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A b s t r a c t (i n E n gli s h )

It h as l o n g b e e n k n o w n, t h at n e ur o ns c o m m u ni c at e vi a bi o el e ctri c si g n als, w hi c h ar e s yst e m-

ati c alt er ati o ns of t h e m e m br a n e p ot e nti al ( b ot h p ositi v e a n d n e g ati v e dir e cti o ns ar e all o w e d).

T h er e ar e n u m er o us w a ys f or st u d yi n g t h es e bi o el e ctri c p h e n o m e n a. R e c e ntl y, m ulti- el e ctr o d e

arr a ys (fr o m 1 6 u p t o t h o us a n ds of c h a n n els) as w ell as a d v a n c e d i m a gi n g m et h o ds w er e d e v el-

o p e d t o d et e ct a n d tr a c k h u n dr e ds of n e ur o ns si m ult a n e o usl y i n o n e e x p eri m e nt. D es pit e t h e

t e c h n ol o gi c al a d v a n c es, s e v er al as p e cts of t h e g e n er at e d e xtr a c ell ul ar p ot e nti al r e m ai n p o orl y

u n d erst o o d.  M or e o v er, a v er y li mit e d k n o wl e d g e is a v ail a bl e a b o ut t h e v ali d ati o n of t h es e

e xtr a c ell ul ar si g n als usi n g ot h er c o m pl e m e nt ar y m o d aliti es, s u c h as i ntr a c ell ul ar gr o u n d-tr ut h

r e c or di n gs or fl u or es c e nt t w o- p h ot o n mi cr os c o p y.

Wit hi n t h e fr a m e w or k of t his diss ert ati o n I f o c us o n t hr e e di ff er e nt as p e cts of e xtr a c ell ul ar

si g n al a c q uisiti o n a n d v ali d ati o n. I. T h esis gr o u p i ntr o d u c es t h e d e v el o p m e nt a n d t esti n g of a

n o v el, m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b e wit h pr otr u di n g c o nt a ct sit es f or i m pr o v e d i n vit r o e xtr a c el-

l ul ar r e c or di n gs a n d hi g hli g hts t h e a d v a nt a g es of t his n o v el d esi g n c o m p ar e d t o a c o m m er ci all y

a v ail a bl e, m ulti- c h a n n el s urf a c e pr o b e. II. T h esis gr o u p pr es e nts a n o v el e x p eri m e nt al m et h o d

d e v el o p e d f or c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us i ntr a- a n d e xtr a c ell ul ar r e c or di n g, it d es cri b es t h e

r es ulti n g ’ g r o u n d-t r ut h ’ d at as et, a n d e x pl or es f urt h er p ot e nti al a p pli c ati o ns of t h e r e c or d e d d at a

i n m o d el- b as e d c al c ul ati o ns. W h ol e- c ell p at c h- cl a m p r e c or di n gs w er e c arri e d o ut t o d et e ct i n-

tr a c ell ul ar si n gl e c ell a cti vit y, i n r at hi p p o c a m p al sli c es. E xtr a c ell ul ar si g n al w as d et e ct e d i n t h e

vi ci nit y of t h e s a m e n e ur o n. D et ail e d m or p h ol o g y of t h e r e c or d e d a n d fill e d c ell w as r e v e al e d b y

t hr e e di m e nsi o n al r e c o nstr u cti o n. A pr eli mi n ar y a p pli c ati o n i n si n gl e- c ell l e v el c urr e nt s o ur c e

d e nsit y a n al ysis will als o b e pr es e nt e d usi n g t h e c oll e ct e d d at as et. III. T h esis gr o u p st arts

wit h t h e d es cri pti o n of t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct g e n er at e d d uri n g t h e us e of c o m bi n e d m ulti-

c h a n n el e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs a n d t w o- p h ot o n l as er i m a gi n g. R e c e nt str at e gi es t o eli mi n at e

c o nt a mi n ati o ns of p h ot o el e ctri c art ef a cts ar e dis c uss e d wit h t h eir li mit ati o ns. N e xt I pr es e nt a n

e x p eri m e nt al pr ot o c ol f or t h e g e n er ati o n of c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us e xtr a c ell ul ar r e c or d-

i n gs a n d t w o- p h ot o n i m a gi n g eit h er wit h or wit h o ut l as er art ef a cts. T h e pr ot o c ol all o ws f or

i n v esti g ati n g p h ot o el e ctri c art ef a cts b ut als o f or pr o vi di n g c o ntr ol d at a a n d v ali d ati o n. A c ol-

l a b or ati v e s p e ci fi c filt eri n g al g orit h m will b e pr es e nt e d t o miti g at e t h e p h ot o el e ctri c e ff e ct o n

t h e r e c or d e d e xtr a c ell ul ar d at a. T h e diss ert ati o n cl os es wit h t h e list of all n o v el s ci e nti fi c c o ntri-

b uti o ns a n d r el at e d p u bli c ati o ns. L astl y I gi v e a n o utl o o k f or f ut ur e p ers p e cti v es a n d p ossi bl e

a p pli c ati o n of m y r es ults.

