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1. Bevezetés és célkitiizések

Az agy megfigyelhet6 globdlis allapotainak (igymint kognitiv folyama-
tok vagy adott viselkedési formdk) biofizikai feltérképezésére kiilonféle meg-
kozelitéseket dolgoztak ki és alkalmaztak, mind alulrél-felfelé (' bottom-up’),
mind pedig feliilrél-lefelé (' top-down’) torténd leirdsi stratégidk mentén. Az
alulrél épitkezé megkozelités legelterjedtebb médszerei az intra- és extracel-
lularis elektrédak tutjan torténd invaziv elektrofiziologiai mérések. Az intra-
cellularis (IC) és az extracellularis (EC) szavak a mér6elektroda helyét jelzik a
megcélzott sejteken beliil és kiviil. Mig ezek az eszkdzok, melyek hozzaférést
biztositanak egy vagy tobb neuron altal generéalt bioelektromos események-
hez, a celluléris neurotechnolégia htuzéeszkozeivé véltak, invaziv jellegiik 4l-
tal a hosszutéavu és klinikai felhaszndlasuk korlatozott maradt.

A skdla tdloldalan ezzel parhuzamosan tobbféle képalkoté (fMRI, PET)
és rogzitési (EEG, MEG) mdbdszereket is kifejlesztettek, amelyek képesek
tobb régié vagy akér az egész agy aktivitdsdnak lekovetésére. Ezen techno-
l6gidk mindegyikének nagy el6nye, hogy nem-invazivak, és igy a human kli-
nikai alkalmazdsokban is felhasznédlhat6va valnak, ahelyett, hogy allatkisér-
letekre szoritkoznank. Mindkét megkozelités egyideju, intenziv fejlédésének
ellenére a kozbiils6é részben még mindig van egy jelentds, fel nem tart rés,
nevezetesen az, hogy az egyes sejteket miként lehet térben és idében 6ssze-
hangolni helyi hdlézati szinten, hogy specifikus kognitiv funkciokat képez-
zenek. [I} 2]. Ez az tigynevezett 'mezoszkopikus’ szint a kozelmultban nagy
érdeklGdésre tett szert a idegélettanban (és a hozza tartoz6 neurotechnol4-
gidban), és ez 4ll a jelen tézis fokuszaban is. A mezoszk6pos tartoményt ext-
racelluldris sokcsatornds multielektr6ddkkal fogom megvizsgédlni, amelyek
szélesebb teriiletet mintavételeznek, mint az egyelektr6das mérések.

Disszertaciomban az in vitro agyszeletek elektrofiziol6gidjat veszem ala-
pul, penetralé extracelluldris, lamindris multielektr6ddk haszndlataval. Az
agy vékony szeletekre vagasa lehet6vé teszi a mélyebben elhelyezked6 ideg-
sejtekhez valé hozzéaférést is. Az agyszelet preparatumok olyan idegi te-
vékenységek vizualizdldsdra vagy elvezetésére is haszndlhaték, amelyeket
egyébként nehéz (vagy akdr lehetetlen) elérni és in vivo koriilmények kdzott
megfigyelni. Az in vivo koriilményekhez hasonl6an ekkor is megfigyelhet6-
ek populdcios aktivitdsok, mint példaul az ’éleshulldmii aktivitds vagy akar
mads inherens oszcillaciok is [3]. Ezenkiviil az in vitro agyszelet-mérések to-
vabbi el6nye, hogy kiilonb6zé modalitdsok kombinalhatéak, amelyek ismét
kihivast jelentenének é16 allatban. Tébbek k6zott ilyen kombinacidk a tézi-
sekben felsorolt kolokalizalt és szimultan IC-EC felvételek vagy a szimultan
két-foton (2P) 1ézermikroszképos képalkotas [4, /5, (6] .
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Az értekezés f6bb témai a kovetkezék: A ’Elméleti hdttér fejezet az IC és az
EC potencidlok biofizikai elméletét és azok kapcsolatét tarja fel, valamint
bemutatja a legtijabb technoldgiai fejlesztéseket és ezek korlatait. Ezt meg-
ismerve az 'Anyagok és mddszerek’ fejezet részletezi a disszertdciés munka
sordn hasznélt sokcsatornds szilicium elektrédékat, ezt kovetéen a kisérleti
osszedllitadsokat targyalja at és az adatelemzési modszerek, valamint szovet-
tani eljardsok leirdsaval zarul. Miutan igy a munka elméleti és mddszertani
alapjai is kontextualizdlva lettek, az 'Eredmények’ fejezet a szerz6 hozzéja-
ruldsait harom fiiggetlen téziscsoportra osztva mutatja be: Az|1| 4brdn egy

1. abra. Tézicsoportok (élek) és fébb témakorok (csomépontok) kozti dsszefliggések.

