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1. Bevezetés és célkitűzések

Az agy megfigyelhető globális állapotainak (úgymint kognitív folyama-
tok vagy adott viselkedési formák) biofizikai feltérképezésére különféle meg-
közelítéseket dolgoztak ki és alkalmaztak, mind alulról-felfelé (’bottom-up’),
mind pedig felülről-lefelé (’top-down’) történő leírási stratégiák mentén. Az
alulról építkező megközelítés legelterjedtebb módszerei az intra- és extracel-
luláris elektródák útján történő invazív elektrofiziológiai mérések. Az intra-
celluláris (IC) és az extracelluláris (EC) szavak a mérőelektróda helyét jelzik a
megcélzott sejteken belül és kívül. Míg ezek az eszközök, melyek hozzáférést
biztosítanak egy vagy több neuron által generált bioelektromos események-
hez, a celluláris neurotechnológia húzóeszközeivé váltak, invazív jellegük ál-
tal a hosszútávú és klinikai felhasználásuk korlátozott maradt.

A skála túloldalán ezzel párhuzamosan többféle képalkotó (fMRI, PET)
és rögzítési (EEG, MEG) módszereket is kifejlesztettek, amelyek képesek
több régió vagy akár az egész agy aktivitásának lekövetésére. Ezen techno-
lógiák mindegyikének nagy előnye, hogy nem-invazívak, és így a human kli-
nikai alkalmazásokban is felhasználhatóvá válnak, ahelyett, hogy állatkísér-
letekre szorítkoznánk. Mindkét megközelítés egyidejű, intenzív fejlődésének
ellenére a közbülső részben még mindig van egy jelentős, fel nem tárt rés,
nevezetesen az, hogy az egyes sejteket miként lehet térben és időben össze-
hangolni helyi hálózati szinten, hogy specifikus kognitív funkciókat képez-
zenek. [1, 2]. Ez az úgynevezett ’mezoszkopikus’ szint a közelmúltban nagy
érdeklődésre tett szert a idegélettanban (és a hozzá tartozó neurotechnoló-
giában), és ez áll a jelen tézis fókuszában is. A mezoszkópos tartományt ext-
racelluláris sokcsatornás multielektródákkal fogom megvizsgálni, amelyek
szélesebb területet mintavételeznek, mint az egyelektródás mérések.

Disszertációmban az in vitro agyszeletek elektrofiziológiáját veszem ala-
pul, penetráló extracelluláris, lamináris multielektródák használatával. Az
agy vékony szeletekre vágása lehetővé teszi a mélyebben elhelyezkedő ideg-
sejtekhez való hozzáférést is. Az agyszelet preparátumok olyan idegi te-
vékenységek vizualizálására vagy elvezetésére is használhatók, amelyeket
egyébként nehéz (vagy akár lehetetlen) elérni és in vivo körülmények között
megfigyelni. Az in vivo körülményekhez hasonlóan ekkor is megfigyelhető-
ek populációs aktivitások, mint például az ’éleshullámú aktivitás vagy akár
más inherens oszcillációk is [3]. Ezenkívül az in vitro agyszelet-mérések to-
vábbi előnye, hogy különböző modalitások kombinálhatóak, amelyek ismét
kihívást jelentenének élő állatban. Többek között ilyen kombinációk a tézi-
sekben felsorolt kolokalizált és szimultán IC-EC felvételek vagy a szimultán
két-foton (2P) lézermikroszkópos képalkotás [4, 5, 6].
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Az értekezés főbb témái a következők: A ’Elméleti háttér fejezet az IC és az
EC potenciálok biofizikai elméletét és azok kapcsolatát tárja fel, valamint
bemutatja a legújabb technológiai fejlesztéseket és ezek korlátait. Ezt meg-
ismerve az ’Anyagok és módszerek’ fejezet részletezi a disszertációs munka
során használt sokcsatornás szilícium elektródákat, ezt követően a kísérleti
összeállításokat tárgyalja át és az adatelemzési módszerek, valamint szövet-
tani eljárások leírásával zárul. Miután így a munka elméleti és módszertani
alapjai is kontextualizálva lettek, az ’Eredmények’ fejezet a szerző hozzájá-
rulásait három független téziscsoportra osztva mutatja be: Az 1 ábrán egy

1. ábra. Tézicsoportok (élek) és főbb témakörök (csomópontok) közti összefüggések.

