrammed induced neuron)
iPSC: indukalt pluripotens dssejt (induced pluripotent stem cell)

iIPSC-N: indukalt pluripotens 6ssejtb6l szarmazo neuron

NE-4C: egér neuroektodermalis dssejtvonal

NE4C-N: neuroektodermadlis dssejtvonal eredetii neuron

NSC: idegi 6ssejt (neural stem cell)

spike: akcios potencial

PBS: foszfat pufferelt sdoldat (phosphate buffered saline)

PLL: poli-L-lizin

PFA: paraformaldehid

atRA: all-transz retinsav (all-trans retinoic acid)

RNS: ribonukleinsav

TritonX: 2-[4-(2,4,4-trimetihylpenthan-2-yl) pheroxy] ethanol



1. Osszefoglalas

Az idegsejtek érését, fejlodési 1épéseit Iin vivo és in vitro sejtes modellekben is
tanulmanyozhatjuk. Az utdbbiak szdmos elonyt kinalnak, mivel a fejlédé sejtpopulacio
kozvetleniil, kisérletesen manipulalhato, kornyezeti tényez6éi szabadon valtoztathatok. Bar
szamos ragcsalobol szarmazo idegi fejlédési modellt tanulményoztak az elmult évtizedekben,
a human neuronoknak ilyen célu felhasznaldsa csak bo tiz évre tekint vissza, melynek nagy
lendiiletet az indukalt pluripotens Ossejt technika kidolgozasa adott.

Munkam soran harom cellularis modellrendszerrel — dolgoztam: egérembrio
eléagyholyagjabol szarmaz6 neuralis 0Ossejtekbél (NE4C-N), valamint human indukalt
pluripotens dssejtekbdl differencialtatott (iPSC-N), illetve emberi fibroblasztokbol, kdzvetlen
atprogramozassal nyert neuronok (iN) jellemzését végeztem el. Immuncitokémiai
modszerekkel detektaltam az idegsejteket, melyek idegélettani sajatossagait patch clamp
technika segitségével hataroztam meg. Az elemzések soran Osszehasonlitottam a kiilonb6zo
modon nyert neuronok passziv membrantulajdonsagait, illetve serkenthetdségét. Kutatdsaim
altal megallapithato, hogy a kiilonb6z6 programozasi technikékkal nyert huméan sejtpopulaciok
érési menetrendje, karaktere is eltér6. A human idegsejtek képzddése, érése a ragesalokéval
Osszevetve lényegesen lassabb. Azt is megallapitottam, hogy az iPSC-N sejtmodellek esetében
sokkal nagyobb aranyban fordultak eld érett tiizelési karakterisztikéval jellemezhetd neuronok,
mig az NE4C-N és iN sejtkultirdkban.

Eredményeim jol mutatjdk a neuralis Ossejtek neuronképzésének kiilonbségeit a két
fajban. Elektrofiziologiai jellemzéseim eldsegitik a modellrendszerek tulajdonsagainak jobb

megertését.



2. Bevezetés

Az emberi idegszovet kiilonb6z6 idegsejt-tipusok és gliasejtek sokféleségébdl all. Ezen
specializalt sejtek egyiittmiikodése, kapcsolatrendszere az emberre jellemz6 viselkedések és
kognitiv képességek 0Osszességét alakitja ki. Szerkezetének, miikodésének feltarasat
ugyanakkor a nagyszamu sejtes elem és a rendkiviil dsszetett kapcsolatrendszer bonyolitja,
melyek barmelyikének akar a szervfejlédés kozbeni, akar a felndttkor alatti megvaltozasa
szamos korkép kialakulasdnak forrasa lehet. Az emberi agyszovet fejlodésének, a koros idegi
allapotok hatterében huz6édoé molekularis folyamatok szerepének megértéséhez mindenképpen
sziikséges a human kozponti idegrendszer mélyebb szintli tanulmanyozasa. Mivel az emberi
agyszovet elérhetdsége és kozvetlen kisérletes vizsgalata rendkiviil limitalt, az idegrendszeri
folyamatokat klasszikusan allatmodelleken, in vivo és in vitro korilmények kozott
tanulmanyozhatjuk (Dawson ¢és mtsai.,, 2018). A szamos kinalt elény mellett (pl.
betegségspecifikus allatmodellek kialakitdsa, nagyfoku manipulalhatésag stb.) azonban
problémaként meriil fel, hogy a faji kiilonbségek miatt mind a fejlédési folyamatok idébeli
lefutdsa, mind a modellezett korképek komplex fenotipusa (pl. néhany korkép-jellemzd
modellezett csak) eltér a human idegszovetben megfigyeltekétdl (Cummings, 2018). Ennek a
problémanak a megoldasaban nyujtanak segitséget az Ossejtbioldgiai kutatdsok ujabb

eredményei (Pasteuning-Vuhman és mtsai., 2021).

3. Idegi modellek alkotasa

A kisérletes vizsgalatok célja egy jelenség olyan modelljének felallitdsa, amely utanozni
képes egy folyamat tényleges lefolyasat. A modellalkotas kizardlag priori ismereteket hasznal,
altalanos érvényll torvényszerliségekbdl kiindulva, természettudoméanyos ismeretanyagra
tamaszkodva, egy konkrét, ismert jelenség leirasara torekszik. Az induktiv modellalkotas
kizarolag kisérleti adatokra épit; a kisérletek sordn végzett megfigyelések informaciot
tartalmaznak a jelenség és annak kornyezete kozott érvényesiilé kolcsonhatasokrdl, azaz a
rendszer bemend ¢és kimend jeleirdl. A modellalkotds szamos hiba forrasa lehet. Ha egy
komplex kérdés megkozelitéséhez egyszeriisitett modelleket alkotunk, akkor szamos fontos
tényezot kell elhanyagolni a probléma tanulmanyozhatésaganak érdekében. Viszont a kapott
eredmények kiértékelésekor nem szabad altalanositani, generalizalni, és megfeledkezni a
modellalkotaskor elhanyagolt tényezOkrél. Ilyen modellekre példa az in vitro kisérlet, melyek

érvényessége in vivo nem mindig egyértelmi, és hasonloképpen, a kiilonb6z6 él61ényekben



kapott eredmények atvitele egyik fajrol a masikra (igy az emberre) sem lehet teljesen magatol
értet6do, vagy zokkendmentes.

A ragcsalo idegi modellek esetében az idegsejtek fejlodését, tulajdonsagait, mikkodését
olyan eltér6 megkozelitésti modellek segitségével tanulmanyozhatjuk, melyek a sejtmiik6dés
bizonyos szempontjait emelik ki. Ha a sejteket in vivo koriilmények kozott vizsgaljuk, képet
kap(hat)unk az adott neuron szoveti és sejtes tulajdonsagairdl, kapcsolatrendszerérdl, egyedi €s
halozati miikodésérdl (Yang és Yuste, 2017). A vizsgalatok magas komplexitasu kérnyezetben
zajlanak, valdsan irjak le az adott sejt tulajdonsagait/miikodését. Esetenként korrelaltathatoak
magasabb haldzati miikodéssel vagy végso soron az allat viselkedésével (Renart és Machens,
2014). Ugyanakkor a sejtbiologiai folyamatok megértését, a fejlédésbiologiai torténések
1épéseinek nyomon kdvetését a magasabb komplexitas hatraltathatja. A komplex rendszereket
leirhatjuk ugy is, ha elemeire bontjuk, redukaljuk. Az in vitro megkozelités 1ényege, hogy a
szoveti, sejtes mikodést a szervezetbol kiemelve, mesterséges, jol kontrollalt kornyezetben
tanulmanyozzuk. Ilyen esetben a kiemelt idegszdvetet vagy idegsejteket megfeleld
tapfolyadékban meghatarozott és standardizalt koriilmények kozott tarjuk és vizsgaljuk (Zhang
¢és mtsai., 2022). Ebben az esetben a bioldgiai torvényszeriiségek az egyszerlibb rendszer miatt
konnyebben leirhatodak, a kisérletek egyszertibben végrehajthatoak (pl. konnyebb manipulacio,
kozvetlen sejtelérés) (1. tablazat). Ugyanakkor ez egyben egyik korlatja is lehet az in vitro
tenyésztési modszereknek, hiszen a sejtek viselkedését a szervezetben sok mads sejt(tipus)
befolyasolja, ezért a kapott adatokat nem lehet egy az egyben az in vivo allapotokra

vonatkoztatni.

