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KIVONAT

A kozponti idegrendszerben torténd adatfeldolgozas mind jobb megértéséhez
elengedhetetlen az aktivitds mintazatok gyors kiolvasasi modszereinek fejlesztése,
hiszen az akcids potencialok, a kiiszob alatti EPSP és IPSP jelek, a dendritkus integracié
mind milliszekundumos iddskalan torténnek. Raadasul az idegsejtek diverzitasa, az
informacio  feldolgozas  rétegfiiggé jellege, az idegsejti  mechanizmusok
agyteriiletenkénti egyedi jellemz6i, a lokalisan keletkezd aktivitds mintazatok, vagy
akar az idében dinamikusan valtozo haldzatos tulajdonsagok mind azt bizonyitjak, hogy
gyors aktivitas mérések nem csak az egyes sejtek vagy kétdimenzios teriiletek szintjén,
hanem nagyobb sejthalozatok szintjén, harom dimenzidban is sziikségesek. Mindezek
mellett az ideghaldzatok kodolasa nem csak a szomatikus integracid és a szomatikus
halozatok aktivitasanak szintjén torténik, hanem az er6sen nemlinearis dendritikus
integracios szintjen is, az informaci6 feldolgozasanak ez a szintje azonban a szomatikus
mérések soran altalaban rejtve marad. Ezért, ezeknek a funkcioknak a pontosabb
megértéséhez az idegsejtek aktivitasanak sejt és dendrit szintli parhuzamos kiolvasasara

van sziikség, megfelel6 tér (um-es) és idébeli (ms-os) felbontassal.

BEVEZETO

Acousto-optikus két-foton fluoreszcens képalkotas

A két-foton fluoreszcens képalkotas optikai uton teszi lehetévé az idegsejtek
aktivitdsanak monitorozadsat mélyen a szovetben, kivald térbeli feloldassal. A
fluoreszcens képalkotas soran az acusto-optikai eszkdzoket arra hasznaljuk, hogy a 1ézer
nyalabokat eltéritsikk egy ultraszonikus racson. Az acusto-optikai hatas a torésmutato
modulaciot hanghullamok periodikus nyomasvaltozasa hozza 1étre, mely olyan optikai
racsot hoz létre, ami ugyanugy eltériti a fényt, akar egy hagyomanyos optikai racs,
azonban itt a racsallandd a meghajtd szignal fliggvényében szabadon valtoztathato.

Az acusto-optikus szkennelés segitségével a lézernyalab fokuszpontja rendkiviil gyorsan
ujra pozicionalhatd, mozgé alkatrészek hasznalata nélkiil, lehetové téve ezzel tobb szaz

mérési pont majdnem egyidejii mérését a harom-dimenzids tér kiilonbdzd pontjaibol.



Acousto-optikus eltérités

Mivel a kristalyokban az eltérités szoge az ultrahang hullamok hangfrekvenciajanak
fliggvénye, ezért az acousto-optikus eltéritokkel szabalyozhat6 az optikai nyalab térbeli
pozicidja. A nyaldb eltéritésének szoge az acusto-optikus kozegben a kovetkezd
egyenlet szerint alakul: 40, = A/v * Af, ahol A az optikai nyalab hullamhossza, v a

hanghulldm hulldmhossza, 4f pedig a hang frekvencia valtozésa.

Absorber Az acousto-optikus eltérité miikodési elve. Az
elektromos  jelgenerdtor  frekvenciajanak
fiiggvenyében a piezzoelektromos meghajto
radiofrekvencias hanghullamokat general a

Diffracted kristalyban. A hang belép és dathalad a

/aSIEf light diffrakcios kozegen mialatt kélcsonhat a

fénnyel, ezdltal a fény eltériil a hanghullam

generalta optikai racson. A stabil optikai racs
kialakulasa utan az eltérités szoge a meghajto
frekvencia fiiggvénye szerint alakul.
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3D szkenner konfiguraciok

Négy darab acousto-optikus kristaly hasznalatival megoldhaté a fokuszpontnak a
harom-dimenzids térben torténd tetszéleges mozgatasa. Két, egymdasra merdlegesen
elhelyezett, kristaly sziiksége az X és Y iranyu szkenneléshez, egy harmadikkal oldhato
meg a Z-beli fokuszalas, a negyedik kristaly pedig azért kell, hogy kompenzalja a Z
fokuszalas okozta nyaldb elcsuszast. A mikroszkop teljes optikai fényuatjanak részletes
megtervezése soran olyan elrendezést kerestiink, ami optimalis kitdltést biztosit a fényut
apertlrain kiilonb6z6 X, Y és Z nyalab poziciokban, ezaltal biztositva a lehet6 legkisebb

felbontast a lehetd legnagyobb szkennelési tartomanyban.

Véletlen elérésii 3D acousto-optikai szkennelés

A harom-dimenzios képalkotas in vivo korilmények kozott torténd demonstracidja
A kijeldlt 375 sejt mindegyikén 80Hz-es mérési sebességgel vettem fel az aktivitast,
majd sejtenként hattér korrigaltam és AF/F szamolassal normalam az egyedi gorbéket.