háromszöggel szemléltetem a főtézisek (élek) és alkalmazott kísérleti tech-
nikák (csomópontok) kapcsolatait. Habár vannak apró kivételek (például al-
kalmankénti IC-2P felvételek a II. Téziscsoportban, szaggatott vonallal jelöl-
ve), az élek és csomópontok képviselik a legfontosabb alkalmazott rögzítési
módozatokat és interakciókat. Az I. Téziscsoport egy újszerű sokcsatornás,
tüskeszerűen kiálló kontaktusokkal rendelkező szilícium érzékelő kifejlesz-
tését és tesztelését mutatja be a javított minőségű in vitro rögzítésekre ter-
vezve, továbbá egy szisztematikus és kvantitatív összehasonlítással kiemeli
az elektróda előnyeit egy, a kereskedelmi forgalomban kapható, sokcsator-
nás felszíni elektródával szemben. Ez a fejezet csak az EC rögzítésre össz-
pontosít egyéb IC (patch-clamp) technika ötvözése nélkül, és csak egy rep-
rezentatív 2P ábrával mutatja meg, hogy a tüskés elektróda egyébként kom-
patibilis a két-foton mikroszkópiás képalkotással. A II. Téziscsoport viszont
már a kolokalizált és szimultán IC-EC elvezetésre kifejlesztett kísérletes meg-
közelítést részletezi, bemutatja a keletkezett ’ground-truth’ adathalmazt, és
példát ad a rögzített adatok egy további alkalmazására modell alapú számí-
tásokban. E tézisnek nem célja bármelyik adatelemzési módszer (például
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klaszterező algoritmusok vagy forrás-lokalizációs módszerek) kritikai kiér-
tékelése, csupán egy specifikus, az egysejt-szintű áramforrás-sűrűség elem-
zés (skCSD) módszerén való előzetes alkalmazás történik meg a felhasznált
adatokkal. A III. Téziscsoport a kombinált sokcsatornás EC és 2P lézeres kép-
alkotás rögzítése során fellépő műtermék, az ún ’fotoelektromos artefakt’ le-
írásával indul. A fotoelektromos műtermék szennyezőhatásának kiküszöbö-
lésére szolgáló legújabb stratégiák tárgyalásra kerülnek limitációikkal együtt.
Ezután egy kísérleti protokollt mutatok be az időben és térben összehangolt
EC és 2P mérések megvalósítására, mind lézeres műtermékkel és anélkül. A
protokoll lehetővé teszi a fotoelektromos artefakt vizsgálatát, de ellenőrzé-
si adatokat is szolgáltat a mérések validációjához. A továbbiakban bemuta-
tásra kerül egy, a kombinált felvételek felhasználásával kifejlesztett speciális
szűrési algoritmus az extracelluláris jeleken detektált fotoelektromos hatás
eliminálására. A disszertáció végül a ’Következtetések és jövőbeli tervek feje-
zettel zárul, mely felsorakoztatja doktori munka új tudományos hozzájárulá-
sait kapcsolódó publikációkkal kiegészítve, valamint kitekintést ad a jövőbeli
tervekre és lehetséges alkalmazásokra.

2. Eszközök és módszerek

A neuronok intracelluláris elektrokémiai aktivitása elkerülhetetlenül ge-
nerál extracelluláris változásokat is az átfolyó transzmembrán áramok által.
Az ionáramok, amelyek a sejtaktivitás során ki- be mozognak, csak közvetet-
ten mérhetők extracellulárisan, az elektromos mezőre gyakorolt hatásuk ré-
vén. Az EC elektróda egy referenciaértékhez viszonyított mért jeleket rögzít
és továbbít egy jelerősítőhöz. A transzmembrán áramok által kiváltott EC po-
tenciál időben és térben is dinamikusan változik, mivel számos áram össze-
adódhat az EC médium egy adott lokációjában [1, 7, 8]. Tehát az EC poten-
ciál egyszerre tartalmazza a szinaptikus bemenetek és a tüzelési kimenetek
összesített jelét, valamint a helyi és távolabbi (térfogatvezetéssel terjedt) ak-
tivitásokat is abban a régióban, ahol az EC mérőelektróda található [9, 8]. Az
EC potenciál keletkezésének több biofizikai alapelve régóta ismert. Azonban
még akadnak elméleti és kísérleti nyitott kérdések, amelyek hátráltatják az
EC potenciáljának kiterjedt értelmezését és teljes funkciójának megértését.
A sokcsatornás EC felvételekhez kifejlesztett eszközök széles választékából a
kísérletek során a következő jellemzőkre koncentráltam:

• akut rágcsáló

• in vitro agyszelet
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2. ábra. Az extracelluláris potenciál keletkezésének és mérésének elméleti illusztrációja. Az extracellulá-

ris potenciál Φ(r, t ) az elektróda kontaktuson mérve mint egy súlyozott összeg adódik, az összesített transz-

membrán áramok I(t ) aktivitása által, adott kompartmentális sejt-elektróda távolságokra számolva (r ).

