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Kivonat

Hogyan épiilnek fel a teljes agy aktivitasmintazatai az egyes idegsejtek belso és kiilsé kornyezeti
hatasok altal kivaltott valaszaibol? E kérdés megvalaszolhatdésaganak kulcsa, hogy képesek
legylink hozzaférniaz idegrendszer aktivitasdhoz. Az idegtudomany ma elérhetd eszkoztara
szamos, egymast kiegészitd lehetdséget kindl az idegi halozatok aktivaciés mintdzatainak a
tanulmanyozaséara és modulalasara. Az egyes technikak tér- és idobeli feloldoképessége hatarozza
meg, hogy mely technoldgia milyen szervezddési szinthez ad hozzaférést.

Az egyes idegsejtek ¢és a teljes agy szervezOdési szintjeinek Osszekapcsolasa egyszerii
organizmusok szintjén (példaul C. elegans, zebrahal larva) fénymikroszkopiai modszerekkel
megvalosithatd. Emlsokben, kiillondsen az ember, illetve a preklinikai modellfajok (macska,
kutya, majom) esetében kevés hatékony modszer 1étezik, ami kozelebb vihet benniinket az
idegtudomany ezen alapkérdésének megvalaszoldsahoz. Emldsokben az egész agy teriiletei
kozott fennalld funkciondlis kapcsolatok vizsgélatira jelenleg a funkciondlis mdagneses
rezonancia képalkotas (fMRI) a legelterjedtebb eljarasmod. Az egyes neuronok szintjén
elektrodakkal az aktivitast nemcsak mérni tudjuk, de befolyéasolni is. Azonban a nagy preklinikai
fajokban eddig alig sikeriilt olyan fMRI-kompatibilis mddszert alkalmazni, mellyel sejtszintli
feloldassal lehetne adatot gytijteni Uigy, hogy az agy egészére érvényes megallapitasokat is
tehesstink.

Munkdm sordn olyan univerzalis, moduldris mérési modszert fejlesztettem, mely lehetové teszi
az agyifolyamatok vizsgalatat tobb térbeli és id6beli skalan keresztiil. Egy uj képalkotasi eljarast,
a funkciondlis ultrahang képalkotast hasznéltam arra, hogy Osszekapcsolhatova tegyem az agy
strukturalis és funkcionalis leirasara alkalmas mérési modszereket. Kifejlesztettem egy modularis
implantatum tervezési modszert és annak mukodoképességét validaltam altatott és éber
multimodalis aktivitasmérési kisérletekben. A konstrukcido lehetévé tette, hogy mezoskalas
méréseket végezhessiink szabadon viselked? allatokban az eddig bevett fMRI mddszerhez képest
egy nagysagrenddel jobb téridébeli felbontassal. Munkdm eredménye olyan 1j kisérletek elott
nyitja meg az utat, melyek 0j alapokra helyezhetik nagy preklinikai fajok agyi folyamatainak

megertését.



Bevezetés

A modern tudomanyos és technoldgiai fejlodés egyik fontos hajtoereje a természetben lejatszodo
folyamatok megértésére és befolydsolasara irdnyuld alapvetd emberi sziikséglet. E sziikségletiink
a formalis gondolkodés, modell alkotds és kisérleti bizonyitasok moddszereivel hipotézisek
felallitasan és cafolatan keresztiil a koriilottink 1évo vildg miikodését egyre mélyebben és
pontosabban tarja elénk és alakitja. Ezen modszereket a bioldgiai rendszerek miitkodésének
megértésére az élettudomany alkalmazza, azonban az agy mitkdésének megfigyelésére alkalmas
eszkozok tér- és iddbeli feloldoképessége erdsen korlatozza az él6vilag ezen bonyolult szervének
megértését. A megismerést szolgaldo mérési eszkdzok technoldgiai korlatai miatt tobb mint egy
évszdzadon keresztiil az idegrendszer sejtszintii strukturdlis és funkcionalis egysége, a neuron
volt a vizsgalatok targya, mivel a rendelkezésre all6 anatomiai és fiziologiai modszerek a sejtes
szinthez adtak hozzaférést, neuronokat tudtak egységként vizsgalni (Golgi festés,
mikroelektrodas mérések) [2].

Az egyszerre egy neuron mukodésének vizsgalatan vald tallépés szélesebb korben elérhetd,
egyszerl technoldgiai megoldésa volt a sejtparokbdl torténd mérés. Ilyen kisérletek voltak az elsd
bizonyitékai annak, hogy az egyes sejtek kozti alakbeli (morfologiai) hasonldsagok funkciondlis
hasonlosagot is jelenthetnek. Hasonlé modon, kiillonbozo agyteriileteken miikodé neuron parok
mérése jelentette a korai morfologiai modszerek utan az elsé funkcionalis moddszertani
lehetdséget annak feltardsara, hogy milyen szabélyok alapjan kapcsoldodnak egymashoz az agy
teriiletei [2]. De mennyit érthetiink meg egy tobb millid, ember esetében tobb millidrd neuronbol
allo rendszer miikodésérol, ha egyszerre csak egy, esetleg kettd alkotdelem mérése lehetséges? E
kérdés, azaz egyes neuronok és a teljes idegrendszer Osszefliggésének vizsgalata a kozelmultig
egyediil a modellorganizmus viselkedése altal volt vizsgalhato. Az ilyen egyetlen neuron vs. teljes
idegrendszer kisérleteknek leginkabb alacsonyrendii organizmusokban (C. Elegans, Drosophila)
¢s reflex-szerli neuralis aramkorok (optokinetikus reflex) megértésében volt és maradt szerepe.
Az egysejtes elektrofizioldgias mérési modszerekkel ellentétes technologiai polust a teljes agy
mukodését mérni képes funkcionalis magneses rezonancids képalkotas (fMRI) jelenti. A modszer
elsd sikeres bemutatdsa tobb mint harminc éve tortént [1] és azota az fMRI a teljes agy
funkcionalis vizsgalatdnak sztenderd mérdeszkdzz¢é valt emberben és makakod modellben.
Azonban az fMRI mind téridébeli felbontasban, mind a kisérletes koriilményekben fellépd erds
megkotések miatt — a mért egyed mozdulatlan allapotban kell maradjon hosszu ideig, illetve az
erds magneses tér a modszer mas technoldgidkkal valo kombinalhatdsagat korlatozza — a teljes
agy ¢és egyes sejtek miikddésének Osszekapesolasa rendkiviil nehéz maradt mind a mai napig.

A két polus — egysejt, illetve egész agy — kozotti tavolsag athidaldsara olyan megoldasra van
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sziikség, mely

1. képes a sejt-szintll és teljes agyi aktivitdsmérések hatékony és minél kozvetlenebb

integraldsara.

2. lehetéveé teszi a modern genetikai jelolések altal elérhetd sejt-tipus specifikus aktivitas
mérést. Ez gyakorlatban fénymikroszkopiai modszerek integralasat teszi sziikségessé,
melyeken keresztiil optikai modszerrel tudjuk a sejtek aktivitasat mérni (pl. GCaMP
kalcium szenzorokon keresztiil) vagy moduldlni (optogenetikai aktuator proteinek, pl.

Channelrhodopszin).

3. minél kevésbé korlatozza az egyed természetes viselkedését, ami a jelenleg elérheté fMRI
technologia egyik alapvetd korlatja.
Munkamban egy olyan j modszer dolgoztam ki és validaltam éber preklinikai fajon végzett
kisérletben, mely megnyitja a lehetdséget olyan kisérletek elvégzésére, melyek a fenti harom
szempont mindegyikétteljesiti s igy képes a kiillonbozé modalitasokbdl szarmazéd eldnyodket

kombinalni, ezaltal lefedi az idegi aktivitas eltérd 1éptékii folyamatait mind térben és idében.



1. Multimodalis agyaktivitasmérés - technoldogiai és tudomanyos attekintés

A bevezetésben bemutatott agyaktivitas mérésre hasznalt két technologiai polus — elektroda alapu
mérések, illetve fMRI — kozott alapvetd kiilonbség, hogy elektrodas mérések invazivak, a szovet
topoldgiai, anatomiai architektiraja roncsolodik; fMRI ellenben neminvaziv, de megkdzeliteni
sem tudja az egysejt feloldast. Az elektrodas mérések esetén kozvetleniil nem kapcsolhatd 6ssze
a mért sejt aktivitasmintazata €s a sejt morfologiaja. Természetesen a kutatdi kreativitas képes
szinte minden problémara megoldast taldlni, jelen esetben azzal, hogy amikor mérés soran a
mérOpipettaval betoriinka sejtbe (patch clamp technika), a mért sejtet festékkel feltdlthetjiik. Ilyen
feltoltott sejtek agyi elhelyezkedését, illetve a rajta mért aktivitdsmintazatokat fénymikroszkopias
szovettani felvételek altal illeszthetjiik a tagabb agyi kontextusba. Ilyen kisérletek elvégezhetoek,
de annyira munkaigényesek, illetve egyetlen agyteriileten beliili hal6zatok feltérképezésére is mar
olyan sok egyed felhasznalasat igénylik, hogy mér egérmodellben is nehéz egyes neuronokat az
egész agy Osszefiiggésébe illeszteni [2]. Nagyobb preklinikai modellekben az ilyen kisérletek
csak ugy lehetnek megvaldsithatoak, hogy minden kordbbinal nagyobb eréforrasokat forditunk a

kisérletekre és a folyamatok automatizalasara [3].
1.1.  Funkcionalis képalkoto eljarasok

Minden képalkotd mddszer az alkalmazott fizikai elvek peremfeltételein beliil képes a szdvettel
valo kolcsOnhatdsra. A mérés fizikai elvi korlatai mellett a mérés bedllitasai (pl. a képalkoto
objektiv nagyitasa) illetve az adatgylijtés elektronikai és szoftveres képességei meghatirozzik,
hogy milyen térbeli és iddbeli felbontds mellett tudunk egy adott fiziologiai folyamatot vagy
anatomiai struktarat mérni.

Az alabbi fejezetekben az idegi folyamatok mérésére hasznalt modszereket veszem sorra,
mindegyiknél kitérve arra, hogy miikddési elviik alapjan milyen Iéptékben, tér-idébeli
felbontasban képesek a neurdlis aktivitds mérésére, milyen specifikus fiziologiai folyamatokhoz,
illetve szoveti strukturdkhoz férnek hozza ¢és milyen eldnydk és limitaciok jellemzik

alkalmazhatdsagukat.

Funkcionalis magneses rezonancia képalkotas

A funkciondlis mégneses rezonancia képalkotds (fMRI) az egyik legelterjedtebb neminvaziv
képalkot6 eljaras az orvosi diagnosztikaban és az idegtudomannyal foglalkozo6 kutatdsokban. Az
fMRI abban kiilonbozik a statikus, anatomiai MRI-t0l, hogy az idegi aktivitassal 6sszefiiggésben
1évé hemodinamikus valaszt méri a teljes agyra kiterjedéen. A hemodinamikus valtozasok
eredhetnek valamilyen feladat altal kivaltott kognitiv allapotvaltozasbol, vagy lehetnek a

nyugalmi allapotban zajlo belso fiziologiai folyamatok kovetkezményei.

6



Az fMRI jel fizioldgiai alapja, hogy az agyi véraramlas és véroxigénszint valtozdsai szoros
Osszefiiggésben allnak az idegi aktivitassal. Amikor az idegsejtek aktivak, oxigént hasznalnak fel,
melyet a vorosvértestben 1évéo hemoglobin széllit el a helyi kapillarisokon keresztiil. A
megnodvekedett oxigénigényt a vérdramlés intenzitdsdnak ndvekedése szolgélja ki, amelynek
célja a felborult oxihemoglobin ¢és dezoxihemoglobin koncentracié helyreallitdsa. Ez az
ugynevezett hemodinamikus valasz a neuronaktivitds felfutdsa utan hozzéavetdlegesen 1-3
masodperc késéssel jelentkezik, majd 5-6 masodperc utan éri el a tetéfokot, végiil visszaesik az
alapszintre [4].

A megnovekedett idegi aktivitds miatt megndvekedett anyagcesereigényt a fokozott lokalis agyi
Blood Oxygen Level Dependent) a valtozasa szolgalja ki és e két fiziologiai paraméter mérhetd
fMRI-vel, az idegi aktivitas indirekt mértékeiként.

A BOLD viélasz eredete a dezoxihemoglobin paramagneses tulajdonsagabol fakad. A
megndvekedett dezoxihemoglobin koncentracidé magneses szuszceptibilitds novekedést okoz, igy
befolyasolja a magneses mezét és a spin-spin relaxacios id6t (T2/T2%)! [4]. A T2*-re érzékeny
MRI-szekvencidk, mint példaul az echo-planaris képalkotas (EPI), az egyik legelterjedtebb
szekvenciatipus gyors dinamik4ju hemodinamikus valaszok tanulméanyozisira, amely
hozzéavetdlegesen 1-3 mm térbeli és 1-3 s idébeli felbontassal képes az aktivitas detektalasara [5].
Az elmult évek tanulmanyai bizonyitottak, hogy a magneses térerdsség novelésével és magas jel-
zaj aranynal az fMRI térbeli felbontasa tovabb novelhetd [S]. Jung és munkatarsai példaul GRE-
EPI (Gradient Recalled Echo - Echo Planar Imaging) szekvenciat alkalmaztak az egér kortiko-
kortikalis és kortiko-thalamikus projekcidinak a tanulményozéséara ultranagy magneses térben
(15,2 Tesla). Az eredményeiket 250 ms id6beli €s 156 x 156 x 500 um3 térbeli felbontéssal tudtak
kiértékelni, ami alapjan eldrevetitették, hogy az ultranagy felbontasu fMRI hasznéalhat6 az agy
rendszerszintli halozati elemzéséhez [6].

Fontos megjegyezni, hogy az agyi dinamika rendszerszintli megértésénél a BOLD {fMRI
eredmények értelmezése és felhasznalasa soran némi 6vatossagra van sziikség. A ragcsalokon
végzett méréseket altaldban altatott allapotban végzik, hogy minimalizaljak a fejmozgast a
szkennelés soran. Az altatoszer megvalasztasa jelentdsen befolydsolhatja a mérési eredményeket,
mivel az egyes anesztetikumok hatést gyakorolnak a neuralis aktivitdsra, az agyi metabolizmusra,

a neurovaszkularis csatolasra vagy a funkcionalis konnektivitasra [7].