haromszoggel szemléltetem a fotézisek (élek) és alkalmazott kisérleti tech-
nikédk (csomo6pontok) kapcsolatait. Habar vannak apro kivételek (példédul al-
kalmankénti IC-2P felvételek a II. Téziscsoportban, szaggatott vonallal jel6l-
ve), az élek és csomé6pontok képviselik a legfontosabb alkalmazott rogzitési
modozatokat és interakciokat. Az I. Téziscsoport egy Ujszer(i sokcsatornds,
tiiskeszertien kidll6 kontaktusokkal rendelkezé szilicium érzékeld kifejlesz-
tését és tesztelését mutatja be a javitott mindségu in vitro rogzitésekre ter-
vezve, tovabba egy szisztematikus és kvantitativ 6sszehasonlitdssal kiemeli
az elektréda elényeit egy, a kereskedelmi forgalomban kaphaté, sokcsator-
nés felszini elektr6dédval szemben. Ez a fejezet csak az EC rogzitésre 6ssz-
pontosit egyéb IC (patch-clamp) technika 6tvozése nélkiil, és csak egy rep-
rezentativ 2P dbrdval mutatja meg, hogy a tiiskés elektréda egyébként kom-
patibilis a két-foton mikroszképias képalkotassal. A II. Téziscsoport viszont
mar a kolokalizalt és szimultdn IC-EC elvezetésre kifejlesztett kisérletes meg-
kozelitést részletezi, bemutatja a keletkezett 'ground-truth’ adathalmazt, és
példét ad a rogzitett adatok egy tovabbi alkalmazédsara modell alapt szdmi-
tadsokban. E tézisnek nem célja barmelyik adatelemzési médszer (példaul
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klaszterez6 algoritmusok vagy forras-lokalizaci6s médszerek) kritikai kiér-
tékelése, csupan egy specifikus, az egysejt-szinti &ramforras-stirtiség elem-
zés (skCSD) médszerén val6 elzetes alkalmazés térténik meg a felhasznalt
adatokkal. AIII. Téziscsoport a kombinélt sokcsatornds EC és 2P 1ézeres kép-
alkotds rogzitése soran fellépé miitermék, az tn ’foroelektromos artefakt’ le-
iradsaval indul. A fotoelektromos mtitermék szennyezéhatasanak kikiiszobo-
lésére szolgdlo legtijabb stratégidk targyaldsra kertilnek limitacidikkal egytitt.
Ezutan egy kisérleti protokollt mutatok be az id6ben és térben 6sszehangolt
EC és 2P mérések megvaldsitdsdra, mind lézeres mttermékkel és anélkiil. A

s

protokoll lehetévé teszi a fotoelektromos artefakt vizsgalatat, de ellen6rzé-
tasra kertil egy, a kombinélt felvételek felhasznalaséaval kifejlesztett specidlis
szUrési algoritmus az extracelluléris jeleken detektalt fotoelektromos hatds
eliminéldsara. A disszertaci6 végiil a 'Kdvetkeztetések és jovbbeli tervek feje-
zettel zarul, mely felsorakoztatja doktori munka Gj tudoméanyos hozzajarula-
sait kapcsol6dé publikaciokkal kiegészitve, valamint kitekintést ad a jovébeli
tervekre és lehetséges alkalmazdasokra.

2. Eszkozok és modszerek

A neuronok intracelluléris elektrokémiai aktivitasa elkeriilhetetleniil ge-
nerdl extracelluldris valtozdsokat is az atfoly6 transzmembran dramok altal.
Az iondramok, amelyek a sejtaktivitds sordn ki- be mozognak, csak kozvetet-
ten mérhetdk extracelluldrisan, az elektromos mezdre gyakorolt hatdsuk ré-
vén. Az EC elektr6da egy referenciaértékhez viszonyitott mért jeleket rogzit
és tovabbit egy jelerdsit6hoz. A transzmembrén dramok éltal kivaltott EC po-
tencial idében és térben is dinamikusan valtozik, mivel szdmos dram Gssze-
cial egyszerre tartalmazza a szinaptikus bemenetek és a tiizelési kimenetek
Osszesitett jelét, valamint a helyi és tdvolabbi (térfogatvezetéssel terjedt) ak-
tivitdsokat is abban a régiéban, ahol az EC méréelektréda talalhato [9}[8]. Az
EC potencidl keletkezésének tobb biofizikai alapelve régéta ismert. Azonban
még akadnak elméleti és kisérleti nyitott kérdések, amelyek hatraltatjak az
EC potencidljanak kiterjedt értelmezését és teljes funkcidjanak megértését.
A sokcsatornds EC felvételekhez kifejlesztett eszk6zok széles valasztékabol a
kisérletek soran a kovetkez6 jellemzoékre koncentraltam:

¢ akut ragcsalé

* in vitro agyszelet



2. abra. Az extracelluléris potencidl keletkezésének és mérésének elméleti illusztricidja. Az extracelluld-
ris potencidl ®(r, 1) az elektréda kontaktuson mérve mint egy stlyozott osszeg adddik, az 6sszesitett transz-

membrén dramok I(¢) aktivitdsa dltal, adott kompartmentélis sejt-elektréda tdvolsdgokra szamolva (r).