T h e pr es e nt e d m et h o ds all o w f or i m pr o v e d i n v esti g ati o ns of si n gl e c ell d y n a mi cs t o g et h er

wit h t h eir e n vir o n m e nts. Si m ult a n e o us a n d m ulti- m o d al si g n als r e c or d e d t hr o u g h o ut t his t h esis

w or k m a y yi el d a d diti o n al i nf or m ati o n f or v ari o us m o d el- b as e d c al c ul ati o ns i n t h e f ut ur e a n d

m a y als o gi v e ris e t o n o v el fi n di n gs i n d esi g ni n g a d v a n c e d n e ur al i nt erf a c es.
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Ö s s z ef o gl al ó (i n H u n g a ri a n )

R é g ó t a i s m ert, h o g y a z i d e gs ejt e k bi o el e ktr o m os j el e k ú tj á n k o m m u ni k ál n a k,  m el y e k

a m e m br á n p ot e n ci ál s zis zt e m ati k us m e g v ált o zt at á s ai ( mi n d p o zitı́ v é s n e g atı́ v ir á n y o k

m e g e n g e d ett e k). S z á m o s m ó d s z er l é t e zi k e bi o el e ktr o m os j el e ns é g e k n e k t a n ul m á n y o z á s á r a. A

k ö z el m últ b a n s o k cs at or n á s m ulti el e ktr ó d a t ö m b ö k ( 1 6-t ól a k á r t ö b b e z er cs at or n ái g), v al a mi nt

s p e ci fi k us k é p al k ot ó m ó d s z er e k is kif ejl es zt é s r e k er ült e k s z á m o s i d e gs ejt e g yi d ej ű d et e kt ál á s á r a

é s n y o m o n k ö v et é s é r e.  Mi n d e z e n t e c h n ol ó gi ai f ejl ő d é s e k ell e n é r e a z e xtr a c ell ul á ri s p ot e n ci ál

l é t r ej ö tt é n e k s z á m o s as p e kt us a m é g n e m is m ert. K e v é s i nf or m á ci ó áll r e n d el k e z é s r e t o v á b b á

a z e xtr a c ell ul á ri s j el e k v ali d á ci ój á r ól m á s ki e g é s zı́ t ő m o d alit á s o k, p él d á ul i ntr a c ell ul á ri s ú n.

”
g r o u n d-t r ut h ” m é r é s e k v a g y fl u or es z c e ns k é t-f ot o n mi kr os z k ó pi a s e gı́ t s é g é v el.

A diss z ert á ci ó k er et ei n b el ül a z e xtr a c ell ul á ri s j el e k el v e z et é s é n e k é s v ali d ál á s á n a k h á r o m

k ül ö nf él e s z e m p o ntj á r a ö s s z p o nt osı́ t o k. A z I. t é zi s cs o p ort b e m ut atj a e g y új s z er ű, s zilı́ ci u m-

al a p ú s o k cs at or n á s el e ktr ó d a f ejl es zt é s é t é s t e s zt el é s é t, m el y t ü s k e s z er ű e n ki áll ó el v e z et ő p o n-

t o k k al r e n d el k e zi k a z i n vit r o e xtr a c ell ul á ri s m é r é s e k mi n ő s é g é n e k j a vı́ t á s a é r d e k é b e n, t o v á b b á a

t é zi s r é s zl et e zi a z é r z é k el ő el ő n y eit e g y k er e s k e d el mi f or g al o m b a n k a p h at ó, f els zı́ ni s o k cs at or n á s

el e ktr ó d á v al s z e m b e n. A II. t é zi s cs o p ort r é s zl et es e n is m ert et e g y új kı́ s é rl eti m ó d s z ert a z i ntr a-

é s e xtr a c ell ul á ri s f el v é t el e k e g yi d ej ű é s l o k ali z ált r ö g zı́ t é s é r e. B e m ut atj a t o v á b b á a k el et k e z ő

” g r o u n d-t r ut h ” a d at h al m a zt, é s p él d á t a d a z a d at o k e g y l e h ets é g e s j ö v ő b eli al k al m a z á s á r a

m o d ell- al a p ú, el m él eti s z á mı́ t á s o k o n. A z e g ys ejt a kti vit á s o k ki m ut at á s á r a s ejtt estr ől el v e z et ett

