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Bevezetés

A kozponti idegrendszer neuronhaldzatainak vizsgalatanal
alapvetd jelentséglick a neuronok akciés potencidljait és a
neuronpopulacidok mezdépotencidljait regisztrald  extracellularis
elvezetések. E célra régota hasznalt, iiveg kapillarisokkal és/vagy
fémhuzal alapt elektrodokkal kis csatornaszamu elvezetés
valdsithatd meg, de ezek eldallitasi technologidja sokszor nehézkes
és nem elegendden pontos. Ezzel szemben a szilicium alapu
mikroelektromechanikus eszk6zok (MEMS) eldallitasi
technologidjaval nagy darabszamban, pontosan reprodukalhatdan
hozhatok 1étre kis méretii, sokcsatornas elektrodok. Az agyszovetbe
valé implantalas soran fontos, hogy az elektrod minél kisebb
mértékben sértse az agyszdvetet. A trauma mértékét az elektrod
méretei €s alakja, valamint az implantalas mddja hatarozza meg. A
MEMS technolégia egyik nagy elénye — az, hogy segitségével az
elvezetd kontaktusok nagyszamban helyezheték el az elektroda
felilletén — 1ényeges tulajdonsdg az extracellularis kutatiasok
jovojének szempontjabol nézve, hiszen az Osszetett agyi funkciok
megértéséhez nélkiilozhetetlen az idegsejtek populacios szinten vald
tanulmanyozasa. A sokcsatornas elvezetési technologia kutatasban
torténd alkalmazasaval kiilonbozé lokalis neuronalis halozatok
miikddési modjairdl, idegsejt populaciok kozotti kommunikaciorol,
agyteriiletek kozotti  funkcionalis  Osszekottetések  miértjeirdl

tudhatunk meg tobbet.
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Doktori munkam soran részt vettem a Magyar Tudomanyos
Akadémia Pszichologiai Kutatointézetében (MTA PKI) folyd
extracellularis neuralis jelek elvezetésén alapuld allatkisérleti
kutatasokban, a Pazmany Péter Katolikus Egyetem Elektrofiziologiai
Laboratériumanak beinditasdban, az MTA Miszaki Fizikai és
Anyagtudomanyi Kutatointézetében (MTA MFA) meginduld
szilicium alapu agyi elektrodok eldallitasat megcélzd kutatasi
projektben, valamint az MTA Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatointézetében (MTA KOKI) folytatott agyi elektrodak
biokompatibilitasanak témakorével foglalkozé kutatasban. Az
értekezésemben bemutatasra keriilé eredmények 6tvozik a mérnoki
innovacidt és a neurobiologiai vizsgalatokat. Meg vagyok gy6zddve
arr6l, hogy e két irany egymast kiegésziti és mindkét teriileten
kolesonosen elésegiti az eredményes kutatomunkat.

Kutatasaim egyik célja egy olyan hazai, szilicium alapt, 24
csatornas agyi szenzor kidolgozasa volt, amelynek megfeleld
mechanikai tulajdonsagai lehetové teszik az agyszdveten kiviil a dura
és pia mater atszurasat is, valamint legdmbolyitett alakjanak, de éles
hegyének kdszonhetden a lehetd legkisebb mértékben roncsolja a
szovetet. Az eldallitdshoz sziikséges — a szilicium szelet kétoldali
nedves marasan alapulé — technologia kidolgozasa soran kiilon
figyelembe lett véve, hogy az elektrod méretei a bioldgiai feladat
kivanalmai szerint legyenek megvaltoztathatok. Az eldallitott
elektrodak milkodését impedancia mérések és in vivo, akut
patkanykisérletekben rogzitett agyi bioelektromos aktivitas alapjan

karakterizaltam.



3. oldal, sszesen: 32

Kutatdsaim masodik témajahoz a motivaciot az a tény adta,
hogy az implantalt elektrodakat az agyszovet idegen testként kezeli,
rovid illetve hosszitavii immunvalasszal reagél jelenlétiikre. Az
elvezetett jel mindségében ez folyamatos romlast, majd végiil teljes
hasznalhatatlansagot okoz. Kutatasaim sordn a NeuroProbes
konzorcium 4altal rendelkezésre bocsajtott, kiilonb6z6 bioaktiv
anyagokkal bevont, illetve bevonat nélkiili szilicium elektrodok
biokompatibilitasat vizsgaltam az MTA Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatointézetben (MTA KOKI). A bevonatok révid— és hosszutavu
hatékonysagat az elektrod szlrt csatornja koriil talalhaté neuronok
szamanak kontrollhoz val6 hasonlitdsa alapjan definialtam. Ezeken
kiviil a szurt csatorna kornyékén talalhatd gliasejtek morfologiaja,
szinapszisok és mikrovérzések, valamint az explantalt elektrodok
elemzése is értékes eredményekkel szolgalt.