• lamináris (1D) kontaktus elrendezés

• szilícium alapú vagy acél szár

• penetráló, illetve felszíni kialakítás

• politródok (16-32 csatorna)

A felvételeket így három különböző, sokcsatornás multielektródával végez-
tem, melyek megfeleltek a fenti kritériumoknak. A rögzítési protokollokat
mindhárom téziscsoportban hasonló parametrikus beállításokkal alkalmaz-
tam, de a set-upon végzett kisebb változtatások is részletezésre kerülnek.
Akut horizontális hippokampusz szeleteket preparáltam kifejlett Wistar pat-
kányokból (200-350 g, egyenletes nem-arány, összesen #30 sikeres kísérlet
a dolgozat benyújtásának időpontjában). A Wistar patkányokon kívül Thy1-
GCaMP6 transzgenikus egereket is használtam populációs képalkotáshoz 2P
mikroszkópiás vizsgálat alatt. Az állatokat a Természettudományi Kutató-
központban tenyésztették. A táplálék és vízellátás folytonosan rendelkezésre
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állt és spontán, ad libidum módon történt, és 12–12 órás világos-sötét ciklust
tartottunk fenn. Az összes protokoll a magyar állatkezelési és kísérletekre
vonatkozó törvény (1998, XXVIII, 243/1998. szakasz) irányelveit követte. Az
MTA Állatjóléti és Kísérletes Bizottsága, valamint egyéb állategészségügyi és
élelmiszer-ellenőrző szervek jóváhagyták a kísérleti terveket (engedélyszám:
PEI/001/2290-11/2015). Erőfeszítéseket történtek az állatok szenvedésének
minimalizálására és a felhasznált állatok számának csökkentése érdekében
is. A kísérletet megelőzően az állatokon mély anesztéziát alkalmaztam izof-
luránnal (min. 0,2 ml/100 g), majd gyors dekapitációt követően az agyukat
kíméletesen, de azonnal eltávolítva jeges vágóoldatba merítettem (2–3 ◦C),
karbogénnel átbuborékoltatva (95 % O2, 5% CO2). A vágóoldat a követke-
ző összetevőket tartalmazta (mM-ben): 250 szacharóz, 26 NaHCO3, 10 D-
glükóz, 1 KCl , 1 CaCl2 és 10 Mg Cl2. A teljes hippokampális formációt tar-
talmazó, 500 µm vastag horizontális metszeteket vágtam mindkét féltekéből
vibratóm segítségével (VT1200s, Leica, Nussloch, Németország). A szelete-
ket a kísérlet előtt legalább 1 órán át szobahőmérsékleten (20–22 ◦C) normál
összetételű ’mesterséges cerebrospinális folyadék’ (aCSF) oldatban inkubál-
tam. A felvételeket ennek a standard aCSF átkeringetésével végeztem (mM-
ben): 124 NaCl , 26 NaHCO3, 10 D-glükóz, 4 KCl , 2 CaCl2 és 2 Mg Cl2.

3. ábra. A szimultán IC-EC mérési összeállítás közelképe a két-foton objektív alatt. Címkék a következők:

Olympus 20x objektív (1), patch-clamp pipetta intracelluláris oldattal tölve (2), EC sokcsatornás elektróda

(NeuroNexus) és csatlakozója (3), agyszelet és leszorító gyűrű (4), duál-perfúziós aCSF kamra (5), referencia

elektróda (6), aCSF keringetés kivezetése (7).
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A teljes rögzítési rendszert egy két-foton pásztázó lézer mikroszkóp alatt
állítottam össze, melyet a Femtonics magyar cég fejlesztett ki egy átalakí-
tott Olympus BX61 mikroszkópra, amely egy közeli-infravörös (NIR) kame-
ra mód mellett 2P fluoreszcens móddal is rendelkezik. A mintaasztalt, vala-
mint a kétoldali mikromanipulátorkat a Luigs-Neumann (LN) integrált ve-
zérlőrendszer motorjai kezelik (Luigs & Neumann Feinmechanik und Elekt-
rotechnik GmbH, Ratingen, Németország). A 3 ábrán az összeállított kísérleti
elrendezés közelképét láthatjuk.

