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Kivonat

Az optogenetika és az extracelluléris elvezetés egylittes alkalmazasaval in vivo koriil-
mények kozott vizsgalhatjuk kisérleti allatok optogenetikailag azonositott neurokémiai
populécidhoz tartozé idegsejtjeinek tanuldsban betoltott szerepét. Altaldnos célunk an-
nak vizsgédlata, hogy a kéreg alatti agyteriiletek kiilonb6z6 neuromodulator-rendszerei
hogyan vesznek részt az egészséges kognitiv funkcidk kialakitasdban, kiemelt figyelmet
szentelve a kolinerg és dopaminerg neuronok vizsgalatara, amelyek miikodési rendellenes-
ségei allhatnak olyan degenerativ idegrendszeri betegségek kialakuldsa mogott, mint az
Alzheimer-kor vagy a Parkinson-kér. A kiilénb6z6 neuromoduldtor-rendszerek részben
atfedo kognitiv folyamatokat kédolnak, gyakran nagyon hasonlé médon, ezért miitkodé-
stik és tanuldsban betoltott szerepiik nehezen vizsgalhatéd és csak részben ismert. Ezek
pontos megértéséhez kiemelt jelent6ségii, hogy az egyes rendszerek egyedi neuronjait
azonos kisérleti koriilmények kozott és azonos idében tudjuk vizsgalni, hiszen igy infor-
macioét nyerhetiink azok egyiittes viselkedésérol.

Diplomamunkam keretében kidolgoztam egy kisérleti eljarast, amely alkalmas a
kérdéses sejtek elektrofiziolégiai vizsgalatara egérmodellekben a fenti kritériumoknak
megfeleléen. Ez magdba foglalta a kisérleti kornyezet és a tanulasi paradigma megterve-
zését, megvaldsitasat és tesztelését, a két rendszer egyidejl elektrofizioldgiai vizsgdlatat
és optogenetikai gerjesztését lehetévé tevd mikroelektrodak megtervezését és megépi-
tését, valamint a viselkedési események, illetve elektrofizioldgiai adatok rogzitését és
szinkronizalt elemzését végz6 programok megirasat.

A vizsgalatok kritikus pontja az elektrédak pontos implantdlasa, ezért az eljaras ki-
egésziil egy pre-klinikai képalkoté médszereken (CT, MRI) alapuld elektrodlokalizécids-
porotokollal, amely — a korabban elérheté mddszerekkel szemben — in vivo kériilmények
kozt teremti meg az elektrodlokalizacio lehetGségét, kozvetleniil a beiiltetés utan, ezaltal
drasztikusan javithatja a teriileten foly6 kutatasok hatasfokat, mivel hibas beiiltetés ese-
tén lehetOséget biztosit annak korrigdlasara, vagy a feleslegessé valo — és akar hénapokig
is tarté — kisérletek elhagyasara.

Az eljaras tesztelése soran igazoltuk, hogy a kisérleti dllatok konnyedén képesek
voltak megtanulni az auditoros operans tanulasi feladat alapjat, majd az automatikusan
bevezetésre keriil§ kiillonb6z6 nehézségli j feladatokat. A tesztelés sordn optogeneti-
kailag azonositottunk egy dopaminerg sejtet, amelynek igy vizsgalni tudtuk a tanulasi
feladat egyes részelemeire adott valaszat. Az in vivo elektrédlokalizéciés protokoll pon-

tossagat hisztolégiai eredményekkel 6sszehasonlitva verifikaltuk.



Abstract

Optogenetics combined with extracellular recording enables us to investigate the
role of certain neurochemically defined neuron populations in learning. Our overarch-
ing goal is to investigate how the different neuromodulatory systems of the subcortical
areas take part in the formation of healthy cognitive functions, focusing particularly on
cholinergic and dopaminergic neurons, malfunctions of which are responsible for neuro-
degenerative diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s. Different neuromodulatory
systems participate in overlapping cognitive processes and often represent similar be-
haviourally relevant variables, hence their unique roles in cognitive functions such as
learning, memory, and attention are not well characterized. To address this, it is crucial
to study them under the same experimental conditions. Moreover, to reveal potenti-
al redundancies in neuromodulatory codes, it is necessary to investigate these systems
simultaneously.

In my thesis, I designed an experimental procedure which is suitable for electrophy-
siological recordings in mice to study the firing activity of neuromodulatory cells un-
der the above conditions. This included the designing and testing of the experimental
environment, the learning paradigm, and the microelectrode drives suitable for dual
electrophysiological recording and optogenetical tagging as well as writing programs
for recording and analysing the electrophysiological data synchronized with behavioral
events.

To study optogenetically identified cholinergic and dopaminergic neurons, it is es-
sential to precisely target the nuclei housing these cell types. Therefore the procedure
is supplemented by an electrode localizing protocol using pre-clinical imaging methods
(CT, MRI), which — unlike the methods available today (i.e. post hoc histological loca-
lization) — make it possible to determine the exact position of the electrodes in wvivo,
shortly after surgery. Should the implanted electrodes prove to have missed the target
location, it would allow corrections or facilitate early termination, thus saving valuable

experiment time that could extend to months for each implanted animal.

During the testing process, we proved that experimental animals were able to easily
learn the basics of the auditory operant learning task, and they were able to learn
automatically introduced new sounds of different difficulty levels afterwards. During
testing, a dopaminergic cell was optogenetically identified, which allowed us to examine
its responses to the different parts of the learning process. The accuracy of the in vivo

localization method was verified by comparison with histological analysis.



Tartalomjegyzék

Feladatkiiras

Onallésagi nyilatkozat

Kivonat

Tartalomjegyzék

1. Motivacidé

2. Alkalmazott mdédszerek

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.
2.5.
2.6.

In vivo elektrofiziologia . . . . . . . . ..o
2.1.1. Technikai hattér . . . . . ... ... ... L.
2.1.2.  Akciés potencidlok klaszteranalizise . . . . . . . . ... ...
Komputertomografia . . . . .. .. ... ... L.
2.2.1. Technikai hattér . . . . . ... ... ... oL
2.2.2. A rontgensugarzas fizikai alapjai. . . . . . . .. .. ... ..
2.2.3. Tomografias képalkotds . . . . . .. ... ...
Magnesesrezonancia-képalkotas . . . . . . . . ...
2.3.1. Technikai hattér . . . . . ... .. ..o
2.3.2. A magmagneses rezonancia fizikai alapjai . . . . . . .. . ..
2.3.3. Képalkotas gradienstér alkalmazasaval . . . . . . .. .. ..
Agyi atlaszok . . . . ...
Képfeldolgozads . . . . . . . . . .
Hisztologia . . . . . . . . . . o

3. A kidolgozott neurofiziologiai vizsgalati eljaras

3.1.

3.2.

Amérésieljaras . . . . . . . ..
3.1.1. A kisérleti berendezés . . . . . . . ...
3.1.2. Tanulasi feladat . . . .. . ... ... 0o
3.1.3. Mikroelektréd-készités és betltetés . . . . . . .. ... ...
Eredmények . . . . . ...
3.2.1. Viselkedési eredmények . . . . . . .. ...
3.2.2. Elektrofiziolégiai eredmények . . . . . . .. ...

X

iii

vii

ix



Tartalomjeqyzék X
4. A kidolgozott in vivo lokalizaciés protokoll 39
4.1. Mérési protokoll . . . . . ..o 40
4.1.1. CT-beallitasok . . . . . . . . .. .. ... ... ... ..., 40

4.1.2. MRI-beallitasok . . . . . . . .. .. ... ... ... ... 42

4.1.3. Anesztézia . . . . . . . ... 43

4.1.4. Amérésmenete . . . . . . ... 44

4.2. Lokalizaciés protokoll . . . . . . . .. ... 45
4.2.1. Képfeldolgozasi protokoll . . . . . . .. ... ... 45

4.2.2. Koordinatarendszer-illesztési protokoll . . . . . . . . . . .. o1

4.3. Eredmények . . . . . ..o 53
4.3.1. Esettanulmanyok . . . . . ... ... ... ... ... 55

5. Osszefoglalis és tovabbi tervek 59
Irodalomjegyzék 61



1. fejezet
Motivacio

Az idegtudoméany az idegrendszer miikodésével és rendellenességeivel foglal-
kozé tudoménytertilet. Célja az idegsejtek miitkodésének, funkcidjanak és kommu-
mechanizmusok mentén épitik fel a természet egyik legkomplexebb rendszerét. Az
elmult tiz évben az optogenetika alkalmazasa forradalmi véaltozasokat hozott a
teriileten. A modszer kiemelt jelentOségét aldtdmasztja, hogy 2010-ben a Nature
Methods folyéirat az év tudomanyos moédszerének valasztotta [1].

A technika alapjat olyan specidlis fényérzékeny fehérjék (pl.: channelrhodop-
sin, halorhodopsin, archaerodopsin) adjék, amelyek az emberi retindban is meg-
talalhaté rodopszinokkal szemben, nagyon révid — a gyors idegsejtek kommunika-
cidjara is jellemzo6 — idékarakterisztika mellett funkcionalnak. Ezek az ioncsator-
nak megtalalhatoak kiilonféle mikroorganizmusok membranjaban, ahol a fototaxis
(fény altal kivaltott mozgas) szabalyozasdban vesznek részt. Genetikai mddszerek-
kel megoldhaté, hogy ezeknek a mikroorganizmusoknak a génallomanyabdl kinyer-
jik azt a kédrészletet, amely a fényérzékeny ioncsatornakat kodolja, és specidlis
virusok, illetve sejttipus-specifikus prométer! alkalmazdsdval lehetéség van arra is,
hogy ezt a kodrészletet célzottan — genetikailag definialt tipusi — él6 sejtek génal-
loményaba juttassuk, amelyek igy fehérjeszintézisiik soran kifejezik ezt a gént és
sajat membranjukon reprodukéljak a fényérzékeny ioncsatornakat. Ezzel a madd-

szerrel fény segitségével stimulalhatéva tehetiink idegsejteket is, ugyanis az idegi

1Uj gén kezdetét jelz6 DNS-szakasz



1. fejezet Motivacio 2

ingeriiletatvitel alapjat éppen a kiilonb6z6 ioncsatornak megfelel6en szinkronizalt
kinyilasa és bezarodasa valésitja meg, amit a preszinaptikus neuron axonjabdl fel-
szabadulé ingeriiletatvivé vegyiileteknek (neurotranszmitterek) a posztszinaptikus
sejt neurotranszmitter-érzékeny receptoraihoz torténd kotédése valt ki. Igy a fény-
érzékeny neuronok esetében fényt vezetve a sejthez (az agy esetében ez jellemzéen
szaloptikaval lehetséges) az ingertilet mesterséges médon is kivalthato.

Az optogenetika neurobiolégiai célokra torténd alkalmazasa tehat megteremti
annak lehetdségét, hogy mesterségesen aktivaljunk genetikailag definialt idegsej-
teket, illetve — az extracellularis elvezetési technikdkkal kiegésziilve — azonosit-
hatjuk is ¢ket, hiszen egyediil a fényérzékeny ioncsatornakkal rendelkezé sejtek
valaszolnak a fényimpulzusokra. Ez azt is jelenti, hogy in vivo koriilmények kozott
— s6t akar specidlisan megtervezett tanulasi vagy viselkedési szituaciokban — vizs-
galhatjuk kisérleti allatok optogenetikailag azonositott idegsejtjeinek természetes
viselkedését.

Hallgatoként a Magyar Tudomanyos Akadémia Kisérleti Orvostudoméanyi Ku-
tatointézetnének Rendszer-Neurobiologia Kutatdcsoportjaban kapcsolodtam be
az idegtudomanyi kutatdsok vilagaba. A kutatocsoport célja kognitiv funkcidk
idegélettani alapjainak pontos megértése az egészséges, illetve sériilt agyban. Er-
deklodésiink kozéppontjaban a kéregalatti agyteriiletek néhény kiemelt jelento-
ségli idegsejttipusanak, a neuromodulator-rendszereknek a vizsgalata all. A ne-
uromodulatorok — mint az acetil-kolin vagy a dopamin — olyan vegytletek, me-
lyek segitségével egy neuron szabdlyozni tudja maéas neuroncsoportok viselkedé-
sét, igy gyorsan tud hatni a neuralis adatfeldolgozasra. Ezaltal a neuromodulator-
rendszereknek kozponti szerepiik van az egészséges kognitiv funkcidkban. A kiilon-
b6z6 neuromodulator-rendszerek részben atfedo kognitiv folyamatokat kodolnak,
gyakran nagyon hasonlé modon, ezért miikodésiik és tanulasban betoltott szere-
piik nehezen vizsgalhaté és csak részben ismert. Ezek pontos megértéséhez kiemelt
jelentoségli, hogy az egyes rendszerek egyedi neuronjait azonos kisérleti koriillmé-
nyek kozott és azonos idében tudjuk vizsgalni, hiszen igy informéciét nyerhetiink
azok egyiittes viselkedésérol az akcids potencidlokra jellemz6 idofelbontas mellett.

Feltételezhetéen a kolinerg és dopaminerg neuronok miikodési rendellenességei
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allnak olyan degenerativ idegrendszeri betegségek mogott, mint az Alzheimer-kor
vagy a Parkinson-kér, igy egészséges viselkedésiik pontosabb megértése jelentos
l1épést jelenthet a hasonld betegségek kezelése felé. A kutatdcsoport munkajaba
bekapcsolodva célom egy olyan eljaras kidolgozasa, amely optogenetikai és elekt-
rofiziolégiai modszerek segitségével alkalmas a kolinerg és dopaminerg rendszer
asszociativ tanuldsban betoltott szerepének vizsgalatara. Diplomamunkam célja
egy olyan kisérleti eszkoz és eljaras kidolgozasa valamint tesztelése volt, amely
alkalmas a két rendszer szimultan vizsgalatara kisérleti allatokban, auditoros ope-
rans tanulasi feladat teljesitése kozben.

A két rendszer sikeres vizsgalatdhoz nem csak a kérdéses neurokémiai po-
pulacié optogenetikai azonositasara van sziikségiink, nélkiilozhetetlen az elektréd
rendkiviil preciz beiiltetése is. A sejtek aktivitasat ugyanis azokbol az agyi magok-
bdl kell elvezetniink, amelyet vizsgalni akarunk és ahol a vizsgalni kivant sejttipus
nagy szamban el6fordul. Ezek jellemzéen kis méretli, az agyszovet mélyében el-
helyezked6 strukturak, ezért az elektrédok nagy pontossagi implantalasara van
sziitkségiink, ami komoly technikai kihivast jelento feladat és régota csak rész-
ben megoldott problémanak mindsiil az ezzel foglalkozd kutatdcsoportok szama-
ra. (Egy kisméreti mélyagyi mag eltaldlasara irdnyul6 betiltetés még egy sokéves
tapasztalattal rendelkez kutaté szamara is nagyon gyakran sikertelentl zérul.)
A beiiltetés sikerességének ellenérzése jelenleg hisztolégiai (szovettani) metszetek
alapjan lehetséges, amely post-mortem modszer, vagyis csak az allat haldla utan
kapunk képet az elektrodok egzakt pozicidjardl, és gyakran nem egyértelmii nyo-
mok alapjan tudunk csak kovetkeztetéseket levonni.