Harmadik célom az volt, hogy a sokcsatornas elvezetés
alkalmazasat egy aktualis biologiai kérdéskor kutatasan keresztiil
mutassam be. E célra egy fémvazas, az MTA PKlI-ben kifejlesztett
sokcsatornas multielektrodot alkalmaztam. A macska hallokérgének
egyes rétegeiben a természetes alvas-ébrenléti ciklus kiilonb6z6
fazisai alatt, valamint ketamin-xyalzin altatdsban az akusztikus
informacio feldolgozas bioelektromos jeleit elemeztem. Utdbbi
kisérlet nemcsak a kronikusra — azaz hosszutavra — beiiltethetd
sokcsatornas elektrodok alkalmazéasanak el6nyeit bizonyitja, de
fontos eredményekkel szolgal a hallokéreg mas — egyéb szenzoros
kérgi teriileteken nem tapasztalhato — éberségi allapottdl fiiggd

miikddési mechanizmusainak megértéséhez.
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Uj tudomanyos eredmények

L Téziscsoport: Kétoldali nedves kémiai mardssal eléallithato
sokcsatornas neurdlis elektroda tervezése, megvalositasa és
tesztelése [Grand és mtsai (2010a)]

A Magyarorszagon megtervezett és eldallitott szilicium elektrod
létrehozasanak igénye a NeuroNexus Technologies és a Michigani
egyetem Neural Engineering laboratériumaban toltott  elsd
doktoranduszi évem utan meriilt fel bennem. Az ott sok éve kutatott,
sokcsatornas, kisméretii, &m igen tdrékeny, valamint az itthon a 90-
es években kifejlesztett, fém alapti, megbizhatd, robosztus, de csak
kézileg eldallithato és ezért nehézkesen, kis szamban reprodukalhato
multielektrodok megismerése motivalt egy 10j, a michiganinél jobb
mechanikai tulajdonsaggal rendelkezd, de a szilicium technoldgia
altal nagyszamban és pontosan reprodukalhatd, kisméretli és
minimalis szdvetroncsold alakkal rendelkez6 multielektroda

létrehozasara.

I.1. Megterveztem egy 24 csatorndas, jo mechanikai
tulajdonsagokkal rendelkezd, akut intrakortikalis
elvezetésre hasznalhat6 Si multielektrédot.

A 7 mm hosszl, 280 pm széles, 80 pm vastagsagu elektrod
kontaktusai 100 pm tavolsagra helyezkednek el egymastol.
Utobbiak ¢és a hozzajuk tartozd vezetékek anyaga platina. A
litografiai eljarashoz 4 maszkot terveztem, amelyek méretei

figyelembe veszik a nedves kémiai marasok soran létrehozni
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kivant geometriat. Az elektrod befogasahoz specidlis, kétoldalon
foldelt nyomtatott aramkori panelt (NYAK) terveztem, amelynek
formaja az akut elvezetési kornyezethez illeszkedik, ezaltal
konnyen befoghatdé a mikromanipulatorba. A szilicium tiin és a
NYAK-on elhelyezkedd kontaktusok ultraszonikus forrasztassal
lettek Osszekotve (1. 4bra). Az els6 magyar szilicium
multielektrod 1étrehozdsdhoz az 1.2. tézispontban bemutatott

technologiat hasznaltuk fel.

l.abra. 24 csatornds, 7 mm hosszu, 280 um széles, 80 um vastag neurdlis
elektrod akut intrakortikalis elvezetéshez. A jobb oldalon lévé dbra a
kontaktalashoz kitaldlt racsos strukturat mutatia meg a kontaktalas elott. A

24 elvezetd kontaktus az elektro hegyénél talalhato.

I.2. Sikeriilt eléallitani az egykristalyos Si - CMOS
technologiaval kompatibilis — kétoldali anizotrép nedves
kémiai marasaval parhuzamos oldalfalakkal, lekerekitett
élekkel és hajéorr alakda heggyel hatarolt sokcsatornas
neuralis elektrédot, amelynek méretei tag hatarok kozott

valtoztathatok.
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Az eljaras soran az MTA MFA-ban egy standard, 3 inches,
vastagsagu szilicium szeleten (2.4bran 1-es szammal jeldlve) négy
Iépésben hoztuk Iétre az 1.1. tézispontban leirt neuralis
elektrodakat. A kezdeti 1épésben kiilonbozé vékonyfilm rétegek
és litografia alkalmazasaval vissziik fel és alakitjuk ki a szelet két
oldalan a szigetel6 rétegeket (2,3,4), az elektrod kontaktusokat és
a hozzajuk tartozd kivezetd vezetékeket (5) és az eldoldali
passzivaldo réteget (6) (2.A. abra). A rakdvetkezé 1épésben
anizotrop nedveskémiai marassal szilicium-dioxid maszk
segitségével a hatoldalon kialakitunk egy meréleges oldalfalakkal
rendelkez6 relief abrat, mellyel definialjuk a hasab vastagsagat
(2.B. abra). A 2.C. abran lathat6 1épésben folytatjuk az anizotrop
nedveskémiai marast a szilicilum-dioxid maszk eltavolitasa utan
maszk nélkiil, amig a tdmbi Si-ot 4t nem marjuk. A ti hegyének
¢élességét is e két 1épésben alkalmazott anizotrép marassal érjikk
el, és egy specialis izotrop marast alkalmazva legdmbolyitett
éleket és kevéssé szovetroncsold, hajoorr-szeri (félkap alaki)
hegyet hozunk 1étre. Ez a szdvetkarosodas elkeriilése miatt fontos
(Isd. II. téziscsoport). Az utolsé 1épésben eltavolitasra keriilnek a
nedves kémiai marastdl az eldéoldal megfeleld helyeit 6vo és
maszkold rétegek (7); a tliket kipattintjuk a Si keretbdl, valamint a
specialis alaki nyomtatott aramkori elemre vald kontaktalds is

megtorténik.
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2 3 4 5 6

M Si szelet, p-tipus, {100} B SiOy, CVD

B SiO, termalisan novesztett B TiOy és Pt fém réteg

B SixNy, LPCVD B SiyNy védoréteg
2.dbra. A magyar szilicium neurdlis elektrod eléallitasahoz kikisérletezett
technologiai sor fobb lépéseit és az elektrod létrejottét keresztmetszeti

perspektivabol bemutato, nem méretaranyos, sematikus abra.
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I.3. In vivo patkanykisérletek alapjan bizonyitottam, hogy az
I.2. tézispontban leirt elektrédokkal akut kisérlet soran
megfelel6 minéségli  mezdépotencial, soksejt— és
egysejtaktivitas vezethetd el.

