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BEVEZETES, KITUZOTT FELADATOK

Hogyan miikoédik az agy? Ez az 6si kérdés mar sok
kivald tudost foglalkoztatott Arisztotelészt6l kezdve a
Szentagothain keresztlil egészen a jelenlegi vezet6
laboratériumokig, ugyanakkor a technika fejlédésével 4j és 1j
megkozelitések léptek szinre. Arisztotelész csak a gondol-
kodasra és a logikara hagyatkozhatott, de késébb Golgi
felfedezésével az idegtudomany Uuj teriilete nyilt meg, mely az
részletes anatémiai ismerethalmaz egésziilt ki az elmult
évtizedekben 1j vizsgalati mddszerekkel, amik forradal-
masitottak az agy miikodésérdl alkotott nézeteinket.

Az agy szisztematikus megértéséhez 0j technologidk
kifejlesztésére van sziikség, melyek képesek nagy sebességgel
mérni az idegsejtek aktivitasat kiilonb6zd méretskalakon,
harom dimenzidéban. Az egyedi idegsejtek szintjén az aktivitas
kiilonb6z6 képen terjed a dendriteken és az axonokon, tehat
hogy a jelek 0sszegz6dését megértsiik, egyszerre kell mérni
egy sejt dendritikus és axonalis nyulvanyrendszerének igen
sok pontjdban. Idegsejtek halézatdnak szintjén tekintve az
egymas melletti sejtek meglehet6sen kiilonboz6 aktivitas
mintazattal rendelkezhetnek, ugyanakkor tavol il6 sejtek is
tartozhatnak ugyan abba a funkciondlis csoportba. Ennél
fogva mérési eljardsokra van sziikség, amik kozel parhu-
zamosan, milliszekundum alatti felbontassal gyjtik az infor-
maciot a szovetben elszdrva elhelyezkedd igen sok sejtbdl.

A fénymikroszkopia f6 nehézsége él6 mintdkban a
felbontds és a kontraszt csokkenése, hiszen szinte minden
szovet jelentds elnyeléssel és szorassal rendelkezik. Minél
mélyebbre préobalunk a szovetbe tekinteni, annal rosszabb
képeket kapunk, mig végil mar a sejttestek megkiilon-
bozetése is lehetetlenné valik. Az egy pontban gerjeszt6



kétfoton mikroszkdpia alacsony fototoxicitdsa és a szoérédéd
gerjesztés hatékony detektdlasa lehet6vé teszi, hogy
sejtrészlet szintli felbontds mellett is tobb mint egy
milliméterre hatoljunk be az agyszovetbe. Emiatt lesz az egy
pontban gerjeszté kétfoton mikroszkdépia partalan eszkoz
mélyen a szovet belsejében foly6 funkcionalis vizsgalatokra.
Nagy hatranya ugyanakkor alacsony sebessége a kamerakon
alapuld rendszerekkel 6sszehasonlitva. Mivel csak egy pont
lehet egy id6ben megvilagitva, specialis pasztazasi eljarasokra
van sziikség, hogy a minta tulajdonsagait olyan sebességgel
vizsgalhassuk, ami lehet6vé teszi a funkcié nyomon kovetését.

Célunk az volt, hogy Uj lézer-pasztazé eljarasokat
dolgozzunk ki, amik lehetévé teszik a funkci6 nyomon
kovetését. Munkamat elsésorban annak szenteltem, hogy az
ehhez sziikséges eljarasokat, elektronikat és programokat
kifejlesszem, és hogy e moddszerekkel sejt szintli méréseket
végezzek akut agyszeletekben vagy é16 allatokban.

MODSZEREK

A disszertaciéban foglalt munka szorosan kapcsolodik
Uj kétfoton mikroszkopok multidiszciplinaris fejlesztéséhez. A
mikroszképok mechanikajat SolidWorks, optikdjat Zemax,
elektronikajat OrCAD szoftverekkel terveztiik. Az Ujonnan
kifejlesztett pasztazdsi modszerekkel végzett in vitro
kisérleteinkben patkdny vagy egér akut agyszeleteket
hasznaltunk és a patch-clamp technikaval kombinalva
juttattuk be a sejtekbe a fluoreszcens jeldl6anyagokat. In vivo
kisérletekben altatott egereket hasznaltunk, melyeken miitéti
uton tartuk fel az agy felszinét, a festékanyagot u.n. bolus
loading technikaval juttattuk a sejtekbe. Az 0j moddszerek
implementaci6jahoz  specidlis nyomtatott aramkoroket
terveztlink, a mérdalgoritmusok implementaciéja Matlab és
C++ programnyelveken késziilt. A Kkiértékelés és a



megjelenités soran szintén Matlab nyelven irt programokat és
scripteket hasznaltam.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az \j 1ézer-pasztazé eljarasok fejlesztése soran harom
fontos lépést tettiink el6re.