Az anatémiai precizitds nagyfoki igénye (amelynek nehézsége két agytertilet
egyideji vizsgalatakor még problematikusabb) miatt a célom kiegésziil egy olyan
elektrodlokalizacios eljaras megvaldsitasaval, amely a jelenleg elérheté modszerek-
pontossagu lokalizalasanak biztonsagos modjat kisérleti egerekben, ezaltal jelentos
anyagi és idébeli megtakaritas lehetoségét biztositva a teriileten dolgozé kutatdcso-

portok szamara, hiszen az eredmények alapjan lehet6ség nyilhat a sikeres betiltetés

« s
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kovetd hosszas, honapokig tartd — igy feleslegessé valt — mérések elhagyasara.

A kovetkez6 fejezetekben bemutatom a felhasznalt médszerek fizikai és tech-
nikai hatterét (2. fejezet), ismertetem a megvaldsitott vizsgalati eszkoz és eljaras
(3. fejezet), illetve a kidolgozott elektrédlokalizdciés protokoll (4. fejezet) pontos
paramétereit és a tesztelés eredményét, végiil osszefoglalom az elért eredményeket
és felvazolom a tervezett folytatds lehetséges iranyait (5. fejezet). A téma jellege
alapos vizualis illusztraciot kovetel meg, gyakran olyan abrakkal, amelyeknek kis
részletei is fontosak, ezért a dolgozat dbréi online nagyobb felbontasban is elérhe-

téek: https://goo.gl/uQcNK8.


https://goo.gl/uQcNK8

2. fejezet

Alkalmazott modszerek

Az idegtudoményi kutatasokban hasznalatos elektrofiziologiai médszerek célja
idegsejtek elektromos aktivitdsdnak vizsgdlata. Non-invazivitdsa miatt (bar egyes
esetekben invaziv elektroddkat is hasznalnak) human vizsgalatokban nagyon el-
terjedt médszer az elektroenkefalografia (EEG), amely nagy szamu idegsejt szink-
ronizalt, osszegzett aktivitdsanak vizsgalatara alkalmas, ezaltal a modszer térbeli
felbontasa gyenge.

A kisérleti allatok vizsgalatakor jellemzé extracellularis elvezetés célja egyedi
neuronok viselkedésének, illetve az idegszovet egy kis térfogataban elhelyezkedd
neuronok egytittes aktivitasanak vizsgalata mikroelektrédak segitségével. In vi-
vo kortilmények kozt végzett extracellularis elvezetés segitségével az idegrendszer
legkisebb funkcionalis egységének szintjén vizsgalhatjuk a kiillonbozé viselkedési
eseményekre adott reakciokat.

Szintén megkeriilhetetlen eszkozei nemcsak a klinikumnak, de a kisallatokon
végzett preklinikai gydgyszerkisérleteknek és az élettani kutatasoknak is az in vivo
és non-invaziv képalkoto eljarasok. A képalkoto eljarasok alapjat mindig valami-
lyen morfolégiai vagy funkcionalis informacioval kapcsolatban 1évo fizikai para-
méter térképének elkészitése adja. Az elektrédlokalizacié szempontjabol 1ényeges

megoldasok az anatémiai informéacidkat szolgaltaté morfolégiai médszerek.
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A legelterjedtebb ilyen médszer a komputertomografia (CT — az angol com-
puted tomography réviditése), amely tdgabb értelemben minden olyan megol-
dast jelol, ahol szamos iranybdl elkészitett vetiileti képek alapjan, inverz Radon-
transzformécié [2] segitségével készitlink tomografids, vagyis a vizsgdlt targy vir-
tualis szeleteinek sorozatdbdl osszedllé haromdimenziés képet. Az orvosi gyakor-
latban — annak kiemelt jelent6sége miatt — a CT rovidités alatt a hagyomanyos
plandris (stkra vetitett, szummécids) rontgenképalkotas tomografids médszerré to-
vabbgondolt valtozatat érjiik. CT-képalkotas segitségével tehat elkészithetjilk egy
él6lény rontgenfotongyengitési tulajdonsaganak haromdimenziés térképét, amely
pontos anatomiai informéciokat szolgaltathat annak belsé szerkezetérol, kivalo fel-
bontés és a csontok szép kirajzolédasa mellett, ugyanakkor a kiilonb6zo lagyszoveti
részek kozt jelentés kontrasztot nem biztositva.

Egy masik fontos eljards a magnesesrezonancia-képalkotds (MRI — az angol
magnetic resonance imaging roviditése), amely — miéta Paul Christian Lauterbur
1973-ban el6szor alkalmazta a magméagneses rezonancia jelenségét képalkotésra [3]
— korunk egyik alapveté diagnosztikai eljarasava és az orvosi képalkotd eszkozok
legdinamikusabban fejlodé teriiletévé valt. A médszer legnagyobb elonye a legtobb
képalkoté modalitdssal szemben (CT, SPECT, PET), hogy nem hasznél ionizald
sugarzast, igy mind a paciens, mind a vizsgalatot végzo személy szervezetére nézve
osszehasonlithatatlanul kisebb megterhelést jelent. A diagnosztika oldalarél nézve
az MRI igen j6 felbontast, kiemelkedden jé lagyszoveti kontrasztot és vélasztha-
to iranyu szeletek vizsgalatanak lehetéségét biztositja. Tobbféle mérési lehetoség
all rendelkezésre, igy kiilonféle vizsgalati modszerekkel és bedllitasokkal kiillonbo-
z6 kontrasztok érhetéek el, és nemcsak anatomiai, de funkciondlis informacié is
nyerhet6 (pl. fIMRI, MRI-angiogréfia, diffiziéos MRI).

A kovetkezékben Osszefoglalom a kidolgozott neurofiziologiai vizsgalati eljaras-
ban idegsejtek aktivitasanak vizsgalatara haszndlt elvezetési technika és az elekt-
rodlokalizaciés protokollban alkalmazott két képalkoté médszer biofizikai és tech-
nikai hatterét, kitérek a lokalizaciés modszer verifikdlasara hasznalt mikroszkopos
hisztologiai felvételek tipusaira, illetve az orvosi képalkotasban és az idegélettani

kutatasokban agyi teriiletek azonositasara hasznalhatd anatomiai atlaszokra.
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2.1. In vivo elektrofiziolégia

Az elektrofizioldgiai egysejt elvezetés célja egy tiizeld neuron jol elkiilonitheto
akcios potencidljanak felvétele egy mikroelektroda segitségével, mérve az elektro-
da kornyezetének potencialkilonbségét egy tavoli referencidhoz képest. A modszer
biofizikai alapjat a sejten végighaladd akcids potencidl altal kivaltott (és a akci-
6s potenciél tovabbterjedését megval6sitd) toltésaramlas adja az axonmembranon

keresztiil (Nat- és KT-kapuzott ioncsatornék).

2.1.1. Technikai hattér

A toltésaramlas altal létrehozott fesziiltségvaltozas mikroelektrodak segitségé-
vel id6ben vizsgalhato, kétféle mérési megoldés lehetdségét biztositva. A membran
atszurasaval a sejt belso terében (intracelluldris elvezetés) kozvetlentil mérhetjiik a
membranpotencialt, mig neuron kézelébe helyezett elektrédok segitségével (extra-
cellularis elvezetés) a kornyezé neuronoktol szarmazé Osszegzett toltésaramlasbol
szarmazo potencidlon (local field potential) tul, a jel felerésitésével és savsziirésé-
vel mérni tudjuk az elektrédhoz nagyon kozel esé neuronok akcidés potencialjait
(spike) is .

Az elébbi eljaras hatranya, hogy elsGsorban nagyobb méretii sejtek esetén és
csak nagyon preziz bevezetés esetén kivitelezheto, illetve a sejtmembran kéroso-
dasaval jar, ezaltal nem lehet hosszabb ideig vizsgalni egy sejtet. Emiatt az egyedi
idegsejtek aktivitasanak mérése in vivo kisérletek esetében jellemzben extracellu-

laris elvezetéssel torténik.

2.1.2. Akciés potencialok klaszteranalizise

Extracellularisan elhelyezett kisméretii elektrodak segitségével a sziirt jelbol
egy kiiszob bevezetésével akcids potencidlokat kiilonithetiink el, amelyek egye-
di neuronokhoz rendelhetéek a jelalakjuk hasonlésdga alapjén (spike sorting!).
A csoportositds minésége drasztikusan javulhat [4], ha tobb elektrod szélat egy-

mashoz annyira kozel helyeziink el, hogy az egyes neuronok jele tobb csatornan is

I Akcibspotencidl-csoportosités, elvi alapjat az adja, hogy az egyes neuronok jé kozelitéssel
mindig ugyanazt a rajuk jellemz6 egyedi akciés potencial alakot tiizelik
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2.1. ABRA. A tetrdd szerkezetének és miikodésének sematikus dbraja [5]

megjelenhet, ugyanakkor a geometriai elrendezésnek megfeleléen a jel amplituddja
valtozé. Egy ilyen megoldas az altalunk is alkalmazott tetrod, amely négy vékony,
osszetekert nikrémdrotbdl all (2.1. abra).

Az egyes tetrédokon detektalt — kiiszobot meghaladd amplitidoju — jelalakok
a kornyezo neuronok akcios potencialjainak és kiilonboz6 zajoknak a keverékei. Az
akcios potencidlok csoportosithatéak az igy kapott elemek bizonyos kvantifikdlhato
tulajdonsagait kiszamitva, az ezek altal kifeszitett térben végzett klaszteranalizis
segitségével, (szemi-)automatikus eljardsokkal vagy manudlisan, a nagy dimenzi6s
tér sikvetiiletei alapjan. A kidolgozott eljarasban az MClust[6] szoftvert hasznaltuk
manualis klaszterezés végrehajtasahoz.

Az altalunk hasznalt jelalakokat jellemzo tulajdonsagok a jelamplitido és a
mintavételezett pontok (w;) normalt négyzetosszegeként definidlt energia (E) vol-

tak:

===l i (2.1)
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Az analizis eredményeként kapott klaszterek valodi sejtek akcids potencialja-
inak valo megfelelését szamos kvalitativ és kvantitativ minoségi jellemzo alapjan
értékeltiik (2.2. abra). El6bbiek kozé tartoztak a jelalak megfelelése a bioldgiailag
redlis akciéspotencidl-alakoknak (ezéltal kisziirhetéek kiilonbozé visszatérd elekt-
ronikus zajok), a klaszter egyes akciés potencidljai kozt eltelt id6 (két akcids po-
tencidl kozt biofizikai okokbdl minimum 1 ms-nak el kell telnie — ha egy sejttél
szarmaznak).

Kvantitativ minéségi jellemzoként a [7] cikkben bevezetett két mennyiséget
vettilk figyelembe a klaszter szeparaltsaganak statisztikai vizsgalatara. Ezek defi-
nialadsahoz be kell vezetiink az i-edik elem Mahalanobis-tavolsagat[8] a C' klaszter

centrumatol:

Dic = (zi—pc)' O (2:— pc) (2.2)

ahol z; a i-edik elem klaszteranalizishez figyelembe vett tulajdonsagainak vektora,
o ezek atlaga a C klaszter elemeire, ©¢ a C klaszter elemeinek kovarianciamat-
rixa.

A kvantitativ mindségjellemzok bevezetéséhez feltételezziik, hogy az elemek
tulajdonsdgainak eloszldsa a klaszterben normélis eloszlast kovet. Ekkor a D? ér-
tékek eloszlasétol azt varhatjuk, hogy a x? eloszlast kovessék a klaszterezéshez
hasznélt tér d dimenzi6jdnak megfelelé szabadsdgi fokkal (esetiinkben ez nyolc,
mivel két tulajdonsdgot vizsgdltunk tetrédonként négy csatornara).

Az els6 min6ségi jellemzo ezekkel a feltevésekkel a kovetkez6 mdédon vezethetd

be:

1
Lratio = 72 11— EXZ (Dic) (23)
neigc

ahol F a d-dimenzids x? eloszlas eloszlasfiiggvénye, ne a klaszterhez tartozé elemek
szama. A bevezetett L,.;;, minél kisebb értéke azt mutatja, hogy a klaszter jol
szeparalt a klaszteren kiviil es6 elemektol. Ellenkez6 esetben valoszintisitheto, hogy
a klaszter olyan elemeket is tartalmaz, amelyeknek azon kiviil kellene lennie, illetve
kimaradtak bel6le a klaszterhez tartozé elemek (a klaszter centrumahoz kozel esé,

klaszteren kiviil 1év6 elemek nagymértékben jarulnak hozza az L., értékéhez, a
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2.2. ABRA. Az akcids potencidlok klaszteranalizisekor figyelembe vett mindsé-

gi paraméterek. (a) Atlagos jelalak a négy csatornan (b) Osszes jelalak a leg-

nagyobb aktivitdsi csatornan (c) Az egyes akcids potencidlok kozt eltelt id6

hisztogramja (d) Mahalanobis-tédvolsdgok eloszlasa a klaszteren beliili és kiviili

elemekre, Lyqt0, ID szam (e) Az Osszes akcids potencidl mért amplituddja az
id6 fuggvényében

tavoli elemek kismértékben).

A méasodik mindségi jellemzé az izolécids tavolsag (I.D), amely definici szerint

egy nc elemii klaszter esetén a klaszteren kiviili D? értelemben ng-edik legkdze-

lebbi elem D? értéke. Ezéltal az izoldcids tavolsag azt jellemzi, hogy milyen tavol

vannak a klaszter elmei a tobbi elemtél D? értelemben.
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2.2. Komputertomografia

Az in vivo lokalizacios protokoll legfontosabb elemének a CT-képalkotas te-
kinthet6. Mivel a fém elektrod rontgenfotonelnyelési képessége az él6 szervezetben
megtalalhaté anyagok ilyen tulajdonsaganak sokszorosa, helye jol azonosithato a
felvételeken, és a szintén szépen kirajzolédo koponya alapjan — bizonyos mérté-
kig — tdjékozddasra is van lehetéségiink. A fémeknek ez a tulajdonsaga egyben
problémat is jelent, ugyanis az elektrodhoz egyéb fémalkatrészek is tartoznak (ve-
zetékek, elektronika), amelyek kimagaslé elnyelési képességitknek koszonthetéen
fémmiitermékeket okoznak, igy ronthatjak a kép minGségét, ugyanakkor az allat

fejének megfelel6 pozicionaldsa mellett ez a lokalizaciot 1ényegileg nem zavarja.