1. tablazat

Az in vitro megkdozelités és hatranyai:

- az ¢l0 szervezet komplexitasa
magasabb

- esetenként hianyzo6 hatarfeliiletek

- nincs/csokkent mértéki a

metabolizmus




3.1. Invitro idegi modellek kialakitasi lehetoségei

Ha az idegsejteket in vitro szeretnénk tanulmanyozni, akkor azokat kiemelhetjiik a mar
kialakulo/kialakult idegszovetbdl (primer tenyészetek kialakitisa). Ez esetben adott
tulajdonsagu, fejlodési allapoti vagy agyteriileti sajatossagokat hordozo sejteket tenyésztiink
¢és tanulmanyozunk. llyenkor a neuronok mar elkoételezett allapotban vannak, érésiik,
halozatformald képességiik tanulmanyozhaté®. Ugyanakkor a neuronokat in vitro létre
hozhatjuk, ehhez a szovet kialakulasahoz nélkiilozhetetlen dssejtekre lesz sziikségiink.

Az 6ssejtek olyan differencidlatlan, elkotelezetlen sejtek, amelyek képesek onmaguk
valtozatlan forméaban val6 fenntartasara (ommegujitds), Vvalamint differenciacioval
specializaltabb sejtek 1étrehozasara (differencidcios potencial) (Smith, 2006). Az embrionalis
Ossejtek a szerv-szoveti fejlddésben, a felndtt szoveti Ossejtek az adott szdvetre/szervre
jellemzd egy vagy tobbféle sejttipus kialakitasaban jatszanak szerepet. Az Ossejtek fejlodési
kapacitasuk (fejlodési potencial) tekintetében is eltérnek egymastol. A megtermékenyitett
embri6 és a holyagcsira sejtjei rendkiviil széles fejlodési potencidliiak, mindharom csiralemez
sejtjeinek kialakitasara képes totipotens?, illetve pluripotens sejtek (pl. embrionalis 6ssejtek). A
szoveti Ossejtek mar zartabb genetikai programmal rendelkeznek; multi- vagy unipotensek
(Szabd, 2009). Szamos szervben/szovetben irtak le ilyen szoveti Ossejteket, koztik a
csontvel6ben, bérben, fogban, a béltraktusban és az agyban is (Vasan és mtsai., 2021).

Az Ossejtek felhasznalasaval az adott szovet sejtjeinek sejt- €s molekularis biologiai
tanulmanyozasa tobb iranybol is elérhetd. Izolalhatjuk és in vitro fenntarthatjuk az adott szévet
szovetspecifikus Ossejtjeit, majd ezeket az elkotelezddési, fejlddési utvonalaik ismeretében az
adott szovet megfeleld sejttipusava differencidltathatjuk. Rendelkezhetiink széles fejlédési
képességii, pluripotens sejtekkel (pl. embrionalis dssejtekkel) is, és ezeket differencialtathatjuk
az adott szoveti iranyba (Avior és mtsai., 2016). Allatmodellek esetén mindkét lehetség adott,
még az agy esetében is. Igy 1éteznek idegi &ssejteken (pl. kdzvetleniil az agyszovetbdl izolalt
idegi Ossejt, NSC* vagy halhatatlanna tett, immortalizalt NSC sejtvonal) és embrionalis

Ossejteken alapulé idegi modellrendszerek is (Siller és mtsai., 2013).

! Léteznek olyan in vitro modellek is, ahol az idegsejteket egy az idegrendszerb6l szarmazo szovetkockaban
tenyésztjiik (organotipikus szelet tenyészet). Ezek dolgozatom targyatdl eltérnek, igy nem részletezem dket.
2 A totipotens sejtek az embrid minden sejtje mellett, a magzatburkokat is ki tudjak alakitani.

3 NSC - idegi 6ssejt, mely ideg és glia sejtek képzésére képes
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3.2. Egér eredetii neuroektodermalis ssejtrendszer: az NE-4C sejtvonal

A sejtfejlédés mechanizmusainak megértéséhez sziikséges a kiindulashoz hasznalt sejtek
fejlodési allapotanak pontos ismerete. Az idegrendszer fejlédésének vizsgalatahoz altalaban
olyan allapotu sejtekre van sziikségiink, amelyek az egy-sejtrétegli neuroektoderma homogén
idegi Ossejt-készlet sokszor heterogén, €s fenntartasuk idoben limitalt. Ugyanakkor elérhetéek
halhatatlannd tett, immortalizalt idegi Ossejtvonalak is, melyek hosszu tdvon fenntartva is
képesek homogén sejtpopulaciok eldallitasara. Az ilyen sejtrendszerek elénye, hogy leirdsuk
tobb évtizedes multra is visszatekinthet, igy fejlodési 1épéseik ismertek, neurogenezisiik
folyamatai jol jellemzettek (Tarnok és mtsai., 2002; Schlett és mtsai., 1997).

Vizsgalataimhoz NE-4C idegi 6ssejteket hasznaltam (Schlett és mtsai., 1997). Az NE-4C
egér embriondlis neuroektodermalis O&ssejtek 9 napos, p53* defficiens egérembrid
eléagyhodlyagjabol szarmaznak, feno- és genotipusukat tekintve azonosak. In vitro, un.
Hfenntartd” korilmények kozott ,,végteleniil” szaporithatok, de indukcids hatasokra
iranyba differencialodnak. A retinsav tobb funkcidju morfogén. Szamos folyamatot kontrollal,
beleértve a mesodermalis szegmentaciot és differenciaciot, a neurogenezist és a fejlodo
gerincveld regionalis mintdzodasat kialakitva a gerincveld ventradlis részére jellemzo
sejttipusokat (Diez del Corral és mtsai., 2003; Jones, Villeneuve és mtsai., 1983). Korabbi
kutatasok leirtdk, hogy az NE-4C sejtekbdl szarmaz6 neuronok a tenyésztés 9-10. napjéara
szamos idegi markerrel pl:MAP2, NMDA, NeuN (Jelitai és mtsai., 2002; Schlett és mtsai.,
1997) rendelkeznek. Ezen id6szakban a sejttenyészetekben kiilonb6z6 érettségii idegsejtek és
asztrogliasejtek is megfigyelhetoek.

Az idegi modell akkor megfelelé, ha a kialakitott idegsejtek nemcsak marker
tulajdonsagaikban (pl. idegsejtspecifikus IIIB-tubulin immunpozitivitas), hanem idegélettani
jellemzéikben is neuronok. Igy az NE-4C sejtekbél szirmazé neuronok (NE4C-N)

elektrofiziologiai jellemzése volt munkam egyik célkitlizése.

4 A p53 egy tumor szupresszor gén, mely kiemelkedd szereppel bir a sejtciklus szabalyozasaban. Hianyaban spontan
immortalizacio kovetkezhet be, és ,,halhatatlan” sejtvonalhoz juthatunk.