Az allatkisérletek el6tt in vitro, 1 kHz-en, 500 nA-es
méréaram mellett (BAK model EASI-1, BAK Electronics) 3
elektroda, tehat 3x24=72 kontaktus impedancidjat lemértem. Ez
alapjan az atlagimpedancia 1067.36£99.91 kQ volt. A
kisérletekben ketamin-xylazinnal altatott patkanyok putamenjébdl
és motoros kérgébdl vezettem el az extracellularis bioelektromos
aktivitast. A sokcsatornas széles spektrumu jelbdl (0.1-7000 Hz,
20kHz/csatorna mintavétel, 16 bit) a mezdpotencialt (LFP,
savatereszté sziird: 0.1-500 Hz, 24 dB/decade, 0 fazistolas), és a
tobbsejt aktivitast (MUA, savatereszté sziir: 500-5000 Hz, 24
dB/oct, 0 fazistolas) kiillonvalasztottam. A soksejt aktivitasokbol
az egyes neuronokhoz tartozo egysejt aktivitasokat a Dataview 4.7
szoftverbe épitett CEM algoritmussal és a Klustawin szoftverrel
valogattam ki.

A kontaktusokkal jo mindségli LFP-t és MUA-t sikeriilt
elvezetni (3. abra). A rogzitett MUA aktivitasokbol az elsd
kisérletben legalabb 2, a masodikban legalabb 6 csatornardl
tudtam egysejt aktivitds kivalogatni. Ezek alapjan az elektrod

mikddéképességét sikeriilt igazolnom.
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3.dbra. Az L.2. tézispontban leirt 24 csatornas elektroddal a putamenbdl
elvezetett jel. Az dbra a négy legnagyobb amplitudoju MUA-val rendelkezé
csatorndt és a hozzdjuk tartozéo LFP-t mutatjia. Mértékegység: +32uV
(MUA), +300uV (LFP); Erdsités: EEG (1000x), MUA (50.000x).

1. Téziscsoport: A patkany agykéregbe révid és hosszutavra
implantalt,  biokompatibilis  bevonatokkal bevont, inaktiv
NeuroProbes  szilicium elektrodok  koriil  kialakulo
immunreakciok elemzése [Grand és mtsai (2010b)].

A NeuroProbes az eurdpai unié6 FP6-os keretprogramjan beliil
létrejott konzorcium, amelynek tizenegy kutatd laboratérium és

harom cég a tagja. FO célja olyan sokcsatornas, haromdimenzids
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elektrodtombok eldallitasa, amelyek a bioelektromos aktivitas
elvezetése mellett stimuldlasra és  gyogyszeradagolasra is
hasznalhatok, valamint minimalisan karositjdk az agyszovetet. A
konzorciumi projektek koziil a magyar résztvevé MTA PKI altal
teljesitend6  feladatokbol a  biokompatibilitasi  vizsgalatok
témakorével foglalkoztam. Ezen kutatasokbol értékes tapasztalatokat
szereztem, ami alapjan a magyar szilicium elektréd koriil varhatd

immunreakciok hatdsat is megbecsiilhetem.

II.1. Kimutattam, hogy az inaktiv NeuroProbes elektrodokra
depozitalt biokompatibilis bevonatok fdleg rovidtavon
fejtenek ki immunreakciot elnyomé/csokkenté hatast az
elektréoda Kkoriili agyszovetben. A tlélé neuronok
szamanak alapjan megallapitott hatékonysagi sorrendjiik
rovid (1 hét) és hosszatavon (8 hét) is megegyezett: 1.
dexametazon (DexM), 2. hialuron sav (Hya) és DexM
keverék, 3. bevonat nélkiili Si, 4. dextran (Dex), 5. Hya
(legkevésbé hatékony).

Kimutattam az inaktiv, NeuroProbes, négyagu fésii szilicium
elektrodok agykéregbe szirt palyaja koriil az implantalast kdvetd
rovid (1, 2 hét), illetve hosszatavon (4, 8, 12 hét) bekdvetkezd
neuronok eloszlasbeli valtozasat. Ezenkiviil bebizonyitottam,
hogy a Hya, a Dex, a DexM, illetve a Hya/DexM keverékkel
bevont és agykéregbe implantalt inaktiv Neuroprobes elektrodok
koril rovid (1 hét) illetve hosszatavon (8 hét) kialakuld

immunreakcié miképpen kiillonbozik a bevonat nélkiili elektrod

10
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(Si) kornyezetében tapasztaltaktol. Az elektrod palyak kozelében
talalhato idegsejtek szamanak referencidhoz vald hasonlitasaval
megallapitottam az egyes bevonatok hatékonysagi sorrendjét.

A kisérletek soran patkanyok (n=13) agykérgébe négyagu, 2 mm
hosszu, inaktiv, kivezetd kabel nélkiil 4ll6 Neuroprobes — bevonat
nélkiili és Hya, Dex, DexM, valamint Hya/DexM bevonattal
rendelkez6 — elektrodok lettek implantalva.