Az aktivitas mintak sejtenként jo jel-zaj aranyt mutatnak. A hosszu tavu mérések



stabilitdsanak biztositdsa az alapvonal fluoreszcens intenzitasanak monitorozasaval

tortént.
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Spontdn in vivo hdlozati aktivitdas. (8) A mérési elrendezés vazlata. (b) A mérés hattérként
haszndlt z-stack oldal- és mélységi vetiilete (280 x 280 x 230 um®-es térfogat, OGB1-AM és
SR101 festékekkel jelolve), a 375 mérési pont megjelolésével. Mérték: 50 um. (c) A 375 sejtben
parhuzamosan mért aktivitas mintdzat, 3D véletlen elérésii szkenneléssel mérve, 80Hz-es mérési
sebességgel. Mérték: 5s. (d) Példa Ca®* gérbékre a (c) panelen dbrdzolt sejtek aktivitdsokbol..

MODSZEREK

Ez a dokumentum csak a mddszerek rovid osszefoglaldjat tartalmazza, részletesebben a
disszertdcio fo szovegében keriil kifejtésre.

Kisérleti egerek

Az in vivo méréseket C57BI/6J és Thyl-Cre, vip/IRES-Cre egér torzsek vizualis
kérgében végeztiik, az allatok kora 60-120 nap kozott volt. Az egereknek szabad viz és
taplalék hozzaférést biztositottunk, kontrolalt hOmérséklet, paratartalom és fény
viszonyok kozott tartottuk dket. A transzgenikus vonalak kifejlesztése €s tenyésztése a

MTA Kisérleti Orvosi Kutatointézetének Géntechnologiai Egységében (OGR) tortént.

Intrinsic képalkotas

Az egér vizudlis kortexének lokalizacioja az injektalast vagy mérést megeldzden
intrinsic képalkotas segitségével tortént. Az intrinsic jel felvételéhez az egér borét
megnyitottuk, ¢és a koponyat megtisztitottuk. A regisztraci6 alatt ugyanolyan

paraméterekkel (tér- ¢és iddbeli frekvencidval) rendelkezd vizuélis stimulaciot



hasznaltunk, mint amit késobb a két-foton mérések alatt is. A megfeleld régio a

stimulacio és a koztes iddszakok alatt felvett reflexié valtozasabol hatarozhatd meg.
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Intrinsic képalkotds. (Balra) Az oxy- és dezoxy hemoglobin abszorpcids spektruma alapjan
megallapithato, hogy a legnagyabb relativ kiilonbség 595nm koériil lathato, mégha az abszolut
jel 590nm koriil ennél nagyobb is, ezért mi az elozé hullamhosszu megvilagitast hasznaltunk a
meéréseink soran. (Jobbra) A reflexio vdltozdas normalizalt képe a stimulus kezdete utin 1-6
masodperccel.

AAY virus injekcio

Az injektalas soran eldszor egy 0,5 mm atmérdjli lyukat furtunk a V1 régié centruma
felett (melyet az intrinsic képalkotéassal hatdroztunk meg). Egy liveg mikropipettat (hegy
atméré kb. 10 pm) megtoltottiink a megfeleld virus vektorral (kb. 0,5 ul; ~6x10%
partikulum/ml), majd lassu sebességgel (=2 nl/mp) koriilbeiil 450 pum-es kortikalis
mélységben injektaltuk. A populaciés mérésekhez AAV9.Syn.GCaMP6f. WPRE.SV40
vagy (a Thy-1-Cre egerekben) AAV9.Syn.Flex.GCaMP6f WPRE.SV40 vektorokat
hasznaltunk, mindkett6t a Penn Vector Core-t6l (Philadelphia, PA) beszerezve. A
ritkitott jeloléshez az 1:1-es elegyét hasznaltuk az AAV9.Syn.Flex.GCaMP6f.
WPRE.SV40 vektortnak és az AAV1.hSyn.Cre WPRE.hGH vektor 10000x-esen
higitott oldatat.

Miitéti eljaras

A virus injektalast kovetéen két héttel az egereket eldszor elaltattuk midazolam,
fentanyl, és medetomidine keverékével (rendre 5 mg, 0,.05 mg és 0,5 mg/testtomeg kg),
majd egy 3 mm atmér6jii kerek kranialis ablakot nyitottunk a V1 felett fogorvosi

fardval, a dura mater érintése nélkiil, amit ezutan egy dupla tiveglemezzel lezartunk.



Egy sajat fejlesztéstii fejlemezt rogzitettiink pillanatragasztd segitségével az egér
koponyahoz, mely az allat a mikroszkdpban valo stabil rdgzitésére szolgalt. A mérések
el6tt az allatot a mérd setupban, a fejbefogdhoz rogzitve tartottuk kb. 1 6ran keresztiil,

hogy alkalmazkodjon a mérési koriilményekhez.

| _—m

A mérések soran hasznalt egyedi fejlesztésii fejrogzitd berendezés. (Balra)A fejlemez, melyet az
eger fejéhez rogzitiink. (Jobbra) A tobb szogbe allithato fejlemez tarto berendezés.

Vizualis stimulacio

A stimulaci6é megjelenitéséhez egy 15”-es monitort (Acer, 1280 x 768 pixeles felbontas)
helyeztiink 20 centiméterre az egér szemétdl (ezzel latoterébol ~100° x 70°-ot lefedve).
Az objektiven keresztiil bejutd fényszennyezés kisziiréséhez a monitor és az egér szeme
kozotti teriilet fekete, fényelnyeld anyaggal volt lefedve. Minden stimulacid fekete
képernydvel indult 2 mp-ig, ezutan 1s-ig statikus, 6s-ig mozgo, majd Gjabb 1s-ig ismét

statikus racsot vetitettiink az egérnek. A racsok orientacidja 8 féle lehetett 45 fokos