3.3. Human idegsejtek kialakitasa in vitro modszerekkel

Bar a legtobb idegrendszeri kutatast ragcsalomodelleken végzik, az igy kapott
eredmények human transzlalhatésaga sokszor elmarad a varttol, igy az emberi neuronokon
végzett vizsgalatok szamos elénnyel rendelkeznek. Az ilyen in vitro rendszerek kialakitasa
azonban nehézségekkel jar. Primer idegsejt tenyészeteket csak rendkiviil limitaltan lehet

kialakitani. Reprodukalhatdsaguk alacsony(Park és mtsai., 2020).

3.3.1. Embrionalis 6ssejtek felhasznalasa (embryonic stem cells, ESC)

Az egyik lehetséges mod, hogy Ossejtekbdl differencialtatunk neuronokat. A human
idegsejtek létrehozasa céljabol azonban — az allatmodellekkel ellentétben - a szoveti Gssejtek
(NSC) kinyerése technikai ¢és etikai okok miatt er6sen limitalt, igy felmeriilhet, hogy a
neuronokat mas sejtforrasbol, pluripotens dssejtekbdl hozzuk 1étre. Ennek egyik lehetdsége az
embrionalis Ossejtek (ESC) hasznalata. A human ESC-ket az in vitro fertilizacio soran
beiiltetésre nem keriild0 megtermékenyitett petesejtekbdl hozzék 1étre, a donor irasos
beleegyezését kovetden. Blasztociszta allapotban a belsd sejttomegbdl izolalt sejtek
sejtkultiraban valo tenyésztésével nyerhetok ESC-kolonidk, amelyek megfeleld kortilmények
kozott elvben végtelen szaml osztodasra képesek, illetve mindharom csiralemez sejtjeivé
képesek differencialodni. 1998-ban James Thomson izolalt el6szér emberi ESC-ket (Thomson
¢és mtsai., 1998). Azonban a human embrionalis dssejt vonalak 1étrehozasahoz sziikséges human

embriok kinyerése tovabbi nehézségekbe litkdzik, mind bioldgiai mind pedig etikai okokbdl.

3.3.2. Indukalt pluripotens dssejtekbdl nyert neuronok

Az attorést a Yamanaka és munkacsoportja altal 2006-ban felfedezett lehet6ség nyujtotta,
mely soran a mar érett és differencialodott felnétt szomatikus sejteket genetikai modszerekkel®
pluripotens sejtekké atprogramoztik, 1ényegében Ujrafiatalitottak (Takahashi és Yamanaka,
2006). Az igy kialakitott indukalt pluripotens Ossejtek (iPSC) magukban hordozzak az eredeti
testi sejt minden genetikai orokségét (pl. mutacidk), de fejlédési potencialjuk az embriondlis

Ossejteknek felel meg (Shi és mtsai., 2017).

> A klasszikus iPSC eljarasban az Oct-4, Sox2, KIf4, c-Myc transzkripcids faktorok tultermeltetése eredményezi
a sejtek epigenetikai visszaprogramozasat (Takahashi és Yamanaka 2006)
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A megkozelités masodik kulcslépése, hogy mivé kivanjuk differencidltatni ezeket a sejteket. A
differenciacios protokollok kifejlesztése ugyanis lehetové teszi, hogy gyakorlatilag barmilyen
emberi sejttipust eldallitsunk a paciens borébol vagy vérébol szarmazo iPSC-kbdl, beleértve a
neuronokat is (iPSC-N) (Svendsen, 2013). Példaul, a modszer segitségével idegi korképben
szenvedd beteg testi sejtjeibdl a korképet mutatd neuronok® alakithatéak ki. Igy alig tobb mint
egy ¢évtizeden beliil az iPSC-alapu betegségmodell-rendszerek a mai idegtudomanyi kutatdsok
szerves részévé fejlodtek (Svendsen, 2013). Az iPSC-N kulturdk kiilonosen értékesnek
bizonyultak a komplex idegrendszeri fejlédési rendelleneségek kutatdsdban, valamint az agy
monogenetikus rendelleneségeiben szerepet jatszo molekularis mechanizmusok feltarasat is
lehet6vé tették (Lee és mtsai., 2009). Ugyanakkor mivel az iPSC-k 1ényegében funkcionalisan
¢s epigenetikailag megfiatalodott sejtek, az életkorral 6sszefiiggd idegrendszeri celluléris és
molekularis folyamatok modellezése e rendszerben kihivast jelent (Vera, Bosco és Studer,
2016). Megfigyelték, hogy az iPSC eredetli neuronok mitkodése, valamit elekrofiziologiai
tulajdonsagai sok szempontbo6l az embrionalis neuronokéhoz hasonlit (Lo Sardo és mtsai.,
2017; Mertens és mtsai.,, 2018). Az IPSC-N-ek azonban idével képesek fiziologiai és
funkcionalis érettséget elérni, szinaptikus kapcsolatokat 1étesiteni (Gunhanlar és mtsai., 2018).

E fejlddési id6 azonban a ragcsaldo modellekkel dsszevetve meglehetdsen hosszl (5-10 hét).

3.3.3 Direkt atprogramozassal nyert neuronok (iN-ek)

Az iPSC rendszereknél tapasztalt teljes genetikai megfiatalitas egy masik megkozelités, a
kozvetlen atprogramozas esetén elkeriilhetd. Ebben az esetben a fibroblaszt sejteket nem
alakitjak iPSC sejtekké, hanem benniik — idegi elkdtelezddést kivaltd transzkripeios faktorok
(pl. neurogenin2) taltermeltetésével - kdzvetleniik indukaljak a neur(on)alis sejtsors valasztast
(Traxler és mtsai., 2019; Vasan és mtsai., 2021). Bar az igy 1étrehozott indukalt neuronok (iN)
sok tulajdonsaga megegyezik az iPSC-N-ekkel, ugyanakkor az egyik fontos kiilonbség az, hogy
az iN-ek megodrzik a donorra jellemzdé életkorral és egyéb epigenetikai informaciokkal
kapcsolatos tulajdonsagaikat (Boland és mtsai., 2017). Ezaltal az iN-eket az egyik
legmegfelelobb modellrendszernek tekintik az €letkorral 6sszefliggd idegi rendellenességek,
betegségek tanulmanyozasara (Huh és mtsai., 2016). Ezek az indukalt neuronalis (iN) sejtek
tobb neuron-specifikus fehérjét expresszalnak, akcios potencidlokat generalnak és funkcionalis

szinapszisokat képeznek.

& Amennyiben a korkép az egyént érinté genetikai okokra vezethetd vissza.
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Ujabb kutatasok igazoltak, hogy az iPSC-N tenyészetek magas fokii korrelaciot mutattak a
magzati agy transzkriptomikai tulajdonsagaival, de viszonylag alacsony korrelaciot a felnott
mintakkal, mig az iN-eknél ennek ellenkez6jét tapasztaltak. Az adott életkorban 1év6 pacienstél
szarmaz6 iN-ek genomszintli DNS-metilacidés mintdzatan alapuld ,,epigenetikus ora” leirdsai
azt szemléltetik, hogy az iN-tenyészetek sejtjeinek ¢életkora a felndttek epigenetikai életkorat is
teljes mértékben leképezik (Horvath és mtsai., 2018; Kim és mtsai., 2018). Tehat ezen adatok
egylittesen arra utalnak, hogy az iN-ek jobban hasonlitanak a feln6tt idegsejt-tipusokra.

Az in vitro idegi modellek esetén fontos tehat, hogy a kialakitott sejtpopulaciok milyen
idegi tulajdonsagokkal rendelkeznek, és ezek a tulajdonsagok mennyiben feleltethetéek meg

egymasnak. Dolgozatomban ennek leirasara teszek kisérletet.