Az implantalas utin a megfeleld id6 elteltével fixaltuk az
agyat, eltavolitottuk az elektrodakat, majd a szart csatorna
kornyékén elhelyezkedd szovetet vibrotommal szeleteltiik fel. A
szeleteket specifikus neuron (NeuN) és glia (GFAP) jelolovel
festettiik meg, majd fénymikroszkopon keresztiil 10x-es nagyitas
mellett digitalizaltuk. Az agykéreg Osszes rétegébdl szarmazod
szeleteken egy képre helyezett halo segitségével a szurt csatorna
100 pm, 200 pm, 300 pum és 400 pm-es kornyezetében,
sztereologiai modszerek felhasznalasaval végeztik a sejtek
megszamlalasat. A szurt palya melletti lokalis vérzés kizard ok
volt, ezen metszeteket nem vettiik figyelembe. A kontroll mindig
az adott szelet ép, a szart csatornatol legtavolabbra esd részérdl
szarmazott.

A neuronszam csokkenése legjelentésebben az 1 hetes tulélést
kovetben, a szhrt palya 100um-es kornyezetében jelentekezett.
Hosszatavon (8 hét) a kezdeti nagymértékli csokkenés
moderalodott, a szrt csatornatél és gyulladastél tavol

elhelyezkedd kontroll teriileten szamolt sejtszamhoz kozelitett. A

11
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bevonatok rovid— és hosszutavi hatékonysaga megegyezett, ami a
kovetkez6: Hya<Dex<Si<Hya/DexM<DexM (4.A. abra).

Megvizsgaltuk, hogy a bevonat nélkiil all6 Si elektrod
kornyékén talélé neuronok aranya hogyan valtozik az id6
mulasaval (4.B. abra). 1 hét elteltével 77.8%, 2 hét utan koriilbeliil
85% wvolt a tuléld neuronok aranya, ami hosszutavon
stabilizalodott.

Osszefoglalva megéllapithatd, hogy a legnagyobb neuron
pusztulas a szurt palya 100 pm-es kornyezetében fordul el6 az

implantalds utan 1 héttel.
A .
% A bevonatok hatasa
100

®1hét
® 8 hét

80 1

60 1

40 1

20

0 -

B
% Az eltelt id6 hatasa (Si)

100

80
60 —
40
20
0

1hét  2hét  4hét 12 hét

Si Hya Dex  DexM Hya/DexM

4.dabra. A kiilonbozé bevonatok rovid (1 hét)— és hosszutavii (8 hét)

hatékonysaga, amelyet a szurt palya 100 um-es kérzetében maradt

12
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neuronok szamdnak kontrollhoz viszonyitott szdzalékos ardanya hataroz
meg (A). A bevonat nélkiil beiiltetett Si elektrod neuronszam alapjan

definialt biokompatibilitasi értékeit az idé mulasaval bemutato dbra (B).

I1.2. Kimutattam, hogy az implantilas soran esetlegesen
jelentkezé  vérzésnek mind rovid-, mind pedig
hossziitavon komoly roncsold hatiasa van az elektrod
koriili szovet allapotira nézve. Eredményeim szerint a
felszini rétegektdol a mélyebb rétegek felé haladva csokken
az erek megsértésének, igy a vérzés roncsolé hatiasanak
veszélye. Ezen eredmények magyarazatot adhatnak arra,
hogy az implantalt elektrédok kontaktusainak egy
részérol (foleg a felszinkozeli rétegekbdl), gyakran miért
nem vezethetd el minéségi bioelektromos aktivitas.

A vérzés neuronokra és gliasejtekre gyakorolt hatdsat
elemeztik rovid— ¢és hosszitavon fénymikroszkoppal. A
komolyabb vérzés hatasa mind 1, mind pedig 12 héttel az
implantaci6 utan jelentds volt (5.A-D. abrak). A szdvet roncsolt,
nagyon kevés neuron talalhaté a szirt csatorna kozelében. Néhany
esetben a roncsolt szovet kozelében elhelyezkedd sulyos
neuronpusztulds lathatd, amely régioban a gliasejtek nagyobbak

és sotétebbek voltak, mint a kontroll régidban.

13
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A NeuN-DexM-1hét B GFAP-DexM -1 hét

S.dbra. Az implantalas soran fellépé vérzés hatdasa az elektrod behelyezését

kovetd 1, 4, és 12 héttel. A Dex fegyorsitia a vérrog lebontasanak idejét,
ezért a Dex bevonatu elektrod kérnyékeén csékkent immunreakcio volt lathato
(D).

Megvizsgaltuk a szupra—, illetve infragranularis rétegekben
futd kis és nagyméretli erek eloszlasat is. Megallapitottuk, hogy
mind a kis, mind pedig a nagyméretli erekbdl sokkal gazdagabban
van behalézva a szupragranularis (274 ér/2.55 mm®, méret: 12
pm?® -1467 pm?, atlag: 165+186 pm?), mint az infragranuléris
(188 ér/2.55 mm?, méret: 12 pm? -1273 pm?, atlag: 132+169 um?)
réteg. Az erek a szupra és infragranularis rétegek 1.77%-at, illetve

0.97%-at boritottak. Az adatokbodl lathato, hogy a felszintdl a

14
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mélybe haladva csokken az erek megsértésének, igy a vérzés
roncsold hatasanak megjelenési valoszintisége.