'A T2, valamint a T2* is a transzverzalis relaxacié idg leirasara szolgal. A kilonbség, hogy a T2* magaba foglalja a
makroszkodpikus és mikroszkdpikus magneses tér inhomogenitdsabdl ered6 tovabbi valtozdsokat, igy rovidebb
lecsengésli, mint a T2 jel. A kettd jel statisztikai kiilonbségébdl meghatarozhaté a BOLD valasz.
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Az anesztetikumok zavar6 hatdsainak kikiiszobolésére fMRI protokollokat dolgoztak ki az éber
allatokbol torténd képalkotas céljabol [8]. Az eredmények azt mutatjak, hogy az éber alanyokkal
végzett preklinikai fMRI jelentds eldrelépés a neuralis aktivitds megbizhatobb térképezésére [7],
azonban a modszernek megvannak a maga korlatai. A stressz és a mozgasartifaktumok
minimalizaldsa érdekében az allatok altaldban egy szoktatasi tréningen vesznek részt, amely soran
imitaljak a mérési koriilményeket. Mivel azonban a szoktatési protokollok akar napokig, bizonyos
esetekben hetekig is eltarthatnak, a megkozelités egyértelmiien munka- és iddigényesebb, mint
az altatasban végzett protokollok. Tovabba a spontan mozgas ¢€s a stresszreakciok valdsziniileg

az akklimatizacio ellenére is jelen lesznek a képalkotds eredményeiben [9].

Funkcionalis ultrahang képalkotas

A funkcionalis ultrahang (functional ultrasound, fUS) igéretes alternativanak bizonyul a
mezoskalaju technikdk kozott, amely nagy térbeli és iddbeli felbontdsanak, valamint mas
eszkozokkel valdo kombinalhatosdganak koszonhetéen 0j utakat nyitott a funkciondlis agyi
képalkotasban.

A fUS képalkotas a vér aramlasanak valtozasai alapjan képes kozvetett moédon az idegi aktivitas
térbeli és 1dobeli dinamikajara kovetkeztetni. A modszer fiziologiai alapja a neurovaszkularis
csatolasnak nevezett mechanizmus, amely az aktivalt neuronokat koriilvevd erekben képes a
lokalis agyi véraramlas szabalyozasara, igy kielégitve az aktiv neuronok megndvekedett oxigén
¢s tapanyag igényét [10].

A technika mitkodésének fizikai alapjai megegyeznek a hagyomanyos ultrahang képalkotasban
ismertekkel, amely sordn egy piezoelektromos transzducer ultrahangot bocsat ki a szovetbe, és a
terjedés kozben a szdveti struktardk 4ltal visszavert hullamokat (echo) a transzducer
visszaalakitja elektromos jelekké [11]. Az ultrahangos képalkotds funkcionalis mérésekre
alkalmas valtozata a Doppler-ultrahang. A Doppler-ultrahang a Doppler effektus alapjan
hatarozza meg a vér dramlasanak irdnyat és aramlasi sebességét [12]. Az agy idegi aktivitasaval
korrelalt hemodinamikai valaszok feltérképezéséhez a hagyomanyos Doppler-ultrahang azonban
nem elég érzékeny [13].

Az elmult években kifejlesztettek egy modszert, amely sikhulldamu ultrahang kibocsatas altal
képes nagy képkocka-sebesség (10000 fps) mellett nagy felbontast neurovaszkularis térképeket
alkotni. Az ultragyors ultrahang képalkotasrdl bizonyitottak, hogy azzal lehetséges a nagy térbeli
¢s id6beli felbontasu, nagy érzékenységii Doppler képalkotas [14].

A funkciondlis ultrahang képalkotds azaltal valosul meg, hogy Doppler-ultrahang méréssel
felvessziik a neuralis aktivitas altal indukalt valtozasokat az agy vér térfogatdban (CBV- cerebral

blood volume) [15]. A CBV valtozésainak kdzvetett mérését mas fizikai elven alapul6 képalkotod
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technikdk is hasznaljak, ugymint az ,,intrinsic” optikai képalkotas (lasd lejjebb) vagy a CBV-
sulyozott fMRI. Ezen képalkoté moddszerek téridébeli felbontasat az idegi aktivitds és a
vérellatottsag valtozasat Gsszekapcsold fiiggvény, a neurovaszkularis csatolas fiiggvényének
téridébeli alland6i meghatarozzak.

A CBYV valasz mérésével elérhetd térbeli felbontast a kapillarisok atmérdje és stirtisége, illetve a
mérésre alkalmazott fizikai elv limitalja. A fUS térbeli felbontasa a kibocsatott ultrahang
idobeli felbontasa a képmélységtdl fliggden 0.1-0.5s kozott valtozik, mivel mélyebb
penetraciondl a hanghulldmnak hosszabb utat kell megtennie, ami csokkenti az adott id6 alatt
alkothat6 képek szamat [13]. Az ultrahanghullamok koénnyen behatolnak a lagy szovetekbe, igy
a kéreg alatti teriiletek is elérhetdek a hasznalatival. Az elérheté képmélység 30 mm-ig is
terjedhet, amellyel akar az egész agyat atfogo térképet is készithetiink a ragcsalok és kisebb
emldsok idegi aktivitasardl [16]. A fUS tehat egyszerre alkalmazhat6 kisebb kérgi struktarak,
vagy akar funkciondlis egységek aktivitdsanak a mérésére, valamint kiterjedt haldzatok
aktivitasanak térbeli és idobeli dinamikajanak rogzitésére [13].

Az fUS képalkotast a transzlacios idegtudomanyban eldszor 201 1-ben alkalmaztak, amikor Macé
¢s munkatarsai nagy tér-idobeli részletességgel vizsgaltak a hordokéreg aktivalodasat az altatott
patkanyokban a bajuszszélak ingerlését kvetden [17]. Macé egy késébbi tanulmanyaban az egér
optokinetikus reflexe altal aktivalédd agyi teriileteket vizsgalta éber allapotban. A kisérletek
soran kiilonb6z6 genetikai, mechanikai és farmakologiai perturbaciokkal befolyasoltdk az
optokinetikai reflex miikodését, amelynek célja az volt, hogy feltarjak a reflexhez kapcsol6do
vizuomotoros integracidban részt vevd agyi régiokat, majd funkciondlis egységekbe
csoportositsak Oket. Ez a tanulmany szemléletes példat ad arra, hogy a funkcionalis ultrahang
képalkotéas kivaloan alkalmazhaté az egyes neuron tipusok aktivitdsmintdzatainak és az allat
viselkedésének Osszefiiggéseinek, valamint az egyes neurontipusok és az altaluk aktivalt agyi
terliletek szervezddési kérdéseinek vizsgalatdra. A fUS tériddbeli felbontasa, alkalmazasanak
egyszerlisége 1j teriiletet nyitott az agy szervezodési szintjeinek rész-egész Osszefiiggéseinek
vizsgalataban [18].

A fUS-t eddig éber, fejrogzitett allatokon alkalmaztak, ami néhany viselkedésforma ¢és a
dinamikus idegi aktivitds egyidejli vizsgalatat kdzvetleniil lehetévé tette. Ezzel a tulajdonsagaval
a fUS figyelemre méltd eldnyre tett szert az fMRI-vel szemben, ahol az éber allatok mérése
valoszintlileg a belathato jovOben tovabbra is igen nehéz marad [19].

A fUS mindezen eldnyei mellett fontos megjegyezni, hogy mivel a koponya jelentdsen
learnyékolja az ultrahang jelet, ezért a magas jel-zaj viszonyu fUS képalkotds érdekében a

jelenlegi technoldgiai megoldasok mellett ablakot kell nyitni az allat koponyajan [20]. Egyes
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tanulmanyok foglalkoztak a fUS transzkranialis alkalmazasaval [21], azonban a még a
vékonyitott koponyacsont technika alkalmazasa esetén is Iényegesen rosszabb felbontast kapunk,
mintha kraniotomiaval a koponya egy részét miitéti iton eltavolitjuk. Varhatéan par éven beliil
elérhetévé valnak a koponyacsont ala iltethetd transzducerek, melyek a fUS invazivitasat
jelentdsen csokkenthetik.

A fUS egy masik korlatja, hogy a legjobb jel-zaj viszonyt biztositd linedris transzduszerek az
agynak egyszerre csak egy kétdimenzios metszetét képezik le. A teljes agyi térfogat
pasztazasadhoz sziikség van a transzducer motorikus mozgatadsahoz [18], vagy egy volumetrikus
funkciondlis ultrahang transzducerre, azonban az utdbbi felbontdsa kisebb mint a linearis

transzducereké ( ~300 um?) [22].
1.2.  Optikai képalkotas

A fénymikroszkopiat mar évszazadok ota hasznaljak az élovilag megismerésére. A bevezetésben
emlitett egysejt vs teljes agy térbeli skalak athidalasat a fénymikroszkdpiai eljarasok elméletben
rendkiviil egyszerlien, az optikai nagyitas valtoztatasan keresztiil képesek megvalositani.
Gyakorlatban azonban a fénymikroszkopiai eljarasok alkalmazhatosagat a fény szovetbe hatolasi

képessége korlatozza, a fény legjobb modszerek esetében is kb. a kéreg felsé 1 mm-¢€ig képes

crer

crer

Széleslatoszogii optikai képalkotas

A széleslatoszogl képalkotas (wide-field imaging) olyan optikai képalkotési technikakat foglal
magaba, amely sordn a vizsgaland6 minta az objektiv altal meghatdrozott teljes latotérben
megvilagitasra keriil. Mivel a fény hulldmhossztdl fliggden roncsoldlag hathat a szovet egyes
molekuléira, a széleslatoszogii modszerek aktivitas mérésre az utdobbi években kezdtek kiillonosen
alkalmassa valni, mivel a jeldetektdlasra hasznalt kameratechnologia olyan fejlddésen ment
keresztiil, aminek koszonhetden nagyon érzékeny detektorok a korabbiaknal joval kisebb
fényintenzitast is jo jel-zaj viszonnyal képesek rogziteni [23]. Neuralis aktivitdismérésre két 6
sz¢éleslatoszogli képalkotasi moddszert alkalmaznak, az ,,intrinsic” optikai képalkotast és a

fluoreszcens képalkotast.
wintrinsic” optikai képalkotas
Az ,,intrinsic” optikai (IOS - Instrinsic Optical Signal) képalkotas az fMRI és fUS bemutatasnal

mar emlitett metabolikus valtozasok fénymikroszkopiaval torténd mérése alapjan kovetkeztet a

neurdlis aktivitas valtozasaira. Az elnevezésben az ,,intrinsic” jelzd a technika fontos elényére
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utal: az aktivitdisméréshez nem sziikséges semmiféle specidlis festési eljaras alkalmazasa, az
»intrinsic” jel forrasa az idegi aktivitassal 0sszefliggd korai hemodinamikus valtozasok, az oxi-
térfogatanak a novekedése, amelynek hatdsdra az aktiv idegsejtek koriili agyszovet fény-
abszorpcids spektruma eltolodik [24]. A moddosult abszorbancia miatt az aktiv teriiletek altal
visszavert fény intenzitdsa megvaltozik, ami egy érzékeny kameraval detektalhato.

In vivo koriilmények kozott a megvilagitas hullamhosszanak megvalasztasa hatarozza meg, hogy
az idegsejt aktivitas altal kivaltott metabolikus valtozdsok milyen molekularis komponensének
valtozésat detektaljuk ,intrinsic” jelként. Példaul 400 ¢és 630 nm kozotti hullamhossz
alkalmazéasanal a domindns jelforrast a hemoglobin oxigén-telitettségi szintjének alakulasa,
valamint a vértérfogatban torténd valtozas adja. Mig 630 nm feletti hulldimhossznal azon
aktivalast kiséré fényszorasi valtozdsok dominaljdk a jelet, amelyek eredhetnek az
ionmozgasokbdl, az extracellularis tér térfogatanak valtozasabol, vagy a neurotranszmitterek
felszabadulasabol [25].

Az IOS képalkotast in vivo leggyakrabban a szenzoros agykérgi aktivitds térképezésére
hasznaljak. Az eljaras egyik legnagyobb elonye, hogy konnyedén alkalmazhat6 kiilonb6zo fajok
kozott [26]. Viszont a nagy térbeli felbontdsu funkciondlis aktivitdstérképek elkészitéséhez
preklinikai fajoknal durotomiat is igényel [24]. A bels6é jeleken alapuld optikai képalkotas
technolégiai kihivasa, hogy az agyszovet fényvisszaverd képességének valtozasai igen csekélyek,
0.1-1% kozott mozognak [27]. Ebbdl adoddan, ha a biologiai ,,zaj” (példaul anesztézia altal
okozott oszcillaciok, 1égzési artefakt) nagyobb, mint a tényleges neuronalis aktivitasbol szarmazo

jelkomponens, akkor téves kovetkeztetésre juthatunk.

Fluoreszcens képalkotas

Az intrinsic” képalkotdssal ellentétben a széles latdszogli fluoreszcens mikroszkdpia
alapfeltétele, hogy a szovet szintetikus fluoreszcens festékkel, vagy genetikailag kodolt
fluoreszcens proteinnel legyen megjelolve. A fluoreszcens képalkotas talan a legsokoldalubb
technika az idegrendszer folyamatainak mérésére. A mult szdzad vége Ota szintetikus
fluoreszcens kalciumkdotd festékek, illetve a sejtmembranfesziiltség valtozasaival ardnyosan
fluoreszcens fesziiltségfiiggd (VSD — voltage sensitive dye) festékeket alkalmaztak az
idegsejthalozatok aktivitdsanak mérésére. Mivel a fluoreszcensen kibocsatott fotonok a szovetben
szorddnak, egysejt feloldas in vivo allatkisérletekben széleslatoszogii mikroszkopidval nehezen
megvalosithatd. Ezzel a technikaval az agykéreg felszinhez kozeli aktivitdsanak (a sejtben gazdag

kortikalis 2/3 réteg) funkciondlis térképezése lehetséges.
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A VSD alkalmazasa esetén az agyszovetet megfestik egy specialis festékkel, melynek molekulai
az idegsejtmembran kiilso feliiletéhez kotédnek és a membranpotencial valtozasaival aranyosan
bocsatanak ki fluoreszcens jelet, mely milliszekundumos idobeli és kisérleti koriillményektdl
fiiggden szubmilliméteres térbeli pontossaggal detektalhatd [28]. A VSD festés egyik hatranya,
hogy leginkabb akut kisérleti koriilmények kozott alkalmazhatd, mivel a festést minden kisérlet
elétt meg kellene ismételni, amibdl adédoan a festés mindségétdl fiiggden csokkenhet a mérés
megbizhatdsaga [29].