2.2.1. Technikai hattér

Egy CT-késziilék legfontosabb elemei a rintgencsd, a detektorpanel, amely
6lom kollimatorrendszerb6l?, szcintillaciés kristalybol® és lathatod fényt érzékels
detektorbdl all, valamint a forrasnak és a detektornak a vizsgalt objektum koriili
szinkronizalt forgatasat megvaldsité motor (gantry). A protokoll kidolgozasa so-
ran rendelkezésiinkre 4ll6 eszkoz egy NanoX™-CT volt, amely 9 pm-es legjobb
felbontasaval olyan nagy precizitast igénylé problémak vizsgalatara is alkalmas,

mint az elektrodok lokalizacidja.

2.2.2. A rontgensugarzas fizikai alapjai

A Wilhelm Conrad Roéntgen altal 1895-ben felfedezett rontgensugérzas [9]
alatt olyan elektromagneses sugarzast értiink, melynek hulldmhossza 0,01 és 10 nm
kozé esik és elektronok emittaltak. Szintén Rontgen volt az elsd, aki felismerte,
hogy felfedezése alkalmas lehet él6 szervezetek belsé struktirajanak megismeré-
sére részeinek eltérd elnyelési tulajdonsagai alapjan. Rontgensugarzas és anyag
kolesonhatdsdban harom folyamat jatszik szerepet: a fotoeffektus (a foton ener-

gidjanak teljes elnyel6dése) [10], a rugalmatlan Compton-szérds (az energia egy

2Ez biztositja képalkotéshoz sziikséges leképezést azdltal, hogy a detektor egy pontjaba csak
bizonyos szogtartomanybdl érkezhetnek fotonok.

3Tonizalé sugirzés hatdsira annak energidjaval ardnyos intenzitdsd lathaté fényvillanasokat
produkal6 anyag.
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része atadodik az anyag toltéshordozdinak, és a foton terjedési iranya megvalto-
zik) [11] és a rugalmas széras (a foton energidja nem, csak terjedési irdnya val-
tozik). Ezen folyamatok Osszessége adja a vizsgalt anyagra jellemzé p(r) linedris
gyengitési egytitthatét, amely a Lambert—Beer-torvénynek [12] megfelelGen jellem-
zi a sugarzas intenzitasanak (I) gyengiilését valamilyen terjedési irdny (L egyenes)

mentén:

I(L) = Iy-e o (2.4)

A gyengités nélkiili nyalab intenzitésa (Iy) konnyen megmérhetd, igy kiilonbo-
z6 iranyokban vizsgdlva a transzmittdlt nyalab intenzitasat(/) kovetkeztethetiink
a gyengitési egyiitthatora.

I

/Lu(r)dr = —lnl—0 (2.5)

2.2.3. Tomografias képalkotas

A CT-vizsgalat célja a gyengitési egyiitthatd kiillonb6z6 egyenesek mentén
vett integralt értékeibél visszaallitani annak (kétdimenzids metszetekbdl felépiilé)
héaromdimenziés eloszlasat. Ha a (2.5) vonalintegralt egy sik minden L egyenesére
elvégezziik (az egyeneseket t € [—00, 00] origdtdl vett tavolsdggal és az egyenes
normalisdnak x-tengellyel bezart © € [0, 7] szogével paraméterezziik, a 2.3. dbranak
megfelel6en), a CT-képalkotds matematikai alapjat adé Radon-transzforméalthoz

jutunk, melyet el6szor Johann Radon irt fel 1917-ben [2]:

%’,u(@,t):/Lu(r)dr (2.6)

CT-mérés soran tehat az adatgytijtési szakaszban a gyengitési egyiitthato vo-
nalintegraljait vessziik fel, minél stiriibben mintavételezett L egyenesek mentén, —
ezzel megkapjuk a gyengitési egytitthaté Radon-transzformaltjat — majd a rekonst-
rukcios szakaszban a gyengitési egytitthato térképének visszaallitasara vonatkozo
inverz probléma megoldéasa a feladatunk, amely analitikus és iterativ modszerek-
kel is lehetséges. A probléma leggyakrabban alkalmazott analitikus megoldédsa a

Fourier-inverzids sziirt visszavetitési formula [13, 14]:
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2.3. ABRA. Radon-transzformacié

pley) = 5= [ F (1 FRut, 0)))d0 (2.7

ahol a polarkoordinatakkal paraméterezett frekvenciatér radialis koordinatajanak
(v) abszolut értékével vald szorzas egy Fourier-térben végzett feliil dtereszté szii-

résnek felel meg.

2.3. Magnesesrezonancia-képalkotas

Kival6 lagyszoveti kontrasztjanak koszonhetéen a kidolgozott in vivo lokali-
zacids protokollban a méagnesesrezonancia-képalkotas biztositja szamunkra az agy
korvonalarol és egyes belsé struktiurdkrol (agykamrék) szerzett anatémiai informé-
cidinkat, amelyek alapjan a késébbiekben az agyi atlaszt illeszthetjitk. A modszer
nagy héatranya, ami a klinikumban is allandé figyelmet igényel, hogy fémeszko-
zO0k nem kertilhetnek az 6ridsi magneses térbe. Ennek kovetkezményeként MRI-

képalkotasra a protokollban csak a miitét elvégzése elott van lehetdségiink.
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2.3.1. Technikai hattér

Egy MRI-berendezés legalapvetébb eleme a nagyon erés (altaldban 1-7 T) és
minél homogénebb mégneses tér. Ennek eléallitasa szupravezetd tekerccsel vagy
allando mdgnessel torténik, melyben a megfelel6 hiités mellett fennalld zérus el-
lenallas kovetkeztében a tekercsbe vezetett (akar nagyon nagy) aram a tapegység
kiiktatdsa utan is csillapodas nélkil fennmarad. A jelképzés és jeldetektalas eszko-
ze a magnesen beliil elhelyezett radidfrekvencias adé- és vevoantennaként szolgald
RF tekercs, mig a képalkotas feltételét a harom egymaédsra merolegesen elhelye-
zett gradienstekerccsel megfelelo algoritmus szerint inhomogénné tett magneses
tér biztositja. A nagy méagneses tér és a kiils6 radidfrekvencias zajok miatt az
eszkoz nélkulozhetetlen része az drnyékolds is. A protokoll kidolgozasa soran al-
kalmazott eszkéz egy allandé magnesti 1 T-s nanoScan® PET-MRI-késziilék volt,

melynek legjobb felbontdsa 100 pm.

2.3.2. A magmagneses rezonancia fizikai alapjai

Az 1930-as években Isidor Isaac Rabi kisérletei [15, 16] ahhoz a megallapités-
hoz vezettek, hogy az elektronhoz hasonléan az atommagot felépité nukleonok (a
proton és a neutron) is feles spini fermionok. A spin (S) és a hozza tartozé magne-
ses momentum () kozti kapesolatot az egyes részecskékre jellemzé giroméagneses

faktor () adja meg:
p=7S (2.8)

Rabi csoportjanak munkaja vezetett az MRI fizikai alapjat adé magmagneses
rezonancia jelenségének 1938-as felfedezéséhez is [17]. Nem nulla eredé magneses
momentumi atommagot z irdnyt kilsé mégneses térbe (Bg) helyezve a tér és a
momentum kolcsonhatnak egymassal. Ekkor a kélcsonhatas klasszikus leirasa és a

forgatonyomaték (IN) definiciéja alapjan a kovetkezo Osszefiiggések irhatéak fel:

ds
N=—" 2.10
% (2.10)
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2.4. ABRA. Larmor-precesszi6

Felhaszndlva a (2.8) 6sszefiiggést az aldbbi mozgasegyenlethez juthatunk:

dp
— = B 2.11
dt ’}/p,>< 0 ( )

Ez az egyenlet a magneses momentumra vonatkozoan egy B koriili precessziot ir

le (2.4. dbra), melynek szogsebességét Larmor-frekvencidnak nevezziik:

wi, = —By (2.12)

Ugyanakkor vegyiik figyelembe, hogy a magneses momentum kvantélt. Vizs-
galjuk meg a spin helyzeti energidjat a By indukciéju térben. Ekkor a Hamilton-
operator a kovetkezd alakban irhaté fel, felhasznalva a impulzusmomentum z-kom-
ponensének S, = hmg kvantéltsagat (A a Planck-dlland6 27m-ed része, m, a mag

spinkvantumszama) és a (2.8) egyenletet:
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2.5. ABRA. Zeeman-effektus feles spin (pl. hidrogénmag) esetén

Ezt a jelenséget — vagyis, hogy kiils6 magneses térben az energianivok felhasad-
nak — Zeeman-effektusnak nevezziik (2.5. dbra). A (2.12) ésszefliggés és a spinkvan-

tumszam tulajdonsigai alapjan a két szomszédos nivo kozti energiakiillonbség:

AE = huwy, (2.14)

Tehat a Larmor-frekvencia altal meghatarozott AFE energiaju fotonnal ger-
jesztve a rendszert abszorpcid (és indukélt emisszi6) kovetkezhet be, a rendszer
rezonancidban gerjeszthetd. A (2.12) oOsszefiiggés alapjan lathatjuk, hogy adott
térerésség mellett a Larmor-frekvencia az egyes atommagokra jellemzd érték. E16-
lényekbeli gyakorisiga miatt az MRI-képalkotas szempontjabdl kiemelt jelento-
sége van a hidrogénmagnak (emberekben 62% [18]), ezért a kovetkezOkben erre
koncentralunk. 1 T indukcidji tér esetén a hidrogénmagra (tehét egy protonra)
vonatkozéan vy, = 3= = 42,58 MHz [19], vagyis ezeknek a magoknak a gerjesztése
radiéfrekvencids (RF) elektromagneses impulzussal lehetséges.

A (2.13) egyenlet alapjan lathatjuk, hogy az energetikailag legkedvez6bb eset-
ben a magneses momentumok parhuzamosak a kiilsé térrel*. Az egyes momentu-
mok 0Osszegeként felépillo magnesezettségvektor gerjesztéd impluzus hatdsara tet-

sz6leges szogben elforgathaté eredeti, longitudinélis (kiilsé méagneses térrel parhu-

zamos) allapotdbdl, melyet ennek az allapotnak a visszaépiilése kovet (2.6. abra),

4A Boltzman-féle rendezédési elv [20] alapjan a magneses térben parhuzamosan beéll spinek
szama (szobahOmérsékleten) csak kismértékben nagyobb az ellentétes irdnyban bedllékénal. A
magnesezettség mégis mérheté nagysagi, mivel a vizsgdlt mintak nagyon nagy szami atomot
tartalmaznak.



2. fejezet Alkalmazott maodszerek 17

2.6. ABRA. 90°-0san gerjesztett magnesezettség relaxacidja

mikdzben a gerjesztett allapot tobbletenergiaja a racs kozeli atomjaival termikus
kolesonhatdsban leaddsra kertil (spin-racs relaxaci6). A visszaépiilés gyorsasiga
két, térerosségtol, homérséklettdl és a szovet anyagatol és szerkezetétol fliggo rela-
xacios idével jellemezhetd. T} jellemzi a longitudinalis magnesezettségkomponens
visszaépiilését, mig T, a longitudindlisra merdleges iranyud, transzverzalis mag-
nesezettségkomponens eltinését. Utébbi értékére 17 felsoé korlatot ad, de az un.
spin-spin relaxdcié miatt lehet kisebb is nala (7} > T3). Ennek oka, hogy a pre-
cesszié frekvencidja a lokalis tér nagysagatdl fiigg, amely a kiilsé tér és a kornye-
z6 spinek keltette tér szuperpozicidja. Igy a lokalis tér inhomogenitdsa miatt a
kezdetben azonos fazishél induld, de kismértékben eltéro frekvencian precesszaléd
momentumok koherencidja elvész, és — bar az egyes momentumok transzverzalis
komponense tovabbra is valtozatlan — a makroszkopikus magnesezettség kompo-
nense lecsokken. A gyakorlatban a kiils6 tér sem teljesen homogén, amely szintén
koherenciavesztést okoz.

MRI-képalkotds soran a protonstiriiségen kiviil, ezeknek a relaxaciés idéknek
a térképét tudjuk elkésziteni. A beallitasok fiiggvénye, hogy a kapott képet az
anyag melyik tulajdonsdga hatarozza meg (példaul Tsr-silyozott bedllitds esetén a
T, relaxacioés id6).

A jeldetektalas fizikai alapjat a III. Maxwell-torvény (Faraday-féle indukcids
torvény) adja:

d
Edl=—— .
f = /BdS (2.15)
oS S
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Tehat idében valtozd magneses tér egy 05 zart hurokban a bezart S feliiletre vett
fluxusanak valtozasi sebességével aranyos fesziiltséget kelt. A relaxdlé magnese-
zettség vizsgalata igy a mintat koriilvevo tekercsben keltett fesziiltség mérésével
lehetséges.

Levezethetd [21], hogy az idedlis esetben detektalhatd S(t) jelre (mely a transz-
verzalis magnesezettség idoderivaltjabol szarmazik), a kovetkezd dsszefiiggés érvé-
nyes:

dM ranszverzalis =t .
S(t) ~ tTl ~ /e TQ(r)p(r)el¢(rvt)) dgr (216)

ahol ¢(r,t) a precesszié fazisa az r helyen a t idépillanatban, p(r) az tn. effektiv
spinstirtiség, amely aranyos az egységnyi térfogatban talalhato spinek szaméaval, de
szamos mas tényezonek is fliggvénye (eszkoz paraméterei, a gerjesztés utani kez-
deti magnesezettség, Larmor-frekvencia). Ez azonban énmagédban még semmilyen

képet nem ad a spinstirtiség vagy a relaxacios idok térbeli viszonyairél.

