In vivo két-foton pasztazé mikroszkopias mérések altatott és éber egér és patkany
idegrendszerében

A projekt nem szakmai jellegti 6sszefoglaldja:

Az idegrendszer miikodésének és annak patoldgias elvaltozasainak megértéséhez nélkiilozhetetlen az
idegsejtek és azok halozatanak vizsgalata kisérletes allatokban. A jelen kérelem targya egy olyan
kisérletes allatokon végzett kisérletsorozat melyben a palyazé a legmodernebb in vivo és in vitro
képalkotasi, élettani, molekularis és anatomiai modszerek kombinalasaval vizsgalja a kozponti
idegrendszert felépitd idegsejteket €s azok szinaptikus halozatanak miikddését "viselkedd" allatokban.
A kisérleteink f6 célja, hogy a kozponti idegrendszer egy bizonyos teriiletének (pl. hippokampusz)
mikddése alatt fellépd idegsejt aktivitast optikai modszerrel nyomon kdvessiik, majd az agyteriiletbol
készitett tuléld agyszeleten in vitro élettani €s anatomiai moédszerekkel jellemezziik a kiilonb6zo
viselkedés alatt nyomon kdvetett idegsejteket. Roviden: az allatnak megtanitjuk, hogy egy bizonyos
kornyezetben (vitrualis valosag) jutalmat kap, mig mas kornyezetben nem. A hippokampusz felelds a
térbeli tajékozodasért és a kiilonbozé kornyezetben mds és mdas hippokampalis idegsejt csoportok
aktivalodnak (azaz mas és mas idegsejtcsoport kodolja a kiillonbozé kornyezeteket). Arra vagyunk
kivancsiak, hogy a kiilonb6zd kornyezetet kodold idegsejtcsoportok mas €s mas belso tulajdonsaggal
rendelkeznek-e és mas modon vannak-e szinaptikusan Gsszekapcsolva. Ezen kérdés megvalaszolasa
csak ugy lehetséges, hogy eldszor az idegsejtek aktivitasat viselkedd allatokban regisztraljuk, majd a
hasonl6 miikddést mutato sejtek tulajdonsagait és kapcsolataik erdsségét in vitro élettani modszerekkel
vizsgaljuk.

A kisérletekhez miitétekre van sziikségiink.

Minden invaziv beavatkozast altatott allaton végziink (isofluran és/vagy ketamin hasznalataval). A
maximalis  fajdalom csillapitas  érdekében tovabbi  helyi  érzéstelenitést alkalmazunk
lidocainnal/ropivacainnal. Az altatas teljes ideje alatt az allatokat egy melegité parna segitségével
folyamatosan melegitjiikk, hogy megvédjiik o6ket a kihiiléstdl, a kornea kiszaradasat szemkrém
hasznalataval kiiszoboljiik ki. Az allat miitéte soran toreksziink a fertdzések csokkentésére, ezért a
beavatkozast steril eszkozokkel végezziik.

1. A sejt-aktivitast jelzé fehérjéket ki kell fejeztetniink meghatarozott idegsejtekben; ehhez a
megfelel6 DNS-t be kell juttatnunk a neuronokba. Ezt kétféle modszerrel tessziik:

i) @ DNS-t az Gin. “in utero elektroporacié” technikdval még az allatok sziiletése elétt (14-17
napos embrionalis kor) visszilk be az idegsejtekbe: a vemhes ndstényt mélyen elaltatva, a
hasfalat megnyitva a méhfalon keresztiil az embriok agykamrajaba injektaljuk a DNS-t egy
iivegkapillaris segitségével. A méh és a hasilireg kiszaradasat folyamatos testhémérsékletii
fiziologias sooldattal vald nedvesitéssel elozzik meg. Az injektalas utan elektroporator
segitségével fesziiltségpulzusokkal juttatjuk be a DNS-t a sejtekbe. A miitét hosszat 30 percben
maximalizaljuk az anya és az embriok tulélésének érdekében, és minden esetben posztoperativ
fajdalomcsillapitast alkalmazunk.