4. Ceélkituzések

Dolgozatomban egér neuroektodermalis 6ssejtek (NE-4C), valamint neurotipikus
paciensektdl szarmazd iIPSC és IN sejtek in vitro indukalt idegi fejlodését vizsgaltam. Arra
voltam kivancsi, hogy az igy létrehozott idegi tenyészetek sejtjei milyen elektrofizioldgiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Vizsgalatom soran a haromféle modellrendszert azonos patch
clamp technikaval mértem meg, a sejteket aktiv és passziv membrantulajdonsagaik alapjan

hasonlitottam Gssze.

Munkam soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

e Elektrofiziologiai szempontbol azonosithatdak-e sejttipusok a
differencialtatott neuronalis tenyészetekben?

e Mennyiben hasonldak vagy kiillonbozoek a megfigyelt elektrofiziologiai
tulajdonsagok és azok korrelacioi a sejtrendszerek kozott?

o Elektrofiziologiai bélyegek alapjan elkiilonithetéek-e a harom modellrendszer
(egér NSC, human iPSC, kozvetlen atprogramozott human fibroblaszt)

neuronjai?
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5. Anyagok és modszerek
5.1. NE-4C sejtek tenyésztése és differencialtatasa

Munkam soran az NE-4C neuroektodermalis Ossejtvonalat (1. abra) hasznaltam (Schlett és
mtsai.,1997). A sejtvonalat szubkonfluens allapotban poli-L-lizin (PLL) bevonata
szovettenyésztd edényekben tartottam fenn, 5% FCS tartalmi MEM (minimal essential
medium, Sigma) tapfolyadékban, melyet 4mM glutaminnal valamint 40ug/mL gentamicinnel
(Sanofi) és 2,5ug/mL Amphoterin B-vel (Sigma) egészitettem ki. Az elektrofiziologiai és
immuncitokémiai vizsgalatokhoz a sejteket oxigén plazmaval tisztitott, poli-L-lizinnel (Sigma)
¢s Geltrex-szel (Thermo) bevont 0,17 mm vastagsagu boroszilikat fedélemezekre (12mm
atmérdé, VWR) iiltettem ki, 2x10° sejt/cm? siirtiségben differencialtatdo médiumban (Neurobasal
Plus, 2% B27*, 2mM GlutaMax, 1% CultureOne Supplement, 200 uM aszkorbinsav, 40ug/ml
gentamicin és 2,5ug/ml amfotericinB). Az idegi differenciaciot 48 o6ras, 10°M-0s atRA
kezeléssel valtottam ki, majd a sejteken 3 naponta 50 %-os tapcserét hajtottam végre
(BrainPhys, 2% SM1, 40pg/ml gentamicin, 2,5ug/ml amfotericinB). Az elektrofizioldgiai
mérésekre a kiiiltetést kovetd 9. napon keriilt sor. A sejttenyészeteket inkubatorban 37°C-on

5%-0s CO- koncentracioban neveltem (1. abra).

elkotelezodést 48 oras all-transz retinsav (atRA) kezeléssel inditottam el. A tenyésztés 5 napjara
(DIVS) nyulvanyos sejtek jelennek meg, melyek a vizsgalt id6szak végére neuronspecifikus I113-
tubulin immunpozitivitast (zold szin) mutatd neuronokka fejlédnek. A sejtmagokat DAPI festés
(kék) jeldli. A mérce: 100 um (sajdt felvétel)

5.2. A human sejtkulturak fenntartasa

A human fibroblasztok a Kalifornia Egyetem San Diego-i tagozatanak (UCSD) Shiley-
Marcos Alzheimer-kor kutatokozpontjabol (ADRC) szarmaztak. A tenyészetek elkészitését a

Dr. Jerome Mertens altal vezetett Neuronal Aging Laboratory végezte az Innsbruck-i
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Egyetemen. Mind a kdzvetlen atprogramozassal nyert iN, mind az iPSC-eredetii neuronokat az
innsbrucki laboratériumban hoztdk Iétre, majd ezt kovetéen a mar idegsejt irdnyba
differencidltatott, Thermanox (Nunc) feddlemezre iiltetett sejteket hoztuk 4t sajat
laboratériumunkba tovabbi vizsgalatokra. A tenyészeteken 3-4 naponta 50 %-0s tapcserét
végeztiink (BrainPhys basal media, Laminin, db-CAMP, GDNF, BDNF, B27, N2) (Mertens és
mtsai., 2018; Traxler és mtsai., 2022). A sejttenyészeteket inkubatorban 37°C-on 5%-0s CO>

koncentracioban neveltiik (2.abra).

2. adbra Human neuronalis tenyészetek. 5 hetes, indukalt pluripotens dssejt eredetli (iPSC-N) és
fibroblasztokbol kozvetlen reprogramozassal nyert (iN) idegi sejttenyészetek attekintd
faziskontraszt felvétele. A mérce: 100 um (sajdt felvétel)

5.3. Elektrofiziologia

A differencialt human neuronokat DIV 40-50-es korban mértem meg. Az egérbdl nyert
NE-4C sejtkultardk esetében a mérés DIV 9-dik napon tortént. Az intracellularis méréseket
egészsejt patch clamp technikiaval hajtottam végre. A sejteket Zeiss Axiovert inverz
mikroszkoppal, 40x-es nagyitasi objektiv segitségével figyeltem meg. A hasznalt boroszilikat
kapillarisok kiilsé 4atmérdéje 1,5 mm volt (World Precisions Instruments). Ezen
tivegkapillarisokat/patch elektroddkat a laboratdoriumunkban taldlhat6 vizszintes pipettahizo
(Sutter Model P-87) segitségével készitettem, amelyek ellenallasa 6-11 MQ értékek kozé esett.
Az elektrodakat intracelluralis oldattal (mM-ban meghatarozva: K-gliikonat 100, KCI 10, KOH
20, MgCl; 2, NaCl 2, HEPES 10, EGTA 0,2, D-gliikoz 5; pH=7,3) toltottem fel.

A tenyészetek a mérés ideje alatt ACSF-ben (mM-ban: NaCl 140, KCI 5, CaCl. 2,
MgClz 1, HEPES 5, D-gliikoz 10; pH 7.4), szobahdmérsékleten (21-23°C) tartottam. A
membranpotencialt Multiclamp 700B erdsitével (Molecular Devices) mértem, current clamp
tizemmodban. A bemeneti stimulus hullamformakat (dramlépcsdk) a DASYLab v.11 (National
Instruments) méréprogram segitségével hoztam létre, és ugyanezzel a programmal

regisztraltam a neuronok membranpotencialjat és tiizelési valaszait is.
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Az éaltalam alkalmazott technika segitségével a sejt membranpotencialjat mérjiik meg az
injektalt aram fiiggvényében’. A stimulus az elektrodara adott dram. Az aramlépcsOkbol
felépitett protokollok segitségével a nyugalmi membranpotencialt, az akcids potencidlok
adatait, valamint a sejtmembran szdmos élettani tulajdonsagat tudjuk meghatarozni.
Kisérleteimben az inkrementalt 1épcsok -20 pA -t6l indultak és egyenként 0,4 s hosszuak voltak.
A regisztralt fesziiltségvalaszokbol szdmos idegélettani paramétert nyerhetlink ki. Ezek a
membranellenallas, a membranfesziiltség depolarizald behajlasa (voltage sag), az idéallando, a
reobazis és még sok egyéb. Az aramlépcsds stimulacio esetén a reobazis jeldli az elsd spike-ot
kivalto aram kiiszobértékét. Mindezen adatok fliggvényében tudjuk a modell rendszereinkben
mért sejtjeinket fizioldgiai szempontok szerint jellemezni, osztalyozni. A TDK munkam soran
Osszesen 172 neuron (104 NE4C-N, 36 iPSC-N és 32 iN sejt) egészsejt patch clamp mérését
¢s elektrofiziologiai jellemzését végeztem el. A mérések kis részében a sejt élettani
tulajdonsagait nem lehetett pontosan megmérni, mert a sejtmembran tul érzékenyen reagilt a
patch pipettaval toérténd beszakitasra (fluktuald membranpotencial, megndvekedett szivargasi

aram), ezeket az adatokat nem vettem be az elemzésbe. A végso esetszam 144 sejt lett.