¢ lamindris (1D) kontaktus elrendezés

szilicium alapu vagy acél szar

penetrélo, illetve felszini kialakitds

politr6dok (16-32 csatorna)

A felvételeket igy harom kiilonb6z6, sokcsatornds multielektroédaval végez-
tem, melyek megfeleltek a fenti kritériumoknak. A r6gzitési protokollokat
mindhdrom téziscsoportban hasonlé parametrikus bedllitdsokkal alkalmaz-
tam, de a set-upon végzett kisebb valtoztatdsok is részletezésre keriilnek.
Akut horizontélis hippokampusz szeleteket prepardltam kifejlett Wistar pat-
kanyokbdl (200-350 g, egyenletes nem-arany, 6sszesen #30 sikeres kisérlet
a dolgozat benyujtasdnak id6pontjaban). A Wistar patkdnyokon kiviil Thyl-
GCaMP6 transzgenikus egereket is hasznaltam populéciés képalkotdshoz 2P
mikroszképids vizsgalat alatt. Az dllatokat a Természettudomdnyi Kutaté-
kdzpontban tenyésztették. A taplalék és vizellatas folytonosan rendelkezésre
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allt és spontén, ad libidum moédon tortént, és 12-12 dras vildgos-sotét ciklust
tartottunk fenn. Az 6sszes protokoll a magyar allatkezelési és kisérletekre
vonatkoz6 térvény (1998, XXVIII, 243/1998. szakasz) irdnyelveit kovette. Az
MTA Allatj6léti és Kisérletes Bizottsdga, valamint egyéb allategészségiigyi és
élelmiszer-ellen6rzo szervek jovahagytdk a kisérleti terveket (engedélyszam:
PEI/001/2290-11/2015). Er6feszitéseket torténtek az allatok szenvedésének
minimalizéldsdra és a felhasznalt 4llatok szdmdénak csokkentése érdekében
is. A kisérletet megel6z6en az dllatokon mély anesztéziat alkalmaztam izof-
lurédnnal (min. 0,2 ml/100 g), majd gyors dekapitdciét kdvetéen az agyukat
kiméletesen, de azonnal eltavolitva jeges vagdoldatba meritettem (2-3 °C),
karbogénnel atbuborékoltatva (95 % O», 5% COy). A vagdoldat a kovetke-
z6 0sszetevOket tartalmazta (mM-ben): 250 szachar6z, 26 NaHCOs, 10 D-
gliikéz, 1 KCI, 1 CaCl, és 10 MgCl,. A teljes hippokampdlis formdciot tar-
talmaz6, 500 pm vastag horizontélis metszeteket vagtam mindkét féltekébdl
vibratém segitségével (VIT1200s, Leica, Nussloch, Németorszag). A szelete-
ket a kisérlet el6tt legaldbb 1 6ran at szobahémérsékleten (20-22 °C) normal
Osszetétell 'mesterséges cerebrospindlis folyadék’ (aCSF) oldatban inkubdl-
tam. A felvételeket ennek a standard aCSF 4tkeringetésével végeztem (mM-
ben): 124 NaCl, 26 NaHCO3, 10 D-gliikéz, 4 KCI, 2 CaCl, és 2 MgCl,.

3. dbra. A szimultan IC-EC mérési dsszedllitas kozelképe a két-foton objektiv alatt. Cimkék a kovetkezék:
Olympus 20x objektiv (1), patch-clamp pipetta intracelluldris oldattal tolve (2), EC sokcsatornas elektroda
(NeuroNexus) és csatlakozdja (3), agyszelet és leszorité gytirt (4), dual-perfiiziés aCSF kamra (5), referencia

elektréda (6), aCSF keringetés kivezetése (7).



A teljes rogzitési rendszert egy két-foton pasztazoé lézer mikroszkép alatt
allitottam 6ssze, melyet a Femtonics magyar cég fejlesztett ki egy atalaki-
tott Olympus BX61 mikroszképra, amely egy kozeli-infravérds (NIR) kame-
ra m6d mellett 2P fluoreszcens méddal is rendelkezik. A mintaasztalt, vala-
mint a kétoldali mikromanipulétorkat a Luigs-Neumann (LN) integralt ve-
zérl6rendszer motorjai kezelik (Luigs & Neumann Feinmechanik und Elekt-
rotechnik GmbH, Ratingen, Németorszag). A 4abran az osszeallitott kisérleti
elrendezés kozelképét lathatjuk.