A patch-clamp rendszer (Axon Instruments, USA) több alegységből áll.
A felvétel során a jelet először a MultiClamp 700B erősítőhöz továbbítjuk,
amely maximalizálja a jel-zaj arányt, és lehetővé teszi a "whole-cell" kon-
figurációs feszültség- vagy áram-kapcsolt elvezetési módokat, majd a Digi-
data 1550B A/D konverter segítségével továbbítja a digitalizált jeleket a szá-
mítógépre. A MultiClamp Commander szoftvert használtam az üvegpipettás
mérési paraméterek és kompenzációk beállításához. A pClamp10 szoftver-
csomag részeként a Clampex megjelenítő felület monitorozta a mért jeleket,
ezen a platformon építettem ki a sejt karakterizációs protokollokat is. A sta-
tisztikákra, transzformációkra és adatrendezésre a Clampfit elemző szoftvert
használtam. A többcsatornás szilícium elektródák jeleit továbbítottam az In-
tan RHD2000 elvezetőrendszerbe (Intan Technologies, USA), melynek fel-
adata volt a nyers adatok rögzítése, előerősítése és digitalizálása is egyben.
A rendszer egy 32 csatornás előerősítő chipből (RHD2132) és egy RHD2000
FPGA-alapú interfész kártyából állt. Ez egy nyílt forrású hardver biopoten-
ciálok rögzítéséhez, és vékony, rugalmas kábelezéssel lett szerelve. Az Intan
RHD2000 saját szoftvere vizualizálja az adatokat, működteti az előerősítőt,
és itt állítható be többek között a mintavételi frekvencia is. A széles sávú je-
leket (0,1 Hz-től 7 kHz-ig) 20 kHz-es mintavételi frekvenciával rögzítettem.
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3. Új tudományos eredmények

I. Téziscsoport: újszerű, tüskés multielektróda kifejlesztése és
tesztelése extracelluláris elvezetésekben

I.a. Kialakítottam egy újszerű, szilícium alapú sokcsatornás, lami-
náris in vitro multielektródát, amely kiálló, tüskés kontaktuspontokkal
rendelkezik, az agyszelet mérések minőségének javítására. Továbbá op-
tikailag ellenőriztem az elkészített nyílhegyszerűen kiálló kontaktusok
formáit pásztázó elektronmikroszkópos vizsgálattal. Ezenfelül karakteri-
záltam az elektrokémiai impedanciák nagyságát és fázisszögeit, valamint
a tüskés elektróda zajszintjét fiziológiás sóoldatban.

A tüskés elektróda egyetlen szilícium szárból áll, amelyen 32 kiál-
ló, Pt/Ir /Ir Ox elvezetési pontot találunk, három különböző távolság-
felosztásban: 25 µm, 50 µm és 100 µm . Az ideálisan meghajlított szár
segítségével megmutattam, hogy a tüskés elektródák kompatibilisek olyan
nagy méretű, in vitro vízimmerziós objektívekkel, amelyeket két-foton
mikroszkópiás képalkotásban használunk.

4. ábra. A tüskés elektróda optikai képe (A) és pásztázó elektronmikroszkópos (SEM) képei (B-D). Jól lát-

hatóak nyílhegy formájú, kiálló elvezetési kontaktusok (C).
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Az összehasonlító elemzésben alkalmazott nagy sűrűségű (25 µm
kontaktus felosztású) tüskés elektróda átlagos impedancia magnitúdója
1,27 ± 0,1 MΩ 1 kHz-en mérve, átlagosan -70 ± 5◦ fázisszöggel. Ezenfelül
teszteltem a tüskés kontaktusok robusztusságát és újra felhasználhatóságát
is. Az impedancia változásokat intenzív használatot követően (7 kísérletben
összesen 17 különálló beszúrással) vizsgáltam meg, az impedancia tesztek
megismétlésével. Az összes kontaktus átlagos impedancia magnitúdója csak
kevéssé nőtt az utolsó kísérlet után, 1,5 ±0,1 MΩ értékre. Az impedancia
fázisszögei nem változtak jelentősen (-69 ±5 ◦) a kiterjedt tesztelés után sem.

5. ábra. Impedancia spektroszkópia eredményei (A-B). Láthatóak a frekvencia növelésre monoton csökke-

nést mutató magnitúdók és fázisszögek, valamint a csatornák közti kis szórás. A tüskés kontaktusok stabilitás

vizsgálatának eredményei 1 kHz-es frekvencián (C-D).

Megmértem továbbá a 32 kontaktus RMS zajszintjét fiziológiás sóol-
datban. A tüzelési sávban (500–5000 Hz) a zajszint 4,63 ±0,51 µVr ms . A
elektródát az agyszeletre helyezve az átlagos zajszint 10 - 20 %-kal nőtt meg.
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I.b. A kiálló kontaktusok segítségével kvantitatív módon igazoltam,
hogy a tervezett tüskés elektróda nagyobb idegsejt hozamot és magasabb
jel amplitúdót biztosít egy kereskedelmi forgalomban lévő felszíni elekt-
ródához képest. Megmutattam továbbá, hogy a nagy sűrűségű tüskés
elektróda alkalmas a klaszterezett egysejt aktivitások feltételes sejttípusba
sorolására az extracelluláris hullámformák tér- és időbeli elemzése alap-
ján, melyet a több, egymással szomszédos kontaktus együttes mintavétele
tett lehetővé.