5.4. Fiziologiai tulajdonsagok szamszerii elemzése, statisztika

Az elektrofiziologiai adatok kiértékelését a laboratoriumunkban fejlesztett
NeuroExpress® programmal végeztem, az adatok grafikai abrazolasat pedig az Origin Pro
(OriginLab)® alkalmazassal készitettem el (www.originlab.com). A NeuroExpress a
tanszékiinkon kifejlesztett elektrofiziologiai paramétereket meghatarozé program, melynek
segitségevel az altalam mért sejtek élettani tulajdonsagait részletesen elemeztem. Ezen program
aregisztralt sejtek aramlépcsdre adott fesziiltségvalaszait hasznalja, valamint az emittalt akcios
potencialok szamos paramétere is meghatarozhatd. A statisztikai elemzéseket Jamovi
programmmal®® (R program kérnyezet) végeztem. Az adatokat normaleloszlast mintak esetén
egyutas ANOVA analizissel, Tukey poszt-hoc teszttel, nem-normaleloszlasti mintak esetén
Kruskal-Wallis teszttel, Dwass-Steel-Critchlow-Fligner paros Osszehasonlitassal vetettem

Ossze, 5%-0s szignifikancia szint mellett.

”Vm=Vm(l, t) Vm=membran potencial, I= injektalt dram, t=id§
8https://www.researchgate.net/project/NeuroExpress-Analysis-software-for-whole-cell-electrophysiological-data
9 https://www.originlab.com/index.aspx?go=Products/Origin

10 www.jamovi.org
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5.5. Immuncitokémia — A biocitinnel jelzett sejtek visszakeresése

crcr

A sejteket patch clamp mérés soran az 1C oldatba beoldott 1mM koncentracioja biocitinnel*
toltottem fel. A sejtkultirakat a mérést kovetden 4%-0s PBS-ben oldott paraformaldehid
oldattal (20 min) fixaltam. PBS-sel tortént mosas utan a sejtmembrant 5 percig 0,1% -0s
TritonX (PBS)-el permeabilizaltam, majd PBS-sel tortént mosas utan a nem specifikus
kotohelyeket 2% BSA, 0,1% NaNs3 tartalmu oldattal szobahOmérsékleten 1 oran keresztiil
blokkoltam. A mintakat anti-1113-tubulin (egér; 1:1000, Exbio) ellenanyaggal 4°C-on egy
¢éjszakan at inkubaltam. PBS-sel tortént mosas utan a mintakat anti-egér-Alexa488-al (kecske;
1:500, Invitrogen) és a feltoltott sejtekben 1év6 biocitinhez kotddd Streptavidin-TRITC-el
(kecske; 1:300, Invitrogen) szobahémérsékleten 1 oran keresztiil inkubaltam. A lemezek
fedését Mowiol feddanyaggal végeztem. A mikroszkdpos felvételeket Zeiss Observer Z1

fluoreszcens mikroszkoppal, 20x nagyitas mellett Zen (Zeiss) szoftverrel készitettem (3.abra).

.

biocitin
I113-tubulin

biocitin HELRT

3. dbra A patch-clamp mérés soran jellemzett neuronok immuncitokémiai azonositasa. A
megszart sejtet (NE4C-N, A) a patch-clamp mérés alatt biocitinnel t6ltottem fel, melynek jelét
immunfestéssel azonositottam (C, A, B: cian), neuronalis markerként I1I3-tubulin immunjelolést
hasznaltam (A, B: zold). A sejtmagokat DAPI festéssel (A, B: piros) tettem lathatova. A patch mérés
mikroszkopos képét az immunjeloléssel korrelaltam (A). A, B, C kép az A abra jelzett teriiletét
mutatja nagyitva. A mérce: S50um.

11 A biocitin a sejtek utdlagos immuncitokémiai azonositasat segiti eld, a sejtetekre nincs toxikus hatéssal.
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6. Eredmények
6.1. Kiilonb6z6 érettségii és fenotipusi neuronok azonositasa

Az altalam mért sejteket azok fesziiltségvalaszai és elektrofizioldgiai tulajdonsagai alapjan
3 csoportra osztottam fel: passziv (4.C abra, akcios potencialt nem produkdlo), egyszeresen
tiizel6 (4.A abra, single spiking), illetve ismétl6do tiizelést mutaté (4.B abra, firing) sejteket
kiilonboztettem meg. A vizsgalt sejtek mérsékelten depolarizaltak voltak, tipikusan -30 és -45
mV kozotti nyugalmi membranpotenciallal. Ahhoz, hogy megfigyelhessem a neuronok akcios
potencialt generald képességét, célszerli volt azok membranpotencialjat -50 mV-ra leszallitani,
ezt egy folyamatos ,holding 4dram injekcioval” értem el. Az aramlépcsdket +2 pA -es

inkrementummal errdl az szintrdl inditottam, a legnegativabb 1épcsé -20 pA volt.
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4.abra A sejtek jellemzo fesziiltségvalaszai. (A) egyszeresen tiizel6 iN sejt valasza, (B)
szabalyosan tiizel6 iPSC-N sejt, (C) passziv NE4C-N. (D) a kiilonb6z6 sejtrendszerekben lemért
neuronok elektrofiziol6giai besorolasanak aranyai. NE4C-N (n=78), iPSC-N (n=36), iN (n=30)

A folyamatosan tiizeld neuronok a beinjektalt dramlépcsd hatdsdra 5-10 Hz frekvencian
képesek akcios potencidlokat generdlni, mig mas neuron csoportokban sokkal lassabb,

adaptalédo frekvenciaji akcids potencialokat lehet csak kivaltani. Az aktiv membranok
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esetében a biofizikai jellemzOk mellett megjelennek a passziv membran tulajdonsagok
jellegzetességei is. Az altalam megmért sejtek spike amplittdé (SpAmp, mV), spike
félszélesség (SpHW, ms), membranellenallas (Rmax, GOhm), illetve membran idéallandé (tm=
Rm*Cm, ms)?? értékeit modellrendszerenként abrazoltam (5-6. abra). A passziv sejtek esetében
idénként rektifikacios jelenség volt észlelhetd, amely a kimend fesziiltségfiiggd kalium dramok
miikddése miatt jon létre, ez a depolarizald aramimpulzusok adésakor a membranellenallas
volt megfigyelhetd. A mérések soran modellrendszerenként meghataroztam az egyes tiizelési

tipusba tartozo neuronok aranyat is (4.D abra).
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5.dbra Az altalam megmért sejtek membranellenallas (Rma, GOhm) és membran idéallando
(tm= Rm*Cm) értékei modellrendszerenként. A violin diagramok a mért értékek eloszlasait
szemléltetik. A vizszintes vonal a mediant jeloli.