2.3.3. Képalkotas gradienstér alkalmazasaval

A képalkotas megvaldsitasahoz vezetd otlet Paul Christian Lauterbur nevéhez
fiiz6dik (1973) [3]. Az alkalmazott oOtlet 1ényege, hogy a gerjesztés utan, az ere-
detileg — idedlis esetben — homogén, z irdnyt mégneses tér nagysagat egy irany
mentén linearisan helyfiiggové tessziik a gradienstekercsek altal keltett z iranyu G

gradienstér segitségével, ezzel helyfiiggové téve a Larmor-frekvenciat is:

0
B(r,t) = 0 (2.17)
B0+G(t>r
G(t) = VB,(r,t) (2.18)
wy(r,t) = w0+ Awy,(r, 1) (2.19)

ahol az wy, o = vBy Osszefiiggéssel analég médon Awy,(r,t) =vG(t)r.
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A (2.16) Osszefliggés alapjan ismerjilk a precesszié fazisdnak jelentGségét a
mérhet6 jelben. A bevezetett G gradienssel a ¢(r,t) fazis a kévetkez6 alakban

irhato fel:
t t
or,t) = — / Awy (r, ) dt' = —r / G(t')dt (2.20)
0 0

Eszrevehetjiik, hogy nagyon elényds a t idérél attérniink az aldbbi k valtozora,

amely a gradienst is tartalmazza és a fazis egy egyszerti alakban kifejezheto vele:

R AN
k= 5 o G(t')dt (2.21)
o(r,t) = —27kr (2.22)

A bevezetett k térben vizsgalodva azt latjuk, hogy ha a relaxacié hatdsatél el-
tekintiink, a (2.16) jel az effektiv spinstirtiség Fourier-transzformaltja, k pedig a

térfrekvencia.

S(k) = [ plr)e 2 dr = F[p(r) (2.23)

Ez az eredmény kiemelt jelentéségii, hiszen azt jelenti, hogy a jelet a k térben meg-
felelo strtiséggel vizsgdlva és a jel inverz Fourier-transzformaltjat véve az effektiv

spinstirtiség térbeli eloszlasa visszaallithato:
FHS(k)] = p(r) (2.24)

A (2.16) osszefiiggés alapjan lathat6, hogy egy egyszerii gerjesztés utan mér-
heto jel az effektiv spinstiriiségen tul a Ts relaxaciés idonek is fiiggvénye, illetve
az effektiv spinstirtiségen keresztiil aranyos a kezdeti magnesezettség nagysagaval.
Egy MRI-vizsgdlat jellemzben gerjesztések sorozatabol all, ezért az els6 gerjesztés
kivételével az ujra gerjeszthetd longitudindlis tag mindig a T relaxéacios idotol
fiiged érték. Igy a kapott képen a kiilonbozé szovetek kozti kontrasztot a spinsii-
rliségen tul a szovetre jellemzo 17 és Ty relaxacios idok, és az alkalmazott mérési

szekvencia paraméterei (pl. repeticios id6, echoidd) hatarozzak meg.
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2.4. Agyi atlaszok

Az agyi atlaszok egyszeri megkozelitésben egyfajta térképek, amelyek segit-
séget nyujtanak agyi képalkotd eljarasok eredményein valé haromdimenzios tajé-
kozdédéasban. Felépitésiiket tekintve kiilonbo6zé anatémiai sikok mentén vett (jel-
lemz6en a 2.7 abran lathato szagittalis, korondlis és transzverzalis) metszetekbdl
allnak, amelyek az egészséges agy minden relevans strukturajat jelolik, és egy-egy
szémot rendelnek hozzajuk. Igy az atlaszok speciélis koordindta-rendszerek, ame-
lyekben az egyes pontok értékei a térbeli pozicionak megfeleld struktara kodjat
jelolik. Ezéltal a neuroanatomiai ismereteink egy kompakt, jol kezelhet6 formaban
tarolhatoak, amely a koordindta-rendszer pontos illesztése és a méretek megfeleld
transzformacidja mellett lehetoséget ad agyteriiletek pontos és verifikalt beazono-
sitdsara és kiilonbozoé egyedekrol készitett felvételek sszehasonlitdasara.

A Kklinikai és preklinikai kutatasok fejlédésével egyiitt, az elmult évtizedben a
kifejlett human agy atlaszain tul megjelentek fejlédé kori, és més fajok (elsésorban
egerek és patkanyok) agyaval foglalkozé atlaszok is.

A protokollban felhasznélt atlasz, egy 2012-ben In Vivo Mouse Brain Atlas
néven publikdlt atlaszgylijtemény [22], amely 6t egér Tr-stlyozott MRI-felvételei
alapjan készilt, melyeken manudlisan azonositottak (majd tobbszoros fiiggetlen
ellenérzésnek vetették ald) az egyes agytertileteket, igy az anatémiai informacié a
CT és MRI felvételekkel kénnyen koregisztralhaté (illeszthetd), és szabadon hoz-
zéatérhetd [23] formaban érhetd el, az atlasz alapjat ad6 MRI-felvételekkel egytitt.

A haromdimenzids atlasz készitésekor az azonositas alapja Paxinos és Franklin
altaldnos sztenderdként elfogadott hisztoldgiai atlasza volt [24], amelyet a miitétek
tervezésénél, a lokalizacié kvantitativva tételekor és a hisztolégiai lokalizaciékor mi
is hasznaltunk. Az atlasz origdja a bregma (a koponyaboltoztat legmagasabb pont-
ja, a koszortuvarrat és a szagittalis varrat taldlkozasanal lokalizalhatd), az egyes
strukturak ehhez viszonyitott koordinatdknak felelnek meg, amelyek 0,12 mm-

enként vett transzverzalis és szagittalis metszeteken adottak.
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e Transzverzalis
Szagittalis _

Anterior AT
- Medialis -
l/ Poszterior
Lateralis

2.7. ABRA. Anatémiai sikok és irdnyok

2.5. Képfeldolgozas

Az in vivo képek utélagos feldolgozas a VivoQuant™ pre-klinikai képfeldol-
gozd program segitségével tortént, amely alkalmas az orvosi képalkotd eljarasok-
nal alkalmazott DICOM formatum kezelésére. A kovetkezo fejezetben bemutatott
protokoll kétféle képalkoté modalitassal, és egy referencia allat alapjan késziilt
atlasszal dolgozik. A képfeldolgozo program alkalmas a kiilonb6z6 modalitasokkal
késziilt képek illetve atlaszok fuzionalasara, és a kiillonb6zo allatokrol készilt képek
kiillonbségei miatt sziikséges transzformaciok (eltolas, forgatas, tiikkrozés, nagyitds)

elvégzésére is.
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2.6. Hisztologia

Az in vivo kisérleteket kovetOen az egereket ketamin-xylazin oldattal mélyen
elaltattuk és az egyes tetrodok helyét — a késobbi lokalizélast elosegitend6 — elekt-
rolitikus 1éziéval® megjeloltiik. Ezt kovetSen az egereket 4%-os paraformaldehid
oldattal transzkardidlisan perfundaltuk, az agyat eltavolitottuk a koponyabdl és a
paraformaldehid oldatban post-fixaltuk. Az agyrél koriilbeliil 50 pm-es metszete-
ket készitettiink, amelyeket konfokalis és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltunk

(Nikon Ni-E C27). Minden relevians metszetrdl négy tipusu felvételt készitettiink:

Bright-field A minta alulrél keriil megvilagitasra, mikozben feliilrél vizsgaljuk.
A kontrasztot a transzmittdlt fény gyengilése adja a kiillonb6zé stirtiségu

teriileteken, illetve a metszet konturjanal.

Dark-field A minta alulrdl kertilt megvilagitdasra a nyalab kozepének kitakarasa-
val majd a kapott gylri nyalabjainak fokuszalasaval. A cél a mintat feltlrél
vizsgalva a szorodott nyalabok detektalasa a kozvetleniil transzmittalt nya-

labok kizarasaval.

FITC A minta kék fénnyel keriil megvilagitasra, amely gerjeszti a miitét soran
injektélt virus altal megfert6zott teriiletet (a virus egy zold fluoreszcens pro-

teint is expresszal). A metszeteken ez megjeloli a miitétjeink célteriiletét.

TRITC A tetrodokat az implantaldst megelézden egy zold fénnyel gerjeszthetd
piros fluoreszcens festékkel (Dil) vontuk be, amely a mikroszkopos képeken

kirajzolja az elektroda utjat.

Az igy kapott felvételekre — elsésorban a dark-field és FITC képek alapjan
— raillesztettitk a hisztoldgiai atlaszt (kiemelt figyelmet szentelve az elektréd és a
célteriiletkornyéki struktirak illeszkedésére) — majd f6ként a bright-field és TRITC
képekbdl kiindulva — rekonstrualtuk a tetréd korabbi ttjat az agyban. Az atlasz
feleltettitk meg a kisérlet kiértékeléséhez, valamint az in vivo lokalizacioval vald

Osszehasonlitashoz.

5A idegszovet megsebzése az elektrédba vezetett dram segitségével annak kérnyezetében.
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A kidolgozott neurofiziolégiai

vizsgalati eljaras

A kognitiv funkcidk, mint a tanulds, a memoria vagy a figyelem neurdlis hat-
terének mélységekbe meno, sejtszintii megértése olyan kisérleti eljaras megvalosi-
tasat koveteli meg, amelyben a relevansnak feltételezett neuronpopuléacié egyedi
neuronjai célzottan vizsgalhatéak az akcidés potencidlokra jellemz6 miliszekundu-
mos iddskdlan, kisérleti allatokban, in vivo kortlmények kozott, jol kontrollalt
tanulasi feladat teljesitése kozben. Végso célunk annak megértése, hogy az egyes
neuronpopuléciok sejtjei a tanulds mely szakaszaban és milyen modon vesznek
részt. Ehhez olyan feladat megtervezése sziikséges, amelyben a tanulashoz kapcso-
16d6 egyes események (pl. inger, megerdsités) idében jol elkiiloniilnek, és az idegi
aktivitas és a viselkedési események kozti korrelacod jol vizsgalhato.

A kiilonb6z6 neuromodulédtor-rendszerek részben atfedé kognitiv folyamato-
kat kodolnak, gyakran nagyon hasonlé modon, ezért miikodésiik és tanulasban
betoltott szerepiik nehezen vizsgalhato és csak részben ismert. Még behatobb ké-
pet nyerhetiink a neuralis feldolgozas folyamatarél, ha az egyes neuromoduléator-
rendszerek neuronjait azonos kisérleti koriilmények kozott és azonos idében tudjuk
vizsgéalni, hiszen igy informaciét nyerhetiink azok egytittes viselkedésérol.

Ebben a dolgozatban célunk egy olyan megoldas megvalésitasa volt, amelyben
a bazalis el6agy kolinerg sejtjei és a kozépagy dopaminerg sejtjeinek egyiittes visel-

kedése vizsgalhato auditoros asszociativ operans tanulasi feladatban, fej-befogott

23
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koriilmények kozott (utébbi nagyon elényos az elektrofizioldgiai felvétel minéségé-
nek és az allat viselkedésének kontrollalhatésaga, illetve detektalhatosaga szem-
pontjabdl). Technikai okokbél ezeknél a kisérleteknél 4. fejezetben ismertetett in
vivo lokalizacios protokollt még nem alkalmaztuk.

A kovetkezdkben részletesen bemutatom a fenti elvarasoknak megfelelden ki-
dolgozott tanulasi feladatot, a kisérleti Osszedllitast és az elektrofiziologiai elve-
zetést megvaldsité mikroelektrodat, valamint kitérek a tesztelés kozben gytijtott

viselkedési és elektrofiziologiai eredményeinkre, illetve azok értelmezésére.

3.1. A mérési eljaras

A kidolgozott eljaras alapja egy hangszigetelt dobozban [25] kialakitott mérési
elrendezés, amelyben megfeleld elektronikai eszkozok és egy MATLAB® kérnyezet-
ben a nyilt forrask6di Bpod [26] programcsomaghoz fejlesztett kd valdsitja meg a
kisérleti dllat viselkedésének detektélasat (a korabbiakban megfogalmazott elvara-
soknak megfelel6en miliszekundumos pontossdggal), az ennek megfelel6 valaszokat
(jutalom, biintetés) és a tanulasi feladat dinamikus tovabbhaladasat. Az elektrofi-
zioldgiai elvezetés és az optogenetikai stimulacio egy erre a célra tervezett specialis
mikrodrive segitségével torténik [27], melynek toviabbfejlesztésével lehetdség nyilik

két agyteriilet szimultan vizsgalatara is.

3.1.1. A kisérleti berendezés

Mivel kisérletiinkben auditoros ingerekre szeretnénk tanitani a kisérleti alla-
tot, kisérleti berendezéstink (3.1. dbra) alapja egy akusztikus szivacsokkal bélelt
kozepes stirtiségi farostlemezekbdl allo hangszigetelt doboz, melynek belseje be
van boritva egy rozsdamentes acélbél késziilt stirti hdloval (Faraday-kalitkal) az
elektrofizioldgiai elvezetés zajmentesitésének érdekében. A dobozban kialakitott
apparatus elemei a megvaldsitani kivant tanulasi feladat paramétereinek megfele-

16en egy fej-befogd berendezés (a elektréd betiltetésekor rogzitésre kertl egy fémrad

LA Faraday-kalitka az elektromagneses tér kikiiszobolésére szolgald, vezetd anyagbdl késziilt
haléval koriilvett térrész, amelybe a vezetoé anyag toltéshordozé részecskéinek atrendezédése mi-
att a kiils6 elektromos er6tér nem hatol be.
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3.1. ABRA. A mérési berendezés abrdaja. (a) A teljes Osszedllitdst tartalmazd
hangszigetelt doboz (b) Az 0Osszeéllitas dllatot koriilvevd elemei (¢) Az éllat
fejénél elhelyezkedo elemek

is az allat fején, az eszkoz ezt fogja meg két oldalrdl a 3.2. abran lathaté médon),
egy allithatdé magassagi méréagy, amelyen az allat a mérés soran tartozkodik, egy
3D nyomtatott lickométer (nyelvesapds mérd) infravoros emiterrel és szenzorral
(detektaljuk, ha az &dllat nyelve megszakitja az infravoros nyalabot), viz-jutalmat
tovabbité miianyagesé a lickométer kozepén, egy stiritett levegdfujast tovabbitod
cs6 az allat szajahoz igazitva, valamint két hangszord a doboz oldalan rogzitve. A
berendezés kiegésziil tovabba egy kameraval (PointGray), valamint egy, a doboz
faldhoz rogzitett piros LED-sorral (a piros tartomanyban nem érzékeny az ege-
rek szeme), amelyek segitségével az allat viselkedése a zart dobozban is kiviilrél
monitorozhato.

Fontos szempont, hogy minden egér feje kismértékben kiilonbozik, valamint
az allat fejére rogzitett fém sem mindig azonos iranyban és pozicidban helyezkedik
el. Ezért az allattal interakcioba 1ép6 elemek gy kertiltek kialakitasra, hogy azok
pozicidja az allat paramétereinek megfelel6en allithatoak legyenek — ennek legfon-
tosabb része, hogy a lickport egy haromtengelyii pozicionalé segitségével pontosan
az allat szajahoz igazithato.

