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1. BEVEZETES

Az utobbi évtizedben hatalmas valtozason ment keresztiil az
idegtudomany méréstechnikai szempontbol. A két-foton 1ézeres
pasztazd mikroszkopia forradalmasitotta az ¢él6 szoveten
végzett képalkotast. Korabban funkcionalis képalkotashoz is
konfokalis 1ézermikroszkopiat hasznaltak, de manapsag a
technika ,.kézzel foghat6” limitacioi miatt féleg anatomidhoz
hasznaljak, mig a két fotont funkcionalis él6 szovetes
vizsgalatokhoz. A kutatoknak lehetdségiik van kérdéseiket mas
megkdzelitésben feltenni, kombinalni a modern képalkotasi
eljarasokat klasszikus modszerekkel, mint példaul az
elektrofizioldgiai elvezetés. Persze az elektrofiziologia csak egy
kiragadott példa a rengeteg elérhetd technika koziil. Ugyanilyen
érdekes kombinacié a kémiai és virusos jelolések, fokalis és
optogenetikai célzott stimulaciok vagy éppen a viselkedési
feladatok hazasitasa a két foton képalkotassal. A kovetkezd
néhany évtized {6 kisérleti eszkoze a kétfoton képalkotas lett.

Ezen allitasok ugyanigy helytalloak ha a két-fotonos
fotoaktivaciorél vagy koznapibb nevén ,,uncaging”-r6l
beszéliink. Az ezredforduld utdn néhany kutatdocsoportnak
sikeriilt olyan fényérzékeny ketrec (,,caged”) molekulat
szintetizalni, ami bar alacsony két-fotonos
hataskeresztmetszettel rendelkezik, de sikeresen hasznaltak

relevans biologiai kérdésekben. Felismerték, hogy a molekula
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két-fotonos hatasfokat csak 1gy lehet ndvelni, ha a
molekulastabilitas cs6kken. Disszerticiomban bemutatom,
hogy ez az allitas csak kis részben igaz és van rd modszer, hogy
az érzékeny instabil anyagokat biologiai kisérletben lehessen
alkalmazni. Az els6 részben részletesen bemutatok egy sor Uj
molekulat, amely a jelenleg a vildgon elterjedt anyagnal
majdnem egy nagysagrenddel érzékenyebb. Részletes
validacios protokollt dolgoztam ki, amely alatamasztja az
anyagok hatékonysagat. A masodik részben pedig egy olyan
kisérletsorozatban alkalmazom, amelyben hagyomanyos
anyagokkal nem lett volna lehetséges feltarni ilyen
részletességgel a dendritikus folyamatokat. A dendritikus
fotoaktivacidés modellezéssel lehetdségiink nyilik a végbemend
folyamatokat olyan részletességgel vizsgalni, ahogy korabban

arra nem volt még lehetdség.



IL KITUZOTT FELADATOK

A kisérletekben széles korben alkalmazott MNI-Glu szamos jol
ismert mellékhatassal rendelkezik. Ezek ko6zé tartozik az
alacsony hatasfok és a koncentraciofiiggd antagonista hatasa.
Célunk az volt, hogy egy olyan anyagot hozzunk 1étre, amely
mentes a blokkold hatasoktdl vagy legalabbis szignifikansan
csokkenjen illetve magas két-fotonos hatasfokkal rendelkezzen.
A hatasfokot novelve, lehetévé wvalhat a folyamatok
részletesebb  méllyebb  vizsgalata. Az  alacsonyabb
laserintenzitas csokkenti a fototoxicitast, igy a sejt nyulvanyok

hosszabb ideig maradnak vizsgalhatoak.

K1: Kvantumkémiai modellezést hasznalva, lehetdség van-e
olyan anyag el6allitasara, amely magas két-fotonos hatasfokkal

rendelkezik, de mentes a mellékhatasokt6l?