6.2. Az NE-4C egér neuroektodermalis dssejtvonalbol differencialédo idegsejtek
(NE4C-N) vizsgalata

Az egér neurondlis Ossejtekbdl képzett tenyészetekben tobbféle elekrofiziologiai
tulajdonsagu sejt volt azonosithato, amelyek a sejtek érettségi szintjét is jol reprezentaltak. A
sejtek membranpotencialja az esetek tobbségében idében fluktuald, ,,zajos” volt (4.C abra). Ez
a membranzaj nem szinaptikus bemenetek kdvetkezménye volt, hanem valdsziniisithetden a
membran ioncsatornainak szabdlytalan milkodését jelezte. A bemend rektifikaciot okozd
kaliumaram (Kir-aram) hatésa is megfigyelhetd volt egyes estekben. Ezen kaliumcsatornak

hiperpolarizacidé hatasara aktivalodnak, ezaltal a membranellenallds csokken, amikor a sejt

12 71, (membran id6allando), Rm (membranellenallas),Crn (membrankapacitas)
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negativ aram stimulaciot kap. A spike amplitud6 és a félszélesség is a Na* és K* iondramok
er6sségétdl fligg. Ha az adott sejt sok Na*- és K*- iont képes ioncsatornain atengedni, akkor egy
magas ¢és keskeny szélességgel rendelkezd akcids potenciadl jelenik meg, ha pedig ezen
ionaramok gyengébbek a sejtben, akkor az elektrofizioldgiai valasz is egyre elnyujtottabb,
szélesebb lesz (Gn. spikelet). Az egyes neuroncsoportok elektrofiziologiai tulajdonsagainak

hatterében a csoportokra specifikusan jellemzd, egyedi membran ioncsatorna sszetétel allhat.

A NE-4C neuronok (NE4C-N) esetén a valaszok mindkét formaja megfigyelhet6 volt.
Az Rmax értékek az érett kdzponti idegrendszeri neuronok estében tipikusan a par szaz MOhm-
os tartomanyban varialnak, az altalam mért sejtekben ezen értékek tobbsége viszont 1 GOhm
felett volt. A harom sejtrendszer esetében ezen értékek medianja koézel megegyezd volt (5.A
abra). Az NE4C-N sejtek spike amplitadd értékei leggyakrabban 45 mV-os értékeknél
talalhatok (6.A abra). A félszélesség értékek 4-8 ms-os tartomanyba esnek (6.B abra), ennek
megfeleléen az akcids potencidlok még nem gyors lefutdsuak. A membran idéalland6 az NE4C-
N esetében a legkisebb értéket mutatta (50 ms alatti értékek) (5.B abra). Az altalam mért sejtek
eloszlasa a kdvetkezo volt: 17,3% tiizeld, 43,3% egyszeresen tiizel6 és 39,4% passziv sejt (4.D

abra).
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6.abra A neuronok spike amplitidoé (SpAmp, mV), illetve a spike félszélesség (SpHW, ms)

értékeinek alakulasa modellrendszerenként. (Kruskal-Wallis:*p<0,001)

6.3. Human iPSC-N sejtek elektrofiziologiai elemzése

Az esetek tObbségében az iPSC-N sejtek élettani tulajdonsagait a DIV 40-50-es korukban
mértem meg, és az NE-4C sejtekkel nagyrészben megegyez6 elektrofiziologiai tulajdonsagokat

figyeltem meg.
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Az iPSC-N sejtek spike amplitado értékeit megfigyelve a kovetkezdket allapithatjuk meg.
A sejtekben markans Na- és K-ionaramok fejezddnek ki, amelyek éles spike-ok generedlasat
teszik lehetové. Az érettségi allapotuk a spike amplitudok értékeiben és félszélességben
megfelelden tikrozodott (6.A-B abra). Az Rmax értékek leginkabb 2 és 3 GOhm koriil
csoportosultak  (5.A abra). Ezen neuralis modell rendelkezett a legnagyobb
membranellenallassal. A repetitiven tlizeld sejtek ezen modellben jelentek meg a legnagyobb
szamban (4.D abra). A sejtek megoszlasa kovetkezOképen alakult: 62,2% tiizeld, 8,1%

egyszeresen tiizeld és 29,7% passziv sejt.
6.4. Human iN sejtek vizsgalata

A spike félszélesség és az amplitudo abrazolasakor jol megfigyelhetd, hogy az iN neuronok
értékei a masik két modelltdl markéansan elkiiloniiltek (6. abra). A patch clamp méréseim soran
ezen sejtrendszerbdl keletkezett a legkevesebb mérési eredményem. Az iddallandd és a
membranellenallas értekei eléggé szornak (5. abra). A membranellenallas median értéke 1,5
GOhm-nal lathat6 (5.A abra), mig a masik két csoportnal az értékek jobban koncentralédnak.
Ezen jelenség a human iN sejtek magas élettani, biofizikai diverzitasara enged kovetkeztetni.
A sejtek csoportositdsa az aldbbi aranyok szerint alakult: 17,8% tiizeld, 13,3% egyszeresen
tiizel6 és 68,9% passziv sejt (4.D abra). A sejtek spike amplitudo értékei leggyakrabban 60
mV-o0s étékeknél talalhatok (6.A abra). A félszélesség értékek 2-4 ms-os tartomanyba esnek
(5.B abra).

A sejttipusok kvantitativ osztalyozasanal a sejtre jellemzd paraméterek koziil tobbek kozott
a membranellenallds, a tlizelés aramkiiszobe (reobazis), valamint a spike-ok szama és
sz€lessége is meghatarozo. A modellek Gsszeallitasanak talan egyik leglatvanyosabb modja az
Rmax és Tm értékek korrelacios abrazolasa (7. abra). Ennek mehatarozasahoz a sejtrendszerek
adatait kiilon is abrazoltam (7.A-C abra), és a kapott adatokra statisztikai korrelaciot
alkalmaztam (Spearman korrelacio). A korrelacios koefficiensekre pozitiv értékeket kaptam,
ami nem meglepd, hiszen a membranellendllas és a membran iddallandoja egyszerii
matematikai Osszefliggéssel irhato le: a membran iddallanddja az ellendlldas és a
membrankapacitas szorzata. Az IN és IPSC-N sejtkultirak ezen paraméterek fiiggvényében

kozel megegyezbek voltak (7. B-C abra).
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7. dbra (A) NE4C-N sejtek (n=78), (B) iPSC-N neuronok (n=36) és (C) iN sejtek (n=30)
membranellenallasanak és membran id6allandoinak korrelativ abrazolasa. (D) A harom
modellrendszer sejtjeinek egyiittes abrazolasa tm és Rmax fliggvényében.

A sejtrendszerek ellentétes viselkedése miatt kiilon is megvizsgaltam a spike amplitdo és
a spike szélesség kapcsolatat. Ennek érdekében a spike amplitudé fiiggvényében abrazoltam a
spike félszélességet. Eredményként egy negativ meredekségli ponthalmaz rajzoldédott ki, ami
tisztan demonstralja a két paraméter kozotti negativ korrelaciot (8.D abra) Az adatokra
meghatarozott Spearman korrelacids egyiitthatok (Scorr) szintjének értékei a modellek kozotti
szoros kapcsolatot tamasztjak ala. A korrelacié értékei jol demonstraljak a modellek
elektrofiziologiai elkiiloniilését, illetve kozos tulajdonsagait (8. abra). A Spearman
korrelacidban negativ értékek is megfigyelhetok, ezen statisztikai értékek a spike szélesség
csokkenését jelzik (8.A-C abra). Az adatok szorasa az NE4C-N sejtekben a legmagasabb, és

ez populdacid jol elkiiloniil a human sejtektdl.
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8. dbra: (A) Az NE-4C sejtek (n=34) (B) az iPSCN sejtkaturabol mért sejtek akcids potencial-
jellemzdi (n=25) és (C) az iN sejtek adatai (n=13). (D) A harom modell egyiittes abrazolasa- spike
amplitado értékei a spike szélesség fliggvényében. A Korrelaciok mértékét a Spearman korrelacios

egylitthatoval jeloltem az egyes diagramokon.