A genetikailag kodolt kalciumindikdtorok megjelenése alapjaiban forgatta fel a fluoreszcens
képalkotéds teriiletét. A teriilet egy évtized alatt egyediilallo fejlédésen ment keresztiil. Ma
sztenderd része az idegtudomanyi munkaknak, hogy a fluoreszcens jelet ado proteint kddolo DNS
szekvenciat genetikai célzassal az agy meghatarozott sejttipusaiban, rétegeiben, régidiban vagy
akar az egész agyszOvetben iranyitottan fejezik ki, a tudomanyos kérdés megvalaszolasdhoz
szlikséges stratégia mentén [30]. A specifikus genetikai célzést elérhetjiik transzgenikus allatok
tenyésztésével, vagy pedig egy olyan viruskonstrukci6é bejuttatasaval a célszovetbe, amely a
fehérje expresszalasahoz sziikséges genetikai informaciét hordozza [29]. Az AAV virusok
kiilonosen alkalmasak erre a feladatra, hiszen a megfelel6 kapszid és promoter megvalasztasaval
akar sejttipus specifikusan is kifejezhetjiik a kalciumérzékeny fehérjét, ezaltal a képalkotas sordn
felvett jel biologiai forrasat sejt-tipus vagy sejt-kompartment szintre limitalhatjuk. Genetikailag
célzott sejt-tipus specifikus jeldléssel a neurdlis aramkorok komponenseinek jeleit egyenként
rogzithetjiik. Bar a szintetikus festék alapt fluoreszcencia és az ,,intrinsic” képalkotas ma 1is
hasznos technikdk maradnak, a genetikai célozhatésag a fluoreszcens képalkotds svajci
bicskédjaként minden korabbinal gazdagabb lehetdséget ad a neuronhaldézatok megértésére [31].
Az optikai képalkotashoz ma leggyakrabban hasznalt fluoreszcens fehérjecsalad az ultraérzékeny
GCaMP, amely lehetévé teszi a neurélis aktivitast kiséré Ca>" koncentraciondvekedésnek a
kimutatasat. Erdekes lehetdség, ha a viralis vektor higitasaval ritka jelolési siiriiséget valositunk
meg a kéreg felszinhez kozeli rétegeiben, akkor akar széleslatoszogli modszerrel is lehetdvé
valhat a sejtszintli aktivitds mérés [31].

A széleslatoszogli fluoreszcens képalkotasnak szamos elénye mellett szembe kell nézni par
alapvetd korlattal. A modszer térbeli feloldoképességét korlatozza, hogy a jel a fokuszsikon
kiviilrdl is érkezhet, ezért altalaban nem képes az egyes neuronok jelének feloldasara. Ha a
szovetben sok sejtet jeloliink, a fokuszsikon kiviil gerjesztett fluoreszcens jel sok idegrendszeri
folyamat jelét olvasztja egybe, ezzel a zajszintre lenyomva a kisebb sejtpopulaciok
karakterisztikus jeleit. Ez a moddszer a kéreg mélyebb régidinak elérésére nem alkalmas,
alkalmazott hullamhossztdl fiiggéen a kéreg felszini rétegeit érhetjiik csak el (~400-500 um).

Szintén a modszer alkalmazasat nehezitheti, ha a fluoroférok folyamatos gerjesztése miatt
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fototoxicitas 1ép fel, vagy ha a fluorofér molekuldk a fény hatidsara denaturdlodnak és

funkcidjukat veszitik (,,photobleaching”) [32].

Kétfoton mikroszkopia

A kétfoton mikroszkdpia nemlinedris gerjesztési technoldgiat alkalmaz a szdvet fluoreszcens
molekulainak gerjesztésére. A korabban emlitett modszerek linearis, azaz egyfotonos gerjesztést
alkalmaznak, amelynek erds szérddasa a biologiai szovetben jelentésen csokkentheti a felbontast,
valamint a mélyebben fekvo kérgi rétegek célzésa is komoly korlatokba iitkozik [33]. A
nemlinearis gerjesztés tullépi ezeket a korlatokat azaltal, hogy a fluorofér molekulaban egyszerre
(0,5 fs-on beliil) két foton abszorbalodik, amelyek egyiittesen elegendd energidt adnak a molekula
gerjesztéséhez. Mikor a gerjesztett molekula alapallapotba esik vissza, fény emittalodik. Mivel
két kvantumban érkezik a fluoreszcens molekulat gerjesztd energia, igy lehetévé valik a nagyobb
hullamhosszasagu fény (700-1000 nm) hasznalata, amely Iényegesen jobban hatol at a széveten,
mint a kisebb hulldmhosszisagu, de nagyobb energidju hullamok [25]. Mivel kétfoton gerjesztés
esetében a fluoreszcens emisszid valdszinlisége négyzetesen fligg a gerjesztés intenzitasatol, a
fokuszponttdl tavolodva kis tavolsagon beliil mar nincs akkora energiastiriiség, hogy fluoreszcens
emisszio 1épjen fel. A kétfoton mikroszkdpia legnagyobb eldnye, hogy a fokuszponton kiviilrdl
nem érkezhet fluoreszcens jel a detektorokba [35].

A biologiai alkalmazasokban legszélesebb korben alkalmazott méddszer a kétfoton fluoreszcens
1ézer-pasztaz6 mikroszkopia. A kétdimenzids kép egy ugynevezett pasztazo eljarassal késziil,
amely sordn a gerjesztési pont gyorsan mozgé tiikrok segitségével ugral a letapogatni kivant
feliileten, amelybdl egy szamitogépes szoftver rekonstrudlja a képet.

Amennyiben olyan fluoreszcens festéket alkalmaznak a mérés soran, amelynek emisszioja a
sejtben jelenlévd ion vagy fizioldgiai hatasra megvaltozik — példaul Ca**, membranfesziiltség
modosuléasa —, akkor a fiziologiai folyamatok valds idében lekdvethetok. Ilyen modon a sejtszintii
aktivitas GCaMP6f festéssel akar mar ~ 0,5 um térbeli és ~10 ms id6beli felbontassal vizsgalhato
[34].

A kétfoton pasztazé mikrészkopia jelentds elénye, hogy képes kozvetleniil a sejtek normalis
viselkedését megjeleniteni természetes kornyezetiikben, igy remek alapot szolgaltathat a
stimulacié altal kivaltott aktivitds, valamint a viselkedés kozotti kapcsolatok sejtszintii
feltarasara.

A modszer hatranya, hogy a hagyomanyos kétfotonos mikroszkopok tervezésébdl adoddan a
pasztazasi teriilet lekorlatozddik, par szaz mikron kiterjedésu tertilet vizsgalhato csak egyszerre.
Az elmult években tobb csoport is egyedi képalkotd optikdk és lézeres letapogatd fejek

fejlesztésébe kezdett, amelynek segitségével kiterjeszthetdvé valt az effektiv 1atotér. Sofroniew
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¢s munkatarsainak a fejlesztése lehetvé tette, hogy kétfotonos gerjesztéssel GCAMP jeleket
rogzitsenek egy 5 mm atmérdjii és 1 mm vastag kortikalis régiobol. Ezt a szomatoszenzoros,
parietalis €s motoros agykérgi teriiletek aktivitdsanak egyidejii monitorozasara hasznaltak
fejrogzitett, viselkedd egerekben [34]. A multifoton képalkotas szabadon mozgéd allatokban
torténd alkalmazasa a kozelmultban uj lendiiletet vett a kétfoton-mikroszkdpok miniatlr
valtozatainak kifejlesztésével. Nemrégiben Klioutchnikov és munkatarsai egy fejhez rogzithetd
kisméretii mikroszkdp segitségével végeztek haromfotonos gerjesztést szabadon mozgo
patkanyokon, amellyel 1,1 mm mélységig képesek voltak az egyes szomak és dendritek
aktivitasat monitorozni [35].

Fontos azonban megjegyezni, hogy a technikai fejlddések ellenére a hagyomanyos multifoton
modszerek pontszerli letapogatasi technikak, ebbdl addéddan korlatozza dket az adatgyiijtési
sebességiik, amely szorosan Osszefiigg a fluoreszcens anyag gerjesztési tulajdonsagaival,

valamint a 1ézer impulzusaval.

Fényalapu aktivitasmérés mélyagyi strukturakban

A mélyagyi aktivitds egysejt szintli feloldasara invaziv mddszerek alkalmazasa sziikséges. A
klasszikus elektroda alapt megoldasok mellett ma mar multikontakt elektrédakkal lehet sok sejt
aktivitasat mérni. A fénymikroszkopia elényeinek megtartasaval GRIN relay lencsék vagy
multimédusu szaloptikas képalkotassal lehet egysejt feloldast elérni. A multimédusu szalakon
keresztiili képalkotas [36] jelenleg az egyetlen technika, mely nem limitdlt sem az elérhetd
mélység, sem a genetikai célozhatosag szempontjabol €s a lehetd legkisebb mértékben roncsolja

a szovetet.
1.3.  Agyi aktivitas modulacioja fénygerjesztéssel

Az elézoekben bemutatott technoldgidk az idegi aktivitds monitorozasara szolgald eszkozok,
amelyek kiilonb6zo6 térbeli skalan képesek az agy meghatarozott 1€ptékii folyamatait kovetni. Egy
masik nagy érdeklddésre szdmot tartd teriilet olyan eszkdzoknek a bevezetése és fejlesztése,
amelyek nemcsak a rendszer passziv megfigyelésére, hanem annak célzott manipulélaséra is

lehetdséget kindlnak nagy térbeli és idébeli pontossaggal.

Optogenetika

Az optogenetika optikai és genetikai modszerek kombindci6jabol sziiletett, amelyek egyiittes
alkalmazéasa lehetdvé teszi specifikus sejtcsoportok preciz modulalasat az €6 szdvetben.
Genetikai célzottsag kovetkeztében a célzott sejtekben olyan specialis fehérjék termelddése
indukalhat6, amelyek megfeleld hulldimhosszusagu fény hatdsara valtozasokat generalnak a sejt

elektromos és biokémiai allapotaban [37].
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Az idegrendszerek miitkddésének vizsgalatara hasznalhaté mikrobialis opszinok kozé tartoznak a
csatorna-rodopszinok (ChR), amelyek a sejt membranjan fényérzékeny ioncsatornakat képezve
képesek a fényt kozvetlen ionaramma alakitani milliszekundum pontosaggal [38]. A folyamat
soran, a ChR ioncsatorndk kék fény hatdsara megnyilnak, majd a membranon keresztiil
kationionok (Na®, K") aramolnak a sejtbe. Az ionok aramlésa potencialvaltozast idéz el6 a
membranban, ezért a sejt depolarizalodik, majd végiil a sejt axonjan akcids potencialként terjed
tovabb. Hasonld megkozelitéssel a neuralis aktivitas gatolhato is, példaul fényvezérelt ionpumpak
(HR — halorodopszin) alkalmazasaval,amelyek sarga fény hatdsara anionokat (Cl") engednek az
intracellularis térbe, ezzel hiperpolarizalva a sejtet [39].

A technoldgia nagy eldénye, hogy a genetikai célzottsdg miatt az idegsejtek szelektiv
remekiil alkalmazhato6 az egyes idegsejttipusok haldézatban betoltott szerepének a visszafejtésére
deduktiv kovetkeztetések altal [40]. Az elmult évek tanulmdnyai bizonyitottdk, hogy a
technologia felhaszndlhaté olyan neurodegenerativ betegségek mogott huzodoé folyamatok
atfogdobb megértésére, mint a Parkinson- vagy az Alzheimer-kor, valamint jelent6sen
hozzajarulhat a koros allapotokban szerepet jatszo rendellenesen miikodé aramkorok szelektiv

manipulalasaval hatékonyabb terapidk kidolgozasdhoz [41].
1.4.  Multimodalis aktivitasmérés és modulacio

A sziik értelemben vett multimodalis képalkotas azt a megkozelitést takarja, amely jellemzden
kettd vagy tobb kiilonb6z6 eszkozzel felvett adathalmazt kombinal, hogy ezzel eldsegitse az agy
strukturélis és funkciondlis mitkodésének megértését az egyes képalkotd és mérémodszerek
limitacioinak kikiiszobolésével. Tagabb értelemben a multimodalis képalkotas jelentheti
is, példaul a diffuzios- és funkcionalis MR képek kombinalasat [42]. A multimodalis adatelemzés
alapvetd motivacidja az olyan Osszefliggések feltarasa, amelyek egyetlen modalitds hasznalataval
nem volnanak megfejthetdk.

Park ¢és mtsai. munkaja egyik legelegansabb példdja a multimodalis adatrogzités altal megnyilo
lehetdségeknek. Nagy preklinikai fajban, makékoban vizsgaltdk az arcfelismerésre specializalt
agyi régiokat kombinalva az egysejtes elektrddas méréseket a teljes agyi dinamikat vizsgalo
fMRI-vel [43]. Korabbi tanulményok, amelyek mikroelektroddkkal vizsgéaltdk az
arcfeldolgozasért felelds kérgi foltokban (FP - face patch) az egyes neuronok szelektivitasat,
megallapitottak, hogy az adott FP-n beliil az egyes neuronok eltérd aktivitast mutatnak a
kiilonb6z6 arcok eltérd tulajdonsagaira, ugymint az identitds, arckifejezés, mozgasok vagy a

fejtartas szoge [44]. Ezek a megfigyelések azt sugalltak, hogy egy adott FP-n beliil az idegsejtek
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egy vagy tobb kritikus jellemzore specializalodtak, igy tdmogatjak azarcfelismerés kiilonb6zd
aspektusait.

Park és mtsai. vizsgalatai lehetové tették, hogy Osszevessék egy meghatarozhato arcfelismerd
régidban (anterior fundus - FP) az egyes neuronok aktivitasat a teljes agyi dinamikaval. Az
eredményeik azt mutattdk meg, hogy a kordbban egy funkcionalis egységként kezelt teriileten
beliil is 1 mm?® térfogatban taldlhato idegsejtek nagyon kiilonbdzé egész agyi aktivitasi
mintazatokkal korreldlnak a makroszkopikus skalan. A korrelacios térképek alapjan egy kisebb
région beliil is tobb funkcionalis alpopulaciot tudtak meghatarozni, ami ) nézdpontot ad a lokélis
neurdlis populdcion beliili funkciondlis sokféleségrél. Valamint eldrevetitenek egy 1j
megkdzelitést, amely szerint az egyes idegsejtek funkcidit ne a szelektivitasuk, hanem az egész
agyhoz valo korrelaciojuk alapjan osztalyozzuk [43].