A szurt csatorna koriil kialakuld glidzist kvalitativ modon
elemeztem  GFAP-val  festett  szeleteken  fény—  és
elektronmikroszkop felhasznalasaval.

Rovidtavon (1 hét) nagy és erésen festett gliasejtek voltak
lathatok a csatorna kozelében (6.A. éabra). Hosszabb tavon a
gliasejtek szama és alakja a kontrollhoz tért vissza még az
elektrod kozvetlen kozelében 1évé szovetben is, valamint az
irodalomban sokszor leirt glidlis pajzs nem volt megfigyelhetd
(6.B. abra). A fénymikroszkopos vizsgalat alapjan nem volt
jelentds kiilonbség a bevonatok gliasejtekre gyakorolt hatasaban.
Ugyanazon elektrod agai kiillonb6zé mértékli glialis reakciot
idéztek el6, amely valodszinlileg a vérzéssel hozhatd
Osszefiiggésbe. Sulyos vérzés hatdsara a kornyezd szovet

lathatoan sériilt, a gliasejtek nagyokka és erdsen festetté valtak.

15
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Nincs vérzés
_— .

6. dbra. A szurt csatorna kozvetlen kozelében fellépd glia reakcio az
implantalast koveté 1 (4) és 12 (B) hét elteltével vérzés jelenléte, illetve
annak tavolléte esetén.

Egészséges neuronok sejttesteinek az implantalt elektrod
kozelében kell lenniiik, hogy tobb/egysejt aktivitast lehessen
rogziteni. A fénymikroszkopos majd az elektronmikroszkopos
felvételeken (7. abra) is jol latszottak a NeuN festett neuronok a
szart csatorndhoz kozel. Ep neuronok mar az elektrod 10 pm-es
kornyezetében is lathatéak voltak az implantalas utan 1 héttel, ha

a vérzést sikeriilt elkeriilni (7.A. abra), de soha nem voltak
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kozelebb ~50 pm—nal, ha az implantalas soran vérzés fordult eld.
A gliasejtek és nyulvanyaik 5-10 pm vastag réteget novesztettek
az elektrodok agai koriil. Tométt, erds glidlis pajzs nem volt
lathato, inkabb a gliasejtek és neuronok nyulvanyainak
keveredése volt jellemzd. 12 hét elteltével a szdvet teljesen ép volt
a 100 pm-en belili tavolsagon (7.C-D.). Kismértékii strukturalis
valtozas volt csak megfigyelhetd, de a GFAP pozitiv asztroglialis
nyulvanyok szama tobbnek tlint a szart csatorna 30-50 pm-es
kornyezetében. A fénymikroszkopos vizsgalatok alapjan
elmondhat6, hogy a nyulvanyok haldézata nem alkotott tomott

glialis pajzsot.

A 1 hét- Nincs vérzés B  1hét-Vanvérzés

C 12heét- Gyenge reakcio D 12 hét - Erés reakcio

7. dbra. Az elektrodkériili szévet 1 és 12 hét utani elektronmikroszkopos
képe, amely vérzés jelenlétében (B) és tavollétében (A), illetve gyenge
(C) és erds immunreakcio (D) mellett mutatia a szovetben [évé

szakadasokat (*) és kézeli neuronokat (N).
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A szirt csatorna koriill elhelyezkedd szinapszisok épségét
elektronmikroszkoppal vizsgaltam meg. 1 és 2 hét utan sériilt
szinapszisok voltak lathatok. A sériilés mértéke szoros
Osszefiiggést mutatott a szovet makroszintl sériilésével.
Altaldnossdgban elmondhat6, hogy a pre— és posztszinaptikus
részek kiils6 membranja szakadozott volt, mig a szinaptikus rés és

a vezikulak épségben maradtak.

1II. Téziscsoport: Informaciofeldolgozas a macska hallokérgében a
természetes alvds-ébrenléti ciklus kiilonbézd fazisai és altatas
alatt.

A szenzoros informaciofeldolgozas agykérgi folyamatainak
vizsgalatara egyre gyakrabban alkalmazzak a sokcsatornas
rétegelvezetéseket. Kisérleteimben az MTA PKI Osszehasonlito
Pszichofiziologiai Laboratoriumaban szabadon mozgo, 24 csatornas
fémvazas multielektroddal kréonikusan implantalt macskakon,
természetes alvas-ébrenlét ciklus és ketamin-xylazin altatds alatt
vizsgaltam az akusztikus kivaltott potencidlok és spontan agyi

sejtaktivitas valtozasait.

IIL.1. Krénikusan  beépitett, sokcsatornas elektrodrol
elvezetett jelek elemzése alapjan megmagyaraztam, hogy
macskan a lassihullimu alvas (SWS) alatt a hallokérgi
intrakortikalis kivaltott valaszban a korai komponenseket
kovet6é lokalis pozitivitas hasonlé folyamatokat tiikroz,
mint a spontian megjelend down-state-ként leirt folyamat.

Ezenkiviil bizonyitottam, hogy a ketamin-xylazin altatas
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nem mindenben megfelelé modellje a természetes

lassuhullamu alvasi fazisnak.