A patch-clamp rendszer (Axon Instruments, USA) t6bb alegységbdl 4ll.
A felvétel soran a jelet el¢szor a MultiClamp 700B erdsit6hoz tovabbitjuk,
amely maximalizdlja a jel-zaj ardnyt, és lehetévé teszi a "whole-cell" kon-
figurdcios fesziiltség- vagy dram-kapcsolt elvezetési médokat, majd a Digi-
data 1550B A/D konverter segitségével tovabbitja a digitalizalt jeleket a sza-
mitégépre. A MultiClamp Commander szoftvert hasznaltam az tivegpipettas
mérési paraméterek és kompenzacidk bedllitdsdhoz. A pClamp10 szoftver-
csomag részeként a Clampex megjelenité feliilet monitorozta a mért jeleket,
ezen a platformon épitettem ki a sejt karakterizdciés protokollokat is. A sta-
tisztikdkra, transzforméciékra és adatrendezésre a Clampfit elemzé szoftvert
hasznaltam. A tobbcsatornds szilicium elektr6dak jeleit tovabbitottam az In-
tan RHD2000 elvezetérendszerbe (Intan Technologies, USA), melynek fel-
adata volt a nyers adatok rogzitése, elGerdsitése és digitalizéldsa is egyben.
A rendszer egy 32 csatornas el6erésit6 chipbdl (RHD2132) és egy RHD2000
FPGA-alapn interfész kartyabol 4llt. Ez egy nyilt forrdst hardver biopoten-
cidlok rogzitéséhez, és vékony, rugalmas kabelezéssel lett szerelve. Az Intan
RHD2000 sajét szoftvere vizualizalja az adatokat, muikodteti az el6erdsit6t,
és itt allithat6 be tobbek kozott a mintavételi frekvencia is. A széles savu je-
leket (0,1 Hz-t61 7 kHz-ig) 20 kHz-es mintavételi frekvenciaval rogzitettem.



3. Uj tudoményos eredmények

I. Téziscsoport: tjszerti, tiiskés multielektréda kifejlesztése és
tesztelése extracellularis elvezetésekben

La. Kialakitottam egy iijszerti, szilicium alapii sokcsatornds, lami-
ndris in vitro multielektréddt, amely kidllé, tiiskés kontaktuspontokkal
rendelkezik, az agyszelet mérések mindségének javitdsdra. Tovdbbd op-
tikailag ellendriztem az elkészitett nyilhegyszeriien kidllé kontaktusok
formdit pdsztdzé elektronmikroszképos vizsgdlattal. Ezenfeliil karakteri-
zdltam az elektrokémiai impedancidk nagysdgdt és fdzisszogeit, valamint
a tiiskés elektroda zajszintjét fiziologids séoldatban.

A tiiskés elektroda egyetlen szilicium szdrbdl all, amelyen 32 kidl-
16, Pt/Ir/1rO, elvezetési pontot taldlunk, harom kiilonb6zé tévolsag-
felosztdsban: 25 pum, 50 pm és 100 pum . Az idedlisan meghajlitott szar
segitségével megmutattam, hogy a tiiskés elektrédék kompatibilisek olyan
nagy méretli, in vitro vizimmerzids objektivekkel, amelyeket két-foton
mikroszképids képalkotdsban hasznélunk.

'\

contact sites 20 Um ‘

4. abra. A tiiskés elektréda optikai képe (A) és pdsztdzé elektronmikroszképos (SEM) képei (B-D). J6l l4t-

hatéak nyilhegy formdju, kiall6 elvezetési kontaktusok (C).
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Az 0sszehasonlité elemzésben alkalmazott nagy stiriségli (25 pm
kontaktus felosztasd) tiiskés elektréda atlagos impedancia magnitidéja
1,27 + 0,1 MQ 1 kHz-en mérve, atlagosan -70 + 5° fazisszoggel. Ezenfeliil
teszteltem a tiiskés kontaktusok robusztussagat és tjra felhasznalhat6ségat
is. Az impedancia véltozdsokat intenziv haszndlatot kovetGen (7 kisérletben
Osszesen 17 kiilonallé beszurassal) vizsgdltam meg, az impedancia tesztek
megismétlésével. Az 6sszes kontaktus dtlagos impedancia magnitiidéja csak
kevéssé nétt az utolsé kisérlet utan, 1,5 +0,1 MQ értékre. Az impedancia
fazisszogei nem valtoztak jelentdsen (-69 £5 °) a kiterjedt tesztelés utdn sem.
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5.abra. Impedancia spektroszkopia eredményei (A-B). Lathatdak a frekvencia novelésre monoton csokke-
nést mutaté magnitidok és fazisszogek, valamint a csatornak kozti kis szoras. A tiiskés kontaktusok stabilitas

vizsgdlatdnak eredményei 1 kHz-es frekvencidn (C-D).

Megmértem tovabbd a 32 kontaktus RMS zajszintjét fiziolégids séol-
datban. A tiizelési sdvban (500-5000 Hz) a zajszint 4,63 +0,51 uV, ;. A
elektrédat az agyszeletre helyezve az atlagos zajszint 10 - 20 %-kal n6tt meg.
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Lb. A kidll6 kontaktusok segitségével kvantitativ médon igazoltam,
hogy a tervezett tiiskés elektréda nagyobb idegsejt hozamot és magasabb
Jjel amplitiidét biztosit egy kereskedelmi forgalomban 1évé felszini elekt-
roddhoz képest. Megmutattam tovdbbd, hogy a nagy siiriiségii tiiskés
elektréda alkalmas a klaszterezett egysejt aktivitdsok feltételes sejttipusba
soroldsdra az extracelluldris hulldamformdk tér- és idobeli elemzése alap-
Jjan, melyet a tobb, egymdssal szomszédos kontaktus egyiittes mintavétele
tett lehetévé.
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6. abra. Az elvezetési teljesitények kvantitativ 6sszehasonlitdsa. A Box diagramokon lathatjuk a jol elkiilo-
nitett egysejt klaszterek szdménak eloszldsét (A) és a tiizelési hullimformak csticstél csticsig szdmolt ampli-
tidoit (B) a nagy stirtiségti tiiskés elektroda és a hokitité tipust felszini elektréda esetében. ** p = 0.0078; ***