K2: Lehetséges-e olyan bioldgiai kisérletekben felhasznalni,
amelyben egyedi sejtet vagy akar sejthalozatot kell nagy

hatékonysaggal modulalni idoben is térben egyarant?



III. ALKALMAZOTT MODSZEREK

1I1.1. Agyszelet preparacio és elektrofiziologia

Akut tulelo agyszeleteken végzett hippokampalis kisérletek. A
felhasznalt allatok 15-20 napos egerek illetve patkanyok voltak.
Foréanos altatas utan 300 um-es horizontalis agyszeletek lettek vagva
vibratommal és szobahémérsékleten mesterséges agyfolyadékban
tarolva egy egyedi készitésii inkubatorban. Teljes sejt elvezetés
mérések 32°C-on késziiltek 6-9 MQ-os patch pitettaval. A pipetta
intercellularis folydékkal, Fluo-4 kalcium koto festékkel, ALEXA 594
vords anatomiai festékkel €s biocitinnel volt feltdltve. A mérések
soran cask azokat a sejteket tartottam meg amelyeknek a nyugalmi
membran potencialja alacsonyabb volt -50 mV-nal. Az
elektrofiziologiai tulajdonsdgaik szerint a sejtek piramis ¢és
interneuronok  voltak. A GABA é4ramok kivaltasa fokalis
stimulaciéval AP5 ¢és CNQX (AMPA ¢és MNDA receptor
antagonistak) jelenlétében tortént. A stimulacidhoz az iivegpipettat
mestersége agyfolydékkal toltottem meg és a szomatdl 10-15 pum
tavolsagra a kovetkez6 stimulaciodt alkalmaztam: 0,1 ms, 10-50 V, 10
ms pulzus hossz, 1 stimulus. Csak azokat a kivaltott jeleket fogadtam
el, ahol jol lathato volt a szinaptikus késés.

111.2. Két-foton kepalkotas

Két-fotonos  képalkotashoz két dimenziés lézer pasztazod
mikroszkopot  (Femto 2D  galvo, Femtonics Kft) ¢és
femtoszekundumos 1ézert (Mai Tai HP, SpectraPhysics) hasznaltam.
A teljes sejt elvezetés megkezdése utan 15-20 perccel az egyenletes
festékeloszlas miatt. A hossz(l nytlvanyok mérése “Multiple Line
Scanning” technikdval tortént. A mérések utan minden sejtrdl
részletes nyulvany térkép késziilt. A mérés és kiértékelés a



mikroszkop sajat egyedi szoftverével a MATLAB alapa MES
programmal késziilt.

111.4. Keét-foton fotoaktivacio

A teljes sejt elvezetés alatt az idegsejt (piramis vagy interneuron)
calcium érzékeny festékkel (Fluo-4, 100 uM) let feltoltve és a
kamraban 1év6 folyadékhoz méréstdl fiiggden 2.5 mM MNI-GlueTFA
(1), DNI-GluTFA (2), MNI-Ulg*TFA (3), or DNI-Ulg*TFA (4) let
hozzaadva. A molekula fotoaktivacioja 690-830 nm kodzott tortént egy
femtoszekundumos pulzuslézerrel (Cameleon Ultra II, Coherent). A
fotoaktivacio lézerintenzitasat egy electro-optikai modulatorral
végeztem (Model 350-80 LA, Conoptics). A fotoaktivacios
lézernyalab becsatolasa a fényutba dikroikus tiikorrel tortént
(z750bcm; Chroma Technology Corp). A mérés (képalkotds és
fotoaktivacid) egy galvo szkenerrel valosult meg, a képalkotas kozben
a kijelolt 15-25 aktivacios pontba ugrott a szkenner majd tért vissza a
képalkotashoz. Az aktivacid pontok pozicidi minden mérés elott
korrigalva lettek manualisan. A nyulvany melletti aktivacids pontok
0,8-1 um koztes tavolsaggal lettek kijelolve. A fotoaktivacios
anyagok Osszehasonlitdsa ugyanazon sejt, ugyanazon nyulvanyan
azonos mintazattal és 1ézer intenzitassal tortént. A perfuzids sebesség
6 ml/perc sebességgel tortént, hogy ndveljem az anyag a sejt koriili
cseréjét. A dehidrogenazt (Sigma-Aldrich) és NADP+-t (B-
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrate, Sigma-
Aldrich) szintén a kamraba let hozzaadva vagy egyes esetekben
pipettdban a sejt kozvetlen kozelébe (50-100 puM kezdeti
koncentracioval) hogy kompenzaljam a koncentracié csokkenését a
reakcio kozben a sejt kozvetlen kozelében. Az eredményeknél a
standard hiba keriilt feltiintetésre, ha a sz6veg nem jelez mast. Az
Osszehasonlitashoz paros t-tesztet hasznaltam.