6. ábra. Az elvezetési teljesítények kvantitatív összehasonlítása. A Box diagramokon láthatjuk a jól elkülö-

nített egysejt klaszterek számának eloszlását (A) és a tüzelési hullámformák csúcstól csúcsig számolt ampli-

túdóit (B) a nagy sűrűségű tüskés elektróda és a hokiütő típusú felszíni elektróda esetében. ** p = 0.0078; ***

p = 0.0000049

A nagy sűrűségű (25 µm kontaktus felosztású) tüskés elektródát össze-
hasonlítottam egy kereskedelmi forgalomban kapható, "hokiütő" becenevű,
lamináris felszíni elektródával (in vitro U-probe, Plexon Inc., Texas, USA). Az
átlagos idegsejt hozam pozíciónként 6,6 volt a tüskés elektróda, valamint 3,6
a hokiütő elektróda esetében. Az átlagos jel amplitúdó 139,2 ± 96,4 µV-nak
adódott a tüskéselektródán és 89,08 ± 30,2 µV-nak a hokiütő elektródán.
Míg a maximális amplitúdó csak 162,32 µV volt a hokiütő elektródán, a
tüskés elektródán 576,79 µV maximális amplitúdót mértem. A korábbi
vizsgálatokkal összhangban a nagyobb átlagos tüzelési amplitúdók feltehe-
tően közelebb helyezkedő sejteknek felelnek meg, mivel az extracelluláris
jelalakok a távolság növelésével esést és kilapulást mutatnak.
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7. ábra. A feltételezett interneuron (A, D) és piramissejt (C, E) klaszterezési eredményei az extracellulá-

ris hullámforma analízist követően. Az elektródával rögzített összes egysejt hullámforma felfutási idejének

bimodális eloszlása.

A nagy sűrűségű (25 µm kontaktus felosztású) tüskés elektróda részletes
lekövetését kihasználva megmutattam, hogy ez az elektróda miként képes
térben és időben túlmintavételezni az egysejt aktivitásokat. Két reprezenta-
tív egysejt aktivitás esetén további paramétereket is vizsgáltam, nevezetesen
a csúcstól a csúcsig tartó időt, a kezdeti kapacitív csúcs jelenlétét, a tüzelési
autokorrelogram jellemzőit és a jelalak térbeli eloszlását. A két reprezentatív
klasztert feltételezett sejttípusokba csoportosítottam az említett részletes,
sokcsatornás kritériumok nyomán.

Az I. Téziscsoporthoz kapcsolódó publikáció: [II].
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II. Téziscsoport: Kolokalizált, szimultán intra- és laminá-
ris extracelluláris elvezetések sejt morfológiával kiegészítve:
"ground-truth" adathalmaz előállítása

II.a. Kidolgoztam egy új mérési módszert, amely validációs adatot
szolgáltat sokcsatornás extracelluláris elektrofiziológiához, in vitro. En-
nek a kolokalizált és szinkron kísérleti protokollnak az alkalmazásával
mind az intracelluláris, mind pedig az extracelluláris adatok megfelelően
elvezethetővé váltak a megcélzott idegsejtről. Emellett utólagos struktu-
rális információval egészítettem ki a validációs célú elektrofiziológiai
adatsorokat, teljes 3D neuronális morfológia és a megfelelő sejt-elektróda
távolságok rekonstruálásával. Ezekből a felvételekből összeállítottam és
közzétettem egy online, nyílt forrású adatkönyvtárat a rögzített sejtekről,
az értekezés során felsorolt összes elektrofiziológiai és morfológiai infor-
mációval együtt. A könyvtár és a hozzátartozó táblázatos útmutató egy
folyamatosan bővülő, frissített validációs adat gyűjteményként szolgál.

8. ábra. Az intra- és extracelluláris mérési összeállítás sematikus ábrázolása a hippokampusz CA1 régió

piramissejt rétegében.