A neuronok dimamikus tulajdonsagait az altaluk kialakitott akcids potencidlok
szempontjabol is megvizsgaltam. A jellemzéséhez az akcios potencidl-csucs legmagasabb
értéke, valamint az akcios potencidl csucsat kovetd lefutasi szakasz/idészak értékeit abrazoltam
(9. abra). Ezen esetben az egér és human sejtmodellrendszerek kozotti kiilonbség a
legszembetlinébb. Az NE4C-N sejtekre 1ényegesen lassabb lefutasu és kevésbé gyors akcios
potencial jellemz6. Ezzel ellentétben az iN és iPSC-N sejttenyészeteknél sokkal dinamikusabb
¢s érettebb akcids potencial alak, valamint az ezt kdvetd rovidebb lefutasi id6 volt a jellemz6
(9. abra). A két paraméter kapcsolatat ez esetben is megvizsgaltam. (10. abra) A spike lefutasi
idoket a felfutasi idok fliggvényében abrazolva pozitiv korrelaciokat kaptam. A pontfelhékre
illesztett regresszids egyenesek meredeksége meglepd modon nagyon hasonlo volt a 3 modell

esetén (10. abra). Eszerint a felfutasi és lecsengési idok aszimmetridgjanak mértéke

meglehetdsen konzisztens a sejttipusok kozott, nem fligg a differenciacids protokolltol.
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9. dabra Spike felfutasi (A) és lecsengési (B) idéértékek eloszlasa a 3 modellrendszerben. A
legnagyobb szérast az NE4C-N sejteknél latjuk, az iPSC-neuronok pedig a leghomogénebb
populaciot alkotjak.

Lefutasi idé (ms)
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10. dbra A lefutasi idé a felfutasi idé fiiggvényében. A kapott adatokon egy ANOVA tesztet
futtattam le. A p értéke (p<0.001). A human sejtkulturak kozott szignifikans kiillonbség nem volt
észlelhetd, ezzel szemben az egér eredetii sejtek egy joval szétteriiltebb adatteret rajzoltak ki.
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6.5. A modellrendszerek neuronjaiban megfigyelheté akciés potencialok Kinetikai

osszehasonlitasa

Eszleléseim arra utaltak, hogy a 3 modellrendszer neuronalis fenotipusainak akcios
potencialjai kiilonbozo paraméterekkel rendelkeznek. Emiatt az analizist tovabbi vizsgalatokkal
egészitettem ki. Ismeretes, hogy az emlOs idegrendszer neuronjai altal generalt akcids
potencidlok alakjanak elemzésével informaciot nyerhetiink a szomatikus, illetve axonalis Na-
spike-ok miikodésérdl, valamint az axon inicialis szegmentum (AIS) érettségi szintjérdl (Bean,
2007). A sejttestbe helyezett elektrodaval regisztralt akcids potencial felfutasakor a
membranpotencialban idénként kisebb betorést, behajlast figyelhetink meg (angol
szakirodalomban "kink"-ként emlitik) (Bean, 2007). Ez a behajlas sokkal feltiinébben
jelentkezik akkor, ha az akcios potencialt nem az id6 fliggvényében abrazoljuk, hanem a spike
idébeli meredekségét (derivaltjat) abrazoljuk a membranpotencidl fiiggvényében (fdzisporté
abrazolas). A fazisporté ebben a formaban altalaban elliptikus hurkot rajzol ki, és a kink a hurok

felszallo szakaszan jelenik meg (11. abra, kozépen).
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11. abra: Reprezentativ akcioés potenciil formak osszehasonlitisa a 3 sejttipus kozott. Az
akcios potencial fesziiltségkiiszob értékét narancssarga pont abrazolja. Ez esetiinkben az a
membranpotencial érték volt, ahol a derivalt elérte a +SmV/ms értéket.
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Ennek a behajlasnak a jelenléte és mérete az axon inicialis szegmentum ¢és a szoma
elkiiloniilését jellemzi, minél feltindbb a kink, annal tavolabb helyezkedik el az AIS a szomatol
(Shu és mtsai., 2007). Vizsgalatunkban mindharom sejttipusban szemiigyre vettiik az akcios
potencialok fazisportréit (11. abra). Vizsgalatomban mindharom sejttipusban szemiigyre
vettem az akcids potencialok fazisportréit (11. abra) és meghataroztuk a kink eléfordulasi
gyakorisagat. Ezen elemzésemben értelemszeriien a folyamatosan tiizeld, illetve az egyszeresen
tiizelO sejtek szerepelnek.

A Kink el6fordulasi gyakorisaga az NE4C-N modellben 0%, az iN modellben 8,3% (1/12)
mig az IPSC-N modellben 35,7% (10/28) volt. Az NE4C-N modellek esetén a spike-ok nagy
amplitadoja ellenére azok lefutdsa viszonylag lassu volt (11. abra, bal szél). Az iN sejtek
akcios potencialjai érettebbnek mutatkoztak, és a derivalt értékeik is gyakran 100 mV/ms-ot
értek el (11. abra, jobb szél). Az IPSC-N sejtkultirakban tapasztaltam a Kinetikailag
legérettebb, leggyorsabb spike-okat, és itt volt a kink is gyakran észlelhet6 (11. abra, kozépen).
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7. Diszkusszio

TDK munkamban egy egér ¢és két kiilonbozé6 human eredeti modellrendszer
Osszehasonlitasat végeztem el elektrofiziologiai modszerek segitségével. Méréseim soran
aramzar (current-clamp) izemmodot hasznaltam. Ebben az iizemmodban, a sejtbe vezetett
aram nagysaga sokféleképpen valtoztathatéo az idé fiiggvényében. Ezen alapszik, az egyik
gyakran alkalmazott megkdzelités az ,,aramlépcs6k™ hasznalata, amikor meghatarozott ideig
alland6 nagysagt aramot injektalunk a sejtbe, illetve ennek az aramnak a nagysagat az egymast

kovetd futtatasokban valtoztatjuk (Czirjak, 2022).

Az altalam alkalmazott current clamp technika az aramlépcs6kbdl felépitett protokollok
segitségével a nyugalmi membranpotencialt, az akcids potencidlok adatait, valamint a
sejtmembran szamos élettani tulajdonsagat tudtam meghatarozni. Kisérleteimben a regisztralt
fesziiltségvalaszokbol — szamos  idegélettani  paramétert nyerhettem ki. Ezek a
membranellenallds, a membranfesziiltség az idéallando és még sok egyéb. Az altalam hasznalt
modellrendszerekben mért sejteket fiziologiai szempontok szerint jellemeztem és osztalyoztam.
A eredményeimet 6sszesen 144 neuron (78 NE4C-N, 36 iPSC-N és 30 iN sejt) egészsejt patch
clamp mérését és elektrofiziologiai jellemzését végeztem el.

A kutatasaim alapjan megallapithato, hogy a human iPSC-N sejtek alkotjak a
legegységesebb populaciot. Emellett eredményeim jol mutatjdk a neuralis 6ssejtek
neuronképzésének kiilonbségeit a két fajban. A human idegsejtek képzodése, érése a
ragcsaloéval Osszevetve lényegesen lassabb. A kiilonbozé programozasi technikakkal nyert
human sejtpopuléaciok érési menetrendje, karaktere is eltéré. Az iN modell esetében észleltem
a legvaltozatosabb elektrofiziologiai tulajdonsagokat, és az adatok szorasa is magasabb volt itt,
mint az iPSC neuronoknal tapasztalt érték. Valoszintileg tobbféle fesziiltségfliggd ionaram
kifejezddése indult meg ezen sejttipusban. Ez a fesziiltségvalaszok alakjaban is megfigyelhetd
volt, pl. a hiperpolarizald6 aramimpulzusok alatt id6nként depolarizalo visszahajlast
tapasztaltunk (voltage sag), vagy membranellenallas csokkenést, rektifikaciot. E16bbi jelenség
a hiperpolarizaci¢-aktivalta kationdram (h-aram) kifejez0désére utal, mig a masik jelenség a
bemené rektifikaciot okozd Kir-csatornak jelenlétét mutatja. Az NE-4C és iPSC-N
sejtrendszerek esetében sokkal kisebb diverzitasi érték volt jellemz0, tehat a fesziiltségvalaszok
homogénebbek voltak, rektifikaciot egyaltalan nem észleltiink.