crer

In vivo elektorfiziologia

A kélcium tranziensek nagysdga és az akcids potencidlok kozotti Osszefliggés
meghatarozasahoz in vivo elektorfiziologiai méréseket végeztiink. A miitét a korabban
ismertetetthez hasonléan tortént, azzal a kiillonbséggel, hogy egy keskeny, kb. 1mm-es
rést hagytunk a kraniatomia és az iiveglemez széle kozott, ezen a résen keresztiil tudtuk
a patch pipettat az iiveglemez alatti mérési teriiletre juttatni. Az iveglemez alatt a minta
mozgasa kell6en kicsi volt, mind a megfeleld elektromos elvezetéshez, mind a kalcium
mérésekhez. A mérésekhez 7-8 MQ ellenallasu borosilicat iivegbdl huzott elektrodakat
hasznaltunk, megtoltve (mM-ban) az alabbi oldattal: 126 NaCl, 2,5 KCI, 2 CaCl,, 2
MgCl,, 1,25 NaH,PO, és 100 uM Alexa 594 a pipetta hegy vizualizacidjanak



érdekében. Az elektorfizioldgiai adatokat current-clamp moddban vettiik fel 0 mV-0s

tarté fesziiltség mellett. A jeleket 1-5kHz kozott sdvsziirdvel sziirtiik.

Adat feldolgozas

Az analizis szamos 1épését, ugymint video renderelés, mozgas korrekcio, sziirés és AF/F
szdmoléas, a méré szoftver (MES, Femtonics Kft., Budapest) beépitett moduljaival
végeztiik el. A 3D projekcidohoz, 3D rendereléshez és a 4D adat megjelenitéshez Image)

programot hasznaltuk, beépitett és sajat fejlesztés makrokat hasznalva.

CELOK ES EREDMENYEK

A 3D véletlen eléréstt AO mikroszkop kézenfekvo elényei mellett ennek a szkennelési
moddnak van néhany korlatja, amikor éber, viselkedd egerekbdl szeretnénk hosszu idén
keresztiil méréseket végezni, mivel ezeknél a kisérleteknél a hossza tavh stabilitasnak
kiemelt jelentdsége van. Munkam soran meghataroztam ezeket a korlatozo tényezoket

¢és a dolgozatban lehetséges megoldasi modszert kinaltam mindegyikre.

Diszperzié kompenzacié

Az acousto-optikus kristalyok magas torésmutatdju anyagbol késziiltek, ezért az optikai
rendszer magas anyagi diszperzioval rendelkezik, amely a két-foton képalkotas soran
hasznalt rovid (koriilbeliil 100fs hosszusagh) 1ézerimpulzusok jelentdsen megnyujtja,
toredékére csokkentve ezaltal két-foton hataskeresztmetszetiiket. Teljes optikai
rendszerlink altal generalt csoport diszperzido (GDD) 6sszesen 72 000 fs?, ami a 1ézer
impulzusokat piko-szekundumos hosszusagura nyujtana, szinte nullara csokkentve ezzel
a két-foton szignalt in vivo koriilmények kozott. Ezen hatas korrigalasara elészor
megalkottuk a rendszer teljes optikai modelljét, melybdl az sszes optikai elem pontos
optikai paraméterei meghatarozhatok, majd kiszamoltuk az ezek altal okozott Gsszes
anyagi diszperziot. Végiil egy olyan négyprizmas impulzus kompresszort terveztem és

épitettem, ami teljesen korrigalja ezt az optikai hibat.
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Az egyedi fenyimpulzusok hossza anyagi diszperzio kompenzaldasaval '%' pre-chirp
és kompenzalasa nélkiil. (Az impulzus hossza a lézer kilépé & — Without
aperturdjanal 97fs; kompenzdcioval ez 108 fs-ra nd a rendszeren E pre-chirp
athaladva; kompenzacio nélkiil 1.4ps-ra.) 0



Az anyagi diszperzid6 mellett a kristalyok erds szog diszperzidt is bevisznek a
rendszerbe, amit a kristalyok és mas optikai elemek szférikus inhomogenitasanak
koszonhetd. Ez a hiba a fokuszfolt egyre nagyobb, sugariranyi megnyulasat okozza a
latomezo széle felé kozeledve. A latomezo legszélén ez a hatds olyan nagy lehet, hogy a
felbontas annyira lecsokken, hogy a vizsgalni kivant struktarak felbontasahoz nem
elegendd, illetve, 1évén a lézer energia nagyobb teriileten oszlik szét, a kvantum
hatasfok sem elégséges megfeleld két-foton jel generdldsahoz. Ezen hiba korrigaldsra
ismét a rendszer optikai modelljét hasznaltuk. Elsé lépésben kiszamoltuk a teljes
rendszer altal okozott Osszes szdg diszperziot, majd egy olyan lencsét terveztiink, és
installaltunk a rendszerben, melyben az fénytord feliilet ugy van kialakitva, hogy a

latdomez6é minden pontjaban pontosan az ott 1év6 szog diszperziot kompenzalja.