Kidolgoztam egy módszert a kolokalizált és szinkron intra- és extracellu-
láris jelek rögzítésére szub-milliszekundum pontossággal. Az extracelluláris
felvételeket szomatikus patch-clamp egészítette ki a multielektróda közvet-
len közelében. Mivel ezeket az in vitro kísérleteket két-foton mikroszkópiás
mérőkörnyezetben terveztem, így lehetővé vált az elektróda és idegsejt hely-
zetének megfelelő vizuális monitorozása. A sikeres szimultán mérés elfoga-
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dási kritériumai a következők voltak:

• Minden 3 perces felvétel során legalább 100 tüzelési időpont észlelését
vártam, így biztosítva minden adatfájlban a kellő tüzelésszámot (1).

• A folytonos aktivitás fenntartása érdekében beinjektált tartóáramnak
konstansnak kell maradnia az egyes adatfájlok során, továbbá nem
léphet ki a fiziológiás tartományból, mely ideálisan 300 pA alatti ára-
mokat jelent (2).

• Az adatok előfeldolgozását követően a megfogott neuron tüzelésének
legalább egy extracelluláris csatornán detektálhatóvá kell válnia, leg-
alább az átlagolt jelalakokon (3).

Ezenkívül a patch-clamp mérések elején ún. Ramp-tesztet, áramlépcsős
vizsgálatot végeztem a feltételezett sejttípusok jellemzésére és egyéb későb-
biekben felhasználható intracelluláris paraméterek meghatározására.

9. ábra. Kétdimenziós pillanatképek két 3D rekonstruált neuron morfológiáról és a hozzájuk tartozó EC

elektróda pozíciókról.
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Az elektrofiziológiai mérésen felül a kísérleti protokollba két-foton kép-
alkotást is beépítettem, hogy még teljesebben kihasználjam a rendelkezésre
álló multimodális adatrögzítést. A két-foton z-stack projekciók látóterét úgy
állítottam be, hogy lefedje mind az elektróda pozícióját, mind pedig a főbb
sejtkompartmentumokat (sejttest, apikális kezdeti szakasz, és proximális
bazális dendritek). A mélység szintje (z-sík) tipikusan -200 µm és 0 µm közé
került (utóbbi voltaképp a szelet felszíne). A z-stack felbontását (vagyis a
lépést egyes síkok között) jellemzően 3 µm-nek adtam meg, amely a kis
dendritikus nyúlványok lekövetéséhez is elegendő a teljes a 3D morfológia
mentén. A kísérleti protokoll végén a patch-pipettát óvatosan kihúztam, a
szeletet eltávolítottam a kamrából, és paraformaldehid oldatba helyezve
fixáltam post-hoc szövettani rekonstrukcióhoz. A megfogott sejtek passzív
módon töltődtek fel a fluoreszcens markerekkel (Alexa594 és Fluo-4) és a
szövettani jelzőmolekulával (Neurobiotin) az intracelluláris oldat diffúziója
által. Azokban az esetekben, amikor az összes szövettani lépés (fixálás,
újrametszés és a neurobiotin kicsapatása) sikeres volt, a sejtek digitális 3D
rekonstruálásra kerültek a Neurolucida szoftver segítségével. A rekonst-
rukciókkal a pontos térbeli sejt-elektróda távolságok a kontaktusok és a
szubcelluláris kompartmentumok között így meghatározhatóvá váltak.

A tézisek benyújtásáig összesen #16 idegsejtet rögzítettem sikeresen #12
állatból a II. Téziscsoportban bemutatott szimultán és kolokalizált protokoll
felhasználásával. Az elemszám növelése jelenleg is folyamatban van, és
frissítésre szorul, amennyiben új sikeres adatok válnak elérhetővé.

II.b. A keletkezett szimultán elektrofiziológiai adatok segítségével egy
új egysejt-szintű forráslokalizációs módszer, az skCSD került tesztelésre
egy kollaboratív project keretében. Ilyen forráslokalizálást a szakiro-
dalomban először teszteltünk és validáltunk valós kísérleti adatokkal
rekonstruált, részletes idegsejt morfológián.

Mindezen anatómiai és szimultán elektrofiziológiai adatok együttes
felhasználása lehetővé tette, hogy valós kísérleti adatokkal támogassunk
és validáljunk modell alapú egysejt számításokat. Ez volt az első alkalom
az irodalomban, amikor a kutatók részletes morfológia mentén határozták
meg a sejtszintű áramforrás-sűrűséget (skCSD), vagyis az extracellulárisan
mért potenciálok eredeti transzmembrán forrásait. A megfigyelt tér- és
időbeli dinamika összhangban volt a korábban becsült mintázatokkal, azaz
a szomatikus áramok többnyire dominálták az akciós potenciál kezdeti
lépéseit, és ezeket a proximális dendritágak mentén megfelelő ellenáramok
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10. ábra. A CA1 piramissejt tüske által kiváltott átlagának skCSD rekonstruálása. Az 5 potenciális csator-

nán az EK potenciál időbeli lefolyása (A). A cella és a szilikon szonda helyzeteinek 2-D vetítése az átfedésben

lévő EK potenciáldinamikával (B). Az áramforrás sűrűségének rekonstruálása a mért EK potenciálok és a mo-

dellezett sejt morfológia (C) alapján.