Az NE-4C eredetii neuronok nem tudtak megfelel6 tiizelési profilt kialakitani, valamint a
sejtdegradacios értékei is magasabbak voltak a human sejtekhez képest. Az iPSC-N rendszerek

hosszabb ideig fenntarthatok, valamint érettebb elektrofiziologiai tulajdonsagokat mutatnak.
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Tobb esetben is jellemzo volt a Kifejlett neuronalis morfoldgia, viszont ez nem mindig jelezte
a sejtek érett fiziologiai tulajdonsagait és markans tiizelési valaszait. Eszerint a jellegzetes
neuronalis morfologiai jegyek (a biocitinnel feltoltott sejt nyulvanyhaldzata) ¢és az
elektrofiziologiai paraméterek csak gyengén korrelaltak (nincs bemutatva). Masik
megfigyelésem, hogy a felnétt kozponti idegrendszeri serkentd neuronokban gyakran
megfigyelheté depolarizald fesziiltségvisszahajlast (voltage sag) csak elenyészd szamu
mérésiinkben tapasztaltam és kizarolag az iN-ekben. Ez az észlelés a HCN-csatornak
(hyperpolarization activated cyclic nucleotidic gated nonselective cationic channels) hianyara
utal az NE4C-N és iPSC-N sejtpopulaciokban. Tehat megallapithato, hogy a direkt kdzvetleniil
fibroblaszokbdl differencialtatott iIN neuronok biofizikailag érettebb profillal rendelkeztek,
mint az iPSC-N modellekben. Ez utobbiakban viszont a gyakori Kink strukturalis érettségre
utal. Az iPSC sejtekbdl viszonylag nagyobb aranyban keletkeznek neuronok, amelyek
megfeleld tiizelési karakterisztikaval rendelkeznek, biofizikailag egyszeriibbek. A kozvetlen
atprogramozas kisebb szamu neuront (iN-t) eredményez, viszont azok valtozatosabb biofizikai
tulajdonsagokat mutatnak, valosziniileg fesziiltségfliggé ionaramaik is divezebbek.

Megfigyeléseim egyik legvalosziniibb magyardzata a sejtkultirdk eltérd életkordban,
valamint a sejtek eltéré differencialasi eljarasaiban keresend6. Az iPSC-N és NE4C-N
sejtkultirak esetében az Ossejtekbdl kezdddik meg a differenciacio, mig az IN sejtek esetén a
minta tartalmazza a paciens genetikai tulajdonsagait is. Az iIPSC-N modellek identitasukat
"elfelejtve”, genetikai visszafiatalitast kovetéen esnek at a differenciacio folyamatan. Ezen
tulmenden a kink jelenléte is jol szemléltette, hogy az iPSC-N sejtmodellek esetében sokkal
nagyobb aranyban fordultak el érett karakterisztikaval jellemezhet6 neuronok, mig az NE4C-
N ¢és iN sejtkultarakban ezen tiizelési profil nem, vagy csak egyszeri esetben volt jelen. Az
akcios potencialok szimmetriai tulajdonsagai meglehetésen konzisztensek/invariansak mind
harom modellrendszer esetében. Ezt a linedris illesztés is igazolja.

Osszegezve a neuronalis 8ssejt kultiirak nagyon igéretes modellként szolgalnak a cellularis
neurobioldgiai kutatdsokban. A kozeljovOben a méréseknél még tovabb szeretnénk névelni az
elemszamot, mivel az adatok szorasa jelentds, igy ezek csak eldzetes eredménynek tekinthetdk.
Tovabbi vizsgalatokat fogok végezni az IPSC-N és iN neuronalis sejttenyészetekben.

A megfigyelt eredmények az alkalmazott differenciacios protokolloktol rendkiviil eltéréek
lehetnek és az igy kialakult neuronok elektrofiziologiai tulajdonsagai is kiilonbozhetnek
egymastol. Az adatok relevancidja sokszor bizonytalan és a fajok kozotti 6sszehasonlithatosag
mindig kérdéses lesz. Ezért a kiilonbdzé modellrendszerek mély szintii 9sszevetésénél gyakran

kaphatunk kiilonbségeket, melyek részben az eltérd fejlodési sebességbdl (egér és human),
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részben pedig a differencialtatasi eljarasbol adodhatnak. A dolgozatban bemutatott
Osszehasonlitdsok abban segithetnek a tudoményos kozosségnek, hogy megtaldljuk azokat a
paramétereket, amelyek mentén a neuronalis jellemzés megfeleld kiiszob szintjeit hatarozhatjuk
meg. A késObbiekben az emlitett eljarasok csokkenthetik a publikaciokban megfigyelhetd

crer

neuronnak az adott kiiszob feletti paramétert vagy tulajdonsagot mutato sejtet tekintik a kutatok.
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8. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretném kifejezni koszontemet témavezetéimnek, Dr. Sziics Attilanak és Dr.
Tarnok Krisztiannak. Altaluk ismerhettem meg az elektrofiziolégia és az idegi sejtbioldgia
vilagat. Halas vagyok, hogy munkdmat mindvégig tiirelemmel, megértéssel és bizalommal
kisérték végig. Nemcsak szakmai inspiraciot, de emberi példat is mutattak szdmomra.
Koszonettel tartozom Dr. Jerome Mertens és doktorandusza, Jessica Lagerwall szives
kozremiikodéséért, valamint a human sejttenyészetek kivitelezésért. Szeretném megkdszonni
Dr. Schlett Katalinnak, aki az ELTE Elettani és Neurobioldgiai Tanszék Idegi Sejtbiologiai
Kutatocsoportjaba befogadott, valamint a kutatomunka lehetségét biztositotta. Tovabba kiilon
koszonet illeti Ratkai Anikot és Bauer Krisztindt a folyamatos segitségért, amit a tenyészetek
eldallitasadban, fenntartasaban, valamint a mikroszk6p hasznalat soran nyujtottak. Nem utolso
sorban halaval tartozom a kutatécsoport minden tagjanak a tdmogatd, csaladias kornyezet

megteremtésért.

Kutatasunkat a Richter Gedeon Nyrt. RG-IP1-2020-TP14/025 szamu témapalyazata (T. K.)
¢s az NKFIH ANN_ 135291 szamu alapkutatasi palyazata (Sz. A.) timogatta.

9. Szerzoi hozzajarulas

* A dolgozatban bemutatott mérésekhez felhasznalt NE-4C tenyészeteket én allitottam
eld. Az iIPSC-N ¢és iN tenyészetek kialakitasat egylittmiikodé partneriink (Mertens
Laboratory Inssbruck) végezte, a sejtek Budapestre érkezését kovetden a tenyészek
fenntartasat a laboratorium munkatarsaival koz0sen végeztem.

* Az elektrofiziologiai kisérleteket Dr. Sziics Attila feliigyelete alatt, de alapvetéen
onalléan végeztem. Az adatok kiértékelését a NeuroExpress és Origin Pro és
programmokkal onalléan végeztem el, valamint a dolgozatban bemutatott abrakat is én
készitettem.

* Az elektrofiziologiai mérések soran biocitinnel feltdltott sejtek immuncitokéimai

azonositasa, a mintakrol mikroszkopos felvételek készitése szintén sajat munkam.

Ezuton nyilatkozom, hogy OTDK konferencian kordbban nem értem el helyezést. Ha a
jelen OTDK Konferencia eldtt masik OTDK konferencian helyezést érek el, arrol az OTDK

szervezdit még a konferencia el6tt értesitem, a nyertes palyamunkat eljuttatom hozzajuk.
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