Az rendszer atereszto képességének novelés hosszabb hullamhosszokon

Az 1j, genetikailag kodold festékek megjelenésével az idegtudomanyban (példaul GFP,
vagy a genetikailag kodolt kalcium indikatorok, mint a GCaMP6) alapvetd
fontossagiva valt hosszabb hullamhosszak hasznalata, hogy ezeket a molekulakat
megfeleléen gerjeszteni tudjuk. Azonban az acousto-optikai celldk transzmisszios
hatasfoka erésen, €és forditottan ardnyos a hullamhosszal. Mivel a fényutban ebbdl a
kristalyokbol négyet is hasznalunk, az ateresztett fényenergia drasztikusan csokken a
hullamhossz novelésével. Ha a hullamhosszat 800 nm-r6l 875 nm-re emelnénk, egyéb
kompenzacios technikdk haszndlata nélkiil, a transzmisszié 10%-rok nagyjabol 1,5%-
osra csokkenne. Ez még a modern 2-3 W-0s femto-szekundumos bemend 1ézer forras
hasznalata esetében is csak 30-45mW teljesitményt eredményezne az objektiv eldtt, ami
nem elégséges in vVivo mérésekre mélyen az agyszovetben. Ezen limitacio kikiiszobolése
érdekében a rendszer szamos optikai €s elektronikai komponensét Gjra terveztik, igy
olyan transzmisszios hatasfokot sikeriilt elérni a 900 nm korili tartomanyban, ami

korabban csak 800 nm koriil volt lehetséges.



m following optical developments
a the original system from 2012
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Maximalis  transzmisszios —képesség az  AO
szkenner-fejen keresztiil a hullam fiiggvényében
(fekete pontok). A transzmisszio az optikai
kézéppontban (x,y,z = 0) lett mérve, és lathato,
hogy a hullamhosszat novelve €7 egyre csokken.
A piros pontok a transzmisszios hatdsfokot
mutatjdak, az adott hullam-hosszakon, a kordbbi
rendszerben.
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AO csuszo-szkennelés

Az AO scannelés ismétlési frekvencidjanak egyik limitald tényezdje a cellak fizika
mérete, optikai apertirdja, hiszen ezekben a hanghulldmoknak keresztiil kell érnie,
miel6tt egy Gjabb mérépontra fokuszalhatunk. Rendszeriinkben, a jo optikai felbontas
megorzése érdekében, viszonylag nagy cellakat hasznalunk, igy pont-szkennelés soran
az egyes pontok elérési ideje viszonylag hosszu (20-33 ps), ami a mérési elrendezés
fliggvényében, az ismétlési frekvencidjat, vagy a mérhetd pontok szdmat limitélja. In
vivo mérések soran, ahhoz hogy megfelelé mennyiségli adatot biztositsunk a mozgas
korrekciohoz, sejtenként, dendritenként vagy dendrit tiiskékként tobb kdrnyezd pontbol
is kell adatot felvenniink. Véletlen elérésti pont-szkennelést haszndlva ezeknél a
méréseknél a mérési frekvencia az 1-2 Hz-es tartomanyba esne vissza, ami nem
elégséges a gyors kalcium jelek detektalasdhoz.

Ezen probléma megoldasara kifejlesztettiik a 3D DRIFT szkenellési technikat, amivel,

az adott kisérleti elrendezés fliggvényében akar hetvenszeresére is novelhetd a

szkenellési frekvencia.

Dendpritkus spike terjedésének vizsgdlat
3D DRIFT szkennelés segitségével. Pont-
és DRIFT szkennélési technikdak Ossze-
hasonlitasa ugyanazon dendrit szakasz
keétfele méresének segitsegével.

Jobb feliil: A két technika szemléletes

IPBint-by-point : osszehasonlitisa  (kék  pontok:  pont-
_ " szkennelés,  zold  pomnotok:  DRIFT
szkennelés, azonos idofelbontassal

felvéve). Bal feliil és alul: Példa a kdlcium
aktivitasra a két modszerrel mérve. Az

- ido-felbontas a két abran azonos, a gorbék
t_)ontinuous trajectory scanning térben normaltak.




Mozgas korrekcio

Tobb publikacidban bemutattak, hogy a sejtek valaszai egészen eltéréek lehetnek éber
¢s altatott allatokban. Raadasul in vivo mérések soran a fluoreszcens informaciot er6sen
befolyasoljak a mozgasi miitermékek, hiszen az egyes mérendd objektumok pozicidja
folyamatosan valtozik a kéreg mozgasanak kovetkeztében. Ezen mozgasok forrdsa a
kéregben futd erek pulzaldsa, az allat 1égzése, vagy akar a teljes allat motoros mozgasa
is lehet. Ezek mindegyike miitermékeket okoz a fluoreszcens jelben, elsésorban a
vizsgalt objektumok térbeli inhomogenitasa miatt, mind a hattér fluoreszenciaban, mind
az aktivitas alatt mért jelszint véaltozasanak kovetkeztében. Rdadasul a mozgés okozta
intenzitas valtozas amplitidoja 6sszemérhetd a genetikailag kodolt kalcium indikator 1-
2 akcids potencialra adott valaszaval, emiatt nehéz, vagy sokszor lehetetlen, pusztan a
kalcium jelek analizise alapjan szétvdlasztani ezt a két hatdst, mozgéas korrekcio
szlikséges. A 3D DRIFT szkennelés segitségével az egyedi pontok harom-dimenzidoban
elteriild vonalakra, feliilet vagy térfogat elemekre terjeszthetdek ki, igy a mérési pontok
mellett azok kozeli kornyezete is felvehetd, anélkiil, hogy az mintavételezési frekvenciat
jelentésen csokkentenénk. A vizsgalni kivant régiok kornyezetében felvett teriiletek
vagy térfogati elemek térbeli informacidja lehetévé teszik a képek offline, finom
felbontast mozgas korrekcidjat. Ezaltal a mozgasi mitermék mentes fluoreszcens
aktivitds mintazatot kinyerhetjilk az eldre kivalasztott régiokbol, akkor is, ha az allat
¢éber, viselkedik, és ezaltal az agya és a mérési pontok mozognak a mikroszkop
koordinata rendszeréhez képet. A mérések sordn megdrizziik a korabbi 20-400 Hz-es
ismételési frekvenciat, ami elégséges ahhoz, hogy idében megfelelden felbontsuk a
vizsgalni kivant aktivitds mintazatokat.