Alvas alatt nem reagalunk a minket éré legtobb hangingerre.
A talamikus és kortikalis folyamatok felelosek a felesleges
hangingerek kiszliréséért. Kutatdsaim megmutattak, hogy a
lassuhullamt  alvasi fazis (Slow Wave Sleep, SWS) alatt
jelentkez6  spontan  down-state-ként  ismertetett  allapot
intrakortikalis jellemzdi és a hangingerrel kivaltott potencial
tranziens OsszetevOi utan jelentkezd aktivitds intrakortikalis
jellemzo6i nagyon hasonldak, valamint azt is, hogy a hanginger
altal kivaltott kortikalis hiperpolarizacié lehet felelés a kérgi
informaciofeldolgozas idszakos gatlasaértért.

A kisérleti macskak (n=5) hallokérgébdl kronikusan
beiiltethetd, 24 csatornas fémvazas rétegelektroddal vezettem el a
bioelektromos aktivitast. Ezen kivill az allat allapotanak
kovetésére fine wire és wire egycsatornas fémelektrodokkal a
motoros ¢és latokérgek felszinérdl, a hippokampuszokbdl, a nyaki
izomokbol (Elektromiogram, EMG), és a szemkornyéki izmokbol
(Elektrookulogram, EOG) vezettem el az aktivitast.

SWS alatt a hangingerek hatasara az agykéreg mélyebb rétegeibol
a kezdeti tranziens Osszetevok utdn nagy amplitddoju, pozitiv
mezdpotencial komponens (25-100ms) jelentkezett. A SWS, a
gyors szemmozgassal jar6 alvas (Rapid Eye Movement, REM) és
az éber allapotokban a koppand akusztikus ingerrel kivaltott
valaszok id6é-frekvencia (Wavelet), aramsiiriiség eloszlas (CSD)

és MUA analizisének eredményeit Osszehasonlitva
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megallapitottam, hogy SWS-ben az akusztikus kivaltott potencial
mély pozitiv komponense alatt (25-100 ms) a kérgi teljesitmény
jelentdsen csokkent a 10-100 Hz-es tartomanyban az alap
aktivitdshoz képest (8. abra). A mély pozitiv mezdpotencial—
komponens ideje alatt (25-100 ms) a tobbsejt aktivitds is
drasztikusan lecsokkent a kéreg dsszes rétegében. A CSD térkép a
mezdpotencial mély pozitiv komponense alatt az agykéreg
kozépso rétegeiben a sejtekbdl kifolyd aramot (hiperpolarizacio)
mutatott (8. abra).

Az agykérgi teljesitmény, a tobbsejt aktivitds drasztikus
lecsokkenése, valamint a hiperpolarizaciés aramok egylittesen
arra engednek kovetkeztetni, hogy a lassthullamu alvasban
hangingerrel kivaltott mély pozitiv komponens diszfacilitacios
folyamatokat tiikroz.

Megallapitottam, hogy az SWS-ben hanginger altal kivaltott
down-state — az eldzbekben leirt tulajdonsagok alapjan — hasonld
tulajdonsagokat mutat, mint a ketamin-xylazin (KX) altatas alatt

lathato down-state.
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8. dbra. Az SWS, REM és EBER dllapotok alatt hangingerrel kivaltott
potencialok CSD és ido-frekvencia (Wavelet) térképe.

Megvizsgaltam, hogy a KX altatasban jelentkezd spontan
EEG aktivitasmintazata milyen mértékben mutat hasonlosagot az
SWS alatt tapasztaltakkal, kiilonds tekintettel a lassuhullamt
aktivitasra.

Megallapitottam, hogy KX altatds alatt a hallokéregrol
elvezetett — mezépotencial nagy  amplitidoji,  folytonos
lassuhullamt aktivitast mutatott. Ilyen amplitidoju és mértéki
lasst aktivitds nem volt tapasztalhatoé a spontan SWS allapotban.

Az SWS alatti down-state megjelenési gyakorisaga (0.2-0.5 1/s)

21



22. oldal, 6sszesen: 32

joval alacsonyabb, mint a KX altatds alattié (0.5-1.5 1/s).
Ezenkivill a KX alatti down-state szignifikansan hosszabbnak is
bizonyult. Mig a mély SWS allapotban az adott hangingerek 60-
100%-a tudott pontosan id6héz kotdtt down-state-et kivaltani,
addig ez az arany a KX altatasban csak 5-10% volt. Ezekbdl az
adatokbol azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a KX altatas
hatasara a hallokéreg miikddési modja megvaltozik; a spontan
alvasban kifejez6d6 kortikalis dinamika mas, mint narkozis alatt.
Az egyes kutatocsoportok altal sokszor hasznalt KX altatas tehat

nem jol modellezi a természetes mélyalvast.

IIL.2. Paros hangingerek alkalmazasaval kimutattam, hogy
SWS alatt a par masodik hangingere jelentésen kisebb
valaszt valt ki a 25-100ms-os késleltetési tartomanyban,
azaz a kivaltott down-state alatt. Eredményeim szerint a
kivaltott down-state a hallokéregben mélyalvast megdrzo
funkcidt lat el.

