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Kivonat

Kulcsszavak: agy-gép interfész, mikroelektrod, elektrofiziologia, kétfoton mikroszkopia,
PEDOT, GCaMP6f, in vivo

Dolgozatomban azon kisérleti elrendezés 1étrehozasat mutatom be, melynek célja, hogy az
agyi jelek mérésének két legmodernebb, legnagyobb felbontast biztositd mdodszerét 6tvozze:
szovetbe lltetett mikroméretli elektroédokkal végezhetd agykérgi elektrofiziologiat és a
specialis, sejt szintii felbontast lehetdveé tevo, haromdimenzios — kétfoton — mikroszkopiat.
Ezen mikroszkoppal és a mikroelektronikai érzékelokkel megvalosithatd, hogy az agy egyes
terliletein egyrészt elektromos jeleket tudjunk mérni, masrészt ezzel parhuzamosan
optikailag is monitorozzuk azokat, igy részletes képet kaphatunk a vizsgalt agyteriiletek
kapcsolatairdl és funkcidirol. A modszerek 6tvozésével ravilagithatunk a kiillonb6z6 mérési
metoédusok jellemzdé tulajdonsagaira, tovabba hibdira, melyeket figyelembe véve a
jelenlegieknél hatékonyabb agy-gép interfész rendszereket fejleszthetiink ki.

A tanulmanyban GCaMP6f transzgénikus egereken végezett in vivo kisérleteim modszereit
¢s eredményeit ismertetem. A génmodositott ragesalok agyszovetébe olyan elektrédokat
iiltettem, melyek feliiletére vezetd polimer (PEDOT:PSS) keriilt levalasztdsra, ami nem
csupan az eredeti Pt/Ir feliiletnél alacsonyabb impedanciat — és kovetkezetesen jobb jel-zaj
viszonyt eredményezett —, hanem ezen feliill a polimer fluoreszcens tulajdonsagainak

koszonhetden az elektrofizioldgiai mérépontok pontos helye is vizsgalhatova valt.



Abstract

Keywords: brain-computer interface, microelectrode, electrophysiology, two-photon
microscopy, PEDOT, GCaMP6f, in vivo

In my research report, I’'m expounding the fusion of two of the most modern methods in
neural activity measurement: an implanted microelectrode in order to monitor the neural
electrophysiology and a special, three-dimensional — two-photon — microscopy, which is
capable of high-resolution inspection on a cellular level.

Using this microscope and the microelectronic sensors, we are able to simultaneously
measure the local electrical signals of a certain brain region, and optically monitor the same
area, thus we can receive a detailed view of the connections and activities of the examined
brain regions. With the combination of these methods, the key features — and errors — of the
different measurement methods can be examined. Taking these into account, we will have a
chance to develop brain-computer interface systems of superior efficiency.

The herein presented study includes methods and results of my in vivo measurements,
performed on transgenic GCaMP6f mice. | implanted such electrodes into the brains of the
rodents which had been surface-coated with a conductive polymer (PEDOT:PSS), which not
only decreased the impedance of the original (Pt/Ir) surface — and thus increased signal-to-
noise ratio —, but due to the fluorescent properties of the polymer, the exact locations of the

electrophysiological measurement points became apparent.
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Roviditések jegyzéke

Au —arany

bGH — szarvasmarha névekedési hormon

BMIMBF4 elektrolit — 1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate
Ca?* — kalcium ion

Ca?*-CAM — kalmodulin-kalcium komplex

CAM - kalmodulin

ECoG - elektrokortikografia

EDOT-monomer — 3,4-ethylenedioxythiophene

EEG — elektroenkefalografia

FRET — fluoreszcencia energia transzfer

GCaMP6f — transzgénikus allatok fluoreszcens fehérjéje (GFP + CAM + M13)
GENIE — Genetically-Encoded Neuronal Indicator and Effector

GFP — z61d fluoreszcens fehérje

Ir — iridium

M13 — miozin konnytiilanc-kinaz fehérjéje

MEMS — mikro-elektomechanikai rendszerek

PCR — polimeraz lancreakcio

PEDOT:PSS - poly(3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene sulfonate
PMT - fotoelektron-sokszorosito

Pt — platina

Pt/Ir elektrod — platina/iridium elektrod

SU-8 — negativ fotoreziszt polimer

Thyl-promoter — thymus sejt antigén promotere

UV-fény — ultraviola fény

VIS tartomany — fény lathato tartomanya

WPRE — hod hepatitis virus poszttranszkripcios szabalyozo régio



|. BEVEZETES ES CELKITUZES

Napjainkban egyre tobb kisérlet iranyul az idegszdvetbe liltethetd elektrodok felé, hiszen
altaluk konnyen mérhetévé valnak a neuronok kozotti potencidlkiilonbségek, igy egyre
Kiterjedtebb, pontosabb képet kaphatunk az egyes agyteriiletek funkcidirdl, valamint azok
kapcsolatairdl [1] [2], tovabba ezen érzékeldeszkdzok egyre nagyobb szerepet kapnak az
orvostudomanyban is, mivel altaluk kiilonb6z6 betegségek — disztonia [3], epilepszia [4],
Parkinson-kor [5] — kezelhetévé valnak. Am az érzékeldk nem nytjtanak elegendd
informaciot a neuralis halozatrol, a sejtek kozotti kapcsolatokrol, igy sziikséges optikailag is

detektalni az agyszovetben végbemend folyamatokat.

Jelen dolgozatban bemutatott kutatas célja az extracellularis elektrodok és a kétfoton
mikroszkop [6] — mint megfeleld felbontast és érzékenységili optikai eszkdz — 6tvozése,
tovabba a parhuzamos mérési eljaras kidolgozasa. A modszerek egyiittes alkalmazasa altal
megvalosithatova valik, hogy az agy egyes teriiletein egyrészt elektromos jeleket tudjunk
mérni, masrészt ezzel parhuzamosan optikailag is monitorozzuk azokat, igy részletes képet
kaphatunk a vizsgalt agyteriiletekrél. Ezen metodusok kombinalasa altal a kozeljovében a

jelenlegieknél sokkal hatékonyabb agy-gép interfészek kialakitasa valik lehetové.

Ahhoz, hogy ezt a kisérleti elrendezést lehetévé tegyiik, sziikség volt GCaMP6f
transzgénikus egerekre — genetikai allomanyuknak meghatarozasa az Akadimpex Kft.
laborjdban (Budapest, Magyarorszag) tortént — melyek agysejtjei a génmodositdsnak
koszonhetden fluoreszkalnak kétfoton kornyezetben [7]. A ragesalok agyszovetébe keriilt
beliltetésre az agyi jelek rogzitését lehetove tevo Pt/Ir érzékeld, mely feliilletére PEDOT:PSS
fluoreszcens vezetd polimer [8] keriilt levalasztasra Dr. Marek Tamds és kutatocsoportja

altal.

megtervezésére és végrehajtasara volt sziikség, melyek lehetové tették a fluoreszcens
polimerrel bevont elektrod karakterisztikajanak mind in vitro, mind in vivo kétfoton
kornyezetben torténd meghatarozasat.

A kisérlet tovabbi célja volt, hogy egyidejiileg megvalositsam az in vivo kétfoton
mikroszkopias mérést és az elektrofiziologiai elvezetést az eldzetesen koponyaablakkal és

elektroddal ellatott kisallatokon.



Kisérletsorozat tervezett 1épései:

- Egerek beszerzése kiilfoldi laboratoriumbol.