A mozgas okozta hibak masik forrasa a fényut optikai elemeinek instabilitasa, amely a
pasztazo nyalab aprd, idében sztochasztikus elmozdulasat okozza. Az acouto-optikus
mikroszkop fényutja tobb mint 6 méter hosszu, €s tobb mint szaz optikai komponenst,
illetve ezek mozgatasara tobb mint hatszaz optomechanikai mozgatd elemet tartalmaz,
melyek mind érzékenyek a homérséklet és paratartalom valtozéasra. Emellett a mozgo
elemek, eltérd mértékben, de hiszterézissel rendelkeznek. Ezen mozgasok
korrigalasdhoz az optikai nyalab aktiv stabilizalasa sziikséges. Ezt a stabilizaciot egy
kvadrans detektorokbol ¢és motorizalt tiikriikbol allo egyedi tervezésli szabalyzo

rendszerrel oldottam meg.
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A 3D DRIFT AO mikroszkoppal
végzett 3D in vivo mérések
sematikus rajza. A hagyomdnyos
pontrol pontra torteno
szkenneléssel szemben, ittt a
Jfokuszpont egy tetszbleges iranyu
csusztathato. Ezaltal az egyedi
mérdopontok  kis  feliilet vagy
térfogat elemekre bovithetoek ki,
mint példaul az abran lathato
longitudinalis  vagy transzverz
szkennelés esetében. Ezaltal a
feliilet elemek a mozgds fo
iranydara merdlegesen oriental-
hatok, és az elkésziilt felvételek
mozgds korrekcidoja utan, az
eredeti, mozgas mentes, fluoresz-
cens gorbe visszanyerheto.

Hogyha az eddigieknél még gyorsabb aktivitdsok szeretnénk vizsgalni, mint példaul a

sharpe-wave oszcillaciok finom idébeli részleteit vagy lokalis regenerativ aktivitas

terjedését a dendritek mentén, akkor néha a 20-400 Hz-es szkennelési sebesség is

kevésnek bizonyulhat. Ez a korlatozé tényezd egyes specidlis esetekben megkertilhetd,

példaul ha a vizsgdlni kivant eseményt sokszor, igen preciz i1ddzitéssel tudjuk

megismételni. Ezekben az estekben, a véletlen id6zitésii pumpa-proba modszer

segitségével, milliszekundumos alatti, vagy akar mikroszekundumos iddskalan torténé

események is vizsgalhatoak. Példaul dendrit menti terjedési sebességet tudtam mérni

egy 10-20 um-es dendrit szakasz mentén.



DISZKUSSZIO

A PhD disszertaciomban részletezett fejlesztések segitségével sikeriilt megndvelni az
optikai felbontast s a transzmisszids hatasfokot a rendszerben, hosszabb hullamhosszak
estében is, ami sziikséges a genetikailag kodolt kalcium indikéatorokkal torténd
mérésekhez, mialatt a megcimezhetd szekennlési tartomany, a korabbiakhoz hasonlo,
500 um x 500 um x 650 um-es maradt in vivo koriilmények kozott is.

A véletlen id6zitésti pumpa-proba modszer segitségével bemutattam, hogy akar mar 100
ismétlés alkalmazasaval is, a kalcium tranziensek terjedése akar 10-20 pm-es
dendritikus szakasz mentén is kovethetd, lehetdvé téve ezzel magasabb rendi, révidebb
dendrit szakaszokban végbemend jelintegracid vizsgalatat is. Ennek a technikanak a
hasznalataval kimutattam a fizioldgias €s szoba homérsékleten torténd jelterjedésben
tapasztalhatd sebesség kiilonbséget. Ez a meglévd, szignifikans eltérés bizonyitja, hogy
a dendritikus integracio vizsgalatat célzo kisérletek tervezése soran fontos szerepe lehet
a mérés soran hasznalt hdmérsékletnek.

Az dolgozatban bemutatott ujszerti 3D DRIFT AO szkennelési technika segitségével hat
0j szkennelési stratégiat javasoltam, ugymint 3D-szallag-szkennelés, 3D-sakktabla-
szkennelés, 3D-t6bbszords-sik-tobbszoros-feliilet-szkennelés, 3D-kigyo-szkennelés,
3D-tobbszoros-térfogata-szkennelés, és 3D-tobbszords-vonal-szkennelés. Modszeriink
segitségével eldszor van lehetdség arra, hogy éber viselkedd allatokban, hirom
dimenzidoban vizsgaljuk a halozati aktivitdas, akar a szomatikus felbontas alatti
aktivitasok szintjén is. Még abban az esetben is, ha az allat viselkedési kisérletben vesz

részt, ezaltal mozgasa nagymértékii mozgasi miitermékeket hoz 1étre az allat agyban.

Az 1j 3D szkennelési technikak elonyei az idegtudomany szamara

Jelen dolgozatban a korabbi megoldasokhoz képest szamos technikai fejlesztést

mutattam be:

i) A korabbi rendszerhez képest kétszer nagyobb szkennelési tartomany, megorzott
optikai felbontds mellett, mellyel jo jel-zaj aranyl mérések kivitelezhetdk
genetikailag kodolt kalcium szenzorokkal torténd kisérletek esetén is.

i) Megteremtettiik a 3D gyors szkennelés lehet6ségét, barmilyen térbeli orientacid

mentén, a sebesség és a mintavételezés teoretikus korlatja nélkdil.