Az in utero elektroporacios technika elényei:

- az agykéreg egy adott rétegében elhelyezked6 sejtek szelektiven jel6lhetok (féként kortikalis
L2/3 és L5 piramissejtek, hippokampalis piramissejtek);

- a kivant gén kifejezddésének erdssége a bevitt DNS mennyiségével jol szabalyozhato;

- kialakithaté ritka (kevés sejt), de erds jelolés, mely az ,imaging” kisérletekhez
elengedhetetlen;

- az embriondlis korban torténd jeldlés lehetdvé teszi fiatal allatok vizsgalatat is.



ii) A DNS-t hordoz6 virus vektort injektalunk feln6tt allatok agyaba, ahol a virus az idegsejtekbe
jutva kifejezteti az altalunk valasztott DNS-t. A miitét sordn az allat elaltatasat kovetden a
koponyacsonton 4t egy 1,5 mm nagysagu lyukat farunk a primer szomatoszenzoros vagy
latokéreg felett egy fogorvosi furd segitségével. A virust tartalmazé oldatot nanoliter 2010
pumpaval és egy injektald pipetta segitségével juttatjuk az agyba. Az injektalas idGtartama
altataban 15-20 perc, ezutan az allat fejborét Osszevarrva, majd lidokainnal/ropivacainnal
bekenve zarjuk a sebet. A virus altal bejuttatott transzgén kifejezodési ideje 1-2 hét, amig az
allatok folyamatos ellendrzés mellett gyogyulnak.

A virus-kozvetitett géntranszfer elonyei:
- barmely agyteriileten barmilyen idegsejtet lehet sejtet fertdzni vele, &m nehéz
ritka jelolést létrehozni (Cre-rekombindz fliggd rendszerrel megoldhatd)
- felnétt allatok vizsgalatara alkalmas

2. Az optikai vizsgalatokhoz a két-foton mikroszkép szamara fel kell tarnunk a vizsgalando
agyteriiletet. Ehhez az allat altatasat kovetéen a koponyacsont egy kis részének eltavolitasa utan, a
hippokampusz folé egy erre a célra specialisan kialakitott 1,5 mm hosszisagl és 3 mm szélességii
hengert rogzitlink fogorvosi cementtel a kifurt kraniatomiaba. Vérzés esetén koagulatort, illetve
vérzéscsillapitd szivacsot hasznalunk. Ezutan eltavolitjuk a hippokampusz feletti kérgi
agyteriiletet. Az allatok a mitét utan lathatolag a megszokott modon viselkednek, nem éreznek
fajdalmat.

3. Az allat fejét egy a koponyahoz rogzitett kiilsé lemez segitségével pozicionaljuk a mikroszkdpos
vizsgalathoz, mikozben a test szabadon mozoghat. A fej-befogd lemez rogzitése szintén fogorvosi
cementtel torténik. A vizsgalatok soran az allat szamitoégéppel generalt vizualis (kornyezeti)
,feladatokat” kap, és a ,,j0” valaszait jutalom-falatokkal, jutalom-itallal dijazzuk. A tanulasi
folyamat alatt optikai és elektrofiziologiai mérésekkel elemezziik a folyamatban részt vevo idegi
halézatok miikddését.

A kisérletekhez sziikséges allatigényiink évente:
100 db egér és 25 db Wistar patkany a virus-kdzvetitett génbevitelhez, és 28 db vemhes néstény egér
(koriilbeliil 168 embrido) és 12 db vemhes néstény patkany (koriilbeliil 72 embrio) évente.

Reméljiik, hogy eredményeink nem csak alapvetd neurobiologiai kérdéseket fognak megvalaszolni,
hanem alapjaul szolgalnak az idegrendszert érintd betegségek alatt bekovetkezett valtozasok
megértéséhez.