A tanulasi feladatban jutalomként alkalmazott vizadag mennyiségét (3 ul) a



3. fejezet A kidolgozott neurofiziologiai vizsgdlati eljdrds 26

3.2. ABRA. A kisérlet pillanatfelvétele

Bpod rendszer beépitett kalibracids rendszerével allitottuk be, az ingerként alkal-

A kisérlet kiillonb6z6 eseményeit, illetve az allat reakcidéinak detektalasat a be-
programozott Bpod [28] eszkoz élltal kontrollalt nyomtatott dramkorok valositjak
meg, az elektrofiziologiai elvezetést az elektrod EIB boardjahoz (Isd. 3.1.3. fejezet)
csatlakoztatott — szilirést, elerdsitést és digitalis atalakitast is végzo — elektronikai
modulon (Intan) [29] keresztiil az Open Ephys [30] rendszer végzi. A viselkedési
és elektrofiziologiai adatsorok utélagos idobeli szinkronizacidjahoz sziikséges jelek
generalasat és az optogenetikai stimulacidhoz sziikséges 1ézert a Bpod-on keresztiil

kiadott utasitdsoknak megfeleléen egy Pulse Pal [31] eszkoz iranyitja (3.3. abra).

3.1.2. Tanulasi feladat

Célunk egy auditoros asszociativ operans tanulasi feladat kidolgozasa volt,
amely alkalmas kognitiv funkciok idegi hatterének miliszekundumos idéfelbonta-
su vizsgalatara egy jol kontrollalhato kornyezetben, ahol a tanulasi teszt minden
eleme idében jol elkiiloniil. A feladat 1ényege egy hangfrekvencia-detekcios para-
digma, amelyben két jol elkiiloniilé frekvenciaju hang (4 és 10 kHz) jutalmat (viz),
illetve biintetést (levegéfijas az allat arcara) jelez elére, amely kimenetel abban az

esetben élesiil, ha az édllat a hang megszolalasa alatt (0,6 s) belenyal a lickométerbe.
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3.3. ABRA. Az elektrofizioldgiai elvezetést és a viselkedési feladatot megvaldsitod

osszedllitds sematikus dbraja. A MATLAB kéd (A) altal a Bpod (B) eszkézon

keresztiil vezérelt LED (C), hangszordk (D1, D2), vizes és levegés cs6 (E1, E2),

likométer (F) és kamera (G) az elektrofiziologiai elvezetéshez és az optogenetikai

stimulélacidhoz kiegésziil egy Pulse Pal (H) és egy Open Ephys (I) eszkozzel,
valamint egy kék lézerrel (I).

A jutalom, illetve a biintetés a véalaszt kovetden egy normélis eloszlasi (0,2 s
varhaté értéki, 0,03 s szorast 0,1 és 0,3 s kozti) késleltetés utan jelent meg, igy id6-
ben elkiiloniil az allat hangra adott motoros valasza, és a megerdsités kézbesitése.
Minden teszt kezdetét egy fehér LED kialvasa jelezte. A teszt abban az esetben
indult el, ha el6tte az allat 1,5 s-ig nem nyalt bele a lickométerbe. A stimulus
megjelenését egy exponenciélis eloszldsu? (1,3 s varhat6 értékii, 0,3 és 4 s kozti
id6tartam) el6szakasz el6zte meg, ezaltal (kiegésziilve a nagyon sziiken vélasztott
0,6 s-os valasz-idéablakkal) figyelemigényel6vé téve a tesztet. Amennyiben az allat
az eldszakasz soran belenyalt a lickométerbe, a LED tjra kigyulladt, és a teszt 0j-
raindult. A teszt végeztével a LED ujra kigyullad, és ha az allat 1,5 s-ig nem nyal,
ujabb teszt indul. A végso feladat nehézsége egy harmadik hang megjelenésével

valtoztathatd.

2Valasztasunkat az exponencialis eloszlds orokifji tulajdonsiga indokolja, hiszen ekkor —
hasonléan a radioaktiv bomlashoz — az esemény kévetkezo pillanatban torténd bekévetkeztének
valészintisége nem fligg attél, hogy mennyi id6 telt el azt megel6zéen.
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A teljes paradigma megtanulasahoz fokozatosan vezettiik be a feladat egyes
elemeit. A tanitas kezdetén az — eleinte kizarolagosan alkalmazott — jutalmat jelzo
hang (4 kHz) megjelenését kovetSen 30 masodperce van az allatnak reagalni (3.4.
abra). A hang-jutalom asszocidcié kialakuldsa utédn (50 taldlat a végsé valaszabla-
kon beliil) a valaszablak automatikusan lerévidiil a végsé 0,6 s-os idére. Miutén az
allat stabilan teljesitett (70% folotti taldlati ardny), bevezetésre keriil a biintetést
jelz6 10 kHz-es hang, a tesztek 50%-dban (3.5. abra). Ezekben az esetekben az
allatnak meg kell tanulni, hogy a biintetés elkeriiléséhez a hang megjelenése alatt
nem szabad belenyalni a lickométerbe.

Miutén az allat mindkét tipusi tesztben jol teljesitett (a biintetést jelzé hang
esetén a tesztek 30%-4nal kevesebb valaszt tekintettitk ennek), bevezettik a jutal-
mat vagy biintetést elérejelzé harmadik hangokat (ezek frekvencidja és elérejelzett
kimenetele a bevezetésekor véletlenszertien kertil kivalasztdsra), amelyeket megta-
nuldsuk esetén (70% folotti helyes viselkedés® mindhdrom hang vonatkozdsédban)
a hang lecserélése kovet (5, 6, 7, 8, 9 kHz frekvencidk koziil, kizarva egy frekvencia
kozvetlen ismétlodését, mikozben a két eredeti hang valtozatlan marad és egyszer-
re mindig harom kilénb6zé hangok alkalmazunk). Ekkor tovabbra is egyarant a
tesztek fele végzodhet jutalommal, illetve bilintetéssel, de a harmadik hangra jel-
lemz6 kimenetelnél a tesztek 50-50%-an (tehat az Gsszes teszt 25-25%-an) osztozik
az eredeti és az aktualis harmadik hang.

A végso feladat bevezetésének fokozatossagat azzal biztositottuk, hogy az elso

harom hang esetén nem véletlenszertien valasztottunk:

(i) Az eredeti két hangtdl frekvencidban azonos tévolsiagra 1évé jutalmat jelzo

hang
(ii) Az eredeti jutalmat elérejelz6 hanghoz kozelebbi biintetést jelz6 hang

(iii) Az eredeti biintetést elérejelz6 hanghoz kozelebbi jutalmat jelzé hang

3 Atlagot szémolva mindhdrom hangra az utolsé 50 teszt teljesitményébdl. Minden 4j hang
esetén minimum 33 teszt teljesitése utan volt lehetdség a hang teljesitésére, tovabba ha 350 teszt
alatt nem sikeriilt elérni a 70%-os hatart, automatikusan j hangot vezettiink be.
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3.4. ABRA. Viselkedési feladat els6 és masodik fazisdnak sematikus dbraja. A
masodik fazisban a valaszablak a végs6 0.6 s-ra rovidiil.
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3.5. ABRA. Viselkedési feladat harmadik és negyedik fazisdnak sematikus abréja.
A negyedik fazisban megjelenik a harmadik (£2) hang, amelynek frekvencidja
és kimenetele (jutalom illetve biintetés) a bevezetésekor véletlenszertien keriil

kivalasztasra.
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3.1.3. Mikroelektrod-készités és beiiltetés

A mélyagyi idegi aktivitasok monitorozasahoz és az optogenetikai stimulacié-
hoz specidlisan erre a célra tervezett [27], nyolc tetr6dbdl és egy optikai szalbdl al-
16 ventralis iranyban mozgathaté mikroelektrédot készitettiink. Fontos szempont,
hogy az épitett elektrodnak stabilnak és precizen pozicionalhatonak kell lennie. Az
elektrod alapja egy 3D nyomtatott milanyag vaz. Ebbe egy kilenc poliimid csévet
tartalmazé vezetosint helyeztiink, amelyet egy csavar segitségével tudtunk dor-
zoventralis iranyban mozgatni. A kilenc poliimid csébe kellett nagy precizitassal
elhelyezniink a nikrémhuzalbdl (dtmér6: 12,7 pm) készitett nyolc darab tetrédot,
valamint az optogenetikai stimulaciohoz sziikséges optikai szalat. Minden tetrod
egyenként négy szalat egyesével érintkezésbe hoztuk és aranyszegecsekkel (Neu-
ralynx) rogzitettiik a miianyag vazra erdsitett elektrod interface kartya (EIB-36-
Narrow, Neuralynx) megfelel§ bemenetein, amelyhez hozzéforrasztottuk a referen-
cia és a fold vezetékeket is. Végiil a szalak végeit aranyoldatba (Neuralynx-Gold
Plating Solution) helyeztiik és galvanizaltuk (ekkor elektromos aram hatasara a
katodhoz csatlakoztatott elektroda szalaira vékony fémréteg valik ki az aranyol-
datbdl, ezaltal a tetrodszalak effektiv feltilete novekszik és impedancidja csokkent-
hetd).

A kés6bbi vizsgéalatokhoz sziikséges dudlis — két agytertilet szimultan vizsgéla-
tat megvalosité — elektrod megépitéséhez egy specidlis milanyag vaz megtervezése
volt szitkséges (3.6. dbra), amelyben két mozgathatd vezetdsin helyezhet6 el a kér-
déses agyi strukturaknak megfelel$ tavolsagban. Az altalunk vizsgédlni kivant HDB
(horizontal limb of the diagonal band of Broca, bregmdhoz viszonyitva anterior:
0.75 mm, laterdlisan: 0,6 mm) és VTA (ventral tegmental area, bregmdhoz viszo-
nyitva posterior: 3,1 mm, lateralisan: 0,6 mm) esetén ez a tévolsdg 3,85 mm (a
késGbbi anteroposterior irdny mentén).

Az implantédtum beiiltetését és a virus injektdlaséat egy sztereotaxids vaz (Kopf
Instruments) segitségével hajtottuk végre. A fejbér borotvaldsa és megnyitdsa utan
lathatéva valt a koponya felszine, rajta a koponyavarratokkal (3.7. dbra). Az egér
fejét az atlasz [24] sztenderd iranyainak megfeleléen rogzitettitk a sztereotaxids

keretben, vagyis a bregma ¢és lambda pontok azonos dorzoventralis koordinatdkra
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3.6. ABRA. Az HDB-bdl és a VTA-bdl torténd dualis elvezetéshez tervezett
specidlis mikroelektroda 3D nyomtatott mlianyag vaza és az elkésziilt mikro-
elektroda

kertiltek, igy az atlaszhoz illesztett koordinata-rendszerben mozogva célozhattuk
meg a kivalasztott agyteriiletet.

A megfelel§ koordinatakon (és tovabbi két ponton, a fold és referencia veze-
tékek szaméara) egy fogdszati furd segitségével megnyitottuk a koponyat, a dura
eltavolitasaval szabadda tettiik az agyfelszint és egy Cre-rekombindz-fiiggd médon?
channelrhodopsint és zold fluoreszcens proteint expresszalé adeno-asszocialt virus
vektort (AAV 2/5. EFla.Dio.hChR2(H134R)-eYFP.WPRE.hGH) injektéltunk az
allat agyaba a megfelel koordinatakon. A késébbi post mortem lokalizaciéhoz a
tetrodokat piros fluoreszcens Dil (Invitrogen) festékbe martottuk és az elektréodot
beiiltettiik a virus beadasaval azonos pozicidba, majd fogaszati cementtel rogzi-

tettiikk az éllat fején. A kisérletek végeztével, az implantacié sikerességét a 2.6.

4A virus altal kédolt protein csak a Cre-rekombindzt expresszalé neuronokban fejezédik ki.
Az altalunk haszndlt transzgenikus ChAT-Cre egerek esetében ezek a kolinerg sejtek, a DAT-Cre
egereinknél a dopaminerg sejtek.
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sematikus abrdja a koponyavarratok keresztez6désénél [32].

fejezetben leirtaknak megfelelden készitett hisztologiai felvételekkel ellenoriztiik.

3.2. Eredmények

Az eljaras kidolgozasa soran a protokoll részeit 6sszesen hét C57BL/6 egeren
teszteltiik. A teljes, végleges kisérleti eljaras megfelelését a célkitlizéseknek ebbdl
két egeren vizsgaltuk, egyik esetben csak a viselkedési adatokat gytijtve, amely a
masodik (DAT-Cre) egér esetében az elektrofiziolbgiai adatokkal is kiegésziilt, egy
VTA-t célzé implantélt elektréd segitségével. A kovetkezdkben ennek a két egér-
nek a tanitdsabdl és vizsgalatabdl szarmazo adatokon keresztill mutatom be a a
protokoll adatfeldolgozasi részét és az eljaras alkalmassagat neurokémiai neuronpo-
pulaciok egyedeinek optogenetikai azonositasara és viselkedésiik elektrofiziologiai
vizsgalatara, auditoros asszociativ tanulasi feladat teljesitése kozben, melyben a
kisérleti allatok valtozé nehézségli jutalmat, illetve biintetést elérejelzé hangokat

voltak képesek megtanulni.
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3.2.1. Viselkedési eredmények

Annak érdekében, hogy a jutalomként alkalmazott viz megfeleléen motiva-
16 legyen a feladat teljesitéséhez, a miitétbdl valo felépiilést kovetéen az allatok
napi vizadagjat 1 ml-re csokkentettiik testtomegiik allandé monitorozasa mellett,
eredeti tomegitk 85%-a koril tartva azt. Ezt kovetden az allatokat napi egy alka-
lommal tanitottuk, ekkor a feladat soran megszerzett vizmennyiséget egészitettiik
ki 1 ml-re. A teljes tanulasi feladat egyes elemeit a 3.1.2. fejezetben leirtaknak
megfelelden harom elézetes fazison keresztiil, fokozatosan vezettiik be.