II)A rendszer mozgodalkatrész mentes, igy a feliilet és térfogat elemek elrendezése a
szkennelési térben tetszélegesen megadhato.

iv) Lehet6vé valt a gyors mozgasi miitermékek kompenzacidja, mikdzben megdriztik a
két-foton mikroszkopokra jellemzé jo optikai felbontast a 3D mérések soran.

V) Lehet6ség nyilt az idébeli tilmintavételezés (LOTOS) technika altalanositasara, és

annak akar tobb z-beli mélységben torténd parhuzamos megvalositasara.

Egy térfogat mérése soran a teljes térfogati szkennelés lecserélése a 3D DRIFT AO
technikaval torténd egyedi mérési feliiletek vagy térfogatok lokalis mérésére, a sebesség
és jel-zaj arany szorzatiban mért javuldsa, az Vggm * (SNRyqin)? egyenlet szerint,
aranyos a lefedett teriiletek aranyaval. Szoérvanyos jelolés esetében ez az ardny igen
magas, akar 10° is lehet. Tehat a mérési régiok térbeli szabad megvalasztasa a
sebességben és/vagy a jel-zaj aranyban tobb nagysagrendnyi javulast eredményezhet.
Példaul 136 sejt mérése esetén, sejtenként egy-egy 25x25 pixel felbontdsu kerettel
mérve az adott sejt aktivitasat, a teljes térfogat méréséhez képest a jel-zaj aranyban 25-
szOros novekedés érhetd el, a mérési sebesség allandoan tartasa mellett; vagy, ha a jel-
zaj aranyt tartjuk allandoan, akkor a sebességben érhet6 el 600-szoros novekedés.

Ezen technikdk kidolgozasaval az kovetkezd mérések megvalositasara voltam képes
¢ber, viselked6 egerekben:

i) Tobb mint 150 dendritikus spine egyidejii mérése,

i) egy sejt 12, térben kiilonféle orientacioban elhelyezkedd, dendritikus
szakaszanak mérése,

iii) a mért térfogatban talalhatd egyedi spineok (vagy dendritikus szegmensek)
preciz tér és iddbeli szétvalasztasa, melyek mas modszerekkel mérve (mivel
z-ben egymas alatt helyezkednek el) 6sszemosddnanak,

iv) egy sejt dendrit fajanak kovetése, annak teljes z-beli kiterjedése mentén, azaz
kozel 650 um-es z-menti tartomanyban,

V) tobb mint 100 sejt egyidejii mérése egy 500 um x 500 um x 650 pum-es
szkennelési tartomanybol, mozgés alatt, a kordbbi pont szkennelési
technikahoz képeset, akar egy nagysagrenddel jobb jel-zaj arannyal,

vi) illetve mozgas alatt, akar 10-szer nagyobb jel-zaj arany egy akcios potencial

mérése soran.



Jelenleg az idegsejtek nyulvanyaiban megfigyelhet6 dendritikus aktivitas mintazatok, és
jel integracio vizsgalatanak egyik legnagyobb korlatozé tényezbje, hogy azok a teljes
megértéséhez, a dendrit fa mentén, komplex, harom-dimenzioban elhelyezkedd, lokalis
integracids zondkban is sziikséges az aktivitas mérése. Eddig ezen mintazatok vizsgalata
éber, viselkedé 4llatokban nem volt lehetséges. Uj 3D szekennelési technikank
lehetséget teremt erre, a korabbi tér és idébeli felbontas megérzése mellett. Ez a
technika, tobbek kozott, lehetévé teszi, a spike idézités fliggd plaszticitas és az azt
létrehozé mechanizmusok vizsgalatat in vivo koriilmények kozott, emellett regenerativ
dendritikus  aktivitdsok kiindulasi pontjainak megtalalasat, dendritkus spikeok
terjedésének megfigyelését, receptiv. mezdk finom strukturdjanak vizsgalatat,
dendritikus szegmensek kozti kommunikacié vizsgalatat, kiillonbozé bemeneti
mintazatok tér és idobeli mintazatanak megfigyelését, az asszociacios tanulas, valamint
a multi szenzoros integracid, illetve spine, dendrit vagy szomatikus szintli hal6zatok tér
¢s id6beli mintazatainak vizsgalatat, illetve a szorvanyosan elhelyezkedé sejthalozatok,
pl. parvalbumin, szomatosztatin vagy VIP interneuronok halézatanak mérését. Ezek a
3D szkennelési technikdk szintén segithetnek azoknak a parhuzamosan zajlo integracios
folyamatoknak a megértésében, melyekben lokalis halézat szintli, és nagyobb skalas
folyamtok egyszerre jatszanak kozre. Ezen kisérletek segithetik az agy integracios
tulajdonsdgainak vagy akar egyes kozponti idegrendszeri betegségeknek a jobb
megeértését. Fontos, hogy ezek a komplex kérdések rendszeriinkkel jol vizsgalhatoak,
hiszen az lehetévé teszi, hogy a haldzat kiilonboz6 szintjeit (dendritkus spineok,

dendriktek, szomatikus hal6zatok) parhuzamosan vizsgaljuk.