- Ragcesalok genetikai allomanyanak meghatéaroztatasa, jelolésiik tetovalassal.
- PEDOT:PSS fluoreszcens vezetd polimer levalaszttatasa Pt/Ir elektrodra.

- Elvezeto karakterizalasa kétfoton kdrnyezetben, in vitro.

- Miitéti protokoll kidolgozasa.

- Mitét elvégzése.

- Kétfoton mikroszkdpia, in vivo.

- Elektrofiziologiai vizsgalat elvégzése.

- Kiértékeld kornyezet megtervezése és implementacioja.

- Vizsgalati eredmények elemzése és értékelése.



1. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

Il. 1. 1. Neurofizioldogiai modszerek

A neuronok kisméretli, informaciofeldolgozasra képes sejtjei az idegrendszernek.
Sejttestiikbol sok elagazo, kiilonbdzo hosszisagu dendrit és axon nyulik ki. Ezen neuronok
dendrit nyulvanyaikon felveszik az informaciot, majd azt elektromos jelekké alakitjak.

Két jelet tudunk megkiilonboztetni; az elsé a helyi mezdpotencialvaltozas, mig a masodik —
a nem minden esetben megjelend — akcids potencial, mely tovaterjedésével a kovetkezd
neuront aktivalja, mivel az axon terminalis részén kiillonbozo transzmitterek felszabadulasat
okozza. Az ingeriiletvezetés mindig egy irdnyu, az egymdassal szemben érkezd akcids
potencialok kioltjak egymast [9].

Ezen idegi aktivitdsokat rogziteni és tanulményozni tudjuk azéltal, hogy a helyi
elektrotonusos potencidlvaltozasok ioncsatorndkat nyitnak ¢és zarnak, melyeken
keresztiilfolyo ionaramokat elektrodok segitségével mérni lehet. A kiilonb6z6 elektrodokkal
mind az idegszoveten beliili [10], mind azok felszinén Iétrej6vé potencialvaltozasok
mérhetoek (1. dbra).

Az elektrokortikografia — agyfelszinre rogzitett elektrédok — legnagyobb hatranya az
invazitasa, igy csak ritkan — orvosilag kiilongsen indokolt esetben — alkalmazhat6 annak
ellenére, hogy jo a jel-zaj aranya [11] [12].

A cortex cerebi-ben lejatszodo elektromos valtozasok akar a hajas fejboron at is észlelhetéek
az elektroenkefalografianak koszonhetden. Ezen mérési modszer egy igen kedvelt non-
invaziz mddszer. Legfébb hatranya a rossz térbeli felbontasa, mely miatt nem vizsgéalhatoak
az egysejt aktivitasok, csak nagyszdmu idegsejt szinkronizalt, sszegzett aktivitdsa. Tovabbi

hatranya a koponya szigetel6 hatasa miatt keletkez0 rossz jel-zaj arany [13] [14].



EEG Electrodes

Intracortical
Microelectrode

Epidural ECoG Array

Subdural ECoG Array

1. abra: EEG, epiduralis €és szubepiduralis ECoG, valamint az intrakortikalis

mikroelektrod elhelyezkedése a kiilonb6z6 anatomiai egységekben [K1].

II. 1. 2. Idegszovetbe iiltethetd elektrodok

Az idegsejt aktivitas mérési modszereit két csoportba sorolhatjuk azok metodusa alapjan;
intra- és extracellularis mérésekre.

Fobb kiilonbségek, hogy mig intracellularis mérés esetében a sejten beliili térbol mérhetiink,
addig az extracellularis elektrodok alkalmazasaval a sejten kiviili térr6l tudunk informaciot
gyljteni, tovabba, hogy intracellularis eszkdz hasznalata esetén egy — esetleg néhany —
neuron aktivitasat, pontosabban szinaptikus, akcids és membranpotencidlok értékeit
rogzithetjiik, mig extracellularis mérési kornyezetben egy vagy akar populéciés neuronok
aktivitasat figyelhetjilk meg, azok mezdpotencialjai, tehat szummalt szinaptikus aktivitasaik

altal [15].

1. 1. 2. 2. Extracellularis elektrodok

Az extracellularis matrixbol elvezetd mérdeszkozok mérete és impedancidja alapjan
elkiilonithetiink mezdpotencidlok elvezetésére alkalmas szenzorokat és neurdlis
elvezetéseket. Mezdpotencidlok elvezetésére nagyobb geometriai feliiletli intracerebralis
makroelektrodok haszndlatosak, mig mikroelektrodokkal mind a mezdépotencialok, mind az
ugy nevezett egysejt aktivitasok elvezetése kivitelezhet6 [16].

Az érzékeld-feliiletek impedancidja az egyik legkritikusabb tényezdje az elektrodokkal valo
méréseknek, hiszen befolyasolja tobbek kozt a jel-zaj aranyt, mivel az elektrodok effektiv

feliiletének csokkenésének hatdsara az impedancia novekedni fog. Emiatt célszerti nagy
10



fajlagos feliilet anyagokbdl — példaul szén nanocsdvek, vezetd polimerek, Szivacsos
strukturaja fém bevonatok — kialakitani az elektrodokat [17].

Az extracellularisan idegszOvetbe iiltethetd mikroelektrodok 3 f6 tipusba sorolhatdk;
lehetnek fémbol készitettek, szilicium elektrodok vagy polimer alapt flexibilis
implantatumok.

A fémelektrodok tobbnyire rozsdamentes acélbol vagy wolframbol késziilnek. Ezen
A szilicium elektrodok koziil a legelterjedtebbek a Michigan és az Utah tipustak. Ezek
jellemzbéje a nagy szenzorslirliség, valamint az ebbdl eredé nagy térbeli felbontas.
Hatranyuk, hogy igen merevek, igy heves immunreakcidkat valtanak ki agyszovetbe iiltetve,
hiszen nem képesek annak pulzalasat lekovetni [18] [19].

A szilicium elektrodokkal ellentétben a flexibilis polimer alapu elektrodok (2. dbra)
mechanikai tulajdonsagai kedvezébbek a lagy agyszovetre nézve, hiszen képesek annak apro
mozgéasaihoz, pulzalasahoz idomulni, igy sokkal kisebb mértékli immunvalaszt valtanak ki,
ami miatt jelentésen csokken a glialis hegszovetek tertilete is [20] [21] [22]. Leggyakrabban
neuralis mikroelektrodok szigeteldanyagaként alkalmazott biokompatibilis polimerek kozé

a parilén-C, a poliimid és a SU-8 tartozik.

2. abra: Agyszovetbe implantalhaté flexibilis multielektrodok [a: K2a, b: K2b].

11. 1. 3. Vezetd polimerek alkalmazasa

Ezen polimereket az utdbbi idében gyakran hasznaljak bioelektrédok alapanyagaként,
hiszen szintetizalasuk egyszerii és viszonylag olcso. Tovabbi elonyiik, hogy novelik az
orvosbiologiai eszkdzok stabilitdsat — mely tulajdonsaguk legféképp kronikus
implantatumok esetén kiemelkedo jelentdségii — , sebességét €s érzékenyseégét is, valamint,

hogy konnyen moduléalhatéak — fizikai tulajdonsagaiknak kdszonhetden.
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A vezetd polimereket gyakran alkalmazzak sejtszekvenalashoz is, molekulacsapda
készitésére, tovabba adalékanyagként is [23].