1. Tézis: Uj mérési médszert dolgoztam ki idegsejtek
mérésére, amellyel a mérés sebességét és a jel-zaj viszonyt a
kordbbiakhoz képest jelentésen megndveltem azzal, hogy a
mérési helyeket csak a funkciondlisan vizsgdlt idegsejt-részek
pontjaira korldtoztam.

A tézishez kapcsolddd publikacidk: Lorincz et al.,
2007, Rozsa et al.,, 2008; Chiovini et al.,, 2010.

A kétfoton mikroszképidban a pdsztazds hagyoma-
nyosan képalkotast jelentett. Képeket formalnak a fluoresz-
cencia minden pixelben vald6 megmérésével ugy, hogy a
fékuszpontot sorrol sorra mozgatjak. Ahhoz azonban, hogy az
idegsejtek jelatvitelét tanulmanyozzuk, fel kell adni a teljes
képek mérését és minden egyes pixel pasztazasa helyett csak
azokat a részeket jarni be a fokuszponttal, amelyeket a
kisérletez6 fontosnak tart. Ezt analdg jelekkel vezérelt
galvanométeren alapuld pasztazé tiikrokkel tehetjiik meg,
segitségiikkel az ismétlési sebesség elérheti a 100 Hz - 1 kHz
tartomdanyt is. Igen fontos, hogy ennek soran nem csak a
sebességet noveljik meg, hanem az érdekes tertletekrél
gyljtott fluoreszcencia jel-zaj viszonya is megnd. Minél
nagyobb a latomez6 és az érdekes részek teriiletének aranya,
annal tobbet javithatunk a jelen, ha csak az érdekes részekre
fékuszalunk.

Komplex vonal menti pasztazast lehet6vé tevo
technikat fejlesztettiink ki, melyet Multiple Lines Scanning-
nek neveztiink el (Lorincz et al,, 2007), és egy ezt hasznald



mikroszkopot is épitetiink. A technikaval elméletben 1 és 29
szeres Kkozotti jel-zaj viszony novekedés érheté6 el a
hagyomanyos pasztazashoz képest, ez a gyakorlatban
el6fordul6 esetekben tipikusan 3-4 kozotti érték. A technikat
hasznalva kozvetleniil ki tudtuk mutatni a Na*/Ca2+ cseréld
(NCX1) miikodését amikor tobb szinaptikus bemenet érkezik
ugyanarra a dendritszakaszra gyors egymdasutanban. (Lorincz
et al, 2007). A Multiple Line Scanning hasznalatanak f6
elénye volt, hogy tobb dendrittiiske egy idejii mérésével
elkiilonitve tudtuk vizsgalni azokat az eseteket, amikor
egyszerre csak egy tiiske kapott bemenetet. A mddszer jo jel-
zaj viszonyat mas vizsgalatokban is hasznositani tudtuk, ahol
a visszaterjedd akcios potencidlok terjedését és lecsengését
mértiik interneuronok dendritjeiben (Rozsa et al, 2008;
Chiovini et al., 2010).

2. Tézis: Kidolgoztam az idegsejtek aktivitdsdnak egy
olyan tuj mérési mdédszerét, amelyik a piezoelektromos objektiv-
mozgatds Uj technikai megvaldsitdsdn és uj elvii vezérlésén
alapul, amellyel a vildgon kordbban elértnél legaldbb tizszer
nagyobb mérési sebességgel lehet mélységi pdsztdzdst elérni. A
mddszer miikéddképességét és paramétereit kisérleti eredmé-
nyekkel bizonyitottam.

A tézishez kapcsolddo publikacié: Katona et al.,, 2011.

A 1ézerfény tiikrokkel torténd eltéritése a fokuszpont
gyors pozicionalasat teszi lehet6vé a fokuszsikban. A biolégiai
strukturak azonban csak elvétve fekszenek sikban. Célunk az
volt, hogy az aktivitast nyomon tudjuk kovetni hosszu,
kanyargds dendritdgakban is, azaz egy 3D trajektoridkat nagy
sebességgel pasztazni képes eljarast kellett kidolgozzunk.
Ebben a fejezetben az ezt megcélzd kezdeti megkozelité-
stinket ismertetem.