Egy masik kutatocsoport, széleslatoszogii fluoreszcens Ca®" képalkotas és fMRI szimultan
hasznalataval probaltak meg athidalni a mezoszkopikus €s mikroszkdpikus képalkotas kozotti
szakadékot [45]. Az eljaras korantsem trividlis, hiszen az MR nagy magneses tere nem engedi
meg a magnesezhetd fémek egyidejii alkalmazésat, ezért egy hosszii optikai szaltombot
alkalmaztak az optikai informacio elvezetésére. Ez a megkozelités lehetéséget ad annak a
vizsgalatara, hogy a kiilonb6z0 sejtpopulaciok hogyan vesznek részt a funkcionalis halozatokban,
viszont ez az eljaras egyeldre csak altatott allatban lehetséges és elég koltséges.

Barson és mtsai. a mikroszkopikus és a mezoszkdpikus kortikalis aktivitas kozotti kapcsolat
feltérképezésére fejlesztettek ki egy mérési modszert, amely sordn a széles latoszogii Ca®*
képalkotast kombinaltdk a kétfoton mikroszkopidval [46]. A két optikai képalkotd szimultan
hasznalatat egy derékszogli mikroprizma beiiltetésével oldottdk meg, ami lehetdvé tette, hogy az
oldaliranybdl érkezo kétfotonos gerjesztOsugarak a kéreg felszinére érkezzenek. Ezzel elérhetové
valt a mezoszkopos jel és a sejtes valasz kapcsolatanak a feltarasa, amelyre korabbi
tanulmanyokban csak indirekt modon kovetkeztethettek [47]. A tanulmanybol kideriil, hogy a
mezoszkopos jel erdsen korreldl a sejtkozi térbdl (neuropil) szarmazo jellel, mikozben az egyes
sejtek csak elhanyagolhaté mértékben jarulnak hozza. Ezek alapjan elmondhat6, hogy altalaban
a mezoszkopikus jelben az axonalis €s dendritikus strukturakbol érkez6 fluoreszencia dominal,
nem pedig a felszinkdzeli sejtekbdl szdrmazoé fluoreszcencia.

Xiao és mtsai. széles latomezdjii GCaMP képalkotast €s sejtes elektrofiziologiat alkalmaztak
egereken spontan aktivitas vizsgalatara, hogy idébeli kapcsolatokat hatdrozzanak meg az egyes
szubkortikalis neuronok mikroszkopikus 1éptékii aktivitisa €s a mezoszkopikus agykérgi
térképek kozott. Eredményeik alapjan arra kovetkeztettek, hogy a szubkortikalis talamikus
neuronok instruktiv szerepet jatszanak az agykérgi aktivitdsban, kiilondsen az eldrecsatold

kortikalis gatlas tekintetében [48]. Ezen dinamikdknak a mélyebb megértése betekintést nyujthat
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abba, hogy az agyi régiok kozotti normalis kapcsolatoknak a megbomlasa hogyan vezethet olyan
rendellenességekhez, mint az epilepszia vagy a demencia [49], [50].

Sans-Dublanc és tarsai a funkcionalis ultrahang képalkotést kapcsoltdk 6ssze az optogenetikaval,
amelylehetdséget teremtett az idegrendszer célzott komponenseinek a manipulalasara, mikozben
az agy egészére kiterjedd aktivitast nyomon kovették. A tanulmany soran a superior colliculus
(SC) négy kiilonbozo idegsejttipus-csoportjat (CAMKIIL, NTSR, PV, GAD?2) vizsgaltak, amelyek
fontos szerepet jatszanak az orientacios és védekezd viselkedés iranyitasaban [51]. A csatorna-
rodopszin (ChR) iranyitott kifejezodését az egyes sejttipusokban transzgenikus egérvonalak,
valamint adeno- asszocialt virusok segitségével oldottdk meg, amely lehetdséget teremtett az
egyes sejttipusok szelektiv aktivalasira. Igy az eltéré egérvonalakban a SC optogenetikus
modulacidja eltérd viselkedésformékat indukalt. Az indukalt viselkedés nyomon kovetése
mellett, a fUS képalkotas szimultan hasznalataval a lokalis sejttipus-specifikus aktivacio hatasat
az egész agyra kiterjed6 halozatok tekintetében tudtak megfigyelni. Ez egyediilallo megkdzelitést

adott azegyes sejttipusok, a teljes halozat dinamika,valamint a viselkedés dsszekapcsolasara.
1.4.1. Multimodalis agyaktivitas mérés elonyei

A kiilonb6z6 skalan dolgozéd képalkoté moddszerek kombindcidjanak egyik nyilvanvald eldnye,
hogy az agyi folyamatokat jobb tér-iddbeli feloldassal tudjuk jellemezni. Ennek egyik médja, hogy
kihasznaljuk az egyes eszkozok tér-idébeli komplementaritasat - az egyik modalitas jobb iddbeli
felbontasat a masikmodalitas jobb térbeli felbontasaval kombinaljuk [52].

A megkozelités egy masik hozadéka, hogy amig az agyi tevékenységeket az unimodalis eljarasok
csakegyoldaltan, az adott fiziologiai jelenség (elektroméagneses, metabolikus vagy vaszkularis
valtozasokra) korlatain beliil képesek csak bemutatni, addig a multimodalis modszerek képesek
azokat komplexen modellezni, ezaltal atfogobb képet kaphatunk az agy Osszetett fiziologiai
folyamatairol.

Ezen tGlmenden, a multimodalis aktivitismérésekkel részletesebb betekintést nyerhetiink az
eltérd 1éptékii idegi folyamatokba, feltarhatjuk az egyes funkcionalis egységek, valamint a teljes
halozati dinamika kapcsolatat. Ujraértelmezhetjiik az egyes sejtek hélozatban betoltott szerepét
¢és 1) paradigmakat allithatunk fel annak a leirasara, hogy az egyes sejtek vagy sejtpopulaciok
aktivitdsa, hogyan manifesztalodik a lokalis, valamint a globalis &ramkori dinamikéba.

A modern genetika eszkozeit felhasznélva szelektiven jel6lhetiink kiilonboz6 régidkat, rétegeket
¢és sejttipusokat, amelyeknek iranyitott manipuldcioja tobb tér és idobeli skalan végigkdvetve
eredményesen kiegészitheti ismereteinket arrdl, hogy az egyes egységek és a kozottiik 1€vo aktiv
kapcsolatok hogyan jarulnak hozza a viselkedé¢s iranyitasdhoz.

A kiilonb6z6 modalitasok egymast kiegészitd informacidinak a kiaknazasaval feltarhatunk olyan
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Osszefliggéseket és folyamatokat, amelyek az unimodalis megkozelitéssel eddig lathatatlanok
voltak, és kozelebb keriilhetiink az idegtudomany fébb kérdéseinek a megvalaszolasahoz,
példaul, ahhoz, hogy miként képesek a kiilonbozo idegsejtek, illetve azok tipusai a viselkedést

vagy a mentalis allapotokat alakitani.
1.4.2. Multimodalis aktivitasmérési megkozelitések nyitott kérdései

Osszességében a multimodalis megkdzelités jelentds eldnydket mutat a klinikai diagnozis és az
idegtudomanyt célz6 kutatasok teriiletén, azonban azoknak a tanulmanyoknak a szdma, amelyek
valodi multimodalis fuziot végeznek még mindig rendkiviil csekély. Ennek részben az egyik oka,
hogy a multimodalis tanulméanyok szélesebb korli szakértelmet igényelnek az eredmények
elemzésében és értelmezésében szemben az unimodalis vizsgalatokkal. Emellett a multimodalis
képalkotas jellemzden specialis utofeldolgozast igényel a kiilonbozo forrasokbol szarmazo
adatok egyesitéséhez, hiszen az idegi aktivitas leképzésének tere jelentdsen kiillonbdzhet az egyes
metodusoknal [53].

Bizonyos esetekben a multimodalis adathalmaz megszerzésének modja sem trividlis. A
noninvaziv eljarasok kozott, az fMRI kombinalhatosagat jelentdsen korlatozza az erés magneses
tér, amely kizéarja a standard, ferromagneses anyagokat tartalmazo elektrofiziologiai eszkdzok
szimultan hasznalatat [54]. Az allati modellek esetében, az invaziv képalkoto eljarasok specialis
preparaciot igényelnek. A mikro-,és mezoskalas eszkozok, igymint a multifoton mikroszkopia
vagy a széles latoszogli képalkotas esetében rendkiviil fontos a megfeleld optikai tisztasagu
kranialis ablak, amely lehetévé teszi a hossza tava méréseket, valamint segit fenntartani az agy
normalis allapotat. A fUS esetében is sziikség van egy olyan egyedi interfészre, amely a vizsgalni
kivant teriilet felett a koponyatetdt helyettesitve lehetdvé teszi az ismételhetd, stabil képalkotast.
A kisérleti gyakorlatban bevettnek szamito, emlésokre szabott kranialis implantatumok tobbségét
ugy tervezték, hogy egyetlen kisérleti modozatot, és ezért egyetlen térbeli skalat hasznalhassanak.
A penetrald mikroelektrédakhoz tervezett rendszerek nem teszik lehetévé az idegi aktivitds
vizsgélatat optikai képalkotassal [55]. Hasonloképpen, az optikai képalkotdsra tervezett
rendszerek altalaban nem teszik lehetévé a tobbcsatornds elektrofiziologiai mérést és stimulaciot
[31]. Minden esetben ahhoz, hogy mas modalitdssal hozzaférjiink ugyanahhoz a
neuronpopulacidhoz, meg kell valtoztatni a beiiltetett interfészt az adott implantatum-geometria
mérési modalitds-specifikusaga miatt.

A problémahoz tartozik, hogy a modellallat megvalasztasa is jelentésen befolyasolhatja a
kiilonb6z6é modalitasok implementalhatdsagat, mivel a legtobb optikai képalkotd moddszert kisebb
testli emldsokre, elsésorban ragesalokra optimalizaltdk. A nagyobb testli preklinikai fajok

esetében sziikség van a metodusok tjragondolésara [56].
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2. Tervezés

2.1. Multimodalis implantatum

A neurdlis hélozatok eltérd 1éptékii folyamatainak monitorozasa és manipuldldsa céljabol egy
olyan moduléris, kronikus neuralis interfészt fejlesztettem ki, amely egységes platformot képez
az egyes modalitdsok kozott. A konstrukcio segitségével szeretnénk feltérképezni ugyanazon
neuronpopulacié lokalis és globalis funkciondlis kapcsolatait, valamint megfigyelni a lokalis

perturbacid hatasat a nagykiterjedésii halozati dinamikara.
2.1.1. Tudomanyos motivacio

A multimodalis interfészt a vizudlis feldolgozas rendszerszintli feltérképezésére szeretnénk
felhasznalni. A latérendszer miikodésének megértése kulcsfontossagu, hiszen altala egyetemes
képet kaphatunk a kdzponti idegrendszer {6 tevékenységérdl: a kiilsé és belsd ingerekre adott
valaszok dinamikus integralasarol és koordindlasardl tobb térbeli és idébeli skalan keresztiil.

Ebbdl adodoan az implantaitumot egy olyan preklinikai fajra terveztem, amely - szemben a
ragcsalokkal - hiien modellezi az emberi vizualis rendszer fobb tulajdonsagait. A macskat, mint
modellfajt Hubel ésWiesel uttoré munkaja [57] ota hasznaljak az éleslatas és binokularis latas

miikodésének és kialakulasdnak megértésére.
2.1.2. Célkitiizés

Célom egy olyan alacsony profilu, kronikus implantdtum megtervezése ¢és kivitelezése, amely
kisérleti igényektdl fiiggden rugalmasan atalakithaté és egyedi modulokkal kiegészitve lehetévé
teszi a haromdimenzids funkcionalis ultrahang képalkotas, széleslatoszogl optikai képalkotas,
kétfoton mikroszkdpia és elektrodas mérés hosszutavi, aszinkron alkalmazéasat éber allaton.
Emellett biztositja a fent emlitett képalkotok ¢és az optogenetikai manipulacid szimultan

megvalositasat.
2.1.3. Tervezési szempontok

Modularitas A tervezés irdnyité koncepcidja a modularitas volt. Az implantatumrendszer harom

f6 komponensre oszthato fel:

1) Kronikus interfész — amelynek kialakitasa egyik oldalrdl illeszkedik a koponya alakjahoz,
masik oldalrél pedig rugalmas hozzaférést biztosit a kisérlet-specifikus hardverek

csatlakoztatasahoz.

2) Bels6é kamra— amely eldsegiti a szovet stabilizalasat, valamint kielégiti az egyes képalkoto

eljarasok szovettel vald kdlcsonhatasanak eltérd igényeit.
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3) Modulok — amelyek biztositjdk az éber és az altatott mérések stabilitasat, alkalmazkodnak

a képalkotok fizikai tulajdonsagaikhoz, valamint a kisérleti koriilményekhez.

Egyedi kialakitas A ragcsalokkal ellentétben a macskdk koponyacsontjanak alakja és mérete
viszonylag nagy méretbeli variancidt mutat az egyedek kozott. A hosszitdva mérések
kivitelezésének egyik fontos tényezdje, hogy az implantditumnak stabilan kell a koponyahoz
rogziilnie. A rosszul illeszkedd implantdtumok nem tudnak integralodni a csontba,
meglazulhatnak vagy letdrhetnek, ami hatassal lehet az allatok jolétére és megzavarhatja a
kisérleteket [58]. Az egyedi, ,.,koponyara szabott” implantatum megkdnnyiti a mutéti beiiltetést,
valamint minimalizalja az implantatum és a csont kozotti rést, ami csokkenti a nagy mennyiségii
fogaszati akril hasznalatdnak sziikségességét is. Ezen okokbol kifolydlag az implantatum
kronikusan betiltetett részét az egyes macskak MR felvételei alapjan szabtam egyedire, hogy ezzel
tamogassam a stabil rogzitést.

Kompatibilitas A multimodalis képalkotas sziikséges feltétele, hogy a kranialis implantatum
kialakitasa hozzaférést biztositson a kiilonb6z6é modalitasoknak ugyanazon neuronpopulacidohoz.
Azonban a képalkotok fizikai tulajdonsagai (mérete, mobilitdsa, munkatdvolsaga stb.) egyedi
igényeket szabnak meg, amelyek jelentds korlatok kozé szoritjak az implantditum egyes
dimenzidinak lehetséges nagysagat.