p =0.0000049

A nagy strtiségl (25 pm kontaktus felosztast) tiiskés elektrodat ossze-
hasonlitottam egy kereskedelmi forgalomban kaphaté, "hokiiité" becenevt,
laminaris felszini elektr6ddval (in vitro U-probe, Plexon Inc., Texas, USA). Az
atlagos idegsejt hozam poziciénként 6,6 volt a tiiskés elektréda, valamint 3,6
a hokitité elektréda esetében. Az atlagos jel amplitidé 139,2 + 96,4 pV-nak
adddott a tiiskéselektrodan és 89,08 + 30,2 puV-nak a hokiiité elektr6déan.
Mig a maximalis amplitddé csak 162,32 pV volt a hokiiité elektrédan, a
tiiskés elektr6ddn 576,79 pV maximaélis amplitidét mértem. A kordbbi
vizsgalatokkal 6sszhangban a nagyobb atlagos tiizelési amplitidok feltehe-
téen kozelebb helyezkedd sejteknek felelnek meg, mivel az extracellularis
jelalakok a tdvolsdg novelésével esést és kilapuldst mutatnak.
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7. &bra. A feltételezett interneuron (A, D) és piramissejt (C, E) klaszterezési eredményei az extracelluld-
ris hullimforma analizist kévetGen. Az elektrédéval rogzitett Gsszes egysejt hullimforma felfutdsi idejének

bimodalis eloszlasa.

A nagy strtiségt (25 pm kontaktus felosztasu) tiiskés elektrdda részletes
lekovetését kihaszndlva megmutattam, hogy ez az elektr6éda miként képes
térben és idében tdlmintavételezni az egysejt aktivitdsokat. Két reprezenta-
tiv egysejt aktivitds esetén tovdbbi paramétereket is vizsgdltam, nevezetesen
a csucstol a cstcsig tarté idét, a kezdeti kapacitiv cstcs jelenlétét, a tiizelési
autokorrelogram jellemzdbit és a jelalak térbeli eloszlasat. A két reprezentativ
klasztert feltételezett sejttipusokba csoportositottam az emlitett részletes,
sokcsatornds kritériumok nyoman.

Az 1. Téziscsoporthoz kapcsol6do publikacio: [11].
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II. Téziscsoport: Kolokalizalt, szimultan intra- és lamina-
ris extracellularis elvezetések sejt morfolégidval kiegészitve:
"ground-truth" adathalmaz el6allitasa

Il.a. Kidolgoztam egy iij mérési médszert, amely validdciés adatot
szolgdltat sokcsatornds extracelluldris elektrofiziolégidhoz, in vitro. En-
nek a kolokalizdlt és szinkron kisérleti protokollnak az alkalmazdsdval
mind az intracelluldris, mind pedig az extracelluldris adatok megfelelGen
elvezethetévé vdltak a megcélzott idegsejtrol. Emellett utdlagos strulktu-
rdlis informdcidval egészitettem ki a validdciés célii elektrofiziologiai
adatsorokat, teljes 3D neurondlis morfolégia és a megfelelo sejt-elektroda
tdvolsdgok rekonstrudldsdval. Ezekbdl a felvételekbdl Osszedllitottam és
kozzétettem egy online, nyilt forrdsi adatkonyvtdrat a rogzitett sejtekrol,
az értekezés sordn felsorolt dsszes elektrofiziologiai és morfolégiai infor-
mdcioval egyiitt. A konyvtdr és a hozzdtartozé tdbldzatos vitmutaté egy
folyamatosan boviilé, frissitett validdcids adat gyiijteménylként szolgdl.

CA3

8. dbra. Az intra- és extracellularis mérési dsszedllitds sematikus dbrazoldsa a hippokampusz CA1 régié

piramissejt rétegében.

Kidolgoztam egy mddszert a kolokalizalt és szinkron intra- és extracellu-
laris jelek rogzitésére szub-milliszekundum pontossédggal. Az extracelluléris
felvételeket szomatikus patch-clamp egészitette ki a multielektr6da kézvet-
len kozelében. Mivel ezeket az in vitro kisérleteket két-foton mikroszk6pids
mérékornyezetben terveztem, igy lehet6vé vélt az elektr6da és idegsejt hely-
zetének megfelel6 vizudlis monitorozasa. A sikeres szimultdn mérés elfoga-
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dasi kritériumai a kovetkezék voltak:

¢ Minden 3 perces felvétel soran legaldbb 100 tiizelési id6pont észlelését
vartam, igy biztositva minden adatfdjlban a kell§ tiizelésszamot (1).