A kétdimenziés Multiple Line Scanning technikdnkat
kiegészitettiik egy nagy sebességli piezoelektromos objektiv
pozicionald hasznalataval hogy 3D trajektoridkat pasztazzunk
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nagy térbeli és idébeli felbontassal. A galvanomotorokkal
végzett kétdimenzids pasztazast precizen szinkronizaltuk a z-
iranyban mozg6 objektiv helyzetével, amelyet nagy sebességi
rezgésbe hoztunk. A technikat Roller Coaster Scanning-nek
neveztiik el (Katona et al,, 2011). Segitségével akar 250 pm
hosszu dendrit nyulvanyt is egyszerre tudtunk mérni in vitro.
A technika nagy latomez6t (akar 650 pm x 650 pm), elegendd
z-tartomanyt (akar 25 um) és a kétfoton mikroszképiara
jellemz6 kivalo felbontast (< 450 nm) tesz lehet6vé nagy
ismétlési frekvencidk (150-690 Hz) mellett, a pixel idék
limitdlasa nélkil. A Roller Coaster Scanning technika
haszndalataval koriilbelill 27 szer nagyobb esélylink volt 40
um hossz dendritikus nyulvanyokat vizsgalni, mint
kétdimenzios technikakkal lett volna.

Ezek a tulajdonsagok tették lehetévé, hogy spontan
eseményeket figyelhessiink meg a hipokampusz CA1 stratum
radiatum interneuronjainak kiterjedt dendritfajan (Katona et
al,, 2011). Ebben a kutatasban aktiv szinaptikus bemeneteket
kerestiink az interneuronok hosszi dendritszakaszain
spontan halézati események alatt in vitro, és kiilonféle
kiterjedt, dendritikus spike-okat valamint Kkicsi egyedi
eseményeket is talaltunk. Ezeket az eseményeket fokalis
szinaptikus stimulacidval és kétfoton uncaging-gel reprodu-
kaltuk, hogy a farmakolégiai tulajdonsagaikat elemezhessiik,
és hogy kimérjiik hany és milyen eloszlasu egyideji bemenet
kell az aktivalasukhoz. Azt talaltuk, hogy NMDA receptor
fligg6 dendritikus spike-ok jelennek meg ha koriilbelil 10
kozeli bemenet aktivalodik egyszerre, és ez szupralinearis
0sszegzddést kelt kicsi (~14 pm) integraciés zénakban.

3. Tézis: Uj eljdrdst valésitottam meg a hdrom
dimenziéban pdsztdzo, akuszto-optikai eltéritékén alapuld
mikroszkdp uj szoftveres és elektronikai vezérlésével, valamint
Uj elektronikus mérési és adatkiértékelési mddszerekkel. A
modszer dttetsz6 mintdn legaldbb 700*700*2000 pm3-es
térfogatban képes mérési adatok felvételére véletlen cimzésii
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médban. A mddszert neuronhdlézatok aktivitdsdnak valésidejt
mérésére alkalmassd tettem.

A tézishez kapcsoldédé publikaciok: Rozsa et al.,, 2007;
Katona et al,, 2012.; Chiovini et al., 2014.

Fejlesztéseink harmadik 1épcséjében célunk egy
haromdimenziés, véletlen bejarasra képes lézer pasztazéd
kétfoton mikroszkép megalkotdsa volt, ami mentes a korabbi
megoldasok  mechanikai  korlataitél. Az idedlis 3D
mikroszkéopnak két kiilonbozd feltételnek kell megfelelni
minél nagyobb pasztazasi térfogatban. El6szor is képesnek
kell lennie az aktivitast nyomon kovetni nagy sebességgel egy
sejt haromdimenziés dendritfdjdn olyan nagy térbeli
felbontassal, hogy a dendritikus tiiskék is felbonthatéak
legyenek. Masrészr6l a lehetd legnagyobb térfogatot Kkell
elérnie, hogy minél tobb idegsejt sejtszintli aktivitisa egy
idében nyomon kovethet6 legyen.