Az optikai képalkotok esetében az objektiv mérete, latomezeje és munkatavolsaga kritikus
tényezok, amelyeket figyelembe kell venni a kranialis implantatum tervezésekor. Széles
latoszogli képalkotas soran Navitar NMV-50M1 objektivet hasznalunk, melynek 14,8 mm a
munkatavolsaga €s ~ 9x9 mm a latdbmezeje [59]. A kétfoton mikroszkopia méréseknél Olympus
XLPLNI10XSVMP tipusu objektivet alkalmazunk, amely 8 mm munkatavolsaggal rendelkezik
[60]. Mindkét objektiv esetében tehat minimalis a szovet és az objektiv kozotti tdvolsag, ami
feliilr6l korlatozza a kronikus kamra mélységi kiterjedését, valamint kizarjak mas képalkoto
eszkozok szimultan hasznalatat.

A fUS képalkotast tekintve a mddszer egyik kiemelkedd eldnye a transzducer fej kompakt
jellegébdl adodik, amely a koponyahoz rogzitve megteremti az éber, viselkedd allaton torténd
mérés lehetdségét. A modszert patkanyon [61] és makakon [62] korabban mar demonstraltak,
azonban a fix pozicidban rogzitett linearis transzducer az agy egy-egy keresztmetszetét tudja csak
feltarni, a volumetrikus méréshez mas megkdzelités sziikséges. Brunner és mtsai. nemrégiben két
megoldast is publikaltak a f{US haromdimenzids kiterjesztésére. A kutatdcsoport kifejlesztett egy
egyedi gyartasi volumetrikus transzducer fejet, amely képes az agyaktivitas haromdimenzios
lekovetésére fejrogzitett, éber allaton, viszont a modszer hatranya, hogy rosszabb térbeli

felbontassal (~300 mm?) dolgozik, mint a linearis parja [63]. Egy masik lehetséges megoldas a
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transzducer linedris mozgatésa a feltarni kivant teriilet felett. Brunner és mtsai. egy motorizalt kar
segitségével valositottak meg ezt a koncepcidt [22], mikdzben az egér feje rogzitve volt. A célom
egy olyan motorikus megoldas megvalositasa volt, amely természetes viselkedés kozben képes
az idegi aktivitds mezoszkopikus, haromdimenzids tanulmanyozésara.

Stabilitas A stabil képalkotas kritikus fontossagli a mérés eredményességét tekintve, hiszen a
mozgasbol eredé miitermékek jelentds komplikaciokat okozhatnak a kinyert adatokban, amely
inkonzisztens eredményekhez ¢és téves kovetkeztetésekhez vezethetnek. Az artefaktok
szarmazhatnak az 4llat akaratlagos vagy akaratlan (1égzés, szivverés) mozgasaibol. A mozgasbol
ered0 artefaktokat minimalizalhatjuk anesztetikumok alkalmazéisaval, fejrogzitéssel,
szovetstabilizacidval, mozgaskorrekcids algoritmusok implementalasaval vagy a képalkoto
koponyahoz torténd stabil rogzitésével.

Az altalunk hasznalt optikai képalkoto rendszerek nem teszik lehetdvé a szabadon mozg6 allatok
vizsgalatat, ezért egy olyan fejrogzitési rendszeren dolgoztam, amely stabilitast biztosit a mérések
alatt, kompatibilis a kronikus implantatummal és az objektivekkel, valamint lehetdvé teszi az éber
allattal val6 kisérleteket.

A fUS esetében a mozgasbol eredé miitermékek nemcsak a jel elmosddasdhoz, hanem téves
aktivacios mintazatokhoz is vezethetnek, hiszen a Doppler képalkotds alapja a transzducer
helyzetéhez képest a vordsvérsejtek relativ elmozduldsanak kvantifikélasa, és ezaltal a vér
térfogatvaltozasainak lekovetése. A fUS képalkotast timogatdé modulnak megoldast kell nyujtania
a mozgasi miitermékek kikiiszobolésére.

Biokompatibilitas A beiiltetett implantaitum fenntarthatdésdga szorosan 0sszefiigg a valasztott
anyaggal és beiiltetési technikdval. A megfelel6 biokompatibilis anyagok felhasznalasaval
minimalisra csokkenthetd a negativ szdveti valasz, mikdzben az implantdtum hosszutavon
teljesiteni tudja funkcigjat. Az elmult években egyre nagyobb teret nyertek a 3D nyomtatassal
eldallithatd biokompatibilis implantatumok, példaul a specializalt fotopolimerbdl, poliamidbol,
poli(éter-éter- ketonbol) vagy titdniumbdl késziilt kamrak, amelyek amellett, hogy eldsegitik a
csontba valé integralodast és minimalizaljak a ,.kilokédés™ kockazatat, kivalo feliileti geometriat
biztositanak, amely noveli a kisérletek sikerességét [64].

Modellezés A 3D modellezésre és tervezésre haszndlt szoftverek két nagyobb csoportba
sorolhatéak: a mérndki célokra optimalizalt 3D kornyezet, amellyel precizen tudunk
parametrizalhatd modelleket késziteni (SolidWorks), mig maés programok alkalmasabbak a

komplex, naturalisztikus megjelenésti objektumok létrehozédsara és kezelésre (Autodesk 3Ds

crer

crer
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egymast kiegészitd eldényeit hasznaltam ki a modellek megalkotasakor és a mitéti tervek
elkészitésekor.

Prototipizalas A 3D nyomtatds technologia lehetdvé teszi, hogy konnyen és gyorsan
alkothassunk egyedi, komplex modelleket. A technologidval koltséghatékonyan gyarthatunk
prototipusokat, valamintmodellezhetjiik a miitéti folyamatokat, ezaltal csokkentetjiik a miitéti
eljaras idotartamat és a tesztelések koltségeit. A prototipusokat és a macska koponya modelljét
3D nyomtatdssal ontottem formaba, hogy az egyes elemek inkompetenciai még a miitét elott

javitasra kertilhessenek.
2.2. Agyatlasz

Az agyatlaszok alapvetd szerepet jatszanak az agyon belill az egyes régidok azonositasaban,
valamint lehetdséget biztositanak a kiilonbozd vizsgalatokbol szdrmazd adatoknak a kozos
koordinatarendszerbe valo transzformaldsanak. Stolzberg €és mtsai. nemrégiben bemutattdk a
macska agykérgének szegmentalt hdromdimenziés modelljét (1.4bra) [65], amely kiegészitve a
szubkortikalis teriiletek kétdimenzids atlaszaival megfeleld kiinduldsi alapot biztositottak a
vizualis rendszer régidinak a meghatarozasahoz, valamint segitettek az implantatum méretének

¢s forméjanak az optimalizalasaban.

1. dbra - A ,,Catlas” volumetrikus agyatlasz kétdimenzios
vetiilete az axialis sikban. A kék szin arnyalataival jelolt
teriiletek a vizualis kéreg régioit reprezentaljak: ALLS -
Anterolateral lateral suprasylvian kéreg, PMLS -
Posteromedial lateral suprasylvian kéreg, A21a vizualis
teriilet, A21b vizudlis teriilet, A20a vizualis teriilet, 7-es
vizualis teriilet, 7p — 7-es vizudlis teriilet posterior része,
Al19 vizualis teriilet, A18 vizualis teriilet, A17 vizualis
teriilet. Abra forrdsa: [65]
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3. Megvalositas
3.1. Koponya rekonstrukcio

Az egyedi, koponyédra szabott implantaitum elkészitéséhez a macskak 3 Tesla-s MRI

berendezéssel (Siemens MAGNETOM Prisma) készitett volumetrikus felvételeit hasznaltam fel.

koponyacsontra ¢s idealisabb modszer a
lagyszovetek vizsgdlatira, azonban egy olyan
T1 VIBE szekvenciat fejlesztettiink, amellyela
koponya szubmilliméteres (~ 0,6 mm)
pontosaggal elkiilonithetové valt a tobbi

szovettdl. Az altalunk fejlesztett szekvencia

igy lényegesebben egyszeriibbé teszi a
tervezés folyamatat,mivel nem sziikséges két
képalkoto eljaras igénybevétele az

Alapvetéen az MRI,a komputertomografiaval 6sszehasonlitva gyengébb kontrasztot mutat a
implantatum tervezéshez.
Az MR felvételekbdl szarmazo DICOM

képeket az ITK-SNAP 3.8. programba . .

importéltam majd a szoftver segitségével fél- 2. dbra A macska MR felvételének korondlis, axidlis és
’ szaggitalis metszete az ITK SNAP program képmegjelenitijén.

automata szegmentélést Végeztem a koponya A piros teriilet jelzi a szegmentalt koponyarészt, amelynek 3D
modellje a bal alsé szegmensben lathato.

3D modelljének a Iétrehozasédhoz (2.4bra).

A modellt STereoLithography (STL) formatumba exportaltam, amely alkalmas haromdimenzios

objektumok feliileti geometridjanak leirasara egy derékszogiikoordinatarendszerben, igy szamos

3D modellez6 szoftvercsomaggal kompatibilis. A koponya minél pontosabb térbeli

rekonstrukcidjara mas szoftvereket is kiprobaltam (MITK, 3DSlicer), azonban ez az eljaras

bizonyult a leghatékonyabbnak.
3.2.  Kronikus interfész

A kronikus implantaitum megtervezéséhez az Autodesk 3Ds Max modellezészoftvert
hasznaltam fel. Els6 1épésként a programban a harom merdleges tengely mentén sikfeliileteket
helyeztem el, majd ezekre ,,feszitettem ra” a PNG forméatumban exportalt MR képeket, amely
segitette a koponyadarab pozicionalasat a haromdimenzios térben.

Referenciaként hasznaltam egy standard macska koponya modellt, valamint a Catlas kérgi atlaszt.
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A haromdimenzios kérgi atlasz MR felvételekhez vald illesztésével sikeriilt meghatarozni a
vizualis kéreg elhelyezkedését, ¢és ezaltal
kijelolni a kranialis implantatum hatarvonalait,
valamint a kraniotdmia helyét (3.dbra). Az
implantdtum alakjanak tervezésekor a latotér
maximalizdlasa ¢és az implantitum stabil
rogzitésének a megorzése kozott
kompromisszumot kellett kotniink.

A koponya alakjanak lekovetésére a Conform és
Relax beépitett fliggvényeket hasznaltam,
amelyek segitségével a koponyaextraktum alakja

modellezheté szabadformdju poligonhalokkal. A

poligonhalonak ezutan térfogatot adtam a Shell 3 upra - Feliinezeri kép az axidlis MR metszetrél a 3Ds

, L, . . B Max programban. Az illesztett 3D koponyarész és a
modositd eszkozzel, ilyen modon a koponya curas volumerrikus kérgi atlasz térbeli kapcsolataval

alakjat kivaghatjuk mas objektumokbdl (Boolean - Zf;tz’(’jc;l,ﬁz,lijzaﬁ}tonlkus pplantatum Jaldnalt ko ¢s
Subtract).

Ez amddszer gyors és egyszerii megoldast nyujt a koponya komplex alakjara szabott implantatum
modellezésére. A kronikus implantatumot emellett kiegészitettem egy ,,szoknya” résszel, ami a
ragasztasi felillet novelését, és a fogaszati
csavarokkal torténd rogzitést segiti eld.

Ezt kovetden tértem 4t a SolidWorks 3D
kornyezetbe,ahol hatékonyan tudtam a koponyéra
igazitott modellre az egyszeriibb geometridji
formakat illeszteni.

A konnyli  beiiltetethetdség  céljabol  az

implantatum kiterjedését oldaliranyban
minimalisracsokkentettem. Az oldalsé szarnyakon
lyukakat alakitottam ki a kiegészitd modulok ) S )
4. abra - A kronikus interfész modell és a szabadformdju

csatlakoztatasahoz sziikséges menetes betéteknek. po/igonhalé reprezentacioja SolidWorks kornyezetben

(4.4bra).
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3.2.1. Optikai szal hozzaférés

Az optogenetikai modszerekkel torténd perturbacio szimultan kivitelezésére egy konnyedén
hozzatérhetd portot alakitottam ki a kronikus interfész oldalan (5.4bra). Ezzel a megkdozelitéssel
egyszerre tudunk kortikélis vagy szubkortikalis teriileteket fokalisan manipuldlni, mikdzben

figyelemmel kisérhetjiik a teljes vizualis kérgen az indukalt aktivitast.

tamogato kronikus implantatum SolidWorks kérnyezetben

3.3. Modulok
3.3.1. Motorizalt fUS

A fUS képalkotds haromdimenzids kiterjesztésére egy olyan modult terveztem, amely
léptetdmotorokkal felszerelve alkalmas szabadon mozgo6 alanyok idegi aktivitasanak térbeli
leképezésére. A modul tervezésének meghatarozd6 szempontjai a szkennelhetd teriilet
maximalizaldsa mellett a konstrukcié méretének és sulyanak minimalizalasa, valamint a stabil
képalkotas megteremtése volt.

A motor kivalasztasa mindharom szempontbo6l kritikus tényezo. A 1éptetémotorok idealis jeldltek
lehetnek erre a feladatra, hiszen a motor f0 feladata nem a folyamatos forgéds, hanem
meghatarozott szogelfordulassal torténd 1épések végrehajtiasa egy tengely mentén. A Nanotec
NEMA 8 (LA201S06- B-TDBA) motorja az egyik legkisebb jelenleg elérhetd 1éptetdmotor,
amely Sum/lépés felbontassal, valamint 20 mm x 20 mm x 33 mm kiterjedéssel rendelkezik és a
tomege minddssze 54 g [66].

A motorok preciz irdnyitasara egy Osszekapcsolt Arduino Uno R3 mikrokontrollert és egy
Arduino Motor Shield Rev3 tablat hasznaltunk. A motorok mozgasanak programozasira az

AccelStepperkonyvtart alkalmaztuk, amelynek példaprogramjai konnyedén sajat igényeinkre
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szabhatoak, az alkalmazott hardver teljesitményét

kdzben optimalizalva [67].

Tartd

/,,

Transducer

A motorizalt modul harom f6 részbdl all: talca, tarto,

7

-3

\
\

valamint a két parhuzamosan elrendezett NEMA 8§

motor, ahogy azt a 6. dbra mutatja.
A modell csatlakoztatdsa a kronikus elemhez egy .
koztes  interfész  beiktatasaval  torténik. A

NEMA motor Télea

tengelyszimmetrikus tervezés lehetdvé teszi a

szaggitalis és korondlis szeletek szkennelését is, igy 0 @bra - Motorizalt — JUS  modul  tervének
haromdimenzios modellje

mindkét irdnyban egy 18,5 x 15,9 mm-es teriilet tapogathatd le. A motorokkal egyiitt a teljes

konstrukciotomege 150 g, amely kevesebb, mint a macskak atlagos testtomegének 5%-a.