” p at c h- cl a m p ” i ntr a c ell ul á ri s m é r é s e k et v é g e zt e m p at k á n y o k hi p p o k a m p us z s z el et ei n. A z e xtr a-

c ell ul á ri s j el e k et u g y a n a z o n n e ur o n k ö z v etl e n k ö z el é b e n v e z ett e m el. A m é rt é s f elt ölt ö tt s ejt e k

r é s zl et es m orf ol ó gi áj á t h á r o m di m e n zi ó s t é r k é p e z é s s el r e k o nstr u ált a m. E g y el ő z et es al k al m a z á si

t er ül et, a z e g ys ejt-s zi nt ű á r a mf orr á s s ű r ű s é g el e m z é s s zi nt é n b e m ut at á s r a k er ül a z itt g y űjt ö tt

a d at o k f el h as z n ál á s á v al. A III. t é zi s cs o p ort a z ú n. ” f ot o el e kt r o m o s m űt e r m é k ” l eı́ r á s á v al i n d ul,

m el y k o m bi n ált e xtr a c ell ul á ri s é s k é t-f ot o n l é z er mi kr os z k ó pi á s e g yi d ej ű m é r é s s or á n k el et k e zi k.

E f ot o el e ktr o m os m ű t er m é k s z e n n y e z ő h at á s á n a k ki k ü s z ö b öl é s é r e ir á n y ul ó l e g új a b b str at é gi á k

r é s zl et es b e m ut at á s r a k er ül n e k. E zt k ö v et ő e n l eı́ r á s r a k er ül e g y kı́ s é rl eti pr ot o k oll a l o k ali z ált é s

e g yi d ej ű e xtr a c ell ul á ri s é s k é t-f ot o n fl u or es z c e n ci a j el e k e g y ü tt e s r ö g zı́ t é s é r e, mi n d a z e mlı́ t ett

l é z er es m ű t er m é k e k k el s z e n n y e z ett m ó d o n, ill et v e a n él k ül. E z a pr ot o k oll l e h et ő v é t e s zi a f o-

t o el e ktr o m os m ű t er m é k e k é s z aj o k vi zs g ál at á t mi n d a m ell ett, h o g y z aj m e nt es k o ntr oll a d at ot

is bi zt osı́ t a z er e d m é n y e k v ali d á ci ój á h o z. E g y k oll a b or á ci ó s, s p e ci áli s s z ű r ő al g orit m us is b e m u-

t at á s r a k er ül a z e xtr a c ell ul á ri s j el e k e n m e gj el e n ő f ot o el e ktr o m os h at á s e n y hı́ t é s é r e. A d ol g o z at

a z új t u d o m á n y o s h o z z áj á r ul á s o k f els or ol á s á v al z á r ul é s a z e z e k h e z k a p cs ol ó d ó p u bli k á ci ó k k al.

V é g ül kit e ki nt é st t es z e k a j ö v ő b eli t er v e kr e é s a z er e d m é n y e k l e h ets é g e s al k al m a z á si t er ül et eir e.

A b e m ut at ott m ó d s z er e k l e h et ő v é t e s zi k a z e g ys ejt di n a mi k á k é s k ö r n y e z et ü k e g yi d ej ű é s

p o nt os vi zs g ál at á t. A d o kt ori dis s z ert á ci ó s m u n k a s or á n r ö g zı́ t ett m ulti m o d áli s j el e k t o v á b bi

i nf or m á ci ó k k al s z ol g ált at h at n a k k ül ö nf él e m o d ell- al a p ú s z á mı́ t á s o k h o z, é s új s z e m p o nt o k k al

s e gı́ t h eti k a j ö v ő b eli n e ur áli s i nt erf é s z e k t er v e z é s é t.
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A c k n o wl e d g e m e n t s

I c o nsi d er m y sit u ati o n e x c e pti o n all y l u c k y f or h a vi n g t h e pri vil e g e of c o nst a ntl y ” st a n di n g o n

t h e s h o ul d e r s of Gi a nt s ” d uri n g t h e y e ars of c o m pl eti n g m y d o ct or al st u di es. I a m i n d e bt e d t o

a gr e at n u m b er of p e o pl e f or t h eir g ui d a n c e, c oll a b or ati o n a n d s u p p ort:

First a n d f or e m ost, m y d e e p est gr atit u d e g o es t o m y P h. D. s u p er vis or, I st v á n Ul b e rt , w h o

g a v e m e t h e o p p ort u nit y t o e nt er t h e f as ci n ati n g fi el ds of e x p eri m e nt al n e ur os ci e n c e a n d n e u-

r ot e c h n ol o g y. I t h a n k hi m t h at h e g a v e m e gr e at i d e as a n d h ar d c h all e n g es b ut at t h e s a m e ti m e,

h e p a v e d m y w a y b y pr o vi di n g all n e c ess ar y i nt ell e ct u al, g e n er o us fi n a n ci al a n d n e v er- e n di n g

p ers o n al s u p p ort t o s u c c e e d.