Szamos 0j technoldgiat fejlesztettek ki harom-
dimenziés populacié és nyudlvanyszintli aktivitds mintaza-
tokhoz, de 2012-ben ezek még igen korlatozottak voltak akar
in vitro, akar in vivo mérésekhez. Az akuszto-optikai (AO)
pasztazas, kombinalva az egy pontban gerjeszté kétfoton
mikroszkopiaval igen mélyre tud hatolni az él6 szovetben és
ekozben - a hagyomanyos pasztazasi eljarasokkal szemben -
nagysagrendekkel megndveli a sebesség és a jel gy(ijtési haté-
konysag szorzatat.

Egy korabbi munkankban optikai szalakon alapul6 3D
véletlen elérésii kétfoton mikroszképot vazoltunk fel, ami egy
AO eltéritét hasznalt, hogy a 1ézerfényt valtakozva a szalakba
csatolja (Rozsa et al, 2007). A cél bizonyos szempontbdl
egyszerlibben is elérhet§, ha négy AO eltérit6t sorban
alkalmazunk, ezekkel ugyanis mindharom dimenziéban
poziciondlhaté a fokuszpont, ha szinkronban és gyorsan
valtozo frekvenciaju meghajto jeleket alkalmazunk.



Egy részletes optikai modellt dolgoztunk ki a négy AO
eltérit6t tartalmazé rendszerre. A modell &ltal javasolt
elrendezés szerint egy nagy aperturaju (15-17 mm) optikai
elrendezést készitettiink és egy kétfoton mikroszkopba
csatoltuk (Katona et al, 2012). Legfontosabb kiilonbség
masok megoldasaihoz képest, hogy nalunk az AO eltérit6k két
fizikailag és funkcionalisan is eltéré csoportot alkotnak. Az
elsé eltéritd par hozza létre a fokusz mélység valtoztatast, mig
a véletlen cimzési eltéritésért az x-y sikban csak a masodik
kristalypar felelés. Ez az elrendezés a pasztazasi tartomanyt
koriilbeliil 2,7 szeresre novelte. Ezen til nem csak a meghajto6
fliggvény, de az eltérit6 geometriaja, a TeO, kristaly orien-
tacidja és savszélessége is kiillonbozik a két kristalyparban.
Ezek a faktorok egylittesen teszik lehet6vé az akar 720 pm-es
latémez6t Olympus 20x objektivvel valamint a tobb, mint
1100 pm-es latdmezét Nikon 16x objektivvel. Ugyan a térbeli
feloldas csokken az objektiv fokuszanak kozepétdl tavolodva
mind tengely mind sugar irdnyban, egy kdzponti térfogatban
(koriilbeliil 290 x 290 x 200 um3) a fokuszfolt viszonylag Kicsi
marad (xy <0.8 um, z <3 um), ami elegend6é nyulvanyok
feloldasahoz. Ezen tdl a folt &tmérdje nem haladja meg az 1,9
um-t a teljes latomezdében (tobb, mint 1100 x 1100 x 3000
pums3 atlatszo mintaban) lehet6vé téve a sejttestek vizsgalatat.

Specidlis elektronikdkat és szoftvert fejlesztettiink ki
az AO pasztazast meghajto elektromos jelek szintéziséhez. A
szabja meg, négy a kezd6 akusztikus frekvenciat, masik négy
pedig a frekvencia emelkedés sebességét hatarozza meg. A
jelek finom perturbalasaval kiilonb6zé optikai hibakat is
kompenzalni tudtunk (dinamikus hiba kompenzacio).
Végezetiil mind a nyolc paramétert mérési ciklusonként
(tipikusan 33,6 ps) fel kell tolteni a szintetizal6 elektronikaba,
mikozben a detektorok jelét szinkronban mintavételezziik.
Kiegészitettiik a korabbi mikroszkopjainkhoz is hasznalt
mikroszkop vezérl6 szoftveriinket, az Gj mérési mdédokkal, az



AO szkennerrel tortén6é kép, 3D Multiple Line Scanning és
tomb készité funciékat implementaltunk. Uj haAromdimenziés
sejt keresd, pontkezel¢ és trajektoéria Kkijelold eszkozoket
fejlesztettiink ki, tovdbba egy haromdimenziés virtualis
val6sag eszkozt is.