* A folytonos aktivitds fenntartdsa érdekében beinjektélt tart6daramnak
konstansnak kell maradnia az egyes adatfajlok sordn, tovibbd nem
léphet ki a fiziol6gids tartomdnybdl, mely idedlisan 300 pA alatti ara-
mokat jelent (2).

¢ Az adatok el6feldolgozdsat kbvet6en a megfogott neuron tiizelésének
legaldabb egy extracelluléris csatorndn detektalhat6vd kell véalnia, leg-
alébb az atlagolt jelalakokon (3).

Ezenkivill a patch-clamp mérések elején tn. Ramp-tesztet, aramlépcsds

vizsgalatot végeztem a feltételezett sejttipusok jellemzésére és egyéb késOb-
biekben felhaszndalhat6 intracelluldris paraméterek meghatarozasara.

\ : sp_1 s?h? B sp_7

str. rad \ s A

str,Im

str. rod

str. pyr

P str. or

str. pyr

9. dbra. Kétdimenzios pillanatképek két 3D rekonstrualt neuron morfol6giarél és a hozzdjuk tartoz6 EC

elektréda poziciokrol.
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Az elektrofiziol6giai mérésen feliil a kisérleti protokollba két-foton kép-
alkotdst is beépitettem, hogy még teljesebben kihasznéljam a rendelkezésre
4ll6 multimodalis adatrégzitést. A két-foton z-stack projekcidk latoterét tigy
sejtkompartmentumokat (sejttest, apikalis kezdeti szakasz, és proximalis
bazélis dendritek). A mélység szintje (z-sik) tipikusan -200 pm és 0 pm kozé
kertilt (utébbi voltaképp a szelet felszine). A z-stack felbontédsat (vagyis a
lépést egyes sikok kozott) jellemzden 3 um-nek adtam meg, amely a kis
dendritikus nyudlvanyok lekévetéséhez is elegendd a teljes a 3D morfolégia
mentén. A kisérleti protokoll végén a patch-pipettat 6vatosan kihtiztam, a
szeletet eltdvolitottam a kamrdbdl, és paraformaldehid oldatba helyezve
fixadltam post-hoc szovettani rekonstrukciéhoz. A megfogott sejtek passziv
modon t6ltédtek fel a fluoreszcens markerekkel (Alexa594 és Fluo-4) és a
szovettani jelz6molekuldval (Neurobiotin) az intracelluléris oldat diffiziéja
altal. Azokban az esetekben, amikor az Osszes szovettani 1épés (fixdlas,
Ujrametszés és a neurobiotin kicsapatdsa) sikeres volt, a sejtek digitalis 3D
rekonstrudlasra kertiltek a Neurolucida szoftver segitségével. A rekonst-
rukci6kkal a pontos térbeli sejt-elektr6da tévolsdgok a kontaktusok és a
szubcelluldris kompartmentumok kdzott igy meghatarozhatéva véltak.

A tézisek benyujtasdig 0sszesen #16 idegsejtet rogzitettem sikeresen #12
édllatbdl a II. Téziscsoportban bemutatott szimultan és kolokalizalt protokoll
felhaszndldsaval. Az elemszdm novelése jelenleg is folyamatban van, és
frissitésre szorul, amennyiben 1j sikeres adatok valnak elérhet6vé.

ILD. A keletkezett szimultdn elektrofiziolégiai adatok segitségével egy
j egysejt-szintii forrdslokalizdciés médszer, az skCSD keriilt tesztelésre
egy kollaborativ project keretében. Ilyen forrdslokalizdldst a szakiro-
dalomban elészor teszteltiink és validdltunk valés kisérleti adatokkal
rekonstrudlt, részletes idegsejt morfologidn.

Mindezen anatémiai és szimultdn elektrofiziolégiai adatok egyiittes
felhaszndldsa lehet6vé tette, hogy valés kisérleti adatokkal tdmogassunk
és validdljunk modell alapt egysejt szamitdsokat. Ez volt az els6 alkalom
az irodalomban, amikor a kutaték részletes morfolégia mentén hataroztdk
meg a sejtszinti &ramforras-stirtiséget (skCSD), vagyis az extracelluldrisan
mért potencidlok eredeti transzmembran forrdsait. A megfigyelt tér- és
idébeli dinamika 6sszhangban volt a kordbban becsiilt mintdzatokkal, azaz
a szomatikus dramok t6bbnyire domindltdk az akciés potencidl kezdeti
lépéseit, és ezeket a proximadlis dendritdgak mentén megfeleld ellendramok
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10. dbra. A cal piramissejt tiiske altal kivaltott dtlaganak skCSD rekonstrudldsa. Az 5 potencidlis csator-
nén az EK potencidl idébeli lefolydsa (A). A cella és a szilikon szonda helyzeteinek 2-D vetitése az atfedésben

1év6 EK potencidldinamikéval (B). Az dramforras stirtiségének rekonstrudldsa a mért EK potencialok és a mo-

dellezett sejt morfol6gia (C) alapjan.

egyensulyoztdk ki. Ez a példa bemutatta az skCSD modszer alkalmazhat6sa-
gat valos kisérleti adatokon és segithet olyan tovabbi kisérletek tervezésében
(egy iterativ "kisérlet-adatelemzés egyiittmiikodésben"), amelyek célja azon
szinaptikus bemenetek dinamikai feltardsa, melyek az idegsejtet tiizelésre
késztetik.