IV. EREDMENYEK

A kutatasom célja az volt, hogy jobban megérthessiik a
kapcsolatot ~a  spontan  hidrolizis, a  két-fotonos
hataskeresztmetszet, a két-fotonos spektrum és a molekula
szerkezete kozott. A vizsgalathoz szintetizaltuk a korabban
publikalt MNI-Glutamatot és masik 3 0j ketrec molekulat, majd
megmértem a  két-fotonos tulajdonsagaikat  biologiai
kisérletekben ¢és 0Osszehasonlitottam a kvantumkémiai
modellezés eredményeivel. A kisérleti eredmények jo egyezést
mutattak a modellezésbol kapott adatokkal, amely megmutatta,
hogy bar a DNI-Glu magasabb két-fotonos
hataskeresztmetszettel rendelkezik, mint az MNI-Glu but a
spontan hidrolizis sebessége is nagyobb. Ezt a nem kivanatos
hatranyt egy eddig nem alkalmazott biokompatibilis glutamat

eliminacioval kompenzaltam.

IV.1. TEZISEK

1.1 A DNI-GluTFA (2) magasabb két-fotonos
hataskeresztmetszettel rendelkezik mint az MNI-Glu (1).
A kvantumkémiai modellezés adatai szerint a DNI-Glu*TFA

magasabb gerjesztési hataskeresztmetszettel rendelkezik. A
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modell szerint nagyjabol egy nagysagrenddel érzékenyebb
molekula mint a MNI-Glu. A bioldgiai kisérletek jo kozelitéssel
ugyanezt az eredményt adtdk (a kalcium mérések soran).
Kijelenthetd, hogy az anyag jobb két-fotonos tulajdonsagokkal
rendelkezik, mint az eddig publikalt két-fotonos ketrec

molekulak.

Kapcsolodo publikaciok: Palfi és mtsai., 2018.; Chiovini és
mtsai., 2014.

1.2 Az enzimes korrekcidval csokkentheté a szabad
glutamat mennyisége a DNI-Glu*TFA-val végzett mérések
alatt. Korabbi tanulmanyokbol ismert, hogy az anyag biologiai
hasznalhatosagat leginkabb korlatozo tulajdonsag a spontan
hidrolizis. Kisérletben megmutattam, hogy az 10j enzimes
korrekcioval a szabad glutamat szint szignifikdnsan

csOkkentheto.

Kapcsolodo publikacidk: Palfi és mtsai.,, 2018.; Vasanits-

Zsigrai és mtsai., 2015.

1.3 GABA-A receptor antagonista hatasa
szignifikansan alacsonyabb mint az irodalomban ko6zolt
MNI-Glu-¢é. Tovabbi fontos szempont, hogy a fotoaktiv anyag
spontan bekdtése kiilonbdzo ion csatorndkban alacsony legyen.