Agyi aktivitas vizsgalata mozgas kozben

Mar korabban is bemutattak in vivo futd egerekben spineokbol toérténé optikai kalcium
méréseket, azonban ezek Kkét-dimenzios mérések voltak, emellett ezekben a
publikdcidkban csupan néhany spinet tudtak parhuzamosan vizsgalni, viszonylag
alacsony jel-zaj arannyal. Nagyobb spine populaciobdl vagy tobb dendrit szakaszbol
torténd harom-dimenzios mérések kivitelezése éber, futod, viselkedd egerekbdl tovabbra
is kihivast jelent. Egy ilyen technikara az igényét mutatjak azok a nemrégiben megjelent

publikaciok is, melyek kimutattak, hogy mozgas alatt az aktivitds mintak valtozhatnak,



¢s a sejtek akar kétszer nagyobb aktivitast mutathatnak, ami teljesen mas halozati
aktivitast feltételez ezekben a kondiciokban. Masrészt, a sejtek szintjén torténd
adatfeldolgozas egy jelentés része a tavoli apikalis és bazalis dendrit szakaszokban
torténik, azonban a korabban bemutatott 2D vagy 3D technikak egyike sem adott
lehetdséget ezeknek a komplex, de vékony dendritekb6l allo rendszereknek a
vizsgalatara a futasi periddusok vagy kiilonb6z6 viselkedési események alatt. Ennek
egyik oka, hogy egy tipikus viselkedéses vizsgalat soran a mozgas okozta fluoreszencia
valtozas hasonld kinetikat és amplitudot mutat, mint a kalcium tranziensek. Raadasul
ezek a tranziensek sokszor éppen a viselkedési feladat végrehajtasa, azaz épp a mozgas
alatt lennének megfigyelhetdek, ami igen nehézzé teszi ezt a szétvalasztast. Ezért az itt
bemutatott szkennelési technikdk, 6nmagukban vagy egymassal kombinalva, egy régota
hianyzé eszkozt adnak az idegtudomany kezébe a dendritikus aktivitas viselkedés alatt

torténd tanulmanyozasahoz.

Az agy mozgasainak kompenzacidja

Az idegtudomanyban hasznalt technikdk kozott kordbban mar bemutatasra kertilt zart-
hurkt, harom-dimenziés mozgasi miitermék kompenzacios megoldas. Ennek sebessége
azonban viszonylag alacsony (=10 Hz), illetve a technika hasznalhatosaga in Vivo
koriilmények kozott ez idaig nem lett bemutatva, ugyanugy ahogy dendritikus mérések
soran, vagy nagyobb szkennelési sebesség esetében sem. Raadasul, az agy komplex,
pokhald szerli mozgasainak, és a véredények pulzéladsa altal generdlt mozgas
inhomogenitdsa miatt, az agy nem csak transzlacidos elmozdulasokat, hanem jelentds
deformaciot is szenved, igy a mozgas okozta deformaciok az egyes mért alrégiokban
eltér6ké lehetnek. Emiatt az egyszer(i, transzlacios elven miikodé mozgas korrekcio
sokszor nem elégséges. Ez a hatdsa kiilondsen jelentds lehet amikor kis amplitadoji
jeleket (1-2 akcids potencial kivaltotta valaszok) vagy kis struktarakat (dendritikus
spinokat) vizsgalunk. Az altalunk bemutatott harom-dimenziés mérési, és a hozza
kapcsolodo analizis technika, segitségével alrégionként eltérd irdnylt és amplitaddju
elmozdulasok is korrigalhatoak.

A 3D szkennelési ¢s mozgas korrekcids modszeriink eldnyét szintén mutatja, hogy az
egyedi kalcium tranziensek zaja jelent6sen csokkent (20-ad részére a pont

szkenneléshez képest), ezaltal ezeknek a gorbéknek a zaja Kisebb lehet, mint az egy



akcids potencial altal generalt kalcium jel amplituddja, kiillondsen a sakktdbla mérési
modszer alkalmazésa esetén. Ezéltal megfeleld mérési koriilmények mellett lehetové
valik az egy akcids potencial szintli felbontast, viselkedd egerekben GCaMP6-0s
kalcium szenzor haszndlata esetében. Az egy akcids potencial szintli felbontas
fontossagat halozatos mérések soran néhany nemrégiben megjelent publikacid is
bizonyitja, ahol megmutattak, hogy a populacio kéd egyedi akcids potencidlok szintjén

is kodol informaciot a burst aktivitas mellett.

Apikalis és bazalis dendritikus régiok parhuzamos mérése

A kozelmultban megjelent cikkek bemutattak, hogy a tavoli apikalis dendritikus régio a
kortikalis piramis sejtekre érkez6 visszaterjedé szignalok elsédleges célpontja, ahol
lokalis NMDA spikeok erésitik a beérkezé jeleket, hogy ezek elérjék a dendritikus
kalcium, illetve a szomatikus natrium integracios régiokat, ahol a bazalis bementekkel
integralodhatnak, melyek szintén NMDA spikeok altal er6sodnek meg. Tehat a top-
down ¢és buttom-up bemenetek integracidja parhuzamosan torténik egymadstol tavoli
integracidés zondkban, egymadstdl tobb szaz mikrométerre, ezért ezek vizsgalatahoz
olyan mérési technikara van sziikség, ami tobb szdz mikrométeres z tartomanyban tesz
lehetévé 3D méréseket. Az AO mikroszkop altal jelenleg is elérheté 1000 um-es z-beli
szkennelési tartomany, ami ugyan a lézer forrasok maximalis intenzitdsa miatt 650 pm-
re korlatozodik in vivo korilmények kozott, de mar igy is elégséges a II/IlI-as réteg
V-0s réteg beli sejt teljes dendit fajanak vizsgalatara.