I w o ul d li k e t o gi v e t h a n ks t o t h e Pr of ess ors a n d a d mi nistr ati v e m e m b ers of P P C U F a c ult y

of I nf o r m ati o n Te c h n ol o g y a n d Bi o ni c s f or t h e i m m e ns e a m o u nt of s h ar e d k n o wl e d g e as w ell as

f or t h e s u p p orti v e a n d gr e at at m os p h er e of ’I T K ’ d uri n g m y w h ol e u ni v ersit y c urri c ul a. B ei n g

o n e a m o n g t h e ’ pi o n e e ri n g ’ fr es h m a n st u d e nts, it w as a u ni q u e e x p eri e n c e t o m e t o b e p art of

t h e n e wl y f o u n d e d Bi o ni cs F a c ult y fr o m its v er y b e gi n ni n g. I a m gr at ef ul, i nt e r ali a t o G y ö r g y

K a r m o s ( w h o w as t h e first t o m oti v at e m e as a gr a d u ati n g hi g h s c h o ol st u d e nt, t o w ar ds bi o ni cs

a n d n e ur al i nt erf a c es d uri n g a n o p e n d a y at t h e U ni v ersit y i n 2 0 0 7), Á r p á d C s u r g a y , P ét e r

S z ol g a y ( pr o- d e a n), K ri st óf I v á n ( d e a n), G y ö r g y F o d o r (r e ct or at t h at ti m e), I st v á n J el e nit s

S c h P , G y ö r g y H á m o ri , T a m á s Fr e u n d , A n d r á s F al u s , a n d s o m a n y m or e ’Gi a nt s ’ b ut m ost of

all, t o T a m á s R o s k a ( pr o- d e a n). Pr of ess or R os k a w as n ot o nl y a w orl d-r e n o w n e d r es e ar c h er

or t h e f o u n di n g a n d l e a di n g mi n d of t h e H u n g ari a n bi o ni cs r es e ar c h, b ut a v er y fri e n dl y a n d

i n q uiri n g p ers o n t o w ar ds his st u d e nts. His pi e c es of lif e a d vi c e a n d his o pti mis m ( ”Tell m e s o m e

g o o d n e w s! ”) d uri n g o ur p ers o n al c o n v ers ati o ns will ri n g i n m y e ars f or e v er a n d will m oti v at e

m y f urt h er c ar e er.

I a m v er y gr at ef ul t o K ati n k a Vi d a Ti v a d a r n é a n d t o t h e E c o n o m y O ffi c e f or t h eir a v ail-

a bilit y a n d h el pf ul n ess r e g ar di n g all of m y (s o m eti m es e v e n sill y) a d mi nistr ati v e, tr a v elli n g or

fi n a n ci al iss u es a n d q u esti o ns t hr o u g h o ut t h e pr o gr a m. Si mil arl y, I a m si n c er el y t h a n kf ul f or all

t h e pr e vi o us r es e ar c h e x p eri e n c es g ai n e d u n d er t h e g ui d a n c e of m y f or m er s u p er vis ors, L á s zl ó

N é g y e s s y ( Wi g n er) a n d G á b o r S z e d e r k é n yi d uri n g B a c h el or a n d M ast er St u di es, r es p e cti v el y.

M a n y t h a n ks ar e gi v e n t o t h e ’ Ul b e rt L a b m e m b e r s ’ ( R es e ar c h C e ntr e f or N at ur al S ci e n c es)

f or t h e gr e at w or ki n g at m os p h er e, e x citi n g dis c ussi o ns d uri n g l a b m e eti n gs, a m a zi n g gr o u p

e x p eri e n c es w hil e att e n di n g v ari o us c o nf er e n c es t o g et h er a n d f or s o m u c h f u n i n S zi gli g et d uri n g

a n n u al l a b r etr e ats. Fr o m t h e al u m ni si d e, I a m i n d e bt e d t o Il di k ó P ál f or t e a c hi n g m e a l ot