Az elektrodfeliiletre leggyakrabban levalasztott vezetd kémiai anyagok a polipirrol/peptid
[24], a politiofén [25], valamint a PEDOT [26] [27], melyek jelentésen képesek javitani a
sejt-elektrod kapcsolaton a kronikus mérések soran. Az 3. dbra a polimerek vezetd

tulajdonsagait szemlélteti mas, gyakori vezetd anyagokkal §sszehasonlitva.

Vezetd Polimerek

Szigetelok Félvezetdk Vezetdk

3. dbra: Vezetd polimerek fajlagos vezetési értékei mas, kozismert anyagokkal sszevetve
[K3].

A vezetd polimerek alkalmazasa csokkenti a szervezet immunvélaszat az elektrod koriili
Ezen polimereket leggyakrabban szilicium alapu elektrodokra valasztjak le, melyek feliiletét
igy megnovelik, mellyel egyiitt ndvekszik az elektrodok tarolt t6ltés befogadoképessége is
[28], evvel kialakitva a jobb elektromos és ionos vezetést.

Az elektrodimpedancidk csokkentésére — melyek az agyszovetbe iiltethetd implantatumok
méretébdl adddnak — az egyik kedvezd modszer a vezetd polimerbdl készitett nanocsdvek

elektrokémiai levalasztasa, példaul PEDOT esetén [29].
Il.1.3. 1. PEDOT:PSS

Mivel a vezetd polimerek alkalmazhatdak az elektrodok hordozdjaként is, igy 1étrehozhato
egy flexibilis, hosszitavon is biokompatibilis orvosbiologiai eszkdz [30]. Ezen polimer

elektrodok leggyakrabban Au, Ir és Pt levalasztott réteget tartalmaznak, evvel biztositva az

12



elektromos jelvezetést. Mivel a PEDOT:PSS megfelelé biokompatibilitassal és kémiai
stabilitassal, valamint kivald vezetési képességgel rendelkezik, igy hasznalata igen célszert.
A megfeleld felhasznalhatosag érdekében a PEDOT réteg vakuum fazisbol keriil
polimerizalasra [31], igy kialakithato bel6le az 6nallo filmréteg az elektrodon.

Ahhoz, hogy kétfoton mikroszkop altal lathatova tehessiik az elektrodot, fluoreszcens
molekulakat kell levalasztanunk rajuk, igy annak pontos helye meghatarozhatova valik az
agyszoveten beliil. A fluoreszcens kvantumpdttyok felhasznalasa a legkézenfekviobb
megoldasa az elektrod lathatova tételének (4. abra), melyek a PEDOT molekulak feliiletére
keriilnek levalasztasra [32] [8].

ZO_&m

4. abra: PEDOT kvantumpdéttyokel bevont patch-clamp pipetta, valamint fluorszcens

anyagot tartalmaz6 idegsejt kétfoton mikroszkoppal késziilt képe [K4].

1. 1. 4. Multielektrodok

Mivel a lokalis idegsejt csoportosulasokrol torténd elvezetésre egyetlen elektrod is alkalmas,
am az azaltal kinyerhet6 informacio igen kevés, sziikségessé valt a multielektrodok (5.dbra)
létrehozasa a mérd kontaktusok szamdnak novelésével, melyek altal mar elkiilonithetdveé
valnak a sejtcsoportosulasok kiilonb6zo egységei [33]. A multielektrodok kozott jelentds
gyartas-tulajdonsagbeli kiilonbségek lehetnek. Ilyen tobbek kozt az elektrodok szama és
anyaga, a huzal-egyiittes elrendezése, valamint a huzalok szigetelésére és védelmére

hasznalt anyagok.
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Kimeneti kabelek

Osszekots vezetékek Jelfeldolgozo6 aramkor

Stimulalo/
regisztralo pontok

Hordozé

5. abra: Kozponti idegrendszerben alkalmazhato multielektrod [K5].

I1. 2. Kétfoton mikroszkopia

Az anatémia hagyomanyos modszereivel kitlinden vizsgalhatok a fixalt szovetekben az
idegsejtek részletei, a dendrittiiskék, az axonok, tovabba a szinapszisok is. Az élettani
vizsgalatok altal feltérképezhetok a sejtek membranjaiban elhelyezkedd ioncsatorndk,
valamint megismerhet6k ezek miikodése és a sejtek ingerelhetdsége. A kétfoton pasztazo
lézermikroszkopia — kétfoton mikroszkopia — létrehozasaval egyszerre vizsgalhato a
funkcid, a miikodés és az anatomiai szerkezet is [34] [35] [36].

A kétfoton mikroszkoppal valo mérés legfontosabb Ujszeriisége, hogy jelentdsen kisebb a
szovetkarosito hatasa a kordban hasznalt 1ézersugaras modszerekhez képest, hiszen ebben az
esetben a gerjeszto 1ézersugar energiaja csak a kortilbeliil 0,3 um atmér6ji, 0,1 femtoliter
térfogatu fokuszpontban éri el a vizsgalni kivant anyag kétfotonos gerjesztéséhez sziikséges
fényintenzitast. Ennek hatdsara a sejtekbe juttatott fluoreszcens indikator gerjesztddik, am a
fokuszponton kiviil esé szovetekben nem okoz sejtpusztulast a 1ézer [34].

A Kkétfoton abszorpcids fluoreszcencia mikroszkdpia egy ujfajta fluoreszcencia

mikroszkdpia, amely nemlinedris optikai elven miikodik.
11. 2. 1. Kétfoton abszorpcios fluoreszcencia mikroszkop miikodése

A kétfoton-effektus soran egyszerre két foton abszorbealddik a gerjesztendd molekulaban,
ezaltal az energidjuk 6sszeadddik. Ilyen masodrendii folyamat csak nagy fényintenzitasok

esetén keletkezik, mely létrehozasahoz modusszinkronizalt 1ézer sziikséges — mely a 1ézer
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energiajat idoben impulzusokba striti (80 Mhzel) —, igy az atlagos 1ézerenergia alacsony
értéken (5-20 mW) tarthatd, ezaltal elérhetd a gerjesztéshez sziikséges nagy fényintenzités a
fokuszpontban az igen révid (~ 100 fs-0s) impulzusok ideje alatt [37].

A mikroszkopban a fokuszalt infravords lézerimpulzus gyujtépontjaban akkora
fényintenzitas allithato eld, mely hatdséra a lathato tartomanyban (VIS) elnyeld fluoreszcens
festékek gerjeszthetok. A folyamat lényege, hogy a mintaban 1évé fluoreszcens festék
infravoros fényt nyel el, majd koriilbeliil kétszeres frekvenciaju lathato fényt bocsat ki [34]
[37].

