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PROJEKCYJNE MAPOWANIE AKTYWNOSCI ZA POMOCA
PLATFORMY MIRA (Multimodal Image Registration and Analysis)

ZASTOSOWANIE:
IDENTYFIKACJA PROJEKC]I
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komorek statycznych

Rysunek 1. Schemat strategii
podswietlania odczynnikéw stosowanych
do identyfikacji wybranych projekgji.
Wszystkie neurony sg znakowane
wskaznikiem GCaMP wraz z subpopulacja
komdrek specyficznych oznaczonych
czerwonym wskaznikiem statycznym.
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Rysunek 2. Adapter konfokalny MIRA

z dofgczonym miniskopem Inscopix (system
nVistaTM lub nVokeTM sprzedawany
oddzielnie).

Wprowadzenie

Miniskopy Inscopix (systemy nVistaTM lub nVokeTM) umozliwiajg neuronaukowcom
rejestrowanie oraz manipulowanie wielkoskalowej dynamiki wapniowej na poziomie
rozdzielczosci pojedynczej komorki w genetycznie zdefiniowanych populacjach
neurondw u swobodnie poruszajacych sie zwierzat przez okres wielu miesiecy.
Posiada to kluczowe znaczenie dla zrozumienia oraz zanalizowania korelacji
przyczynowo-skutkowej pomiedzy obwodami neuronowymi, a zachowaniem
zwierzat. Niemniej jednak, oprocz rejestrowania aktywnosci dynamiki obwoddw
neuronowych, niezmiernie istotne jest rowniez zrozumienia fundamentalnej natury
badanych komorek. Nasza firma opracowata platforme MIRA tj. Multimodalng
Rejestracje oraz Analize Obrazu (z ang. Multimodal Image Registration and Analysis),
ktéra w petni integruje obrazowanie wapnia przy uzyciu zminiaturyzowanych
mikroskopow wraz z laserowymi mikroskopami skaningowymi o wysokiej
rozdzielczosci (LSM; mikroskopy konfokalne lub wielofotonowe). Dodatkowo, system
posiada szybki proces akwizycji oraz analizy danych, ktéry jest dostosowany do
ko-rejestrowania obrazéow z obydwdch modutdw, dzieki czemu pozwala

to na pogtebienie naszej wiedzy na temat biologicznych mechanizmow lezacych

u podstaw funkcjonowania i zachowania mézgu.

taczenie danych z dwéch réznych modutéw

Platforma MIRA pozwala naukowcom jednoczesnie rejestrowac, dopasowywac oraz
korelowac zmiany w dynamice obwodoéw neuronalnych zachodzace w konkretnych
komarkach (przy uzyciu miniskopu Inscopix), a takze obserwowac zmiany w innych
typach komorek (za pomocg LSM) w tym samym polu widzenia. Platforma MIRA
umozliwia szereg zastosowan, w tym wspolng rejestracje komorek GCaMP oraz
neuronéw specyficznych dla danej projekdji, ktore zostaty oznaczone wskaznikiem
statycznym, takim jak tdTomato lub mCherry (Rysunek 1). Aby uzyskac¢ informacje

o wszystkich aplikacjach obstugiwanych przez platforme MIRA, odwied? strone
internetowg INSCOPIX.

Materiaty oraz zaopatrzenie do platformy MIRA

System MIRA skfada sie z adaptera optomechanicznego (Rysunek 2), szkietka
kalibracyjnego oraz oprogramowania Inscopix do zapisywania i analizy danych.
Ko-rejestracje komorek mozna przeprowadzi¢ w prosty sposéb w momencie,

gdy platforma MIRA jest sparowana z naszymi zintegrowanymi soczewkami
implantacyjnymi wraz z adapterem na gtowe przeznaczonym do obrazowania pracy
mdzgu u zwierzat. Pozostate, niezbedne materiaty to:

- Instrument stereotaktyczny

- Pompa mikroiniekcyjna

- System nVista lub nVoke

- Mikroskop LSM (ZEISS LSM model 880
lub 980; sprzedawany oddzielnie)

+ Myszy GCaMP lub dzikie (WT)*

- Statyczny wskaznik do wyboru*

« Wskaznik GCaMP*

- Cement dentystyczny lub klej
(do wyboru)
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Rysunek 3. Schemat pracy
zplatforma MIRA.