Transzducer

Modul

Belsé kamra

Interfész

Krénikus implantatum

1. abra - A motorikus fUS implantatumrendszer oOsszeszerelési sorrendjének reprezentdcioja
(SolidWorks)
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3.3.2. Optikai képalkotas

Az optikai képalkotés esetében a modul tervezésének meghataroz6 szempontjai az objektiv és a
szovet kozotti tavolsag minimalizaldsa, valamint a fejrogzités mikrométeres stabilitasdnak a
biztositdsa. A modul négy darab csavarral rogzithetdé a kronikus implantatumhoz, annak
érdekében, hogy a rogzitéssel jar6 mechanikai fesziiltséget a kronikus kamran keresztiil a
koponya nagyobb feliiletén el tudjuk oszlatni. A modul maximalis vastagsiga 4 mm. A
mélyesztések a kamra két oldalan lehetévé teszik a belsé elem rogzitését, amely igy beleolvad a

rogzité modul sikjaba. Az oldalsé szarnyak Thorlabs elemekkel rogzithetoek (8.4bra).

8. abra - Az optikai képalkotast tamogato modul 3D modellje (SolidWorks)

3.4. Belso elem

A magas jel-zaj aranyt mérések kivitelezéséhez a szovetbdl kilépd fény vagy hanghullamoknak
lehetbleg veszteség nélkiil kell az objektivhez, illetve a transzducer aktiv feliiletéhez érkeznie. Az
optikai méréseknél legtobb esetben a feltart agyfelszint egy feddiiveggel zarjak miutan az agy
kozotti réseket agardzzal vagy szilikonnal toltotték ki. Ez a megkdzelités azonban az optikai
mindség fokozatos romlasaval jar, valamint korlatozza a hozzaférést a szovetekhez a beiiltetés
utan, amellett, hogy nemkivdnatos nyomast gyakorolhat a kérgi szdvetre, amely igy
megzavarhatja a cerebrospindlis folyadék szabalyozasat és a koponyan beliili nyomas szintjét
[68]. Ugyanakkor az is igaz, hogy az agy fizioldgiai pulzaldsa stabilizalhato, ha enyhe mechanikai
nyomast gyakorlunk a szovetre [56].

Ezen okokbol kifolydlag olyan belsd elemeket terveztem, amelyek rugalmasan cserélhetek a
kiilonboz6 mérések kozott, €s amely az adott modulhoz rogzitve finom nyomast tud gyakorolni az
agyra a mérések ideje alatt. Mivel az agyfelszin és a rogzitési feliilet pontos tdvolsaga nehézkesen

meghatarozhat6 paraméter, ezért kiilonbozé mélységli szovetstabilizald belsé elemeket
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készitettem 500 pm-es 1épéskozokkel. A belsd elemhez polimetil-pentén (PMP) foliat
ragasztottam, mivel ennek a konnyl, funkciondlis polimernek szovetszerti akusztikai
impedancidja van, amely lehetové teszi az ultrahanghulldmok torzitatlan terjedését [69]. Emellett,
kivalo optikai tisztasagot biztosit, és az elaszticitasa is megfeleld [70].

A belsd elem flexibilitdsanak tovabbi eldnye, hogy hozzaférhetdséget biztosit farmakologiai
szerek, virusok szovetbe juttatasahoz, valamint az optogenetikai mérés és stimulacio kivitelezését

is lehetéveé teszi a vizualis kéreg legtobb pontjan.
3.5. Gyartas

A megtervezett elemeket a Formlabs Form 2 asztali SLA nyomtatd segitségével Ontottem
formaba. Az elsd prototipusoknal a kronikus implantatum elkészitéséhez BioMed Amber gyantat
hasznaltunk,amelynek kivalasztasaban a meghataroz6 tényezo az anyag biokompatibilitasa volt.
Azonban az elkésziilt elemek terhelés hatasara hamar eltortek, valamint az anyag attetszdségébol
adddan az optikai mérésekhez sem idedlisak. A Formlabs egy masik termékének, a Rigid 10K-
nak a mechanikai tulajdonsagai (rigiditas, szakitdszildrdsdg) joval tulmutatnak a hasonld
stressz hatadsara is megorzik szerkezeti integritasukat. Ezen indokbol az implantatumrendszer
egyes elemeit Rigid 10K gyantabol nyomtattam ki. A biokompatibilitasi problémak athidalasara
a nyomtatott elemek oldalat a miitét kozben Palacos csontcementtel vontuk be, igy a bor és a
szovetek hozza tudtak tapadni a kronikus implantatum oldalahoz.

A stabilitasi problémak elkeriilése végett az optikai képalkotashoz hasznalt modult, valamint a
motorikus elemhez sziikséges koztes interfészt CNC megmunkalassal is elkészitettiik. Az
elemeket aluminiumotvozetbdl (EN AW-6061) gyarttattuk le, amelyet kifejezetten nagy terhelésii
szerkezetek gyartasara szoktak alkalmazni, mindamellett, hogy joval konnyebbek, mint a hasonl6

célokra felhasznalt rozsdamentes acélotvozetek.
4. Eredmények
4.1. Fejlesztés

A moduléris multimodalis implantatum kifejlesztését megeldzte olyan modellek elkészitése €s
kiprobaldsa, amelyek specifikusan a funkciondlis ultrahang vagy az optikai képalkotast
tamogattak. Ezeknek a modelleknek a tesztelése kozben szerzett tapasztalatokra €piilt a végso

design.
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A fejlesztési folyamat legelsd 1épése az elkészitett prototipusok kiprobalasa volt a 3D koponya
modellen. A tesztelések soran - tobbek kozott - megvizsgaltuk a Palacos cement adhézios
képességeit a kinyomtatott elemeken, validaltuk a széleslatészogl objektiv hozzaférhetdségét a
szovethez egy specidlis koponyamodell segitségével, valamint teszteltiik a fUS mérési protokollal

szinkronizalt motorikus modul miikddését (9.4abra).

9. abra - A fejlesztési folyamat egy-egy lépése. Bal oldali kép: A Palacos csontcementtel és fogdszati csavarokkal rogzitett
implantatum a 3D nyomtatott koponyamodellen. Kozépso kép: A fejrogzitd rendszer tesztelése széles latoszogii képalkotassal.
Jobb oldali kép: A motorikus modul tesztjie az dsszeszerelést kdvetien.

4.2. Validalas

Az implantatumrendszer miikodésének végsd probaja az €l allaton vald aktivitdsmérések
elvégzése volt. A kisérletek sordn vizudlis stimulacios protokollokat alkalmaztunk, amelyek
szinkronizaldsa az adott képalkotasi metodussal lehetdvé tette a kivaltott idegi aktivitas idoben és

térben valo lekovetését.
4.2.1. fUS mérés

A fUS mérés eldkészitésekor a kronikus implantdtumhoz elébb az interfészt csatlakoztattuk, majd
az agyfelszin egyenletlenségeit 2%-os, alacsony olvaddsponti agar6zzal toltottiik ki. Az interfész
mélyesztett feliiletére csavaroztuk a megfeleldé mélységli belsé elemet, ezéltal a szovetet
hatékonyan stabilizalni tudtuk. Ezutan szereltiik fel a motorikus modult, amelyhez elézetesen a

transzducert rogzitettiik.
Az agy szaggitalis és koronalis keresztmetszete

Az implantatum tengelyszimmetrikus tervezése lehetdvé tette mérések kivitelezését mind
szaggitalis, mind koronalis sikok mentén. A 10. dbran lathaté képeket az ugynevezett Bmode és
uDoppler eljarasokhasznalataval készitettiikk. A Bmode funkci6 alkalmas morfologiai képek valos
idejli megjelenitéséhez,ezaltal segiti a mérések elotti navigacidt az agyban, mig a uDoppler képek

altal ellendrizhetjiik a transzducer rogzitésének stabilitdsat a stimulacids protokoll megkezdése

29



elott.

10. abra - A macska agy korondlis (felsé sor) és szaggitalis (also sor) sikjaban
keésziilt Bmode (bal oldal), illetve uDoppler (jobb oldal) felvétel.

Agyi aktivitasmérés éber és altatott allatban

Az éber és altatott méréseknél a kovetkez6 stimulacids protokollt alkalmaztuk. A stimulacié elso
20 masodpercében sziirke képernyd jelent meg az allat elott, ezaltal meg tudtuk hatdrozni a mért
aktivitads alapszintjét, majd a kovetkezé 16 masodpercben fekete és fehér csikok valtakozva
usztak at a teljes képernydn meghatarozott irdnyban, végiil 24 masodpercig egyenletes sziirke kép
kovetkezett. Egy teljes protokoll alatt az oszlopok irdnya négyszer valtozott meg (90°, 180°, 270°,
360°), igy ingerelve a vizualis kéreg orientacio- €s iranyszelektiv neuronjait. Minden protokollt
Otszor hajtottunk végre egy adott szeleten a jel-zaj ardny novelése érdekében.

Altatas alatt (Alfaxalone Smg/kg/h) végrehajtott, koronalis sikbol torténd mérés részeredményét
a 11. dbra szemlélteti. A jobb oldali fiiggvény azt a CBV valtozast dbrazolja az id6 fiiggvényében,

amely a bal oldali Doppler képen lathaté zolden bekeretezett agyi régiobdl szarmazik.
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90°-0s stimulacids :'rényhoz tartozé aktivitis
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11. abra - Vizualis stimulacioval kivaltott aktivitas mérés eredménye altatott allatban. A bal oldali képen
bekeretezett régioban a CBV szdzalékos valtozasait a jobb oldali grafikon szemlélteti. A 90°-os iranyhoz
tartozorelativ CBV értékeket 5 mérés eredményének az dtlagolasaval kaptuk (fekete goérbe). A z6ld gorbék
reprezentaljdk az egyes ismétléseket. A stimuldcio hosszat a fekete vizszintes csik mutatja.

A protokollt éber allapotban is megismételtiik, amelynek eredményét a 12. abra mutatja. A jobb
oldali abrén jol latszik, hogy megkozelitdleg 15%-o0s intenzitasbeli ndvekedés jellemezte az éber

méréseket, mig anesztézia alatt kisebb kivaltott novekedést és nagyobb zajszintet mértiink.

90°-0s stimulacids iré_nyhoz tartozo aktivitas
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12. abra - Vizudlis stimuldcioval kivaltott aktivitas mérésének az eredménye éber dllatban. A kisérlet
koriilményei megegyeztek az altatott mérésnél ismertetettekkel.

Haromdimenzios fUS képalkotas

Az agyi aktivitas haromdimenzios leképezéséhez a stimulacids protokollt az agy tobb egymast
kovetd szeletén ismételtiik meg. A szeletek kozotti 1épéskdzt a macska protonsiiriiség-sulyozott

MR felvételeinek voxelmérete (~0,47 mm) szerint hataroztuk meg.
Manualis regisztracio

Annak érdekében, hogy az egyes szeleteken mért aktivitast a megfeleld agyi régidhoz, illetve teljes
agyi koordinatajahoz rendelhessiik, az aktivitasi térképeket regisztralnunk kellett elobb az MR
képekkel, majd a Catlas volumetrikus agyatlasszal. A fUS rendszer sajat szoftvere egy .mat

kiterjesztésii fajlba menti a mért adatokat. Az idédimenzié mentén atlagolt mérési eredményeket
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kétdimenziés matrixokkd alakitottam, majd az egy-egy szelethez tartozd matrixokat
belehelyeztem egy haromdimenzids tombbe, és NIfTI formatumban exportaltam Oket egy
egyszeri MATLAB kod segitségével. Ilyen médon az MRés a fUS felvételeket az ITK-SNAP
programban manualisan regisztralni tudtam egymdshoz. A 13. dbran a fentebb bemutatott négy

agyszeletbdl készitett 16 mm x 15,9 mm x 1,88 mm méretii tomb lathat6 az axialis, korondlis és

szaggitalis sikokban.

13. abra - A macska proton-siiriiség MR felvételének manudalis regisztracioja a volumetrikus fUS ultrahang tombbel. A tomb négy
egymast kévetd koronalis szeletet tartalmaz. Az illesztés az agyi tekervények (gyrus) és barazdak (sulcus), valamint az agykamrdak
alakjanak a lekovetésével késziilt az ITK SNAP programban.

Ezt kovette a Catlas regisztracidja az illesztett MR-fUS képekhez, majd az aktivitasi mintazat
ravetitésea rétegekre. A 14. dbra ismerteti a vizualis kéreg szegmentalt teriileteit az agy egy
korondlis keresztmetszetén. A jobb oldali abran a sarga pontok jelolik az egy teljes stimulacios
protokoll alatt indukalt aktivitast, amely szemléletesen prezentalja, hogy az altalunk mért

aktivitds foként az A17 és Al18-as régiokbol érkezett, amely a vizudlis feldolgozas elsd két

alloméasa a macska neokortexében.

14. abra - Az aktivitasi mintdzat hozzdrendelése a szegmentalt agyteriiletekhez. Bal oldali kép: Catlas agykérgi atlasz
regisztralasa az MR-fUS képekkel. Jobb oldali kép: az egyes fUS szeletekhez tartozo aktivitasi mintazat (sargaval jelolt
voxelek) ravetitése a korabban illesztett rétegekre (MRI-fUS-Catlas).
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4.3. Optikai képalkotas

Az optikai képalkotas tdmogatasara a fejrogzité modult hasznaltuk, amelynek kompatibilitasat
eredményesen validaltuk a Navitar NMV-50M1 objektivvel. A 15. abra szemlélteti a feltart
agyfelszin 9 mm x 9 mm-es teriiletét masfélszeres nagyitasban, éber allatban.

A kovetkezd honapokban tervezziik az elsd optikai aktivitdsméréseket. Kétfoton mérésekkel

15. dbra - A széles latoszogii képalkoto sCMOS kamerdval
(Teledyne Photometrics Prime BSI Express) késziilt kép a
feltart agyfelszinrél a Navitar NMV-50M1 objektiven
keresztiil, éber allatban.