Hullamhossz-szelektiv dikroikus tiikrokkel és szinsziirékkel kiszlirhetd a gerjesztd
infravoros fény. A VIS-tartomanyba esé fluoreszcens fény fotoelektron-sokszorozokkal
(PMT, 6. dbra) detektalhat6. Amennyiben olyan fluoreszcens festéket alkalmaznak a mérés
soran, amelynek abszorpcids hataskeresztmetszete, fluoreszcencia élettartama, emisszidja
barmely sejtben jelenlévdé ion vagy fiziologiai hatasra megvaltozik — példaul Ca®",
membranfesziiltség modosulasa —, akkor a fiziologiai folyamatok valos idében lekdvethetok.
A kétfoton effektus kovetkeztében a fluoreszcens festék csak a fokuszfoltban és annak Kis
forgasi ellipszoid alaku kornyezetében gerjesztddik, igy a mikroszkop kiemelkedd
haromdimenzids térbeli felbontdsra képes. A kép pasztazo eljarassal késziil, tehat a
gerjesztofolt tiikrokkel valdo gyors mozgatasaval letapogathatd az adott fokuszsik, melynek
a rekonstrualasat szamitogépes szoftver végzi [34] [37] [6].
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6. abra: A kétfoton abszorpciods fluoreszcencia mikroszkop miikodési elvének bemutatasa

[K6].
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I1. 2. 2. K16 4llat vizsgilata

Kétfoton mikroszkoppal in vivo, elOaltatott allatban is Iehetséges az idegsejtek
tanulmanyozasa az agykéregben, akar 400 I'm mélyen is [38] [39]. Fontos kiemelni, hogy
evvel a modszerrel viszonylag kicsiny karosito hatassal és nagy feloldassal jellemezhetd az
intakt agymikodés vizsgalata. A fluoreszkald anyagok segitségével megjelenitett
sejtvalaszokat — az eddig mddszerekhez képest — kimagasld id6- és térbeni felbontasban
figyelhetik meg az akut vagy talélé agyszeletekben — a csekély fotokarosodas és az

infravoros gerjesztés jobb szoveti penetracidja miatt [34].
Il. 3. GCaMP6f — az idegi aktivitas fluoreszcens indikatorai

IL. 3. 1. GFP fehérjék ismertetése

A z06ld fluoreszcens fehérjét (green fluorescent protein, GFP) egy Csendes-6ceani
meduzafajbol (Aequoria victoria) nyerték ki. A fehérje UV-fénnyel megvilagitva, azt
elnyelve, z6ld szinli fényt bocsajt ki, mivel az elnyelddés miatt a molekuldk magasabb

cre

mikozben leadjak a felvett energia egy részét (disszipalodnak) [40].
I1. 3. 2. Genetikailag kédolt kalcium indikator miikodése

Tobb sejt egyidejii vizsgalatara kiilonféle Ca?* vagy fesziiltség indikator fluoreszcens
festékek alkalmasak. A festékek hasznalhatosaga igen korlatozott, mivel minden
sejttipusban kifejez8dnek, igy nem biztos, hogy a kivant idegsejt aktivitasa vizsgalhatd
veliikk. A probléma megoldasa a genetikailag kodolt fluoreszcens aktivitds marker gének
transzgénikus allatokban vald sejt-specifikus kifejezése, tovabba ugyanezek a gének
nyomjelz6 virusokkal az idegrendszerbe valo bevitele.

A genetikailag kodolt fluoreszcens aktivitas markereket neuron-specifikusan ki lehet fejezni
szabalyoz6 elemek segitségével, valamint virus alapi génbevitellel. A Ca®*-szenzorok —
1éteznek fesziiltség- és pH-szenzorok is — alapjaul a fluoreszcencia energia transzfer (FRET)
jelenség szolgal.

A rendszer részét képzi a kiméra (fizios) fehérje, mely komponensei a sarga és kék

fluoreszcens fehérje, valamint a kalcium-koto peptid.
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Amennyiben magas a Ca®* szint — aktiv a sejt —, akkor a két fluoreszcens fehérje kozel keriil
egymashoz, igy a kék szinli fehérje a gerjesztésekor atadja energidja egy részét a sarganak,
ami ezért vilagitani fog. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a kék/sarga emisszio aranya a sejt
aktivitasanak fontos indikatora, hiszen ez az arany mutatja meg a sejtben 1évé Ca?*szintjét.
FRET-en alapulnak a fesziiltségfiiggd fluoreszcens szenzorok is. Ezen rendszerekben egy
fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndhoz genetikailag kapcsolnak sarga és kék fluoreszcens
fehérjéket. Ha csokken a fesziiltség, akkor a fluoreszcens fehérjék kozel keriilnek egymashoz
az ioncsatorna térszerkezet valtozasa miatt, igy l1étrehozzak a FRET-et.

Transzgénikus allatokban, valamint herpesz virus-alapt rendszerekben mindkét tipust

aktivitas markert alkalmazzak [41] [42] [43].
I1. 3. 3. Kalmodulin, kalmodulin-kalcium komplex szerkezete

A kalmodulin (CaM), kalciumkotd fehérje minden eukariota sejtben jelen van, azok sejt
osztodasaban, novekedésében, kivalasztasaban, wvalamin az izom 0Osszehizddasok
szabalyozasaban van szerepe, hiszen tobb mint harmincféle enzim mitkddését befolyasolja.
Aktivalo fehérjeként miikodik, tehat hormondlis hatasra — Ca®" sejtbe 4dramldsakor —
enzimekhez kotédik. Ezen célenzimek szerkezete, funkcidja, valamint a kalmodulink6té
régidi nagyon kiilonboznek egymastol.
A kalmodulin a kalcium altal szabalyozott folyamatokban azok receptoraként miikodik. A
kapcsolodasukkor kalmodulin-kalcium komplex jon létre — alap allapotdban a kalmodulin
rendezetlen gomolyag szerkezetli —, mely:

- 4 Ca”*-iont kot meg,

- tobb enzim 4ltal katalizalt folyamatban is kdzvetitd szerepet jatszik,

- valamint aktivalja az alapvetd sejtfolyamatokban résztvevd enzimeket is,

beleértve az ingeriiletk6zvetitd anyagok kibocsatasat is.

crer

A kalmodulin altal megkotott 4 Ca®-ion kimereviti a fehérje két terminalis régiojat a

s

s

1épéséhez sziikséges a szerkezetet 0sszekotd régionak a meghajlasa, mely akkor lehetséges,

ha a kozelben 1év0 enzimek bazikus, hidrofob aminosavakat tartalmazo szakaszahoz a
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komplex a sajat doménjeivel kapcsolodik (7. abra). A kapcsolodaskor — és igy az aktivhely

elfedésekor — aktivalja a célenzimet [44].

uv
@ /

/UV
~a

7. abra: Kalmodulin-kalcium komplex kialakulasanak sematikus abraja.

zold fény

Il. 3. 4. GCaMP6f / GP5.17

A GCaMP6f — mely rendkiviil gyors valaszadasi kinetikaval rendelkezik — indikatora és
ultraszenzitiv detektora a neuralis egysejt aktivitasnak. Altala vizsgalhatova és
monitorozhatdva valik az egerek motoros, szomatoszenzoros, valamint vizualis cortexében,
tovabba a hippocampusban — a stabil expresszios szintnek készonhetéen — a neuronok kozt
lejatszodo szinapszisok folyamata [45].

Dana et al. 2014-es Thyl-GCaMP6f-r6l sz016 cikke alapjan az egerekben expresszalodott
kiilonboz6 fehérjék koziil a GP5.17-et valasztottuk, mivel ennek a fehérjének a legnagyobb
a fényerdssége a tobbi egerekben mar monitorozott valtozatokhoz képest. Ezt a
fényerdsséget szemlélteti a 8. dbra, melyen a GP5.17-es valtozat van 6sszehasonlitva négy
masik, egerekben expresszaltatott valtozattal. Lathatd, hogy a GP5.17-es valtozatnal
kiilonithetéek el leginkabb az egér agyanak expresszios mintat ado részei (8/a) dabra),
valamint, hogy ennél a valtozatndl lehet legszebben, legrészletgazdagabban latni az

expresszids mintazatot (8/b) abra) [7].
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18/a-b dbra: Kiillonb6zo fehérjék expresszids mintazata egerek agyaban [K8].