Ogolny przebieg eksperymentu (Rysunek 3; protokot skrécony

Przygotowanie zwierzat

Ustal konstrukcje wirusa, wspotrzedne docelowe, a takze objetos¢ oraz szybkosc
wstrzykiwania, aby méc oznaczy¢ komorki bedace przedmiotem badan.

Przygotuj zwierze do stereotaktycznego zabiegu chirurgicznego.

Wstrzyknij wskazniki w docelowe obszary mézgu za pomoca mikropompy,
a nastepnie zszyj skore gtowy i zezwol zwierzeciu na odpowiednia rekonwalescencje.

W tym samym lub w oddzielnym pomieszczeniu przygotuj zwierze do
stereotaktycznej procedury instalacji zintegrowanej soczewki.

Wykonaj kraniotomie w celu uzyskania jak najlepszego dostepu do docelowego
obszaru mézgu dla sondy zintegrowanej soczewki wraz z adapterem na gtowe.

Powoli opusc sonde do wnetrza mézgu, az do osiggniecia pozadanej gtebokosci
w oparciu o wybrane wspétrzedne. Przed wprowadzeniem sondy mozliwa jest
koniecznos¢ odsuniecia tkanek lezacych powyzej docelowego obszaru mézgu.

Uzyj wybranego kleju, aby prawidtowo zamontowac zintegrowang soczewke do
czaszki zwierzecia.

Przenies zwierze do klatki domowej i zastosuj srodki przeciwbolowe (zgodnie
z odgérnymi wytycznymi) i zezwol zwierzeciu odpowiednig rekonwalescencje.

Obrazowanie swobodnie poruszajacych sie zwierzat za pomoca
miniskopu

Przygotuj miniskop oraz system DAQ do akwizycji danych. Upewnij sie, ze posiadasz
wystarczajgco duzo miejsca na dysku na wybrang sesje rejestracji.

U znieczulonych zwierzat lub tuz po wybudzeniu pooperacyjnym, nalezy zdjac
ostone ptytki na gtowie, a nastepnie zamocowac miniskop.

Umies¢ zwierze z zamontowanym miniskopem w wybranej klatce behawioralnej.
Pozwol zwierzeciu na chwile odpoczynku po znieczulenia lub po operacji,
a nastepnie rozpocznij eksperyment.

Kalibracja MIRA oraz wyréwnanie FOV

Zamontuj adapter konfokalny Inscopix na czujniku Airyscan oraz zamocuj miniskop
na adapterze za pomoca srubokretu ProView.

Zlokalizuj kulki fluorescencyjne na szkietku kalibracyjnym Inscopix za pomoca
Airyscan,
a nastepnie wykonaj zdjecie migawkowe za pomocg oprogramowania Airyscan.

Dostosuj stolik miniskopu na adapterze konfokalnym tak, aby ustawi¢ odpowiednia
ostros¢ probki na szkietku kalibracyjnym przy zamontowanym miniskopie. Wykonaj
zdjecie za pomoca miniskopu oraz oprogramowania Inscopix Data Acquisition
Software.

Po uchwyceniu obydwaoch obrazéw, systemy zostang sparowane, a otrzymany obraz
bedzie od teraz parafokalny (czyli bedzie utrzymany w tej samej ptaszczyznie 7).

. Obrazowanie za pomoca czujnika Airyscan

Przygotuj zwierze do eksperymentu poprzez unieruchomienie gtowy za pomoca
specjalnego adaptera.

Zdejmij pokrywe ptytki podstawowej, a nastepnie umiesc zwierze pod obiektywem
Airyscan.

Wyréwnaj pozycje FOV u swobodnie poruszajgcego sie zwierzecia za pomoca
adaptera konfokalnego miniskopu.

Zapisz zestaw danych za pomoca Airyscan.

Ustaw 0$ Z dla obydwadch kanatdw (czerwonego i zielonego) za pomocg Airyscan.