A tanuldsi feladat elsé fazisaban a hang-valasz®-jutalom asszocidcié megterem-
tése volt a célunk. 50 végso valaszablakon beliili helyes reakci6é utan — ezt jellemzo-
en a 2-3 tanuldsi nap alatt érték el (3.8. abrak) — automatikusan bevezetésre keriilt
a masodik fazis, amelyben az allatnak meg kellett tanulni gyorsan reagalni a hang-
jelzésre — ez jellemzéen tovabbi 2-3 napot vett igénybe. A masodik fazis végére az
allatok megszoktdk a kezdetben meglehetdsen kellemetlen fej-rogzitéses szituaciot,
és nem mutattak killonosebb kényelmetlenség jelét. 70%-os taldlati ardny elérése
utan bevezetésre keriilt a biintetést elérejelz6 hang. A biintetések elkertilésének
megtanulasa altaldban 3-5 napot vett igénybe.

Az elozetes szakaszt kovetGen az dllatokat tobb héten keresztil tanithatjuk a
teljes feladatra. Ez lehetoséget ad arra, hogy a megcélzott agyi régié egészét be-
jarjuk az elektréddal, mikozben az allatnak folyamatosan 1j, gyakran a korabban
megtanultakkal ellentétes kimenetelil feladatokat kell megtanulni. A viselkedési
eredmények igazoltak azt a hipotézisiinket, hogy az eredeti — és a teljes kisér-
let alatt valtozatlanul hagyott — két hanghoz kozeli azonos kimenetelii 11j hangok
konnyt feladatot jelentettek, mig az ellentétes kimenetelt elorejelz6 Gj hangok an-
nal nehezebb feladatot jelentettek, minél kozelebb voltak az azonos kimeneteli
eredeti hanghoz (3.9. dbra). Az 10j hangok nehézségét meghatarozé tovabbi té-
nyezonek az el6z6 harmadik hang kozelsége és elorejelzett kimenetele bizonyult.
Ezéltal a protokoll valéban lehetoséget biztosit arra, hogy valtozé nehézségi fel-

adatok megtanulasa kozben vizsgalhassuk a sejtek aktivitasat.

Smegnyalni a vizet adagolé csovet
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3.8. ABRA. Az els6 (a) és mésodik (b) egér teljesitménye a feladat els6 hdrom

fazisdban.
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3.9. ABRA. A teljes feladat harmadik hangjainak megtanuldsahoz (70% folotti

teljesitmény) sziikséges tesztek szdma az els6 (a) és a méasodik (b) egér esetében,

illetve a sziikséges tesztek dtlagos szdma és szdérasa a két egér esetében (c). Uj

hang bevezetéséhez minimum 33 teszt teljesitése volt sziikséges, és maximum
350 probélkozas allt rendelkezésre (kék szaggatott vonalak).
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3.2.2. Elektrofizioldgiai eredmények

A masodik egér esetében az implantalt elektréda és az optikai szal segitségé-
vel teszteltiik a modszert egyedi sejtek neurofiziologiai viselkedésének vizsgalatara,
kiilonos figyelmet forditva az azonosithaté dopaminerg sejtekre, ezért minden ta-
nitas el6tt és utan 2-2 percig optogenetikailag stimulaltuk a vizsgalt teriiletet.
A tanulasi feladat teljesitése kozben elvezetett elektorfizioldgiai adatok utdlagos
elemzése a nyilt forrask6di MClust [6] akcids potencidlokat klaszterezd szoftver, és
a szintén nyilt forraskoda Cellbase [33] programcsomaghoz fejlesztett elemzokod
segitségével tortént.

Els6 1épésként az MClust szoftverben a paramétertér tobb sikvetiiletetét fel-
hasznalva manuélisan csoportositottuk az elvezetett akciés potencidlokat a (3.10.
abra) a 2.1.2. fejezetben részletezett bioldgiai kritériumokat, a paraméterek id6beli
valtozasat (példaul ha egy sejt a mérés soran kismértékben tavolodott az tetr6dtdl,
az akci6s potencidlok amplitiddja csokkent), és a szeparacié minéségére jellemzo
kvantitativ méroszamokat figyelembe véve.

Ezt kovetéen a Cellbase programcsomagban implementalt kodunk idoben szink-
ronizalta az egyes sejtek akcidés potencidljait az optogenetikai stimulacio és a vi-
selkedési feladat teljesitése soran rogzitett adatokkal. Végeredményben igy leheto-
séglink nyilt az egyes sejtek aktivitdsanak vizsgalatara a tanulas kozben teljesitett
tesztek kiillonboz6 relevans eseményeinek (pl.: LED kikapcsoldsa, hang megjelené-
se, jutalom és biintetés realizdlodésa), valamint lézerimpulzusok id6kornyezetében.

A kisérlet soran kozel széz j6 minéségben (Lyagio < 0,05; 1D > 20) szeparalhaté
neuron aktivitasat sikeriilt elvezetniink a VTA-kérnyéki teriiletekrél. Osszességé-
ben elmondhatjuk, hogy ezek koriilbeliil 70%-a reagalt a biintetésre, 40%-a a ju-
talomra és 50%-a a kondicionélt hang-stimulusra valamilyen formaban (gatldssal
vagy aktivaciéval). Az, hogy egyik esemény id6kornyezetében se torténjen valtozas
a sejt tiizelési mintdzataban mindosszesen az Osszes sejt 15%-ara volt jellemzd.

A kisérlet soran optogenetikai gerjesztéssel sikeresen azonositottunk egy dopa-
minerg sejtet (3.11. dbra), melynek viselkedését ezutén a tanulési feladat negyedik
fazisdban vizsgalhattuk, egy 1j, jutalmat elérejelz6 hang (8 kHz) megtanuldsa

kozben. A 3.12. dbra alapjan megéllapithatjuk, hogy a dopaminerg sejt tiizeléssel
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3.10. ABRA. Példa a manudlis klaszterezésre a paraméter tér egyik sikvetiiletén

és a klaszterekhez tartozé atlagos jelalakok. A kék és piros klaszterek lathatéan

jOl szeparaltak, a rézsaszin klaszter csak kisebb mértékben kiilonil el a zajtol

(fekete), a narancssarga sejt egy masik csatorndn volt lathat6 és méas vetiileteken
szeparalhato.

reagalt a hangok megjelenésére, és a mar jol ismert, biztos jutalmat elorejelzo 4
kHz-re jobban aktivalédott, mint a méasik két esetben. Szintén leolvashato, hogy
a jutalom tovabbitasat nagyon gyorsan egy éles tiizelési, illetve tiizeléssorozat-
ra (burst) jellemzé aktivacié kovette, mikozben a biintetésre a tizelés gatlasaval
reagalt. Az azonositott dopaminerg sejt sem a LED kigyulladasara, sem annak
kialvasara nem reagalt.

Fontos jellemzoje a dopaminerg sejteknek a két, jutalmat elorejelezé hangra
adott reakciok viszonylatdban lathato kiilonbség; a hangokra adott valaszokkal
ellentétesen, itt az 1j hangot koveté — varatlanabb — jutalmakra figyelheté meg
er6sebb hatas. Az ezt leir6 komplex viselkedési valtozd az un. reward predicti-
on error, amely jellemzi a dopaminerg neuronok vart és ténylegesen realizal6do

jutalom kozti kiilonbséget kddold tulajdonsagat [34].
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3.11. ABRA. Az azonositott dopaminerg sejt aktivitdsa 20 Hz-es optogeneti-

kai stimulacié hatasara. Fent: a sejt akcidés potencialjainak rasztergrafikonja az

idé fiiggvényében, a gerjesztés id6kornyezetében (0 s a gerjeszétési sorozat kez-

dete.). Minden kis fekete vonal a sejt egy-egy akciés potencidljanak felel meg.

Lent: a vizsgalt sejt tiizelési ratdja az id6 fiiggvényében Jol latszik, hogy a sejt
ténylegesen tiizeléssel reagal a kék fényre.
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3.12. ABRA. Az azonositott sejt viselkedése a tanuldsi feladat tesztjei soran.
Fent: a vizsgalt sejt rasztergrafikonjai a két eredeti és az 1j, jutalmat elorejelzé
harmadik hangra, a megerésités (0 masodperc) id6kornyezetében (a rasztergra-
fikonon zolddel jelolve az egyes tesztek esetében a hang bekapcsoldsédnak ideje).
Lent: a vizsgalt sejt tiizelési rataja az id6 fiiggvényében. Vilagoszold: 4 kHz —
jutalom; piros: 10 kHz — biintetés; s6tétzold: 8 kHz — jutalom



4. fejezet

A kidolgozott in vivo lokalizacios

protokoll

A 3. fejezetben bemutatott eljaras kritikus pontja az elektréd nagyon pontos
beiiltetése. A 2. fejezetben bemutatott képalkoté mddszerek egyiittesen szolgaltat-
jak azokat az informacidkat, amelyek alapjan egy biztonsagos, preciz — agyterii-
let pontossagu —, in vivo lokalizacios eljaras kidolgozhato. Varakozasaink szerint
azaltal, hogy az elektrodpozicio a miitétet kovetoen kozvetleniil, az él6 allatban
meghatarozhato, jelentosen javulhat a teriileten folyé kutatdsok hatékonysaga.

Az elektréd beiiltetése utan (post-operatio, a tovabbiakban post-op) készitett
CT-felvételeken jol lathato a fém elektrod pozicidja, ugyanakkor lagyszoveti kont-
raszt nélkiil a kérdéses agyteriilet meghatarozasahoz sziikséges atlaszillesztés pre-
ciz elvégzése nem lehetséges. Ennek megfeleléen az agy strukturalis vizsgalatanak
gyakorlatban elterjedt eszkoze a jo lagyszoveti kontrasztot adé MRI-képalkotas.
Az er6s magneses tér ugyanakkor nem kompatibilis az elektroddal és a hozza tar-
tozd fém alkatrészekkel, ezért egyetlen lehetdségiink, hogy az elektrod betiltetését
megel6z6en (pre-operatio, a tovabbiakban pre-op) végziink MRI-méréseket, és ezek
alapjan prébaljuk meg illeszteni az atlaszt — illetve az MRI-felvételt, ami alapjan
az atlasz készilt. Ha a mitét el6tt, azonos elrendezésben CT-felvételt is készitiink,
az konnyen fuzionalhat6é az MRI-képpel, igy végeredményben egy CT-atlasz fuzi-
6hoz juthatunk, amelyen a pre-op CT-t a post-op CT-re cserélve az elektrodok

lokalizacidja lehetségessé valik.

39
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A kapott felvételek alapjan két megoldast dolgoztunk ki a lokalizacié megvalé-
sitasara. Az els6 mddszer eredménye egy haromdimenziés abra, amelyet a post-op
CT és az atlasz fuziondlasaval kapunk. Az abrardl kvalitativ moédon leolvasha-
t0, hogy az elektrod mely nagyobb agyteriiletben helyezkedik el, pontosan milyen
irdnyba mozog a haromdimenziés térben, van-e valamilyen sériilése vagy geomet-
riai hibaja. A legkisebb agyteriiletek vizsgdlatdhoz és a moddszer pontossaganak
meghatarozasahoz fontos célunk volt egy kvalitativ modszer kidolgozasa, amelyet
a masodik moddszer a post-op CT és a hisztoldgiai atlasz koordinata-rendszereinek
illesztésével valosit meg.

Ebben a fejezetben el6szor bemutatom a mérések elvégzésénél hasznalt megol-
dasokat és bedllitasokat, majd a kapott képek utolagos feldolgozasanak folyamatat
részletezem a két tipusu lokalizacié megvaldsitasahoz. A fejezet végén bemutatom
a modszer tesztelésének eredményét négy allaton, ismertetem a leolvashaté tanul-

sagokat, és hisztologiai eredményekkel verifikdlom a mddszer pontossagat.

4.1. Meérési protokoll

A méréseket két részben, a mitét elotti napokban és a mitét utan egy héttel
végeztitk. A mitét elotti alkalommal egy CT-, illetve egy MRI-mérés, a miitét

utan egy CT-felvétel elkészitésére keriilt sor.

4.1.1. CT-beallitasok

A mérésekhez és a képrekonstrukcidkhoz a kévetkezd beallitasokat talaltuk a

lokalizacié szempontjabol optimalisnak:
e Mérési bedllitasok

* Rontgenenergia: 45 kVp (peak kilovoltage) — Meghatarozza a rontgen-
cs6 maximalis fesziiltségét, vagyis az elektronok kinetikus energiajan
keresztil a sugarzasi spektrum cstcsfesziiltségét. Az altalunk valasz-
tott érték a lehetséges bedllitasok kozil (45 kVp, 55 kVp, 65 kVp) a

legkisebb, ugyanis (ebben az energiatartomanyban) a kisebb energia
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nagyobb csont-lagyszovet, illetve elektrod-lagyszovet kontrasztot ered-
ményez' (el6bbi a képfuziondlds, utébbi az elektréd lokalizdldsa szem-
pontjabdl fontos). Az alacsony energian kisebb a fotonok athaladdké-
pessége, igy a kisebb detektalhatd fotonszam egyben rosszabb jel-zaj

aranyt is eredményez.

* Expozicids id6: 1300 ms — Az altalunk valasztott expoziciés id6 a legna-
gyobb valaszthaté bedllitas (500 ms, 900 ms, 1300 ms), mivel hosszabb
expoziciéval névelheté a fotonszam, igy korrigalhatd a csofesziiltség-
valasztas hatdsa a jel-zaj aranyra. A klinikai gyakorlatban az expozicids
idot jellemzden a legkisebb — még elfogadhato jel-zaj aranyt biztosito —
értékre allitjak a dozis csokkentésének, illetve mozgasi miitermékek ki-
zarasanak céljabol, de ezek a szempontok az altatott (és rogzitett fejii)

allat esetében nem meghatarozoak.

* Nagyitds: Medium Zoom — A NanoX™-CT felépitése — a néhany mik-
rométeres felbontasok elérése érdekében — a mozgathatd rontgenforras-
sal lehetdséget ad kiillonbozd nagyitdsokat (Maximum FOV, Medium
Zoom, Maximum Zoom) megvaldsité forras-targy tavolsagok beallitdsa-
ra. A valasztott beallitason az egér teljes koponyaja kényelmesen belefér

a latomezdbe.

* Binning: 1:1 — Pixel-0sszevonast nem alkalmaztunk, hogy megtartsuk

a jo felbontast.

* Szkennelési médszer: Cirkularis — A detektor és a forras egy korpalyan
mozogva jarja korbe a mozdulatlan forrast. (Tovabbi lehet6ségek: heli-
kalis, szemicirkularis.)

* Projekcidk szama: 360 — A legnagyobb valaszthatd projekcidstirtiség
(180, 240, 360), egy fokos lépéskozzel, amely a legjobb jel-zaj aranyt

biztositja.