Ennek mértékére mar a molekula szerkezetébdl kovetkeztetni



tudunk. Az elméleti szamitasok 6sszehangban alltak a kisérleti
eredményekkel miszerint a DNI-GlueTFA GABA-A gatlo
hatasa szignifikansabb alacsonyabb, mint a MNI-Glu

molekulaé.

Kapcsolodo publikaciok: Palfi és mtsai., 2018.

1.4 A DNI-Glu*TFA nem okoz szignifikans valtozast
K*-aram amplitudéjaban. PA kalium csatornidknak fontos
szerepe van az idegi szabalyozasban, a nyugalmi membran
potencial fenntartadsaban illetve az akcidos potencial
repolarizacios fazisaban. Fontos kérdés volt, hogy okoz-e
valtozast az elektrofiziologiai tulajdonsagaiban a neuronnak a
DNI-Glu*TFA jelenléte. Kimutattam, hogy nem okoz
szignifikans valtozast a DNI-Glu*TFA, nincs gatl6 hatasa a K+

csatornakra.

Kapcsolodo publikaciok: Bywalez és mtsai., 2015.; Palfi és
mtsai., 2018.

2.1 Dendritikus Ca?" tiiskék vizsgalata és modellezése
két-foton glutamat fotoaktivacioval hippokampalis PV+
interneuronokban. A parvalbimun interneuronok
nyulvanyainak aktiv halozati allapotban betoltott szerepe az

irodalomban kevésbé ismert. Az éles hullam alatt megfigyelt



spontan dendritikus kalcium tiiskék a dendritfa disztalis részein
korabban nem vizsgaltak. Ennek egyik oka, hogy nem volt
olyan kedvezo tulajdonsagokkal rendelkez6 fotoaktiv molekula
amivel ez lehet6évé valhatott volna. Kisérletekben
megmutattam, hogy glutamat fotoaktivacioval kivalthato Ca**
tiiske és a tavoli vékony nytulvanyokon is, ezaltal vizsgalhatova,
modellezhetévé valtak.

Kapcsolodo publikaciok: Chiovini és mtsai. 2014., Palfi és
mtsai., 2018.

2.2 — Ion csatorna eloszlas meghatarozasa nyulvanyokban
hosszi idoskalaju farmakologiai kisérletekben. A DNI-Glu
kedvez6 tulajdonsagai mellett a legnagyobb hatranya a magas
spontan hirdolizis. A mérések soran enzimes korrigalas nélkiil
hosszu farmakologiai kisérletek nem lehetségesek. Kisérletileg
megmuttattam, hogy enzimes korrigalassal idGben stabil
dendritikus calcium tiiske valthat6 ki és modellezhet6 valik az

annak kialakitasaban részt vevo ion csatornak eloszlasa.

Kapcsolodo publikaciok: Palfi €s mtsai. 2018.; Chiovini és
mtsai. 2014.
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V. POTENCIALIS FELHASZNALASI TERULETE A
MUNKANAK

A modern idegtudomanyban, a két-fotonos fotoaktivacids
technika jelentds szerepet jatszik. Az 0j molekula struktirak
szintetizalasa rendkiviil draga és megtalalni a megfeleld jeloltek
a legalabb 15 millié molekula koziil nagy kihivas is egyben. A
nagy teljesitményli szamitogépek ¢és a kvantumkémiai
modellezés segitségével lehetdségiink nyilik arra, hogy a
folyamatot felgyorsitsuk és célzottan a legalkalmasabb
molekuldkat alkossuk meg. A megfelel6 anyagok és technika
alkalmazasaval pedig ilyen részletességgel vizsgalhatjuk az
lehet6ség. A dolgozatban 3 Uj anyagot mutattam be, amelyek
koziil egy kedvezébb tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a
jelenleg kaphato és széles korben hasznalt molekula. A
megmutatott DNI-Glu reményeim szerint le fogja valtani
elodjét és uj fejezetek nyilhatnak az idegsejtek miitkodésének

megértésében.
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