Fontos kiemelni tovabba, hogy a GP5.17-es valtozat néhany agyi régidban mért expresszios
szintje Osszehasonlithatd az adeno-asszocialt virus vektorral vald fertézés altal okozott
expresszioval — mely altalaban jelentésen magasabb szintli, mint a transzgénikus
¢l6lényekben mérhetd expresszids szint [46] —, valamint, hogy ezen valtozat produkalta a

leggyorsabb valaszidét is [7].

19



I11. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11. 1. Az elektrod preparacio ismertetése

A génmodositott ragesalok agyszovetébe 40,46 pm vastagsagu, 80%-ban platinat, a maradék
20%-ban pedig iridiumot [47] tartalmazé mikroelektrodokat tltettem.

Ezen eszk6zok feliiletére vezetd polimer (PEDOT) keriilt levalasztasra. A bevonatot Dr.
Marek Tamas készitette az MTA TTK Anyag- és Kornyezetkémiai Intézet Funkcionalis
Hatarfeliiletek Kutatocsoport laborjaban (9. dbra).

A PEDOT réteg elektrokémiai polimerizacio altal, EDOT-monomer ¢és BMIMBF4 elektrolit
Ag-clektrodot alkalmaztak referencia elektrodként, Pt-lapot pedig segédelektrodként. Az
elektrokémiai polimerizaciot Autolab Potensiostat-tal végezték. A levalasztasi folyamat egy
ciklusa alatt a Pt/Ir elektrod 1,5 V-ra volt kotve 2 méasodpercig, majd 0 V-ra 28 masodpercig.
Ezt a ciklust husz alkalommal ismételték meg minden érzékel6n, majd MilliQ folyadékkal

oblitettek le azokat. A polimerizacid standard koriilmények kozt zajlott.

100 pm
|

9. dbra: A Pt/Ir érzékeldre valasztott PEDOT:PSS sztereomikroszkopos képe.
I11. 2. GCaMP6f tanszgénikus egerek ismertetése

A kisérleteket az MTA Kognitiv Idegtudoményi és Pszichologiai Intézetében végeztem. Az
allatokkal vald banasmdd és a kisérletek megfeleltek az MTA Kognitiv Idegtudomanyi és
Pszichologiai Intézetének szabdlyzataval és az 1998. évi XXVIIL szamu éllatvédelmi
torvény allatkisérletekre vonatkozd (243/1998) szakaszénak eldirdsaival, mely torvény

megfelel az Eurdpai Tanacs 86/609/EGK irdnyelveinek.

Az Il. 3. 4. fejezetben ismertetett tanulmanyok alapjan valasztott génmodositott egér
tenyészparokat a Jackson Laboratory-tol rendeltiik (Bar Harbor, Maine, Egyesiilt Allamok),
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melyeket a Genetically-Encoded Neuronal Indicator and Effector (GENIE) Projekt
keretében tenyésztettek a HHMI Janelia Farm Research Campus-on.

A transzgénikus egerek  Thyl-promoétert, GCaMP6f-et, hod hepatitis  Vvirus
poszttranszkripcios szabalyozo régiot (WPRE), valamint szarvasmarha novekedési hormon
(bGH) poliadenilacios szekvenciat tartalmaznak [45] [7].

A réagcsalok neuronjainak aktivitdsa 940 nm-en, 50-100 mW lézererdsséggel detektalhato
[45] négy-hat honapos koruktol [48] [49].

A tenyészparok megérkezése utan elkezdddott az allatok szaporitdsa, mely menetének a
leirdsa a Fiiggelék I-ben talalhatd. Mivel nem minden 1jsziil6tt allat hordozza a kivant
génmodosulast [50], sziikséges volt a genetikai allomanyukat polimeraz lancreakcidval
(PCR) torténé vizsgalata (Isd. Melléklet 1). Az ismert genetikai allomanyla egereket
tetovalassal kiilonboztettem meg egymastol, mivel ez a jelolési modszer bizonyult a
legemberségesebbnek, legkiméletesebbnek — ellenben a gyakran alkalmazott csonkitési
modszerrel —, valamint ennek a modszernek a kronikussaga is megfelelonek bizonyult —
ellenben példaul a szérfestési technikaval.

A tetovalashoz, valamint a PCR-hez valé mintavételezéshez sziikséges volt rogziteni a
ketamin-xylazinnal boditott egereket. A ragesalok stabilantartasahoz Autodesk Inventor-ban
terveztem egy befogd dobozt (Isd. Fiiggelék 2), melyet Formlabs (Somerville,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok) Form2 3D nyomtatoval [51] nyomtattam Ki (10. dbra).

S

10. d@bra: 3D nyomtatott egérbefogd doboz.

I11. 3. Miitéti protokoll

1. A génmodositott egerek kabitasa izoflurannal tortént, majd a szer hatasa utan kaptdk meg

az altato injekciot. Altatoként ketamin-xylazin mixet hasznaltam, melyben a ketamin 37,5

crer
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adagolhatosag érdekében tartalmaz Ringer-oldatot is. Az allatoknak 0,1 ml-t adtam
intraperitonedalisan a szerkeverékbdl 100 testsuly grammonként. A késdbbiekben sziikség
esetén kis mennyiségeket (~ 0,05 ml) adagoltam az alap dozishoz. A ragcsalok szamara a
vegylilet-mixnek kdszonhetden a miitéti beavatkozas szinte fajdalommentessé teheto.

2. Az altatas utan kovetkezett az egerek tetovalasa.

3. A megjelolést kovetden a kisallatokat rogzitettem a melegithetd mitopadon — a
hypothermia elkeriilése végett — a fogak és a fiilek befogasaval. Az egerek szemét a
kiszaradastol paraffin olajjal védtem meg, melybdl 1-1 cseppet cseppentettem mindkét
szemiikre.

4. A mitéti el6késziiletek utan a befogott kisemlds fejét fert6tlenitettem etil-alkohollal, majd
eltavolitottam a szdros fejbort.

5. A kovetkez6 1épésben megtisztitottam a koponyat hidrogén-peroxid tablettaval, valamint
eltavolitottam a csonthartyat is egy kisebb szike segitségével.

6. Az egér koponyajan a motoros cortex f6lott 3 mm atmérdja lyukat fartam, mely a medialis
varrattol 2 mm-re jobbra, a bregmatdl 3 mm-re posterior iranyba kertilt.

7. A fogaszati furoval készitett lyukba keriilt a PEDOT:PSS-sel bevont elektrod, valamint
annak a kivezetése, tovabba a Deckglaser (Németorszag) altal gyartott kerek, 3 mm-es iiveg
(11. dbra). Az ablakot és az érzékel6t is fogaszati akrillal rogzitettem a koponyahoz [52]. A
csont felszinét is ezzel az anyaggal vontam be a fertézések megel6zése érdekében, valamint
ebbdl az anyagbol alakitottam ki a koponyaablak koriili koronat (12. dbra), melybe tolthetd
par csepp desztillalt viz, ami nélkiilozhetetlen a kétfoton mikroszkdp vizimmerzios
lencséjének mitkodésehez.

A miitéti protokollt Dana et al. 2014-es, valamint Ye et al. 2017-es cikke alapjan alakitottam
ki [7] [48].

11. abra: Koponyaablak bemiitése.
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12. dbra: Transzgénikus egér koponyajara épitett korona koponyaablakkal és PEDOT:PSS
elektroddal.

I11. 4. Mikroszkopia és elektrofiziologia

I11. 4. 1. Kétfoton mikroszkopias mérés

A kétfoton mikroszkopias vizsgalatokat Femto2D-Resonant mikroszkoppal végeztem [53],
melyet két szoftverrel lehet vezérelni; a MES, valamint a MESC programmal. A mérésekhez
az utobbit hasznaltam. A mikroszkopia soran keletkezd 1ézererdsségnek és a beallitott

hulldmhossznak a kapcsolatat a 13. dbra szemlélteti.