egyensúlyozták ki. Ez a példa bemutatta az skCSD módszer alkalmazhatósá-
gát valós kísérleti adatokon és segíthet olyan további kísérletek tervezésében
(egy iteratív "kísérlet-adatelemzés együttműködésben"), amelyek célja azon
szinaptikus bemenetek dinamikai feltárása, melyek az idegsejtet tüzelésre
késztetik.

A II. Téziscsoportra vonatkozó publikáció: [I].
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III. Téziscsoport: Sokcsatornás extracelluláris elvezetés és
két-foton pásztázó lézermikroszkópiás képalkotás kombiná-
lása a fotoelektromos műtermék kísérleti karakterizációjára

III.a. Kísérleteket terveztem és végeztem mind lézeres műtermék men-
tes, mind pedig lézer által generált fotoelektromos artefakttal szennyezett
adatgyűjtésre egyetlen kísérleti munkameneten belül. Az így létrehozott
adatsor alkalmas a keletkezett fotoelektromos műtermék karakterizáció-
jára és egy artefakt elimináló algoritmus átfogó tesztelésére.

11. ábra. A beültetett szilícium alapú multielektróda közvetlen közelében készült szimultán két-foton

lézermikroszkópiás felvétel. A képalkotás több sejttest és dendtrit aktivitását is leköveti(a példák az ábra bal

oldalán láthatók) azonos látótérben az elektróda kontaktus pontjaival (sárga körökkel kiemelve).

Kísérletesen bizonyítottam, hogy a generált fotoelektromos hatás nem
azonos a szkenner zajával, és a kontaktusokon átívelően változó természe-
tű. Ezenfelül azonos látómezőben egyidejűleg végeztem két-foton képalko-
tást és extracelluláris méréseket. A két-foton gerjesztést úgy állítottam be,
hogy elegendő legyen a transzgenikus Ca2+ jelek megbízható detektálásá-
hoz anélkül, hogy a fém alapú extracelluláris elektróda károsodást szenved-
ne. Ennek a kísérletnek a segítségével a sejtszintű Ca2+ jelek és az extracel-
lulárisan detektált egysejt aktivitások összehasonlíthatóvá váltak.
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12. ábra. A szűrt jel (piros) átfedésben megjelenítve az eredeti, szűrés nélküli (zöld) adatokkal. Látható,

hogy a két-foton lézer által generált fotoelektromos artefakt jelentősen csökkent, és a háttérzajból immár

kiemelkednek a detektálható egysejt aktivitások.

III.b. Megmutattam, hogy az egysejt akvititási klaszterek még lézer-
szennyezett jelviszonyok között is detektálhatók maradnak, valamint a
csoportosított tüzelések a lézerszkennelés előtt, alatt és után is nyomonkö-
vethetők a jelamplitúdó, hullámforma és autokorrelogramok alapján.

A klaszterezett egysejt aktivitások nyomon követhetőek maradtak a
lézerszkennelési periódus előtt és után egy iteratív szűrési algoritmus
alkalmazását követően (az algoritmus más kollégákkal való együttműkö-
désben került kifejlesztésre). Rámutattam ugyanakkor arra is, hogy néhány
esetben a lézerszkennelésből eredő fotoelektromos műtermék hatással
lehet a pásztázott sejtek tüzelési dinamikájára is (feltehetően a keletkező
fotoelektromos áramok közvetett gerjesztése által).

A III. Téziscsoportra vonatkozó publikáció: [III].
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4. Az eredmények alkalmazása és jövőbeli tervek