4.4. Mélyagyi optikai mérés és stimulacio szaloptika segitségével

Neuron aramkorok komponenseinek identifikacioja mélyebb kortikalis €s szubkortikalis
terlileteken optikai szdlon keresztiil valdsithatd meg. Az optikai széal célteriilethez valo
juttatasakor elsdsorban a referencia agyatlaszokra timaszkodunk. A pontos célzés timogatasahoz
beiiltetés kdzben fUS képalkotassal folyamatosan monitorozzuk a szal szovetben valo haladasat
a célstruktara felé. Mindez kiilonosen szubkortikalis teriiletek célzasanal sziikséges, hiszen a
beiiltetés kozben az optikai szal elhajolhat, vagy a nagyobb anatoémiai variancia miatt
eléfordulhat, hogy nem a megfeleld agyi struktirdba taldlunk. A modszer elsddleges

validacidjaként megnéztem, hogy a jelenleg hasznalt legvékonyabb optikai szal vizualizalhato-e
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ultrahanggal. A 16. 4bra bal oldalan egy ultrahangzselében fekvd 50 um-es optikai szal 1athato
1,63-szoros felbontasban, a jobb oldalon pedig az ultrahang Bmode- ban késziilt felvételét
lathatjuk. A vékony optikai szal nagy kontraszttal kdvethetd a fUS képen, vagyis a fUS nemcsak

kompatibilis a szaloptikds stimulacidval éber allatban, hanem hasznos lehet a szaloptikés

Optikai szal

16. abra - Ultrahang zselébe martott 50 um-es optikai szal képe fénymikroszkop alatt (bal oldali kep),
valamint ultrahang képalkotassal vizsgalva (jobb oldali kép).

kisérletek mutéti fazisaban is.
4.5. Az eredmények Osszesitett kiértékelése

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a létrehozott modularis implantaitumrendszer alkalmas
a multimodalis agyaktivitds mérések kivitelezésére. A kifejlesztett tervezési €s gyartasi modszer
segitségével gyorsan és koltséghatékonyan tudtunk egyedire szabott implantatumokat létrehozni,
amelyek nagyban segitették a miitéti betiltetést és a stabil rogzitést. Az eljarast harom macskan
sikeresen validalni tudtuk, mindharom allaton nagyon hasonl6 jel-zaj viszonyt mérve vizualis
stimulacié kozben.

A fUS képalkotassal mezoskalas méréseket végeztiink el €ber, szabadon mozgd allaton a
koronalis és szaggitalis sik mentén 16 mm mélységig. A motorikus modullal a kétdimenzids fUS
képalkotast ki tudtuk terjeszteni a harmadik dimenziora.

A mikroskalan torténd mérésekhez validaltuk a szdvethez vald optikai hozzaférést széles
latoszogl képalkotd rendszer segitségével. A multimodalis implantatumrendszert optikai szal
beiiltetésével kompatibilissé tettem €s demonstraltam a szalbeiiltetés fUS képalkotassal valod

tamogathatdsagat.
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5. Osszefoglalé

A dolgozatomban egy olyan modularis implantatumrendszer fejlesztését és validalasat mutattam
be, amely lehetdséget teremt az agyi folyamatok vizsgéalatara tobb térbeli és idObeli skalan
keresztiil.

A technolégiai és tudomanyos attekintésben sorra vettem azokat a funkcionalis mérdéeszkozoket,
amelyek az agy eltérd 1éptékii aktivitdsi mintazatait képesek lekovetni, €s egyuttal felvazoltam
ezeknek a technikdknak a meghatidrozd limitacidit. A multimodalis megkozelitést alkalmazo
tanulmanyok attekintésével bemutattam azokat az eldnydket, amelyekkel az egyes eszkozok
korlatai athidalhatova vallhatnak.

A multimodalis agyi aktivitasvizsgalat tdmogatdsara egy olyan modularis mérési modszert
fejlesztettem, mely lehetdséget nytjthat a nagyobb testli preklinai fajok neurdlis aktivitdsanak
lekdvetésére az egyes sejtektél egészen a kiterjedt idegi halozatokig. A 1étrehozott
implantatumrendszer miikodoképességét validaltam altatott és éber multimodalis aktivitasmérési
kisérletekben.

A konstrukcio lehetévé tette, hogy mezoskalds méréseket végezhessiink szabadon viselkedd
allatokban az eddig bevett fMRI moddszerhez képest egy nagysagrenddel jobb téridébeli
felbontassal. A fUS képalkotas segitségével dsszekapcsoltam az agy strukturalis és funkcionalis
leirdsara alkalmas mérési modszereket, igy azonositani tudtuk a stimulécio altal kivaltott neuralis

valasz eredetét.
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6. Jovobeli tervek

A kovetkezd periodusban a multimodalis implantditumrendszer lehetséges alkalmazasait
szeretnénk teljeskortien kihasznalni.

Az optikai modszerek, valamint a genetikai célzassal szelektiven jeloldé GCaMP kalcium
szenzorok bevondsaval a vizualis rendszer funkcionalis kapcsolatainak mikroszkopikus és
mezoszkopikus kapcsolatainak feltérképezését tiiztiik ki célul. Ezen vallalkozasban az
optogenetikai eszkdzok jelentds szerepet jatszathatnak, hiszen az idegsejttipusok szelektiv
gerjesztésével vagy gatlasaval Iényeges boviilhetnek ismereteink az egyes tipusok haldézatban
betdltott szerepérol.

A mezoszkopikus skalan a funkciondlis ultrahangot alkalmazzuk, hogy a kéreg felszinére
korlatoz6dod optikai képalkotast a mélyebben fekvd régiokra is kiterjessziik. A kortikalis és
szubkortikalis régiok kozotti kapcsolatok dinamikéjanak vizsgalataval szeretnénk betekintést
nyerni olyan fejlddési rendellenességeknek az idegi hatterébe, mint példaul az tompalatas [71].
A motorizalt fUS-t felhaszndljuk, hogy a teljes kranidlis ablak szkennelésével egy
haromdimenzids térképet készitsiink az agyi érhalozatrol. Terveink szerint ezt a térképet
alkalmazzuk az angiografidas MR felvételek ¢és az aktivitasi térképek pontosabb, automatizalt
illesztésére.

Emellett, figyelembe véve a multimodalis képalkotds egyre nagyobb népszertiségét, szeretném
megosztani a parametrizalhatd, 3D design féjlokat és a pontos eljarast a nagyobb tudomanyos

kozosséggel.



Koszonetnyilvanitas

Mindenekelbtt szeretnék koszonetet mondani a témavezetOmnek, Dr. Hillier Danielnek, aki 1d6t,
energiat és faradtsagot nem kimélve segitette a munkamat és aki nélkiil ez a dolgozat nem johetett
volna létre.

Koszonetet mondok Vidnyanszky Zoltannak, illetve Homolya Istvannak, hogy lehetové tették az
MR felvételek elkészitését, valamint Alan Urbannak, Dries Kilnek és Gabriel Montaldonak, akik
nélkiilozhetetlen tamogatast nyujtottak a fUS kisérletek elvégzéséhez. Kiilon koszonet illeti a
kutatdcsoport tagjait, kiilon kiemelve Horvath Domonkost, Julio Loerat, Petik Abelt, Gintner
Kingat ¢és Spitzer Klaudiat, akik tapasztalataikkal, oOtleteikkel nagyban hozzajarultak a
munkamhoz. Tovabba szeretném megkdszonni Marton Gergelynek és Ulbert Istvannak a
partfogasat. Emellett halas vagyok az Uj Nemzeti Kivalosagi Programnak, hogy osztondij-

tamogatasukkal eldsegitették ennek a munkanak a 1étrejottét.

37



Irodalomjegyzék

[1] S.Ogawa, T. M. Lee, A. S. Nayak, and P. Glynn, ‘Oxygenation-sensitive contrast in magnetic resonance
image of rodent brain at high magnetic fields’, Magn. Reson. Med., vol. 14, no. 1, pp. 68-78, Apr. 1990,
doi: 10.1002/mrm.1910140108.

[2] P.Ostenand T. W. Margrie, ‘Mapping brain circuitry with a light microscope’, Nat. Methods, vol.10, no. 6,
pp- 515523, Jun. 2013, doi: 10.1038/nmeth.2477.

[3] ‘A high-throughput neurohistological pipeline for brain-wide mesoscale connectivity mapping ofthe
common marmoset | eLife’. https://elifesciences.org/articles/40042 (accessed Nov. 07, 2021).

[4] J. M. Soares et al., ‘A Hitchhiker’s Guide to Functional Magnetic Resonance Imaging’, Front.

Neurosci., vol. 10, p. 515, 2016, doi: 10.3389/fnins.2016.00515.

[5] J. C. Gore, ‘Principles and practice of functional MRI of the human brain’, J. Clin. Invest., vol. 112, no. 1,
pp. 4-9, Jul. 2003, doi: 10.1172/JCI119010.

[6] W.B.Jung, G. H. Im, H. Jiang, and S.-G. Kim, ‘Early fMRI responses to somatosensory and optogenetic
stimulation reflect neural information flow’, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.,vol. 118,no. 11, p. 2023265118,
Mar. 2021, doi: 10.1073/pnas.2023265118.

[7] Y.-R. Gao et al., ‘Time to wake up: Studying neurovascular coupling and brain-wide circuit function in the
un-anesthetized  animal’,  Neurolmage,  vol. 153,  pp. 382-398,  Jun. 2017,  doi:
10.1016/j.neuroimage.2016.11.069.

[8] 1. A.Kingetal., ‘Procedure for minimizing stress for fMRI studies in conscious rats’, J. Neurosci.

Methods, vol. 148, no. 2, pp. 154—160, Oct. 2005, doi: 10.1016/j.jneumeth.2005.04.011.

[9] J. Paasonen, P. Stenroos, R. A. Salo, V. Kiviniemi, and O. Gréhn, ‘Functional connectivity undersix
anesthesia protocols and the awake condition in rat brain’, Neurolmage, vol. 172, pp. 9-20, May 2018, doi:
10.1016/j.neuroimage.2018.01.014.

[10] G. Krishnamoorthy-Natarajan and M. Koide, ‘Chapter Eleven - BK Channels in the Vascular System’, in
International Review of Neurobiology, vol. 128, C. Contet, Ed. Academic Press, 2016,pp. 401-438. doi:
10.1016/bs.irn.2016.03.017.

[11] Péter B., ‘az Orvosi Laboratoriumi és Képalkotd Diagnosztikai Analitikus alapszak hallgatoi részére’, p.
340.

[12] R.Moorthy, ‘DOPPLER ULTRASOUND’, Med. J. Armed Forces India, vol. 58, no. 1, pp. 1-2,

Jan. 2002, doi: 10.1016/S0377-1237(02)80001-6.

[13] E.Mace, G. Montaldo, B. Osmanski, I. Cohen, M. Fink, and M. Tanter, ‘Functional ultrasound imaging of
the brain: theory and basic principles’, IEEE Trans. Ultrason. Ferroelectr. Freq. Control, vol. 60, no. 3, pp.
492-506, Mar. 2013, doi: 10.1109/TUFFC.2013.2592.

[14] M. Tanter and M. Fink, ‘Ultrafast imaging in biomedical ultrasound’, IEEE Trans. Ultrason. Ferroelectr.
Freq. Control, vol. 61, no. 1, pp. 102-119, 0 2014, doi: 10.1109/TUFFC.2014.6689779.

[15] E.Macé, G. Montaldo, I. Cohen, M. Baulac, M. Fink, and M. Tanter, ‘Functional ultrasound imaging of the
brain’, Nat. Methods, vol. 8, no. 8, pp. 662—664, Aug. 2011, doi:10.1038/nmeth.1641.

[16] C. Demené et al., ‘Functional ultrasound imaging of brain activity in human newborns’, Sci.

Transl. Med., vol. 9, p. eaah6756, Oct. 2017, doi: 10.1126/scitranslmed.aah6756.

[17] E.Macé, G. Montaldo, I. Cohen, M. Baulac, M. Fink, and M. Tanter, ‘Functional ultrasound imaging of the
brain’, Nat. Methods, vol. 8, no. 8, Art. no. 8, Aug. 2011, doi: 10.1038/nmeth.1641.

[18] E. Macé et al., “Whole-Brain Functional Ultrasound Imaging Reveals Brain Modules for Visuomotor
Integration’, Neuron, vol. 100, no. 5, pp. 1241-1251.e7, Dec. 2018, doi: 10.1016/j.neuron.2018.11.031.

[19] T.N.A.Dinh, W.B. Jung, H.-J. Shim, and S.-G. Kim, ‘Characteristics of fMRI responses to visualstimulation
in anesthetized vs. awake mice’, Neurolmage, vol. 226, p. 117542, 0 2021, doi:
10.1016/j.neuroimage.2020.117542.

[20] G. Pinton, J.-F. Aubry, E. Bossy, M. Muller, M. Pernot, and M. Tanter, ‘Attenuation, scattering, and
absorption of ultrasound in the skull bone’, Med. Phys., vol. 39, no. 1, pp. 299-307, 0 2012, doi:
10.1118/1.3668316.

[21] C. Errico, B.-F. Osmanski, S. Pezet, O. Couture, Z. Lenkei, and M. Tanter, ‘Transcranial functional
ultrasound imaging of the brain using microbubble-enhanced ultrasensitive Doppler’, Neuroimage, vol. 124,
no. Pt A, pp. 752-761, Jan. 2016, doi: 10.1016/j.neuroimage.2015.09.037.

[22] C.Brunner, M. Grillet, A. Urban, B. Roska, G. Montaldo, and E. Macé, “Whole-brain functional ultrasound
imaging in awake head-fixed mice’, Nat. Protoc., vol. 16, no. 7, pp. 3547-3571, Jul. 2021, doi:
10.1038/541596-021-00548-8.

[23] Y.Ma et al., “Wide-field optical mapping of neural activity and brain haemodynamics: considerations and
novel approaches’, Philos. Trans. R. Soc. B Biol. Sci., vol. 371, no. 1705, p. 20150360, Oct. 2016, doi:
10.1098/rstb.2015.0360.

38



[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

R. D. Frostig, E. E. Lieke, D. Y. Ts’0, and A. Grinvald, ‘Cortical functional architecture and localcoupling
between neuronal activity and the microcirculation revealed by in vivo high-resolution optical imaging of
intrinsic signals.’, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 87, no. 16, pp. 6082— 6086, Aug. 1990.

K. Sato, T. Nariai, Y. Momose-Sato, and K. Kamino, ‘Intraoperative intrinsic optical imaging of human
somatosensory cortex during neurosurgical operations’, Neurophotonics, vol. 4, no. 3, p. 031205, Jul. 2017,
doi: 10.1117/1.NPh.4.3.031205.

A. Grinvald, E. Lieke, R. D. Frostig, C. D. Gilbert, and T. N. Wiesel, ‘Functional architecture of cortex
revealed by optical imaging of intrinsic signals’, Nature, vol. 324, no. 6095, pp. 361-364, Nov. 1986, doi:
10.1038/324361a0.