Habar a 2D képalkotasi technikdkkal is lehetdség van hosszu dendritikus szakaszok
mérésére, ez csak olyan esetekben lehetséges, amikor ezek horizontalisan orientaltak, és
maximum 1-2 rétegen haladnak keresztiill (példaul az l-es réteg interneuronjainak
hosszu dendritikus szakaszai), az ortogonalisan elhelyezkedd neuronok dendrit fainak
csak keresztmetszete vagy rovid szakaszai lathatoak ezekkel a technikakkal. Raadasul,
habar a megfeleld régi6 megvalasztasaval elérhetd, hogy tobb rovid dendritikus szakaszt
vizsgéljunk parhuzamosan, de ezek szinte soha nem tartoznak egy neuronhoz, igy ez a
technika nem teszi lehetdvé a kiterjedt dendritikus héalézatban végbemend komplex
jelintegraci6 vizsgalatat. A 3D-szallag- és 3D-kigyo-szkennelési technikak legnagyobb

elénye, hogy tetszéleges szamu régid, azok tetszdleges térbeli elrendezésével,



crer

beallitva, alkalmassa téve ezzel a modszert dendritikus integracio preciz tér és idébeli

felvételének és vizsgalatara.

Mélységi szkennelés

Habéar tobb hatékony modszert dolgoztak ki teljes térfogatok gyors mérésére, mint a
SPIM, DSLM-SI, SimView, SCAPE vagy OPLUL mikroszképos technikak, melyeknek
szamos felhasznalasi lehetOsége 1étezik, legnagyobb limitaciojuk, hogy in vivo egérben
torténd mérések sordn, eddig bemutatott, legnagyobb z-beli szkennelési tartomanyuk
csupan 130 um. Ezekkel a technikdkkal a mélyebb rétegekbdl torténd képalkotas csak a
felsbb rétegek mechanikus sériilése mellett lehetséges. A 3D DRIFT AO szkennelés
egyik legfébb eldénye, hogy teljes latomezds detekcidt tesz lehetdveé, ezért a z szerinti
szkennelési tartomanya akar 1000 um is lehet atlatszo mintaban, és koriilbelil 650 um
in vivo mintaban (f6leg a rendelkezésre allo 1ézer energia korlatja miatt). Adaptiv optika
hasznalataval a felbontas és jel-zaj ardny a mélyebb régiokban is javithato.

A dolgozatban bemutatott szkennelési technikai legfobb fejlesztési lehetésége, hogy a
szkennelési tartomanyt, amit jelenleg elsésorban a l1ézerek limitalt intenzitasa korlatoz,
tovabb noveljiik. A jovében varhatdéan megjelend nagyobb teljesitményli lézerek
megjelenésével, adaptiv optika hasznalataval, és a pirosabb emisszidés hullamhossz
tartomany felé eltolt kalcium szenzorok hasznalataval, az eddigieknél sokkal nagyobb
szkennélési mélységek is elérhetévé valnak, igy a legalso kortikalis régiok vagy akar a
hippocampus mérése is lehetdvé valik, a kortex eltavolitasa nelkiil.

Habar négy AO eltéritd és a passziv optikai elemek szdmos elrendezésével
megvalosithatd a 3D szkennelés, ezen elrendezések mindegyikében a masodik kristaly
parban ellentétes iranyban haladé hanghulldmokat alkalmaznak a fokusz pont
csuszdsanak kompenzalasara. Ezért az itt bemutatott szkennelési technikak konnyen
alkalmazhatoak mas, mar meglévé 3D rendszerekben is. Raadasul, ugyan a szkennelési
tartomany rovasara, de akar egy két-dimenzios rendszer is tovabb fejleszthetd harom-
dimenzios rendszerré, négy AO cella telepitésével. Ezért meggy6zodésem, hogy az itt
bemutatott technikak nagyon korben is 10j lehet6séget fognak nyitni az in vivo

képalkotés teriiletén.



KOZREMUKODOK RESZVETELI ARANYAI

A munkaban hasznalt kisérletes technikakat Hillier Daniel, Kaszas Attila, Judak Linda,
Szadai Zoltan és Farkas Zoltan segitségével vezettiik be a laborba és alkalmaztuk sajat
méréseink soran. Maak P4l dolgozta ki az acusto-optikai eltéritOket, amiket Pal, Veress
Maté, Fehér Andras és én alkalmaztunk a rendszer optikai megvalositasa soran. Az
anyagi diszperzi6 kompenzalasahoz sziikséges kalkulaciokat, illetve a prizmas
kompenzal6é rendszer Osszeszerelését én végeztem. A szférikus aberraciot korrigald
lencse szamitasait Maak Pal végezte, annak a rendszerbe valo beépitése soran az optikai
megvaldsitdsban részt vevok segitségével. A mozgas korrekcidos szoftver Katona
Gergely és Ocsai Katalin fejlesztették. A dolgozatban bemutatott minden tipust
mérésben részt vettem, Judak Linda, Kaszas Attila, Chiovini Baldzs és Rozsa Balazs
segitségével. Az analizisben Rozsa Balazs, Maak Pal, Katona Gergely és Judak Linda
segitett. Az 01j szkennelési technikak kidolgozasaban Katona Gergely, Rozsa Balazs és
én vettem részt. A dolgozatban bemutatott szimulacidokat onalloan végeztem, Rozsa
Balazs hasznos tanacsaival. Az in vivo patch clamp méréseket Judak Linda, Juhasz

Gabor ¢és én végeztem.
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