'Ennek oka, hogy a kisebb energidn a kolcsénhatési tipusok kozott a fotoeffektus dominal,
amelynek lényegesen erdsebb a rendszamfiiggése.
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4.1. ABRA. A Ram-Lak-sz{ir6 ateresztési karakterisztikéja

o Rekonstrukeios beallitasok

* Pixelméret: 19 um — A rekonstrukcié soran elérhet6 legjobb felbontés

a fenti mérési bedllitasok mellett.

* Szeletvastagsdag: 19 um — A rekonstrukcié sordan elérheto legkisebb sze-

letvastagsag a fenti mérési beallitasok mellett.

* Szlir6: Ram-Lak — A sziirt visszavetités (2.7) egyenletben felirt sziirési

tagjaként a Ram-Lak-szlir6t (4.1. 4bra) hasznéltuk.

4.1.2. MRI-beallitasok

Az MRI-méréseket a kovetkezo bedllitasokkal végeztiik:

e Szekvencia: Ti-stlyozott gradiens echo — A k-tér bejarasahoz a gerjesztés
utan alkalmazott gradiens tér, a spin-spin relaxaciohoz hasonléan — mivel
egy irany mentén kissé eltéré Larmor-frekvenciakat hoz létre — a spinek pre-
cesszidjanak koherenciavesztését eredményezi, igy a mérheto jel nagyon ha-
mar eltiinik. A folyamat visszafordithaté tgy, hogy az adatgytjtés elott egy
ellenkezé iranyt, ugyanolyan erésségii és hosszusagu gradienst alkalmazunk,
hiszen ekkor — ugyanazon mechanizmus szerint, ahogyan a koherenciavesztés
kialakult — a spinek tjra koherens allapotba kertilnek, igy a jel Gjra megndé
(a Ty-relaxacio altal megengedett mértékben). Ez a jelenséget nevezziik gra-
diens echonak, amely egy jo megoldéas gyors Ti-stulyozott képek készitésére,
mivel igy csokkenthetjiik az altatdasban toltott idot, mikozben pontos anato-
miai informaciot nyeriink az agy konturjarél, illetve az agykamrak pozicio-
jarél. A Ti-sulyozés mindségét tovabb allitja az echoid6 (Tg) és a repeticids

id6 (Tr) megvélasztésa.
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o Txr: 15 ms— Két gerjesztés kozt eltelt id6. Rovid idonek valasztva Ti-stlyozott
képet kapunk, mert a koévetkezo gerjesztés pillanataig kisebb részben tud

végbemenni a T)-relaxacio.

o Tr: 22 ms — Az echo ideje a gerjesztés pillanatat kévetoen. Az altalunk
valasztott érték a bedllithatd legrovidebb, hogy a Th-relaxaciobol szarmazoé

jelgyengiilés a legkisebb legyen.

o Gerjesztés szoge: 25° — A valasztott Tr-nek megfeleld optimalis vilasztas az

eros jelintenzitashoz.

e Felbontés: 0,4 x 0,4 x 0,4 mm — k-tér mintavételezési stirtiségével allithato a
kapott kép felbontasa. Az altalunk valasztott felbontas gyors mérés mellett

a késobbi képfuzidkhoz megfelelo felbontast képet eredményez.

e Gerjesztések szama a k-tér egy soranak bejarasakor: 8 — Tobb gerjesztés

eredményét atlagoljuk, igy javithato a jel-zaj arany.

4.1.3. Anesztézia

A protokoll kidolgozasakor kiemelt szempont volt, hogy a kisérleti allatra néz-
ve biztonsagos eljarast dolgozzunk ki, hiszen a modszertunk altal verifikaltan sikeres
mitéten atesett allat anyagi értelemben és a befektetett munka szempontjabdl is
jelent&s érték. A jé minéségii képek — akdrcsak a klinikumban — percekig (vagy
akar 10 percekig) tarté mozdulatlan &llapotot igényelnek, ami a kisérleti dllatok
esetében kizarolag altatott allapotban érhetd el.

Az altalunk alkalmazott anesztézids moédszer az izofluran inhaldcié (belég-
zés), amelynek elényei, hogy kénnyen kezelhetd, alkalmas az altatds megkezdésére
és fenntartasara is — hiszen a vizsgalat kozben is folyamatosan adagolhato —, az
altatas és az ébredés is gyors, az adagolas megsziinése utan hatasai hamar elmul-
nak és a mellékhatasok is nagyon ritkak. Az izofluran a klinikai gyakorlatban is
az egyik leggyakrabban alkalmazott és legbiztonsagosabbnak tartott megoldés az

anesztézias allapot fenntartdsara.
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4.2. ABRA. Az 4gyrol és a mérési elrendezésrdl készitett rontgenfelvétel feliilné-
zetbdl és oldaliranybol

4.1.4. A mérés menete

A pre-op CT, illetve MRI készitésekor a konnyi fuzionalas érdekében fontos
szempont volt, hogy a két mérés kozt az allat pozicidja ne valtozzon. Ezért — az
allatok izoflurannal torténé altatdasat kovetoen — a két mérést egy ilyen célokra
gyartott, mindkét eszkoz rendszerével kompatibilis méréaggyal, kozvetleniil egy-
mas utan végeztik, a mérések kozott az allatot az aggyal egyiitt athelyezve a
masik késziillékbe. Az dgy kialakitdsa (4.2. abra) azt is lehetévé teszi, hogy az allat
feje egy jol rogzitett allapotban maradjon (a metszéfogak egy miianyag elembe
akaszthatéak, az allat orra pedig egy alagutba keriil), és a mérés soran megfele-
16 koncentracioban izoflurant adagolhassunk neki, ezzel fenntartva a folyamatos
— de nem mély — anesztézias allapotot. A post-op CT-felvétel készitésekor az al-
lat fejét célszert kicsit eléredonteni, igy a fém alkatrészek nem parhuzamosak a
rontgennyalabok utjaval, és a miitermékiik kevéshé vetiil az érdekes tertiletre.

Mindkét modalitas esetében a vizsgalatokat egy tdajékozodast segité méréssel
kezdtitk — az MRI esetében egy nagyon gyors szekvenciaval, a CT esetében egy
oldaliranybdl, illetve feliilnézetbdl készitett rontgenképpel — amelyek alapjan, mar

a pontos poziciék ismeretében tervezhettiik meg a végleges mérés beallitasait.
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Sinus Frontalis

4.3. ABRA. Anatémiai tdjékozodasi pontok az els6 példasllat agydnak szagittélis
CT-MRI metszetén

4.2. Lokalizaciés protokoll

4.2.1. Képfeldolgozasi protokoll

Az eljaras célja egy nagyfoku precizitassal elkészitett post-op CT-atlasz fu-
zi6 elkészitése. Mivel a CT-felvételeken csak a koponya pozicidja hatarozhaté meg
pontosan, ezért a pontos CT-atlasz fizié tobb lépésen keresztiil érheto el. A pro-
tokoll kidolgozasakor azt az elvet kovettiik, hogy a pontossag érdekében mindig
vagy csak ugyanolyan modalitasu képeket, vagy kiilonb6z6 modalitasu képek ese-
tén csak azonos allatrol késziilt képeket fuziondltunk kozvetleniil. Ez jellemzéen a
képek transzformaciéja (eltolas, forgatas, tiikkrozés, kulon allatokrol készilt felvé-
tel esetén meréleges affinitds) utan lehetséges, kiilonboz6 anatémiai tajékozddasi
pontok, mint az agy kontirja, a koponya alakja, a bregma, a sinus frontalis, illetve
a lambda és az agykamrak figyelembevételével (4.3. dbra).

Miutan az Osszes felhasznélt képrol a nem relevans részeket (pl. méréagy) elta-
volitottuk és az optimdlis vizualizadciénak megfeleléen ablakoltuk?, a végeredmény
a kovetkezokben részletezett 1épések soran készilt el. A protokoll 1épéseit az elsd

kisérleti allat példajan abrakkal is szemléltetem.

2A mért intenzitdsok egy kivdlasztott részének szétteritése egy sziirke skalan.
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4.4. ABRA. A képfeldolgozés elsé 1épése az els6 egér példédjan. Fent: pre-op CT,
kozépen: pre-op MRI, alul: pre-op CT — pre-op MRI fizié. Balrél jobbra: MIP3,
szagittalis metszet, koronalis metszet, transzverzalis metszet

(i) pre-op CT — pre-op MRI fuzié

Az els6 1épés elvégzésekor ugyanannak az allatnak a par perc kiillonbséggel
elkészitett felvételeit fuzionaljuk. Mivel a két eszkoz kozt az allatot a mérd-
aggyal egytitt szallitottuk, az allat pozicidja is jo pontossiggal megegyezik,
igy az els6 1épés rutinfeladatnak tekinthet6. A fuzionalas alapjat els6sorban
az teremti meg, hogy az MRI-képen — a CT-képen jol latsz6dd — koponya he-
lye jelhianyként jelentkezik, igy mindkét képen jol azonosithato, és megfelel6

forgatasokkal és eltoldasokkal fedésbe hozhaté (4.4. abra).

3Maximum intensity projection: hiromdimenziés informécié abrizolasdnak céliabdl egy
iranybdl minden egyenes mentén a legnagyobb intenzitdsi pont sik lapra vetitésével kapott kép.
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4.5. ABRA. A képfeldolgozds mésodik 1épése az els6 egér példajan. Fent: pre-op
MRI, kozépen: Atlasz MRI, alul: pre-op MRI — atlasz MRI fuzié. Balrél jobbra:
MIP, szagittalis metszet, koronalis metszet, transzverzalis metszet

(ii) Pre-op MRI és atlasz MRI

Az egyik kritikus 1épés a pre-op MRI fuzionalasa az atlasz alapjat adé MRI
felvételekkel (atlasz-MRI). A nehézséget az jelenti, hogy ekkor két kiilon dllat
MRI-felvételét kell fuzionalnunk, igy — kis, néhany szazalékos — hasonlosagi
transzformaciokra is sziikség lehet, hiszen minden egér anatémiaja kismér-
tékben kiillonbozd. Segitséget jelent ugyanakkor, hogy az atlaszgytijtemény
ot egér adatait tartalmazza, igy lehet6ség van a leginkabb hasonlé egyedek
kivalasztasara. A fazié soran a tajékozodas alapja az agy konturja, tovabba
az MRI felvételeken egyes belso struktirak (elsésorban az agykamrék) is szé-
pen kivehetéek, melyek alapjan a fuzid igen nagy pontosaggal elvégezheto,

és jol kontrollalhatéak a nagyitési 1épések hatdsai (4.5. dbra).
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4.6. ABRA. A képfeldolgozas harmadik 1épése az elsd egér példajan. Fent: pre-
op MRI, koézépen: atlasz, alul: pre-op MRI — atlasz fuzié. Balrél jobbra: MIP,
szagittalis metszet, korondlis metszet, transzverzalis metszet

(iii) Pre-op MRI — atlasz
Azokkal a transzforméciokkal, amelyekkel az MRI-felvételeket fedésbe tud-
tuk hozni, fuziondlhato a pre-op MRI-felvétel az atlasszal is, hiszen az atlasz

a hozza tartozé6 MRI-felvételek alapjan lett bejelolve (4.6. dbra).
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4.7. ABRA. A képfeldolgozds negyedik 1épése az els6 egér példajan. Fent: pre-

op CT — pre-op MRI fazi6, kozépen: pre-op MRI — atlasz fazid, alul: pre-op

CT — atlasz fazi6. Balrdl jobbra: MIP, szagittalis metszet, koronalis metszet,
transzverzalis metszet

(iv) Pre-op CT — atlasz

A fenti 1épések eredményeként mar konnyen elkészitheto a pre-op CT fazidja
az atlasszal, hiszen a pre-op MRI felvételeket mar mindkettével fuziondltuk
a korabbiakban. Ebben a lépésben lehetdségiink van ellendérzésre, illetve kis-
mértékl utolagos korrekciora is, a koponya néhany jol azonosithaté pontja
(els6sorban a sinus frontalis és a lambda) alapjan, amelyeknek helye az agy

kérvonaldn is leképezddik (4.7. abra).
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4.8. ABRA. A képfeldolgozas otodik 1épése az elsd egér példdjan. Fent: pre-op
CT — atlasz fazid, kozépen: post-op CT, alul: post-op CT — atlasz fizié. Balrol
jobbra: MIP, szagittalis metszet, koronalis metszet, transzverzalis metszet

(v) post-op CT — atlasz

A végeredmény eléréséhez mar csak arra van sziikségtink, hogy a pre-op CT-t
a post-op CT-re cseréljik, tehat utébbit ugyanabba a poziciéba kell transz-

formalnunk, mint amely a pre-op esetben volt jellemz6 (4.8. abra).

Az igy kapott képek alapjan mar lehetségessé valik az elektrédok pontos po-

zicibjanak haromdimenziés vizualis lokalizacidja.
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4.2.2. Koordinatarendszer-illesztési protokoll

A lokalizacié masik lehetséges utja a miitét tervezésénél is alkalmazott hiszto-
l6giai atlasz [24] koordindta-rendszerének illesztése. A koordindta-rendszer origdja
a bregma, amelynek pozicidéja a pre-op CT-felvételek alapjan is jol lokalizalhatd
(4.9. dbra). Az illesztéshez még az sziikséges, hogy a CT-felvétel is a sztereotaxids
fejrogzitésnek megfeleld sztenderd iranyok mentén legyen poziciondlva. Ez elmé-
nem egy egyenesre esO pont koordinatainak egyeztetésével, de a CT-képen nem
azonosithatéak agyi poziciok, az MRI-képek pedig mar elve szubjektiv transzfor-
maciokkal lettek a CT-felvételekhez illesztve, tovabba az MRI-felvételek alapjan
sem egyszeri a (0,12 mm szeletvastagsaggal dolgozd) atlaszban is egzaktul defi-
nialhaté pontokat precizen megfeleltetni. Ezért a koordinata-rendszer illesztését
a bregma koordinatainak egyeztetésén tul az agykoponyanak az atlasz altal alkal-
mazott sztenderd iranyokba vald forgatasaval értiik el, ami az atlasz szagittélis
metszetének megfeleld tajolassal és a koronalis és transzverzalis metszetek szim-
metridjanak beallitdsaval biztosithato. A pontok MRI alapt megfeleltetését igy
csak ellendrzésre hasznaltuk.