ATI. Téziscsoportra vonatkoz6 publikéci6: [1].
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III. Téziscsoport: Sokcsatornds extracellularis elvezetés és
két-foton pasztazoé 1ézermikroszkopids képalkotas kombina-

e se s

lasa a fotoelektromos miitermék kisérleti karakterizacidjara

I1l.a. Kisérleteket terveztem és végeztem mind lézeres miitermék men-
tes, mind pedig lézer dltal generdlt fotoelektromos artefakttal szennyezett
adatgyiijtésre egyetlen kisérleti munkameneten beliil. Az igy létrehozott
adatsor alkalmas a keletkezett fotoelektromos miitermék karakterizdcio-
Jjdra és egy artefakt elimindlé algoritmus dtfogo tesztelésére.

100 pm
—

11. abra. A beiiltetett szilicium alapui multielektréda kozvetlen kozelében késziilt szimultdn két-foton
lézermikroszkopids felvétel. A képalkotds tobb sejttest és dendtrit aktivitdsat is lekoveti(a példék az dbra bal

oldaldn lathat6k) azonos latotérben az elektréda kontaktus pontjaival (sdrga korokkel kiemelve).

Kisérletesen bizonyitottam, hogy a generalt fotoelektromos hatds nem
azonos a szkenner zajdval, és a kontaktusokon &tivel6en valtozé természe-
ti. Ezenfeliil azonos latémezbében egyidejtileg végeztem két-foton képalko-
tast és extracellularis méréseket. A két-foton gerjesztést tigy éllitottam be,
hogy elegendé legyen a transzgenikus Ca®" jelek megbizhat6 detektéldsa-
hoz anélkiil, hogy a fém alapt extracelluléris elektréda kdrosoddast szenved-
ne. Ennek a kisérletnek a segitségével a sejtszintti Ca®" jelek és az extracel-
lularisan detektalt egysejt aktivitdsok 6sszehasonlithatova valtak.
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12. abra. A sztrt jel (piros) atfedésben megjelenitve az eredeti, sztirés nélkiili (zold) adatokkal. Lathatd,
hogy a két-foton 1ézer dltal generdlt fotoelektromos artefakt jelentésen csokkent, és a héttérzajb6l immar

kiemelkednek a detektélhat6 egysejt aktivitdsok.

IIL.b. Megmutattam, hogy az egysejt akvititdsi klaszterek még lézer-
szennyezett jelviszonyok kozott is detektdlhatok maradnak, valamint a
csoportositott tiizelések a lézerszkennelés elétt, alatt és utdn is nyomonko-
vethetok a jelamplitiidé, hulldamforma és autokorrelogramok alapjdn.

A Kklaszterezett egysejt aktivitdsok nyomon kovethet6ek maradtak a
lézerszkennelési periddus el6tt és utdn egy iterativ szirési algoritmus
alkalmazdasat kovetéen (az algoritmus més kollégakkal valé egyiittmiiks-
désben keriilt kifejlesztésre). RAmutattam ugyanakkor arra is, hogy néhany
esetben a lézerszkennelésbdl eredd fotoelektromos miitermék hatéssal
lehet a pésztazott sejtek tiizelési dinamikdjara is (feltehetéen a keletkezé
fotoelektromos dramok kozvetett gerjesztése altal).

ATII. Téziscsoportra vonatkozé publikacio: [II1].
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4. Az eredmények alkalmazasa és jovobeli tervek

A disszertiaciéban targyalt mindhdrom kisérleti probléma kifejezetten
alkalmazds-orientélt, még akkor is, ha a megvalositasuk jelenlegi stddiuma
eltérd. Kezdésként bemutattam és teszteltem egy szilicium alapu sokcsator-
nés, tiiskékkel penetrdlé multielektr6dét. Noha a jelenlegi szar kialakitas je-
lentds javuldst mutatott a in vitro felvételek sordn, érthetéen nem hosszu
tavu elvezetésekre optimalizalt. A jovébeni fejlesztések célba vehetik ezen
eszkozok tovabbfejlesztését akut és kronikus in vivo alkalmazdsokban, ki-
sebb médositdsok révén. Tovabbi lehetséges jovObeli alkalmazds a kilon-
b6z6 szovetmintdk, pl. poszt-operativ humén in vitro metszetek vizsgalata
ugyanezen elektrodakkal. A tiiskés elektr6da méretei széles tartomanyban
véltoztathatéak, és a leghosszabb valtozat (100 um kontaktus felosztéssal
felszerelt) mér elég nagy teriiletet fed le ahhoz, hogy alkalmazhat6 legyen
human neokortikdlis szeleteken és tobb rétegen ativel6 strukttrakon.