K. A. Morone, J. S. Neimat, A. W. Roe, and R. M. Friedman, ‘Review of functional and clinical relevance
of intrinsic signal optical imaging in human brain mapping’, Neurophotonics, vol. 4, no.3, p. 031220, Jul.
2017, doi: 10.1117/1.NPh.4.3.031220.

‘VSDI: a new era in functional imaging of cortical dynamics | Nature Reviews Neuroscience’.
https://www.nature.com/articles/nrn1536 (accessed Oct. 31, 2021).

D. J. O’Shea et al., ‘The need for calcium imaging in nonhuman primates: New motor neuroscience and
brain-machine interfaces’,  Exp.  Neuwrol, vol. 287, pp. 437451, 0 2017, doi:
10.1016/j.expneurol.2016.08.003.

T.-W. Chen et al., ‘Ultrasensitive fluorescent proteins for imaging neuronal activity’, Nature, vol.499, no.
7458, pp. 295-300, Jul. 2013, doi: 10.1038/nature12354.

E. Seidemann et al., ‘Calcium imaging with genetically encoded indicators in behaving primates’,

eLife,vol. 5, p. e16178, doi: 10.7554/eLife.16178.

[32]

[33]
[34]

[35]

M. Markicevic, 1. Savvateev, C. Grimm, and V. Zerbi, ‘Emerging imaging methods to study whole-brain
function in rodent models’, Transl. Psychiatry, vol. 11, no. 1, pp. 1-14, Sep. 2021, doi: 10.1038/s41398-
021-01575-5.

F. Helmchen and W. Denk, ‘Deep tissue two-photon microscopy’, Nat. Methods, vol. 2, no. 12, pp. 932—
940, Dec. 2005, doi: 10.1038/nmeth818.

N. J. Sofroniew, D. Flickinger, J. King, and K. Svoboda, ‘A large field of view two-photon mesoscope with
subcellular resolution for in vivo imaging’, eLife, vol. 5, p. e14472, Jun. 2016, doi: 10.7554/eLife.14472.
‘Three-photon head-mounted microscope for imaging deep cortical layers in freely moving rats |

Nature Methods’. https://www.nature.com/articles/s41592-020-0817-9 (accessed Nov. 04, 2021).

[36]

[37]

[38]
[39]
[40]
[41]
[42]

[43]

[44]

[45]

M. Pléschner, T. Tyc, and T. Cizmar, ‘Seeing through chaos in multimode fibres’, Nat. Photonics,vol. 9, no.
8, pp- 529-535, Aug. 2015, doi: 10.1038/nphoton.2015.112.

C. Lee, A. Lavoie, J. Liu, S. X. Chen, and B. Liu, ‘Light Up the Brain: The Application of Optogenetics in
Cell-Type Specific Dissection of Mouse Brain Circuits’, Front. Neural Circuits, vol. 14, p. 18, 2020, doi:
10.3389/fncir.2020.00018.

‘Molecular Tools and Approaches for
Optogenetics’.https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3529099/ (accessed Nov. 30, 2020).

S. Zhao et al., ‘Improved expression of halorhodopsin for light-induced silencing of neuronal activity’, Brain
Cell Biol., vol. 36, no. 14, pp. 141-154, Aug. 2008, doi: 10.1007/s11068-008- 9034-7.

P. Mahmoudi, H. Veladi, and F. G. Pakdel, ‘c Applications in Neurobiology’, J. Med. Signals Sens., vol. 7,
no. 2, pp. 71-79, 2017.

K. T. Vann and Z.-G. Xiong, ‘Optogenetics for neurodegenerative diseases’, Int. J. Physiol. Pathophysiol.
Pharmacol., vol. 8, no. 1, pp. 1-8, Apr. 2016.

D. Zhu et al., ‘Fusing DTI and FMRI Data: A Survey of Methods and Applications’, Neurolmage,vol. 102 Pt
1, pp. 184—-191, Nov. 2014, doi: 10.1016/j.neuroimage.2013.09.071.

S. H. Park, B. E. Russ, D. B. T. McMahon, K. W. Koyano, R. A. Berman, and D. A. Leopold, ‘Functional
subpopulations of neurons in a macaque face patch revealed by single-unit fMRI mapping’, Neuron, vol. 95,
no. 4, pp. 971-981.e5, Aug. 2017, doi: 10.1016/j.neuron.2017.07.014.

M. E. Hasselmo, E. T. Rolls, and G. C. Baylis, ‘The role of expression and identity in the face- selective
responses of neurons in the temporal visual cortex of the monkey’, Behav. Brain Res., vol. 32, no. 3, pp.
203-218, Apr. 1989, doi: 10.1016/S0166-4328(89)80054-3.

E. M. Lake et al., ‘Spanning spatiotemporal scales with simultaneous mesoscopic Ca2+ imaging

and functional MRI’, Nov. 2018. doi: 10.1101/464305.

[46]

[47]

D. Barson et al., ‘Simultaneous mesoscopic and two-photon imaging of neuronal activity in cortical circuits’,
Nat. Methods, vol. 17, no. 1, pp. 107-113, Jan. 2020, doi: 10.1038/s41592-019-0625-2.

W. E. Allen et al., ‘Global Representations of Goal-Directed Behavior in Distinct Cell Types of Mouse
Neocortex’, Neuron, vol. 94, no. 4, pp. 891-907.e6, May 2017, doi: 10.1016/j.neuron.2017.04.017.

39


http://www.nature.com/articles/nrn1536
http://www.nature.com/articles/nrn1536
http://www.nature.com/articles/nrn1536
http://www.nature.com/articles/s41592-020-0817-9
http://www.nature.com/articles/s41592-020-0817-9
http://www.nature.com/articles/s41592-020-0817-9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3529099/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3529099/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3529099/

[48] A. Stroh et al., ‘Making Waves: Initiation and Propagation of Corticothalamic Ca2+ Waves
In Vivo’, Neuron, vol. 77, no. 6, pp. 1136—1150, Mar. 2013, doi: 10.1016/j.neuron.2013.01.031.

[49] J. T. Paz et al., ‘Closed-loop optogenetic control of thalamus as a tool for interrupting seizures after
cortical injury’, Nat. Neurosci., vol. 16, no. 1, pp. 64-70, Jan. 2013, doi: 10.1038/nn.3269.

[50] M. A. Busche et al., ‘Rescue of long-range circuit dysfunction in Alzheimer’s disease models’,

Nat. Neurosci., vol. 18, no. 11, pp. 1623-1630, Nov. 2015, doi: 10.1038/nn.4137.

[51] A. Sans-Dublanc et al, ‘Brain-wide mapping of neural activity mediating collicular-dependent
behaviors’, bioRxiv, p. 2020.08.09.242875, Aug. 2020, doi: 10.1101/2020.08.09.242875.

[52] K. Uludag and A. Roebroeck, ‘General overview on the merits of multimodal neuroimaging data

fusion’, Neurolmage, vol. 102, pp. 3—10, 0 2014, doi: 10.1016/j.neuroimage.2014.05.018.

[53] V.D. Calhoun and J. Sui, ‘Multimodal Fusion of Brain Imaging Data: A Key to Finding the Missing
Link(s) in Complex Mental Illness’, Biol. Psychiatry Cogn. Neurosci. Neuroimaging, vol.1, no. 3, pp.
230-244, May 2016, doi: 10.1016/j.bpsc.2015.12.005.

[54] R.F. Ahmad, A. S. Malik, N. Kamel, and F. Reza, ‘EEG-fMRI combination for better understanding
of brain functions: Pros and cons’, in 2015 IEEE International Conference on Signal and Image
Processing Applications (ICSIPA), Oct. 2015, pp. 278-281. doi: 10.1109/ICSIPA.2015.7412204.

[55] N. M. Dotson, S. J. Hoffman, B. Goodell, and C. M. Gray, ‘A Large-Scale Semi-Chronic Microdrive
Recording System for Non-Human Primates’, Neuron, vol. 96, no. 4, pp. 769-782.¢2,Nov. 2017, doi:
10.1016/j.neuron.2017.09.050.

[56] E. Trautmann et al., ‘Dendritic calcium signals in rhesus macaque motor cortex drive an optical brain-
computer interface’, Nat. Commun., vol. 12, Jun. 2021, doi: 10.1038/s41467-021-23884-5.

[57] D.H. Hubel and T. N. Wiesel, ‘Receptive fields of single neurones in the cat’s striate cortex’, J.

Physiol., vol. 148, no. 3, pp. 574-591, Oct. 1959.

[58] J. M. Johnston et al., ‘Recent refinements to cranial implants for rhesus macaques (Macaca mulatta)’,
Lab Anim., vol. 45, no. 5, pp. 180—186, May 2016, doi: 10.1038/laban.997.

[59] -1 Format Lenses - Navitar MachineVision Lenses’, Navitar.
https://navitar.com/products/imaging-optics/low-magnification-video/navitar-machine- vision/nmv-1/
(accessed Nov. 09, 2021).

[60] ‘XLPLN-MP/XLSLPLN-MP | Multiphoton Excitation Dedicated Objectives | Olympus LS’.

https://www.olympus-lifescience.com/en/objectives/multiphoton/ (accessed Nov. 09, 2021).

[61] A. Urban, C. Dussaux, G. Martel, C. Brunner, E. Mace, and G. Montaldo, ‘Real-time imaging of brain
activity in freely moving rats using functional ultrasound’, Nat. Methods, vol. 12, no. 9, pp.873—-878,
Sep. 2015, doi: 10.1038/nmeth.3482.

[62] A. Dizeux et al., ‘Functional ultrasound imaging of the brain reveals propagation of task-related brain
activity in behaving primates’, Nat. Commun., vol. 10, no. 1, p. 1400, Mar. 2019, doi: 10.1038/s41467-
019-09349-w.

[63] C.Brunner et al., ‘A Platform for Brain-wide Volumetric Functional Ultrasound Imaging and Analysis
of Circuit Dynamics in Awake Mice’, Neuron, vol. 108, no. 5, pp. 861-875.e¢7, Dec. 2020, doi:
10.1016/j.neuron.2020.09.020.

[64] X. Chen, J. K. Possel, C. Wacongne, A. F. van Ham, P. C. Klink, and P. R. Roelfsema, ‘3D printingand
modelling of customized implants and surgical guides for non-human primates’, J. Neurosci.Methods,
vol. 286, pp. 38-55, Jul. 2017, doi: 10.1016/j.jneumeth.2017.05.013.

[65] D. Stolzberg, C. Wong, B. E. Butler, and S. G. Lomber, ‘Catlas: An magnetic resonance imaging-based
three-dimensional cortical atlas and tissue probability maps for the domestic cat (Felis catus)’, J. Comp.
Neurol., vol. 525, no. 15, pp. 3190-3206, 2017, doi: 10.1002/cne.24271.

[66] ‘LA201S06-B-TDBA - Non-captive linear actuator —&hellip; |
NANOTEC".

https://en.nanotec.com/products/2603-1a201s06-b-tdba (accessed Nov. 10, 2021).

[67] ‘Stepper with Arduino Motor Shield Rev3 Tutorial (4 Examples)’, Makerguides.com, Mar. 27, 2019.
https://www.makerguides.com/arduino-motor-shield-stepper-motor-tutorial/ (accessed Nov. 10, 2021).

[68] C. Heo et al., ‘A soft, transparent, freely accessible cranial window for chronic imaging and
electrophysiology’, Sci. Rep., vol. 6, no. 1, Art. no. 1, Jun. 2016, doi: 10.1038/srep27818.

[69] L.-A. Sieu et al., ‘EEG and functional ultrasound imaging in mobile rats’, Nat. Methods, vol. 12,

no. 9, Art. no. 9, Sep. 2015, doi: 10.1038/nmeth.3506.

[70] ‘TPX® polymethylpentene (PMP): A Novel Polymer Now Available in Small Quantities |Goodfellow’.
http://www.goodfellow.com/corporate/news/UK/Feb-2011/tpx-feb201 1.htm (accessed Nov. 30, 2020).

[71] E. Bui Quoc and C. Milleret, ‘Origins of strabismus and loss of binocular vision’, Front. Integr.
Neurosci., vol. 8, p. 71, Sep. 2014, doi: 10.3389/fnint.2014.00071.

40


http://www.olympus-lifescience.com/en/objectives/multiphoton/
http://www.olympus-lifescience.com/en/objectives/multiphoton/
http://www.olympus-lifescience.com/en/objectives/multiphoton/
http://www.makerguides.com/arduino-motor-shield-stepper-motor-tutorial/
http://www.goodfellow.com/corporate/news/UK/Feb-2011/tpx-feb2011.htm

	Kivonat
	Bevezetés
	1. Multimodális agyaktivitásmérés - technológiai és tudományos áttekintés
	1.1.   Funkcionális képalkotó eljárások
	Funkcionális mágneses rezonancia képalkotás
	Funkcionális ultrahang képalkotás

	1.2.   Optikai képalkotás
	Széleslátószögű optikai képalkotás
	„Intrinsic” optikai képalkotás
	Fluoreszcens képalkotás
	Kétfoton mikroszkópia
	Fényalapú aktivitásmérés mélyagyi struktúrákban

	1.3.   Agyi aktivitás modulációja fénygerjesztéssel
	Optogenetika

	1.4.   Multimodális aktivitásmérés és moduláció
	1.4.1. Multimodális agyaktivitás mérés előnyei
	1.4.2. Multimodális aktivitásmérési megközelítések nyitott kérdései

	2. Tervezés
	2.1.   Multimodális implantátum
	2.1.1. Tudományos motiváció
	2.1.2. Célkitűzés
	2.1.3. Tervezési szempontok
	2.2.   Agyatlasz

	3. Megvalósítás
	3.1.   Koponya rekonstrukció
	3.2.   Krónikus interfész
	3.2.1. Optikai szál hozzáférés
	3.3.   Modulok
	3.3.1. Motorizált fUS
	3.3.2. Optikai képalkotás
	3.4.   Belső elem
	3.5.   Gyártás

	4. Eredmények
	4.1.   Fejlesztés
	4.2.   Validálás
	4.2.1. fUS mérés
	Az agy szaggitális és koronális keresztmetszete
	Agyi aktivitásmérés éber és altatott állatban
	Háromdimenziós fUS képalkotás
	Manuális regisztráció
	4.3.   Optikai képalkotás
	4.4.   Mélyagyi optikai mérés és stimuláció száloptika segítségével
	4.5.   Az eredmények összesített kiértékelése

	5. Összefoglaló
	6. Jövőbeli tervek

	Köszönetnyilvánítás
	Irodalomjegyzék