Lézererdsség & hullimhossz dsszefiiggése
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13. abra: Kétfoton mikroszkopos mérés kdzben létrejovo 1ézererdsség a bedllitott

hullamhossz fiiggvényében.
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A PEDOT:PSS-t el6szor pipettaba toltve vizsgaltam a mikroszkop alatt in vitro mérésként
700 és 900 nm kozott, majd elektrodra valasztva ugyanezen hulldmhossz tartomanyban.

Az in vitro vizsgalatokat in vivo vizsgalatok kovettek. GCaMPo6f-et agyszovetében
expresszalod egérbe iiltettem a PEDOT:PSS-sel bevont elektrodot, majd 760 és 940 nm-en

[45] vizsgaltam az érzékel6t, valamint az allat neuronjait (14. dbra).
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14. abra: Sematikus abraja az in vivo kétfoton mikroszkopianak, valamint az

elektrofiziologiai mérésnek.

I1l. 4. 2. Matlab kérnyezetben implementalt algoritmus a kétfoton mikroszképias

felvételek Kiértékeléséhez

Ahhoz, hogy ki tudjam értékelni az in vivo kétfoton mikroszkopids méréseim kozben
megfigyelt neuronok intenzitasvaltozasat, valamint, hogy a valtozasokat nyomon tudjam
kovetni, készitenem és implementalnom kellett egy tobb 1€pésbdl alld6 modszert Matlab

kornyezetben.

Algoritmus lépései:

1. El6feldolgozas

- Kétfoton mikroszkopias képek beolvasasa.
- Képek zajsziirése azok atlagolasaval, szegmentalas a hattér eltavolitasaval.
- Eléfeldolgozott kép elmentése.

2. Sejtkdzpontok meghatarozasa

- Eléfeldolgozott kép beolvasasa.
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- Sejtkdzpontok megkeresése a beallitott tulajdonsagok alapjan.
- A sejtkdzpontok koordinatainak elmentése.
3. Sejtkdzpontok koriili agyi aktivitas mérése
- Eredeti kétfoton mikroszkop képek (video) és sejtkozpont koordinatak beolvasasa.
- Sejtkdzpontok koriili idegi aktivitds meghatarozasa.

- Az aktivitas kvantitativ meghatarozasa és a mérési eredmények mentése.

A kétfoton mikroszkép .MESc formatumban menti el a felvett képsorozatot. A Matlab
kornyezetbe torténd beolvasasahoz rendelkezésemre allt egy MEScreader nevii program
(melynek a tovabb irt verzioja — MEScreader_1 — talalhat6 a Fiiggelék 3. 1. fejezetében). Ez
a program a videdban szerepld képkockak pixelenkénti atlagolasaval szliri meg a viszonylag
zajos felvételeket. A program felhasznalaséval kaptam egy 0j képet, melyen szegmentalassal
a hatteret el tudtam tlintetni, hogy egyértelmiien lathatéva valjanak a neonzold idegsejtek.
A MEScreader program altal szlrt képet 16 bites .jpeg formatumban mentettem el, igy
informaciovesztés nem Iépett fel, mivel az eredeti képek is 16-bites formatumban alltak a
rendelkezésemre, viszont a kiértékelést jelentdsen segiti a konvezio.

A feldolgozas kovetkezd 1épésének megvalositasahoz az intenzitas_algoritmus nevii
programot irtam meg. Ebbe a programba beolvastam a .jpeg formatumba kimentett atlagolt
képet, melyen a sejteket kerestem. A kereséshez a sejtek kornyezetét maszkoltam —
(z6ld)szinerdsség, 0sszefliggd pixelcsoport méretsziirése. A vizsgalat szempontjabdl fontos
sejtcentrumok koordinatait a program elmenti.

Az elemzés ezt kovetd 1épésében a MEScreader_1 program ezeket az elmentett
koordinatakat hasznélja, hogy képkockanként elemezze a videon a kijelolt sejtkézpontok
kortili valtozasokat.

frtam egy harmadik Matlab fiiggvényt, a reMapper-t, hogy eltiintessem a valds szinskalan
kiviili értékekbdl eredd hibat, mivel — mint az a .MESc fajl gmap szintérképébdl is latszik —
a felvétel hidba késziilt latszolag 16 bites szinmélységben, a valos felbontdsa csak 525
kiilonbdzd szint tartalmazott, ami megkozelitdleg 9 bites mélység, ezt skalaztam Gjra 8 bites
mélységre. Az eredeti programban a fekete igy 0, a zdld pedig 255-6s értékii, koztiik
linearisan valtoznak a szinekhez rendelt intenzitas értékek az eredeti adatoknak megfelelden.
Bar ez a megoldas mérésenként eltéré mértékli adatvesztéssel jar, ez a 1épés kiemelkedd

fontossagii abban az esetben, ha 0Ossze szeretnénk hasonlitani a kiilonb6zd sejtek
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intenzitasvaltozasait, hiszen igy azonos skéalan tudjuk mérni azt minden mérés esetében, igy
a kiértékelések uniformitdsa megvaldsul.

A sejtkozéppont koriili pixelek szin értékeit képkockanként atlagoltam, igy tudtam az
intenzitasvaltozast szamszeriisiteni adott képkocka adott sejtjeire. Majd ezt dbrazoltam

kiilon-kiilon sejtenként, azt kovetden pedig egyben is.
I11. 4. 3. Elektrofiziolégiai mérés ismertetése

Az elektrod altal kozvetitett jelek rogzitése 20 kHz-es mintavételi frekvenciaval tortént. A
regisztralashoz 32 csatornas Intan RDH2000 erésitérendszert hasznaltam (Los Angeles,
California, Egyesiilt Allamok) [54], mely USB csatlakozon keresztiil kapcsolodik a
szamitogéphez. Az eredmények feldolgozasahoz és kiértékeléséhez az Intan Technologies

honlapjarol letoltott Matlab_reader programot hasznaltam [55].
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IV. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

IV. 1. Elektrodbevonat karakterizacioja in vitro kétfoton kérnyezetben

A PEDOT:PSS polimer bevonat alkalmazasaval az volt a célom, hogy az altala képzett réteg
fluoreszcens tulajdonsaga miatt — megfeleld hullamhosszon — kétfoton mikroszkoépban
lathatova tegyem az elektrofiziologiai mérépontok pontos helyét.

Elészor pipettaba toltve vizsgaltam a vezetd polimer fluoreszcens tulajdonsagat. A 15. dbrdn
lathato, ahogy a pipettabdl kidramlik a fluoreszcens anyag a kornyezetébe. A mikroszkopias
mérést 700-900 nm kozott végeztem. A legjobb eredményt — legélesebb képet — 760 nm-en

kaptam.

15. abra: PEDOT:PSS polimer vizsgalata pipettaban 760 nm-en;

a bal oldali kép nagyitasa a jobb oldali kép.