Csontvezeton keresztiil paros koppand hangingert adtam
macskaknak (n=5). A par masodik tagja valtakoz6 ingerkozotti
intervallummal (Interstimulus Interval, ISI) kovette az elsét (5,
10, 20, 40, 60, 100, 200 ms). A hanginger mindkét tagjaval
kivaltott potencialokat, soksejtaktivitasokat (9. abra) és CSD-ket
elemeztem. Kisérleteim megmutattak, hogy SWS alatt a par elsé
tagjat koveté masodik ingert az els6tdl viszonyitott 25-100 ms-os
idéablak elejétél a vége felé kiillonbozd késleltetéssel adva, a

kivaltott soksejt aktivitds, valamint a kivaltott potencial
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amplitudoja is fokozatosan novekszik (9. abra). SWS alatt a par
masodik tagja altal kivaltott soksejt aktivitds és kivaltott
mezdpotencial amplitidoja korilbelil 100 ms késleltetést
alkalmazva éri el ugyanazt a szintet, mint az els¢ hanginger, mig
ébrenlétben ugyanez mar a hangingert kdvetdé néhany tiz ms-os

id6tartomanyon beliil megtorténik.
125
10.0

100.0 0.0 100.0 200.0 300.0

1d6 (ms)

1x klikk
— 5 ms

|
~100.0 0.0 100.0 200.0 300.0
1d6 (ms)

9.dbra.  Eber és SWS fizishan pdros hangingerrel kivéltott soksejt
aktivitasok atlaga. A hanginger elsé tagjat 0 ms-ndl érkezett, amit a masodik

valtakozo ISI-vel kévetett (5, 10, 20, 40, 60, 100, 200 ms).
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Ezen eredményekbdl arra kovetkeztettem, hogy a III.1.
tézispontban leirt, az SWS alatt hanginger altal kivaltott down-
state (szinaptikus csend kialakuldsa) egy olyan alvast megovo
folyamat, amely az akusztikus agykéreg informaciofeldolgozasat
a hangingert koveté 25-100 ms-os tartomanyban lezarja. A
kivaltott korai mezdépotencidl-komponens amplitiddja nem
csokkent SWS alatt, ami azt jelzi, hogy — legalabbis az akusztikus
modalitas esetén — az inger altal kivaltott ingeriilet eléri a
hallokérget, tehat — a hagyomanyos elmélettel szemben — a
talamusz nem szilinteti meg a kérgi inputot. Tehat a hallokéregnek
a down-state alatt egyfajta alvasmeg6rzé funkcidja érvényesiil,
aminek hatasara az egyed nem ¢ébred fel, folytatja az alvast,

legalabbis az irrelevans hangingerek esetén.

Az eredmények felhasznalasi teriilete

A hiarom {6 témakér mindegyike az agyi elektrodok
felhasznalasahoz, illetve a bioelektromos jelek sokcsatornas
elvezetésének kérdéskoréhez kapcsolodik. A bemutatott magyar
sziliciumelektrod egy konkrét alkalmazasi példa. Ennek eléallitasa
utan — a bemutatott technoldgia és az MTA MFA-ban id6kozben
beszerzett mélyreaktiv ionmard segitségével — a mélyagyi részekbe
implantalhatd, 5-8 cm hossz, mechanikailag stabil és 2
gyogyszeradagold csatornaval rendelkez6 elektrodok
megvalositasara tett kisérleteket kezdtiink meg. Az elektrod againak
és elvezetd kontaktusainak szama, az elektrod geometridja, méretei,

ezaltal a mechanikai tulajdonsdgai széles tartomanyban
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valtoztathatok. A mar létrehozott elektrod rugalmas, polyimid alapt
vezetékre kikontaktaldsaval kronikus, hosszGtavra Dbeiiltethetd
elektrodakat is el lehet allitani. Az elektroda kontaktusainak
impedancidjat  kiilonbdz6  bevonatokkal kezelve (pl. Szén
nanocsdvek) lényegesen csokkenteni lehetne. A kontaktus feliilete —
ionszelektiv hartydk segitségével — in vivo, extracellularis
ionszenzorként is hasznalhato lehetne. Ilyen és ezekhez hasonld
jellegii kutatasok a kozeljovében varhatok.

Ahhoz, hogy a sokcsatornas elektrodokat megbizhatéan lehessen
alkalmazni kronikus elvezetésekre és hogy a jel amplitidoja ne
csokkenjen fokozatosan, sziikséges a kialakuld rovid és hosszatava
immunreakciok csokkentése, elnyomasa. A bemutatott kisérleti
eredményekbdl lathatdo, hogy a kiilonbozd bevonatok — féleg
rovidtavon — hatassal voltak az immunreakcié mértékére. A
dexametazont hossz(i tdvon, lassi és szabalyozhaté modon az
elektrod  kornyezetében adagolva  elképzelhetd, hogy az
immunreakcid  szignifikdns mértékben csokkenthetd. Ehhez
jelenthetnek a késdbbiekben megoldast a bevonatba agyazott vagy az
elektrod feliiletthez kotve immobilizalt dexametazont tartalmazo
nanopartikuldk. Eredményeink szerint a sejtpusztulas és az
immunreakcié mértéke novekszik, ezaltal valdsziniileg az elvezetett
jel mindsége csokken az implantacid soran a mikrovérzések miatt a
vérbdl belépd nagymennyiségl citokinek hatasara. Megmutattam,
hogy a szupragranularis rétegekben joval tobb és nagyobb ér fut,
mint az infragranuldrisban. Ezaltal az implantalas soran is nagyobb

az esélye az ott futd erek megsértésének. Pontos orvosi képalkotd
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berendezések miitét el6tti hasznalataval csokkenthetd a fobb erek
megsértésének valoszinlisége. Modern képalkotasi eljarasok és
biobevonatok egyiittes hasznalataval névelhetd lenne a hosszutava
elvezetés sikerességének esélye.

Sokcsatornas elvezetési technologia alkalmazasaval sikeriilt
bizonyitanom, hogy hangingerrel moduldlhatd a hallokéreg
oszcillatoros aktivitiasa a természetes SWS fazis alatt, valamint azt,
hogy a hallokérgi intrakortikalis folyamatok SWS-ben kiilonbéznek
a REM és éber allalpotokban, valamint mas szenzoros teriileteken
tapasztaltaktol.