Az egyeztetett koordinata-rendszerekben az elektrod helyét a felbontés (19 pm)
ismeretében az elektrod hegyét tartalmazé voxel (térbeli pixel) sorszamaval leol-
vashatjuk, hibabecslésre pedig az alapjan van lehet6ségiink, hogy a leolvasott pont
hany voxelnyi kornyezete felelne szintén meg a szubjektiv leolvasasunknak — mind
ralis és a anteroposzterior irdnyban érdemes egy tartomanyként megadni, mivel a
tetrod végén a szdlak kismértékben széttartanak, igy nagyobb kiterjedésiik van.)
Ez durva becsléssel — a koordinatarenszer-illesztés pontatlansagat is figyelembe
véve — Ot voxel, tehat a Gauss-féle hibaterjedéssel szamolva 0,15 mm alatti becsiilt
hibéval dolgozhatunk (mind a hdrom koordinataban). Anteroposzterior irdnyban
leolvasva a bregmdtol vett tavolsagot arra is lehetdségiink nyilik, hogy vizualizalas
céljabol a megfelel6 transzverzalis metszetet kivalasztva a metszetre illessziik a
hisztolégiai atlaszt az eddigiekben bemutatott atlaszillesztési protokollhoz hason-

16an (4.10. abra).
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4.9. ABRA. Bregma-lokalizicé az els6 egér pre-op CT-felvételén. Balrdl jobbra:
MIP, szagittalis metszet, koronalis metszet, transzverzalis metszet

4.10. ABRA. A hisztolégiai atlasz illesztése az els6 egér példajan. Az illesztést
segitheti az MRI-fevétel altal szolgaltatott informéacio az agykamrak poziciojardl
és az agy konturjarél. Fent (balrdl jobbra): A post-op CT-felvétel elektrédot
tartalmazo metszete, az MRI-felvétel megfelel6 metszete, az elektrod bregmdtol
vett anteroposzterior iranyu tavolsagahoz legkézelebbi metszet a hisztoldgiai
atlaszbol. Lent: post-op CT-felvétel fzidja a hisztologiai atlasszal.
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4.3. Eredmények

A lokalizaciés protokollt 0sszesen négy — technikai okokbol a 3.2. fejezetben
targyalt allatoktol eltéré — egeren teszteltiik, akikbdl az in vivo képalkotd mérése-
ket kovetéen a 2.6. fejezetben leirtaknak megfeleloen hisztologiai felvételeket ké-
szitettiink a két modszer 6sszehasonlitasahoz és az in vivo médszer pontossaganak
verifikdlasdhoz (4.11. dbra). A hisztolégiai lokalizaciéndl a bizonytalansig legna-
gyobb forrasa, hogy az atlasz diszkrét, 0,12 mm-enként vett transzverzalis met-
szetekbdl all, ami alsé korlatot ad az anteroposterior iranyi koordinata-leolvasas
pontossaganak, és egyben terheli a tobbi koordinata-leolvasasi pontatlansagot is
(hiszen az atlasz egy oldala csak egy konkrét anteroposzterior koordindtdnak meg-
felel6 metszetet jellemez pontosan). Tovabbi hibaforrasok a kivalasztott atlaszoldal
szubjektiv illesztésének pontossaga, a metszetek preparalasa soran elkévetett pon-
tatlansdgok (ezek koziil kiemelend6 a nem tokéletesen az atlasz poziciondldsénak
megfelel6 metszési irdnyok). Mindezek alapjan, az in vivo mddszer hibabecslésénél
is hasznalt logikat kovetve, egy 0,2 mm-es becslést tettiink a hisztoldgiai lokaliza-
ci6 pontossagara (ez megfelel az anteroposzterior irdnyu diszkretizacio felkerekitett
masfélszeres értékének).

Az implantaciékrol osszességében elmondhatd, hogy egy sikeres, egy a tertlet
szélét eltaldlo (nem tokéletes, de potencidlisan hasznos eredményhez vezetd) és
két rontott betiltetésiink volt, és a két mddszer mind a négy esetben hibahataron
beliili egyezést mutaté eredményt hozott (4.1. tabldzat) — ez egyben azt is mu-
tatja, hogy a két modszer pontossagara tett becslésiink feltehetéleg helytalld volt.
Az elektrodkoordinatak kozvetleniil a mitétet kévetden ellendrizhetéek, igy a két
rontott esetben lehetdség van — az igy feleslegessé valt — mérések elhagyasara.

Masik fontos varakozasunk a moédszerrel kapcsolatban, hogy a in vivo loka-
lizacio — és a kisérletek hatasfokanak javulasan til — pontosabb és részletesebb,
haromdimenzids informéciot biztosit az esetlegesen rontott beiiltetések esetén a
hiba forrasarél, ami a hisztologiai lokalizacié esetén csak részlegesen elérheto. A
hiba okanak pontos megértése nagy segitséget jelenthet a beiiltetéseket végzo ku-
tatonak, aki a kovetkezo miitéteket mar ezeknek az informacidknak a figyelembe-

vételével végezheti, és ezzel csokkentheti a szisztematikus hibak hatasat.
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4.11. ABRA. Példa a hisztoldgiai lokalizaciéra (a negyedik egér bregmdtdl ante-
rior irdnyban 0,62 mm-re 1évé metszete). Fent a bright-field, dark-field, FITC
és TRICH felvételek az illesztett atlasszal, alul a tetrod fenti felvételek alap-
jan rekonstrudlt utja (kék) megjelolve az atlaszon, Osszehasonlitva az in vivo
lokalizaci6 eredményével a metszetnek megfelel6 sikbol (szaggatott piros)
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in vivo hisztologia
koordingta  Taldlat/ | koordinita Taldlat/
(mm) [£0,15]  Hiba | (mm) [£0,2]  Hiba
AP 0,34-1,03 0,38 - 0,98
1. egér ML, 0.38 - 0.65 Talélat 0,3-07 Talalat
DV 5,97 -
AP 0,65-1,03 0,62 - 0,86
2. egér ML 0,61 - 0,91 Taldlat 0.75 - 0.9 Talalat
DV 5,29 5,25
AP 067-11 0,5 - 0,86
B.egér ML 002-029 P | go5-025  iba
DV 5,51 5,55
AP 021-0,72 0,26 - 0,62
degér ML (926-067 0% | po5.05  lbA
DV 4,72 4,9

4.1. TABLAZAT. Az in vivo és a hisztoldgiai lokalizécié eredményei a négy 4llat
esetében. Az anteroposterior (AP) és mediolaterdlis (ML) irdnyok mentén azt a
tartomanyt olvastuk le, amelyet a tetrdd széttartd szalai lefednek, a dorzovent-
ralis (DV) irdnyban az elektréda legventralisabb pontjat kerestiik meg. Utdbbi
az els6 egér esetében a hisztologia lokalizaciénal hidanyzik, mivel az elektréd
tilment a metszet szélén.

4.3.1. Esettanulmanyok

A kovetkez6kben négy példaallaton keresztiil mutatom be a lokalizacié ered-

ményét, a hibaforrasokat és a tanulsagokat. A miitét célja mind a négy esetben

az HDB tertlet eltaldlasa volt, bregmatol szamitva anterior iranyban 0,75 mm;

lateralisan 0,6 mm; ventralisan 4,5 - 5,7 mm-es célkoordinatakkal (a miitét soran

az HDB-t0l dorzélisan iltetiink be, és a neurofiziologiai kisérlet soran jarjuk végig

a teriiletet az elektroddal).

(i) Els6 esettanulmany

Az elsé allat esetében a 4.12. abra alapjan megallapithatjuk, hogy mind me-

diolateralis, mind az anteroposterior irannyal kozel tokéletesen parhuzamos

az elektréd ttja, ennek megfeleléen az elektréd eltalalta a célteriiletet. A
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(iii)

4.10. (beiiltetés utan kozvetlentl) és a 4.14. (kisérlet kozben és végén) abra-
kat vizsgalva megallapithatjuk, hogy az elektrod a terveknek megfeleléen a
célteriilettol dorzalisan keriilt beiiltetésre, és a kisérlet soran ventralisan be-
jarta a teljes célteriiletet, és végiil az agy legaljan is tilment (a dorzoventralis

koordinatak kismértékben eltértek a tervezettél).

Masodik esettanulmany

A maésodik allat esetében a 4.13. dbrat vizsgalva észrevehetjiik, hogy az elekt-
r6éd az anterior és lateralis irdnyban is kismértékben (2° és 5° fok eltéréssel)
ferde. Ez azt eredményezi, hogy az elektrod végpontja anterior helyezkedik
a tervhez képest, ahol a célteriilet medialisan elhelyezked6 része talalhato.
Mivel az elektréd laterdlisan ferde, végeredményben az elektréd egy része

taldlja csak el a céltertilet szélsé tartomanyat (4.15. abra).

Harmadik esettanulmany

A harmadik példan (4.16. édbra) egy szerencsétlen eseményt lathatunk; a
tetrod szalak egy ponton megtornek, és ezt kovetoen varttol egészen elté-
ré irdnyban (6o anterior irdnyban) mozognak tovabb, igy az elektréd nem
talalja el a célteriiletet. Tovabbi hiba, hogy bar az elektréd irdanya kozel par-
huzamos a mediolaterdlis irannyal, a beitiltetési pont tulsagosan medialisan

helyezkedik el.

Negyedik esettanulmany

A negyedik példa az el6z6 esethez hasonlé eredményt hozott. A 4.17. abrat
vizsgalva észrevehetjiik, hogy a tetrodon az abran jelolt pontban egy hurok
alakult ki, emiatt a tervezettdl teljesen eltéré dorzoventralis koordinatara
kertilt betiltetésre, tovabba a posterior és medidlis iranyban is jelentos mér-

tékben ferde (50 és 6o fok), igy hibds eredményhez jutottunk.
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4.12. ABRA. Post-op CT — atlasz fzi6 az els6 egér esetében. A piros keresztek
az elektrod végének helyét, a sarga csillag a célteriilet jeldli. Balrél jobbra: MIP,
szaggitalis metszet, koronalis metszet, transzverzalis metszet

4.13. ABRA. Post-op CT — atlasz fizié a masodik egér esetében. A piros keresz-
tek az elektrod végének helyét jelolik. Balrdl jobbra: MIP, szaggitalis metszet,
koronalis metszet, transzverzalis metszet

4.14. ABRA. Az els§ egér CT mérésének fizidja a hisztoldgiai atlasz megfeleléen
kivalasztott metszetével (bregmdtdl anterior irdnyban 0,74 mm-re).
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\i

Bregiga®.74 mm

4.15. ABRA. A mésodik egér CT mérésének flizidja a hisztoldgiai atlasz megfe-
lel6en kivélasztott metszetével (bregmdtdl anterior irdnyban 0,74 mm-re).

4.16. ABRA. Post-op CT — atlasz fiizi6 a harmadik egér esetében. A piros keresz-
tek az elektréd végének helyét jelolik. Balrél jobbra: MIP, szaggitalis metszet,
koronalis metszet, transzverzalis metszet.

4.17. ABRA. Post-op CT — atlasz fzié a negyedik egér esetében. A piros keresz-
tek a tetrédokon kialakult hurok helyét jelolik. Balrdl jobbra: MIP, szaggitalis
metszet, koronalis metszet, transzverzalis metszet.



5. fejezet

Osszefoglalas és tovabbi tervek

Diplomamunkam keretében a 2. fejezetben bemutatott médszerek felhaszna-
lasaval kidolgoztam és teszteltem egy teljeskorti kisérleti eljaras alapjait, amely
alkalmas arra, hogy optogenetikailag azonositott kolinerg és dopaminerg neuronok
viselkedését tudja vizsgalni extracellularis elvezetés segitségével egérmodellekben,
auditoros operans tanulasi feladat teljesitése kozben, a témakiirasban megfogal-
mazott kritériumoknak megfelelen.

A munka kiterjedt a kisérleti kornyezet, a tanulasi paradigma és a két rendszer
egyideji elektrofizioldgiai vizsgalatat és az optogenetikai azonositdast megvalésitod
mikroelektroda megtervezésére és megvaldsitasara, valamint a tanulasi feladat ve-
zérlését és a viselkedési, illetve elektrofiziologiai eredményeket elemz6 kod imple-
mentélasara tébb nyilt forraskédu szoftver felhasznaldsaval (3.1. alfejezet).

A 3.2. alfejezetben ismertettem a kisérleti eljards tesztelésének eredményét,
amely megmutatta, hogy a feladat elso fazisait az allatok ténylegesen képesek vol-
tak gyorsan megtanulni, majd a teljes feladat bevezetésével 1j, (varakozasainknak
megfelelden) valtozd nehézségli hangokat megtanulni. A kisérletek sorén sikeriilt
optogenetikailag azonositani egy dopaminerg sejtet, amelynek viselkedését egy 1j,
jutalmat jelzo hang bevezetése kozben vizsgaltuk.

A sikeres elvezetés kritikus pontja, hogy a mikroelektrodat pontosan a meg-
felel6 agyi magba implantaljuk, amely komoly kihivast jelent¢ feladat. Emiatt egy
killon fejezetet (4. fejezet) szenteltiink egy 1j elektrodlokalizaciés protokoll ki-
dolgozéasdnak pre-klinikai képalkoté eszkozok (CT, MRI) hasznalatéval, amely a
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korabban elérheté modszerekkel szemben in vivo koriilmények kozott, kozvetleniil
a belltetést kovetoen teremti meg az elektrodpozicié meghatarozasanak leheto-
ségét, ezaltal drasztikusan javithatja a teriileten folyé kutatdsok hatasfokat. A
protokoll részét képezi egy kvalitativ modszer, amely egy haromdimenzios atlasz
toleges pozicibjarol, haladési iranyardl, illetve az esetleges problémakrél. A proto-
koll masik felét egy kvantitativ eljaras adja, amely a hisztologiai atlasz és a CT
koordinata-rendszerének megfeleltetésével lehetéséget biztosit az eleketrdéda pozi-
ciéjanak leolvasasara atlasz-koordinataként, 0,15 mm-es pontossdggal. A modszer
pontossagat hisztoldgian alapuld lokalizacioval 6sszehasonlitva verifikaltuk.

A tovabbiakban szeretnénk a kidolgozott eljarasok alkalmazasaval a kolinerg
és a dopaminerg neuronok asszociativ tanulds egyes részelemeire adott valaszat
vizsgélni statisztikailag elemezheté mennyiségli neuron felvételével. Célunk annak
megértése, hogy a két rendszer hogyan kodol a feladatban olyan komplex visel-
kedési valtozokat, mint példaul az elvart és a ténylegesen realizal6dé jutalom kii-
lonbsége vagy a megerdsités varatlansaga, és feltarni, hogy a két rendszer milyen
moédokon és milyen mértékben reprezental redundans, korrelalt és fiiggetlen infor-
maciot a tanulas sordan. Ehhez statisztikai viselkedési és biofizikai neuronhal6zati
modelleket, tovabbd hagyoményos linearis és nem linearis informaciéelméleti alapi

korrelacids mértékeket fogunk hasznalni.
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