Hogy bizonyitsuk rendszeriink idébeli felbontasat,
terjedd aktivitds jelenségeket vizsgaltunk akut agyszele-
tekben hipokampalis idegsejteken. Patch-clamp elvezetést
végeztliink CA1 piramissejtekbdl mikézben a sejteket a z6lden
fluoreszkal6 Ca?* szenzorral, Fluo-5F-el és a pirosan
fluoreszkald Alexa 594-el toltottiik fel. A sejtet befoglald
vizsgalt térfogat 700 x 700 x 140 pum3 volt. A sejttestbe
juttatott aram injekciokkal kivaltott akciés potencialok
hatasara Kkeletkez6 dendritikus Ca2+ jeleket hetvenhét a
kisérletez6 altal kivalasztott 3D poziciéban tudtuk mérni a
sejt nyulvanyrendszerén. Mas kisérletekben akar vékony
nyulvanyokban is pusztan ez optikai mddszerrel tudtuk mérni
az akciés potencidlok vagy dendritikus spike-ok terjedési
sebességét.

Egy nemrég publikdlt munkankban az AO pasztazast
parvalbumint tartalmazé interneuronok dendritikus spike-
jainak vizsgalatara hasznaltuk (Chiovini et al, 2014),
bizonyitva, hogy 3D AO mikroszképunk valéban alkalmas
olyan kérdések megvalaszolasasra, melyek eléhetetlenek mas
technolégiakkal.

Hogy kiprébaljuk rendszeriink képességeit in vivo
korilmények kozott, feln6tt, altatott egerek latokérgében Caz+
jeleket vezettiink el idegsejtek halmazaib6l. A Ca2*
koncentracié valtozasok kimutatasara OGB-1-AM, illetve a
glia sejtek szelektiv jelolésére sulforhodamine-101 keverékét
injektaltuk az agyba. Az elért teljes latomez6 400x400x500
um volt. El6szor egy referencia tomb mérését végeztiik el,
mely alapjan egy automatikus algoritmussal megkerestiik az
idegsejtek és glia sejtek kozéppontjait. Az algoritmus



eredményeként kapott 3D koordindta listat jartuk be az
aktivitds nagy sebességli mérése végett. Ezutan nyolc
kilénb6z6 iranyban mozgd fehér csikokat mutattunk az
allatnak. Osszehasonlitottuk az egyszerre mért 375 sejt
valaszat a csikok iranyaval (6sszesen 28,125 Ca?* tranzienst
vezettiink el) és orientacidra illetve mozgasiranyra szelektiv,
valamint a stimulusra nem szelektiv sejteket talaltunk a
populaciéban. Egy ilyen populdci6 mérés esetén a jel-zaj
viszony tipikusan koriilbeliil 50 szeresére emelkedik a
hagyomanyos pdasztazasi eljarasokhoz képest. Ezek a
kisérletek bizonyitottak, hogy az AO pasztazas képes az
aktivitAsmintazat mérésére nagy, 3D-ben elhelyezkedd
neuronhalézatokban in vivo, akar a legdsszetettebb mérési
eljarasok kozben is.

EREDMENYEK ALKALMAZASA

Az AO technoldgia kivaléan bizonyitott biol6giai méré-
sekben, ahol a funkci6 feltérképezése a cél harom dimen-
zioban elszort érdekes mintarészletekbdl. Példaul vizsgalni
lehet az aktvitast egyetlen idegsejt tobb nyulvanyaban
egyszerre (Chiovini et al,, 2014), vagy vagy feltérképezhet6 az
aktivitdsmintazata igen nagy idegsejt hal6zatoknak is (Katona
etal, 2012).

Optikai szempontbdl a 3D AO mikroszkop kozel jar az
objektivek elméleti teljesité képességéhez, de sok tekintetben
még tovabblépési lehet6ségek kindlkoznak. A tovabbi fejlesz-
tésekkel szeretnénk a mikroszkdpot kiterjeszteni, hogy tobb
agyteriileten egyszerre pasztazva a szenzoros, motoros és a
magasabb rend(i kérgi teriiletek kozotti kommunikaciot
vizsgalhassuk, tovabba szeretnénk a mikroszképot fény
stimulacios képességekkel is felruhazni, hogy s 3D pasztazas
kozben az idegsejt-kapcsolatokat funkcionalis modszerekkel
fel tudjuk térképezni. Tervezziik tovabbi 1j pasztazasi



eljarasok kidolgozasat, amik a gyors fiziol6giai mérésekhez
szlikséges sebességet és flexibilitast biztositjak, és remélem,
hogy e fejlesztésekkel az AO technoldgia el fogja foglalni mélto
helyét az agykutatas eszkoztaraban.
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