Obrazowanie kontralateralnych neuronéw
projekcyjnych

W tym badaniu, wszystkie neurony zostaty oznaczone
znacznikiem GCaMP w przysrodkowej korze przedczotowej
myszy (mPFC), natomiast specyficzna projekcja tj.
kontralateralne neurony piramidalne, zostaty oznaczone

za pomoca znacznika tdTomato. Aktywnos¢ neurondw
znakowanych GCaMP zostata zarejestrowana u myszy podczas
swobodnego poruszania sie na otwartej arenie podczas 20
minut. Nastepnie na gtowie zwierzecia zamocowano adapter
Airyscan, a neurony projekcyjne znakowane tdTomato

oraz neurony GCaMP obrazowano za pomocg mikroskopu
konfokalnego poprzez soczewke GRIN (Rysunek 4).
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Rejestracja neuronéw projekcyjnych

Po zapisaniu danych, mapy komarek z obu modutéw sg
generowane przy uzyciu interfejsu APl oraz oprogramowania
Inscopix Data Processing Software (IDPS). Dwukanatowe
obrazy struktur z mikroskopu konfokalnego sg nastepnie
generowane w obrazy 2D poprzez dopasowanie do
ogniskowej z miniskopu. Obrazy z zielonymi strukturami
(GCaMP) wraz z orientacyjnymi punktami projekgji sg
wykorzystane do tworzenia tzw. macierzy transformacji, ktore
nastepnie sg stosowane do znakowania komorek. Umozliwia
to rejestracje komorek w réznych modutach (Rysunek 4B-

D). Dodatkowo, nasze oprogramowanie upraszcza proces
wspolnej rejestracji, co pozwala naukowcom na szybkie
uzyskiwanie wynikow.
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Rysunek 4. A. Obrazowanie neuronéw mPFC znakowanych GCaMP6 u swobodnie poruszajacych sie zwierzat za pomoca systemu nVista 3.0, ktory
generuje obrazy struktur oraz funkcjonalng mape komarek GCaMP z wyodrebnionym znakowaniem komaérkowym. B. Obrazowanie neurondw mPFC
znakowanych GCaMP6 oraz tdTomato za pomocg czujnika Airyscan montowanego na gtowie zwierzecia, ktéry generuje obrazy struktur znakowanych
na czerwono i zielono, a takze funkcjonalng mape komdrek GCaMP z wyodrebnionym znakowaniem komorkowym. C. Obrazy struktur pochodzace

z systemu nVista sg obracane i odwracane (po lewej) w celu dopasowania orientacji do danych zapisywanych przez Airyscan. Maksymalna projekcja
danych Airyscan GCaMP jest generowana w celu dopasowania ostrosci nVista (po prawej). Punkty orientacyjne projekcji w obydwdch modutach

sg nastepnie wybierane do tworzenia macierzy transformacji. D. Macierz transformacji jest naktadana na strukture nVista oraz na mape komadrkowa.
Nastepnie na przeksztatcona mape komoérek znakowanych GCaMP nVista, system naktada statyczng mape komaorek tdTomato z Airyscan, co pozwala
na wygenerowanie scalonej mapy komorek, w ktérej zotte, naktadajace sie komorki sg identyfikowane jako neurony kontralateralne.

Dyskusja

Analiza mechanizmow obwodow neuronalnych stanowi
podstawe do zrozumienia ztozonych proceséw poznawczych
oraz behawioralnych, co w rzeczywistosci odgrywa kluczowe
znaczenie do poznania skomplikowanych funkcji mézgu
zarowno w stanach fizjologicznych jak i patologicznych.
Platforma MIRA doskonale taczy proces rejestracji aktywnosci
obwoddw neuronowych wraz z wielokanatowym obrazowaniem
o wysokiej rozdzielczosci, dzieki czemu pozwala pogtebic

nasza wiedze na temat funkcjonowania obszaréw maozgowych.
MIRA otwiera zupetnie nowe mozliwosci badan dotyczacych
dynamiki obwoddéw neuronowych u swobodnie poruszajacych
sie zwierzat. Miedzy innymi umozliwia identyfikacje kilku
podtypdw neuronalnych oraz pozwala na obrazowanie komérek
nie-neuronowych, a takze markeréw zmian patologicznych,
rozszerzajac w ten sposob zakres zastosowan w réznorodnych
dziedzinach neuronauki.
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