Ezt kovetden vezetékre levalasztva vizsgaltam a vezetd polimert. Szintén 700-900 nm
kozotti hullamhosszokon végeztem a mérést. A legszebb, az elektrodot legtisztabban mutato

kép 760 nm-en késziilt a PEDOT:PSS-sel bevont elektrodrol (16. dbra).
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100 pm

16. abra: 760 nm-en vizsgalt PEDOT:PSS-sel bevont elektrod.
IV. 2. In vivo kétfoton mikroszképia

Az in vitro vizsgalatokat in vivo vizsgalatok kovették. Nehézsége ezeknek a méréseknek,
hogy mivel a rdgcsald altatasban van, megvaltozik az agyi aktivitdsa, igy ritkdbban
detektalhatok a szinapszisok — tehat kevesebbszer villannak fel a neuronok —, mint éber allat
esetében. A 17. abra jobb alsé sarkaban lathaté a PEDOT:PSS-sel bevont elektrod, valamint
megfigyelhetdk a sejtek is a mikroszkopos képen. Mivel a felvétel 940 nm-en késziilt — mely
a transzgénikus egerek sejtjeinek megfigyelésére idealis —, az elektrod kevésbé élesen

latszik.

17. abra: In vivo kétfoton mikroszkdpos mérés; jobb also sarokban az elektrod, tole balra,

valamint a bal felsd sarokban a sejtek figyelhetok meg.
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IV. 2. 1. Matlab kérnyezetben implementalt algoritmus alkalmazasa a neuronok

intenzitasvaltozasainak nyomkovetésére

Az Anyagok és mddszerek fejezetben ismertetett algoritmussal az E1 jelolésti egérnek harom
intenzitasvaltozast mutatd sejtjét talaltam meg. Az intenzitasvaltozast mutatdo sejtek
keresésének 1épéseit a 18. dbra szemlélteti. Az elsé — z0ld — képen latszik a mikroszkop
eredeti képe, majd ett6l jobbra ennek fekete-fehér valtozata. A fels6 sor harmadik képén az
RGB komponensek szerinti adott zold érték folotti foltok lathatdoak (szurozes zold). A
sejtmag méreténél kisebb méretli foltokat eltiintettem a feldolgozas kovetkezd 1épésével
(szurozes_kispixikre), majd a megkeresett sejtmagokat bekereteztem, végiil a kereteket

rdillesztettem az eredeti képekre. A sejtek koordinatai a 1. tablazatban lathatoak.

@@@ ©

18. dbra: E1 egér intenzitadsvaltozast mutato sejtjei.

Centroidok
koordinata; koordinata,
1. sejt 213,88 287,36
2. sejt 251,96 313,77
3. sejt 318,7 270,63

1. tablazat: Sejtek koordinatai.
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A 19. abran E1 sejtjeinek tiizeléseikor fellépd intenzitasvaltozasokat figyelhetjiik meg.
Eszrevehetd, hogy a harom sejt kevés atfedéssel tiizel egyszerre — hiszen mas-més axonokon,
dendriteken keresztiil érkezik hozzajuk az ingeriilet —, valamint, hogy igen nagy eltérés van

az intenzitasvaltozasok kozott. Feltételezhetd, hogy a sejtek kapcsolatban vannak egymassal

térbeli kozelségiik miatt.
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19. abra: E1 vizsgalt sejtjeinek intenzitasvaltozasai képkockankeént.
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1V. 3. Elektrofiziologiai mérés eredménye

A vezetdpolimernek kdszonhetden az eredeti Pt/Ir vezetdréteghez viszonyitva alacsonyabb

impedancia értéket (20. dbra), valamint ennek kovetkeztében jobb jel-zaj viszonyt kaptam.

Impedancia a frekvencia fiiggvényében

100000 @
[
[
~
'g‘ 10000
E [
[
[ J ) ° °
1000
20 200 2000

Frekvencia [Hz]

20. abra: Elegéren mért impedancia értékek a frekvencia fiiggvényében.

A 21. abran megfigyelhetdk a lasst agyhullamok, melyek kifejezetten jellemzdek az alvas
allapotara. A ketamin-xylazinnal val6 altatas miatt kialakult a vart 1-1,5 Hz-es oszcillacio.
Mint az abran lathatdé, az oszcillacio aktiv és inaktiv fazisokra oszthatdé. Az aktiv
szakaszokban a neuronok membranjai depolarizaltak, igy nagyszamu akcids potencialt
generdlnak. Az inaktiv szakaszokban a sejtmembranok hiperpolarizaltakka valnak, igy a sejt

aktivitasa lecsokken.

100 pVv
H 1 sec

21. abra: Lassu alvasi oszcillacio.
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IV. 4. Eredmények osszesitett kiértékelése

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a modszerek 6tvozésével sikeresen létrehoztunk
egy olyan mérési eljarast, illetve az eljaras megvalositasat lehetdvé tevo rendszert, melyben
egyszerre tudjuk kovetni az agy elektrofiziologiai valtozasait, valamint optikailag is tudjuk
detektalni a sejtek intenzitasvaltozasait, mikdzben az elektréd pontos helyét is meg tudjuk
hatarozni a fluoreszcens bevonatnak kdszonhetden.

Pozitivuma a PEDOT:PSS rétegnek az eredetinél alacsonyabb impedancia érték és a jobb
jel-zaj aranyon kiviil, hogy a vezetd polimer bevonat parallel nyomtathatd, tehat a
levélasztasi technika parhuzamosithatd, igy megvaldsithatd nagy mennyiségli, magas
kihozatal gyartasa.

Az egyes PEDOT:PSS rétegekkel ellatott elektrodokat felhaszndlva, azokkal mérve,

tulajdonsagaik kozt nem tapasztaltam kiillonbséget.
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V. TOVABBI LEHETOSEGEK

A kutatds folytatasaként célszeri lenne  mikro-elektomechanikai  rendszerek
(microelectromechanical  systems, MEMS) alkalmazasa az agyi aktivitdsok
megfigyeléséhez, hiszen igy lehetdség nyilna a sejtcsoportosuldsokban 1évé neuronok
elkiilonitésére [33] a nagy elektrodsiriség miatt. Tovabbi elonye ezen neuralis
szenzoroknak a kis méretiik és a nagyfoku integritasuk [56].

Szintén elonyds fejlesztési lehetOsséget biztositana mikroprizmak hasznélata a
koponyaablak alatt, hiszen igy egy-egy idegsejtet végig tudnank kovetni a kiilonb6zo
kortikalis rétegeken at a prizma fénytorésének kdszonhetden [57] [58] [59].

Tovabbi informacidkat gylijthetnénk az agy funkcio6irdl, valamint a neuronok kapcsolatairol,
ha éber oszcillacidt tanulmanyoznank a jovOben, szabadonmozgd egérrel vald in vivo

mérések altal [60] [61].
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VI. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatomban két agyi aktivitds mérésére alkalmas modszert 6tvoztem; az extracellularis
elektrodok elektrofiziologiai mérésre alkalmas, valamint a kétfoton mikroszkopia
modszerét. A két technologia egyiittes alkalmazasaval az neuronok fesziiltségvaltozasainak

mérése kozben optikailag is detektalhatjuk azok intenzitasvaltozasait.

Az in vivo kisérletsorozathoz GCaMP6f transzgénikus egereket hasznaltam fel — melyek
genetikai allomanyanak meghatarozasa PCR-rel Akadimpex Kft. laborjaban (Budapest,
Magyarorszag) tortént. A ragcsalok neuronjai kétfoton kornyezetben fluoreszkalnak, ezaltal
optikai modszerekkel — de akar szabadszemmel is — kovethetdek az agysejtek kozti
kapcsolatok. Az idegsejtek intenzitasanak pontos meghatarozasara és nyomkdvetésére az

altalam irt Matlab kornyezetben implentalt algoritmust hasznaltam.