A hallé modalitas az egyetlen, ami alvas alatt is folyamatosan
figyeli a kornyezetiinkben végbemend folyamatokat. Eredményeim
szerint az SWS fazis alatt a kéreg informaciofeldolgozasat
idészakosan megsziintetd folyamatok fontos szerepet jatszanak
abban, hogy az alvd egyed ne ébredjen fel. Ezen mély alvasi
allapotot megovo és  fenntartdé  folyamatok  1étezésébol
kovetkeztethetiink arra, hogy az SWS alatt az egyed alapvetd
létfunkcidival 6sszefiiggd fontos folyamatok jatszodhatnak le.

Fontos eredmény, hogy a KX altatds nem jol modellezi az SWS
allapotot. A Steriade és munkatarsai altal publikalt adatok KX
altatott ~macskakrol szarmaztak, ami alapjan messzemend
kovetkeztetéseket vontak le a talamusz természetes mélyalvas alatti
funkcidit illetdleg. Ezen kovetkeztetések alapos atgondolasara

intenek a dolgozatomban leirt eredmények.
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Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom Karmos Gyorgy professzor urnak, hogy egyetemi
éveim alatt kivalo eldadasaival felkeltette az érdeklodésemet az
elektrofiziologia irant ¢€s meghivott tudomanyos  didkkori
hallgatonak. Az egyiitt toltott hat év sordn nemcsak szakmailag, de
emberileg is sokat tanulhattam téle.

Ko6szonom Ulbert Istvannak, hogy tanitott és rengeteg munkaja
mellett mindig jutott ram ideje. Koszonettel tartozom, hogy nemcsak
arra adott lehetdséget, hogy az altala folytatott kutatasokba
kapcsolddjak be, hanem tamogatott €s segitséget nyujtott 1) Stletek,
kutatasi iranyok megvalositasahoz. Szintén koszondm neki, hogy
nemzetk6zi konferencidkon vehettem részt, amivel sok 1jat
tanulhattam.

Ko6szonom Wittner Lucanak, hogy vele dolgozhattam és az
MTA  KOKI-ben tdle sajatithattam el a  felhasznalt
immunhisztokémiai médszereket. Nagyon felkésziilt, kivalo tanart és
kedves embert ismerhettem meg személyében.

Mestereimnek koszOnenettel tartozom azért is, mert az amerikai-
magyar 6sztondij megnyeréséhez segitségiil nyujtott
tamogatoleveliikon feliil a visszaérkezésemkor is biztak bennem és
lehetdséget adtak a folytatasra.

Ko6sz6ném Dombovari Balazs és Csercsa Richard doktorandusz
kollegaimnak, hogy a doktori évek jo és inspiraldo hangulatban teltek
el. Szeretném megkoszonni nekik azt is, hogy mindig szamithattam

rajuk, barmilyen probléma megoldasardl volt is sz6.
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Ko6szondom a Pazmany Péter Katolikus Egyetemnek és Roska
Tamas professzor urnak, hogy lehetdséget teremtettek a kutatasaim
megvalodsitisahoz. Az Elektrofiziologiai Laboratérium, ugyantgy
mint az egész Informacidés Technoldgiai Kar — szellemiségéhez
méltban — oOridsi lehetdséget nyujtott, hogy interdiszciplinaris
kutatasokat folytathassak.

Szeretném megkoszonni Dr. Acsady Laszlonak, az MTA
Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet Thalamus
kutatocsoportjanak vezetdjének, hogy az immunhisztokémidval
kapcsolatos kutatasokat a laboratériumaban végezhettem. Dr. Czigler
Istvannak, az MTA Pszichologiai Kutatdintézet igazgatdjanak,
valamint Dr. Barsony Istvannak, az MTA Miszaki Fizikai és
Anyagtudomanyi Kutatéintézet igazgatéjanak koszondm, hogy az
altaluk iranyitott intézményekben lehetéséget nyujtottak a kdzos
munkéhoz.

Az MTA MFA kutatocsoport segitsége nélkiil nem késziilhetett
volna el a magyar sokcsatornds sziliciumelektrod. Szakmai
felkésziiltségiik, tirelmiik, odaadasuk és lelkesedésik ram is
kiemelkedéen motivaléoan hatott. Kiilon kdszonetet szeretnék
mondani Dr. Battistig Gabornak, aki lehetové tette a kutatasok
palyazati forras nélkiili megkezdését, és Pongracz Anitanak, aki
sokat segitett a kutatds szervezésében és véghezvitelében. A csapat
tobbi tagjanak, Vézsonyi Evanak, Marton Gergelynek, Guban
Dorottyanak és Payer Karolynénak is halasan koszondm szakmai

felkésziiltségiiket, dtleteiket és onzetlen segitségiiket.
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Utoljara, de nem utols6 sorban sziileimnek, testvéreimnek,

menyasszonyomnak, az egész csaladomnak ¢s barataimnak szeretnék

koszonetet mondani. Nélkiilik, az 6 allando és feltétel nélkiili

szeretetiik, batoritasuk és megértésiik nélkiil nem sikeriilt volna idaig

eljutnom. FElnézést kérek t6lik az altalam okozott nehéz és

kellemetlen helyzetekért, és mindent koszondk nekik, mert mindent

nekik koszonhetek.
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