A disszertációban tárgyalt mindhárom kísérleti probléma kifejezetten
alkalmazás-orientált, még akkor is, ha a megvalósításuk jelenlegi stádiuma
eltérő. Kezdésként bemutattam és teszteltem egy szilícium alapú sokcsator-
nás, tüskékkel penetráló multielektródát. Noha a jelenlegi szár kialakítás je-
lentős javulást mutatott a in vitro felvételek során, érthetően nem hosszú
távú elvezetésekre optimalizált. A jövőbeni fejlesztések célba vehetik ezen
eszközök továbbfejlesztését akut és krónikus in vivo alkalmazásokban, ki-
sebb módosítások révén. További lehetséges jövőbeli alkalmazás a külön-
böző szövetminták, pl. poszt-operatív humán in vitro metszetek vizsgálata
ugyanezen elektródákkal. A tüskés elektróda méretei széles tartományban
változtathatóak, és a leghosszabb változat (100 µm kontaktus felosztással
felszerelt) már elég nagy területet fed le ahhoz, hogy alkalmazható legyen
humán neokortikális szeleteken és több rétegen átívelő struktúrákon.
A második téziscsoportot illetően több potenciálisan együttműködő kutató
jelezte érdeklődését a kolokalizált és szimultán intra- és extracelluláris elve-
zetéseket morfológiákkal együtt tartalmazó adatbázisom használata iránt.
Ahogy a tézisekben említettem, az intracellulárisan megfogott sejtek nem
minden esetben voltak azonnal láthatóak a nyers extracelluláris csatorná-
kon, ezzel megakadályozva az egysejt klaszterező algoritmusokon való alkal-
mazást. Ezekben az esetekben a tüzelés időpontjában vett átlagok kiszámí-
tása volt az egyetlen módszer az intra- és extracelluláris jelek összehasonlí-
tására. A tanulmány lehetséges folytatásaként célom az lesz, hogy még köze-
lebb kerüljek a sejtekhez a szilícium elektródával, a mérési összeállítás és az
előkészítési folyamatok további optimalizálása révén, és ennek eredménye-
ként további sejtek rögzítése történhessen meg kellően nagy jelamplitúdók-
kal. Arra is törekszem, hogy minél több interneuront rögzítsek a validációs
adatkészlet szélesebb alkalmazhatóságának érdekében. A szimultán kísérleti
protokoll hasonlóképp alkalmazható más régiókban, mint például neokor-
tex vagy humán poszt-operatív szeleteken is.
A létrehozott adatkészlet első kollaborációs alkalmazása már a tézisek kere-
tében megtörtént. Megmutattuk, hogy az extracelluláris elvezetések az ideg-
sejtek morfológiájával kombinálva felhasználhatóak a sejtben található azon
áramforrás-sűrűségek becslésére, melyek kialakítják a mért extracelluláris
potenciált. Az egyszerű szomatikus patch-clamp mérésekkel ellentétben így
az egész sejt morfológiára kiterjedten vagyunk képesek sejten belüli infor-
mációhoz jutni, nem csupán az egyetlen mérési ponton. Az új megközelí-
tés tovább mozdíthatja a szakterületet azáltal, hogy új kísérletes ablakot nyit
meg a sejtek információfeldolgozására, lehetővé téve ezzel globális megfi-
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gyelésüket, amely korábban csak pontszerűen volt lehetséges. Ez elméleti
oldalról ugyanolyan fontos lehet, hiszen az elméleti paradigmák az alapján
születnek, hogy mit tudunk kinyerni a rendelkezésre álló mérésekből. Mi-
vel mostantól kísérletileg megvalósítható a releváns adatok kimérése az itt
bemutatott protokoll segítségével, bízom benne, hogy ezek az adatok fel-
használhatók a jövőben további biofizikai membránmodellek testreszabá-
sára, valamint új felfedezéseknek is utat mutatnak, egy koherens képet biz-
tosítva az idegsejten végbemenő globális szinaptikus változásokról.
Végül kísérletes megoldást javasoltam a fotoelektromos artefaktok vizsgá-
latára és kiküszöbölésére kolokalizált két-foton képalkotás és extracellulá-
ris szilícium elektródás mérések során. Ez a tanulmány megmutatta, hogy
még két-foton lézerszkennelés közben is betekintést nyerhetünk az extra-
celluláris aktivitásokba. Ugyanakkor feltételezhetően a fotoelektromos ha-
tás által kiváltott modulációkat is találtam bizonyos sejtek tüzelési viselkedé-
sében, amelyek az egyidejű szkennelés nemkívánatos következményei. To-
vábbi vizsgálatok szükségesek a lézer által generált elektromos műtermékek
közvetett stimulációs hatásának feloldására. A szűrési algoritmus alkalma-
zását illetően hasznos lenne továbbá egy automatizált és robusztus szoftver
kifejlesztése, amely ezáltal függetleníthető az éppen alkalmazott szilícium
elektróda típusától és alkalmazható más elrendezésre vagy eltérő csatorna-
számra is. A legnagyobb kihívás azonban a fluoreszcensen aktív (vagyis "vil-
logó") sejtek és az extracellulárisan detektált tüzelések közötti összefüggések
és ok-okozati szerepek felkutatása lenne, mely a tématerület nagy kihívása.
A szimultán és multimodális mérések eredményei végső soron új szempon-
tokat adhatnak a jövőbeli neurális interfészek megtervezéséhez is.
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