Az elektrofiziologiai méréshez elengedhetetlen eszkdzoket — melyekre PEDOT:PSS
fluoreszcens vezetd polimer kertiilt levalasztasra Dr. Marek Tamads és kutatocsoportja altal —
elészor in vitro kétfoton kornyezetben karakterizaltam, majd beliltettem azokat a
génmodositott egerekbe. A beiiltetés utan az elektrod pontos helye az agyszovetben

meghatarozhatova valt a bevonat fluoreszcens tulajdonsaganak koszonhetéen.

A meérések kiértékelése alapjan allithatjuk, hogy a két modszer teljes biztonsaggal 6tvozheto,
altaluk pontosabb képet kaphatunk a neuronok aktivitdsardl és azok kapcsolatairdl. Az
elektrédra képzett bevonat — vérakozdsaimnak megfelelden — csokkentette az eszkoz

impedanciajat és ezaltal javitotta a mérés soran a jel-zaj viszonyt.
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IX. FUGGELEK

Fiiggelék 1: Oroklodés vizsgalatanak, valamint az egerek tenyésztésnek menete

Az 06roklédési menet vizsgalatdhoz ismerniink kell az 6roklodési szabalyokat, avagy a
Mendeli genetika szabalyait, valamint az alapvet6 fogalmakat is.

Heterozigota: Az ¢l6lény két homolog kromoszomajan egymastol
eltér6é génkopiakat hordoz. Azaz a genotipus Aa.

Hemizigoéta: Diploid él61ényben egy olyan gén, mely csak egy példanyban van jelen (pl. az
X-hez kotott gének a him emlésokben).

Homozigota: Az ¢€l6lény két homoldg kromoszoméjan egymadssal azonos, egy adott
oroklédésre jellemz6 génkopiakat hordoz. Azaz a genotipus AA vagy aa.

A transzgénikus ¢éldlények oroklésmenetének szabalyai mar ismertek.

A transzgént a pronukledluszba fecskendezik, mely egy Ujonnan megtermékenyitett
petesejtben van. A transzgén befecskendezése a him és ndstény pronukledlusz egyesitése
elott torténik.

Az igy sziiletendé utédok mindannyian hordozni fogjak egy génmadsolatban a petesejt
A kovetkezd 1épésben (F1 generacio) a mar kitenyésztett alapitokat parositjak vad tipust
(normal) egyedekkel. A parositds utddai 1:1 aranyban lesznek alapitok, valamint vad
tipustiak.

Ezutani 1épésként két F1 generacids pozitiv, avagy hemizigotat parositanak ossze, mely
tenyésztési 1épés eredményeként 1:2:1 ardnyban transzgénnel felszerelt homozigotat,
hemizigotat, normal (vad tipust) homozigdtat eredményez (F2 generacio).

Az F3 generaciot ugy kaptak, hogy az F2 generacio allatait normal, vad tipusu egyedekkel
parositottak, igy két lehetséges kimenetelt kaptak:

1. Amennyiben hemizigdtakat parositottak vad tipusu egyedekkel, akkor 1:1 aranyban vissza
is kaptak a két génkészletet az utdodok kozott.

2. Azonban, ha homozigédtikat parositottak vad tipusu egyedekkel, akkor minden

leszarmazott hemizigoéta lett (F1. dbra).
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Jelmagyarazat:

(V][ V| [He|[He] [He| He| [V ] V] F,  aaupic

[ I I | :
V: vad tipus
Ho,| [He [He| Ho,| F, o
Hoa: homozigéta alapitd
V V He: hemizigodta alapitd
- Ho.: homozigéta vad tipus
He He| | v F, ’

Fx: generaciok szama

F1. dbra: Egerek 6roklésmenete, csaladfdja, melyen feketével
vannak jelolve a mar kitenyésztett egerek, €s sziirkével a tervezett

szaporitasi utvonal.
Fiiggelék _2: Tetovalodoboz tervezése Autodesk Inventor-ban

Az egerek jeloléséhez, valamint a PCR-es mintavételezéshez sziikség volt egy olyan doboz
megtervezése, melybe a bdditott allatok stabilan befoghatok. A dobozt Autodesk
Inventorban terveztem. Harom kiilonalld alkatrészbdl all; a henger also és felsé részébdl,
valamint a dugattyibol, mellyel a ragcsaldo méretéhez allithaté a doboz hossza.

A doboz palastjan lyukakat helyeztem el, hogy a jelolés és mintavétel sordn is figyelni
tudjam az allat ébrenléti allapotat, valamint 1égzésének egyenletességét.

A dugattyaval atellenes oldalon egy kisebb lyukat szerkesztettem, melyen keresztiil a

ragesalo farka kihuzhat6 a dobozbdl, igy elvégezhet6 azon mind a jelolés, mind a mintavétel.

F2. dabra: 3D nyomtatott doboz tervezete Autodesk Inventor programban.
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Fiiggelék 3: Matlab kérnyezetben irt kod — Sejtkeresé algoritmus

https://matlab.mathworks.com/users/kingareka/Published/ MEScReader 1/index.html
https://matlab.mathworks.com/users/kingareka/Published/intenzitas algoritmus/index.html

https://matlab.mathworks.com/users/kingareka/Published/reMapper/index.html

https://matlab.mathworks.com/users/kingareka/Published/find Attrib/index.html

Kétfoton mikroszkop felvétele:
https://www.dropbox.com/sh/mxzxflr613fa7k0/AACh4InTE-KxGIlvgaot258xZa?dl=0
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X. MELLEKLET

Melléklet_1: Polimeraz lancreakcio

Ahhoz, hogy meg tudjuk éallapitani, hogy a tenyésztett egerek transzgénikus homo-,
hemizigotak vagy vad tipust homozigétak polimeraz lancreakcioval (PCR-rel) Kkell
vizsgalnunk dket, mivel ez a technoldgia lehetévé teszi egy specialis DNS fragment (gén)
Vizsgalatat.

A PCR soran egy kivalasztott DNS szakasz in vitro koriilmények kozott torténd enzimes
replikacioja torténik. A reakciok ismétlddésével az adott DNS szekvencia felszaporitasa
(amplifikacioja) érhetd el. A folyamat minden ciklusdban a DNS mennyisége
megduplazodik. A keletkezett rovid (néhany szaz bazispar méretii) DNS fragmentumokat
agaroz gélelektroforézissel elvalasztva a genomra jellemzd mintazatot adnak (M1. abra).
Fontos, hogy a polimerdz lancreakcioban a célszekvencianak 100-1000 bazisparnak kell
lennie, valamint, hogy a technologia 5000 bazisparndl hosszabb szekvencia
megsokszorositdsara nem alkalmas.

A PCR Akadimpex Kft. laborjaban (Budapest, Magyarorszag) tortént.

‘ PCR termékek futtatasa agaréz gélen ‘

Marker - 100bp
Mintak:
1.36
1 2 3 4 5 6 78 g w11 5 a7
- 338
4.39 Egér transzferrin gén
- - B R — g- 32 (kontroll PCR, izolalt DNS ell)
: Vart termék mérete: 245bp
7.42
8.43
9. 44
10. 45
11. 46
Mt " Mintik:  Hordozé?
12.36
13. 37 +++
12 13 14 15 16 17 18 19 20 d| pried 1438
- 15.39
S e - - 16. 40 e
17. 41 +++
18. 42 +++
19.43
20. 44 +++
21.45
22. 46 +++

GCaMP6 transzgén kimutatasa
Vart termék mérete:319bp

M1. abra: Gélelektroforézis elvalasztas utani genomra jellemz6 mintazat.
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