A mésodik téziscsoportot illetéen tobb potencidlisan egytittmiikddé kutat6
jelezte érdekl6dését a kolokalizalt és szimultdn intra- és extracelluléris elve-
zetéseket morfologidkkal egyiitt tartalmazé adatbazisom hasznélata irdnt.
Ahogy a tézisekben emlitettem, az intracelluldrisan megfogott sejtek nem
minden esetben voltak azonnal lathat6éak a nyers extracelluldris csatorna-
kon, ezzel megakaddlyozva az egysejt klaszterezé algoritmusokon valé alkal-
mazést. Ezekben az esetekben a tiizelés id6pontjdban vett 4tlagok kiszami-
tdsa volt az egyetlen moédszer az intra- és extracelluldris jelek 6sszehasonli-
tdsdra. A tanulmény lehetséges folytatasaként célom az lesz, hogy még koze-
lebb kertiljek a sejtekhez a szilicium elektr6dédval, a mérési 6sszeéllitds és az
el6készitési folyamatok tovabbi optimalizdldsa révén, és ennek eredménye-
ként tovabbi sejtek rogzitése torténhessen meg kellen nagy jelamplitadék-
kal. Arra is torekszem, hogy minél tobb interneuront régzitsek a validacids
adatkészlet szélesebb alkalmazhat6saganak érdekében. A szimultan kisérleti
protokoll hasonléképp alkalmazhaté més régiékban, mint példdul neokor-
tex vagy humadn poszt-operativ szeleteken is.

A létrehozott adatkészlet els6 kollaboréciés alkalmazadsa mar a tézisek kere-
tében megtortént. Megmutattuk, hogy az extracellularis elvezetések az ideg-
sejtek morfolégidjaval kombindlva felhaszndlhatéak a sejtben taldlhaté azon
aramforras-stirtiségek becslésére, melyek kialakitjdk a mért extracellularis
potencialt. Az egyszer(i szomatikus patch-clamp mérésekkel ellentétben igy
az egész sejt morfolégidra kiterjedten vagyunk képesek sejten beliili infor-
madéciéhoz jutni, nem csupdn az egyetlen mérési ponton. Az Gj megkozeli-
tés tovabb mozdithatja a szakteriiletet azdltal, hogy 1j kisérletes ablakot nyit
meg a sejtek informaciéfeldolgozasara, lehetévé téve ezzel globalis megfi-
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gyelésiiket, amely kordbban csak pontszertien volt lehetséges. Ez elméleti
oldalrél ugyanolyan fontos lehet, hiszen az elméleti paradigmdk az alapjan
sziiletnek, hogy mit tudunk kinyerni a rendelkezésre 4116 mérésekbdl. Mi-
vel mostant6l kisérletileg megvalésithat6 a relevans adatok kimérése az itt
bemutatott protokoll segitségével, bizom benne, hogy ezek az adatok fel-
hasznalhaték a jovében tovabbi biofizikai membranmodellek testreszaba-
sdra, valamint Gj felfedezéseknek is utat mutatnak, egy koherens képet biz-
tositva az idegsejten végbemend globalis szinaptikus valtozasokrol.

Végiil kisérletes megoldést javasoltam a fotoelektromos artefaktok vizsgé-
latéara és kikiiszobolésére kolokalizalt két-foton képalkotds és extracellula-
ris szilicium elektr6dds mérések soran. Ez a tanulmany megmutatta, hogy
még két-foton lézerszkennelés kozben is betekintést nyerhetiink az extra-
cellularis aktivitdsokba. Ugyanakkor feltételezhet6en a fotoelektromos ha-
tas altal kivaltott modulécidkat is taldltam bizonyos sejtek tiizelési viselkedé-
sében, amelyek az egyidejli szkennelés nemkivanatos kovetkezményei. To-
vabbi vizsgélatok sziikségesek a 1ézer 4altal generalt elektromos mtitermékek
kozvetett stimuldciés hatdsdnak felolddsara. A sztirési algoritmus alkalma-
zésat illetéen hasznos lenne tovdbba egy automatizalt és robusztus szoftver
kifejlesztése, amely ezéltal fiiggetlenitheté az éppen alkalmazott szilicium
elektréda tipusétol és alkalmazhaté mas elrendezésre vagy eltérd csatorna-
szamra is. A legnagyobb kihivas azonban a fluoreszcensen aktiv (vagyis "vil-
logd") sejtek és az extracellularisan detektalt tiizelések kozotti 6sszefiiggések
és ok-okozati szerepek felkutatdsa lenne, mely a témateriilet nagy kihivasa.
A szimultén és multimodalis mérések eredményei végs6 soron Gj szempon-
tokat adhatnak a jovébeli neurdlis interfészek megtervezéséhez is.
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