i x

D OI: 1 0. 1 5 7 7 4/ P P K E.I T K. 2 0 2 0. 0 0 5



of h o urs h o w t o m a k e pr o p er i n vit r o el e ctr o p h ysi ol o g y r e c or di n gs. S h e w as m y first u n o ffi ci al

m e nt or i n g e n er ati n g stri ct a n d hi g hl y r e pr o d u ci bl e r es e ar c h o ut p ut w hil e m ai nt ai ni n g a cl e a n

a n d c o ntr oll e d r es e ar c h e n vir o n m e nt i n t h e l a b. H o w e v er, all ot h er l a b m e m b ers h a v e si g ni fi c a nt

c o ntri b uti o n i n m y pr of essi o n al d e v el o p m e nt a n d I a m gr at ef ul f or o ur f a nt asti c c o m m u nit y.

I w o ul d li k e t o e x pr ess m y s p e ci al gr atit u d e t o m y m ai n c oll a b or at or Z olt á n S o m o g y v á ri

( Wi g n er). It h as al w a ys b e e n a n h o n o ur t o l e ar n fr o m hi m d uri n g o ur c o n v ers ati o ns, w hi c h

w er e us u all y n ot li mit e d t o s ci e n c e b ut r at h er c o v er e d n u m er o us ot h er as p e cts of lif e t o o. His

o pti misti c a n d e n c o ur a gi n g s u p p ort t o w ar ds m e n e v er w a n e d. A n d a g ai n, I c o nsi d er hi m as m y

s e c o n d u n o ffi ci al m e nt or d uri n g t h es e y e ars. I h a v e als o v er y m u c h a p pr e ci at e d t h e e x c e pti o n al

o c c asi o n a n d h a v e l e ar nt pl e nt y of us ef ul t hi n gs fr o m P ét e r S o m o g yi ( O xf or d, U K) d uri n g m y

r es e ar c h visit at his l a b i n t h e wi nt er of 2 0 1 8.

Fr o m t h e t e c h n ol o g y si d e, I w o ul d li k e t o a c k n o wl e d g e t h e w or k of P at ri c k R ut h e r ( Fr ei b ur g,

G er m a n y) i n m a n uf a ct uri n g m y ’ s pi k y ’ pr o b es a n d I a m gr at ef ul f or his stri ct b ut v er y c o n-

str u cti v e pr o ofr e a di n g of m y first- a ut h or m a n us cri pt. Fr o m t h e s er vi c e si d e, I h a v e t o m e nti o n

G e r g el y C s e r k úti ( Fe mt o ni cs, s e ni or s er vi c e e n gi n e er), w h os e c o nst a nt a v ail a bilit y a n d r a pi d

tr o u bl es h o oti n g s kills h el p e d m e o ut c o u ntl ess ti m es r e g ar di n g v ari o us s oft w ar e b u gs a n d h ar d-

w ar e iss u es wit hi n t h e t w o- p h ot o n i m a gi n g s yst e m.

I a m n ot f or g etti n g m y f ell o w d o ct or al st u d e nts as t h e y d e m o nstr at e d t o b e r e al fri e n ds,

G e r g el y C s á n y , B e rt al a n K o v á c s , M át é H a n d b a u e r a n d o ur ’ M ó k a c s o p o rt ’ ( w hi c h m e a ns a f u n

gr o u p a cti vit y , b ut ori gi n all y f or m e d as a u ni v ersit y w or ki n g gr o u p a n d tr a nsf or m e d o nl y l at er

fr o m ’M u n k a c s o p o rt ’ t o r e pr es e nt s o m et hi n g l ess s eri o us). It w o ul d b e c h all e n gi n g t o list all

of m y fri e n ds i n- a n d o utsi d e of s ci e n c e w h o h a v e h el p e d m e i n dir e ctl y, f or e x a m pl e wit h a n

u nf aili n g s o ur c e of h u m o ur or vi a t h eir u plifti n g c o m p a ni o ns hi p.

B ut  m ost  of  all,  I t h a n k m y  F a mil y , m y  p ar e nts  M a mi  ( Á g n e s)  a n d  A p u  ( T a m á s),  a n d  m y  

si bli n gs  D ó r a , R é k a  a n d  P eti  f or all  t h e u n c o n diti o n al  l o v e a n d  c ar e  t h e y o ff er e d  m e.  T h e y  ar e  

m y  r ol e- m o d el  i n b uil di n g  a n d  pr es er vi n g  a  c o h esi v e  f a mil y. Fi n all y,  I w o ul d  li k e t o d e di c at e  

t his t h esis t o m y  wif e,  N e s zt a  a n d  t o m y  s o n,  M át é . B ei n g  a  p art  of  m y  o w n  f a mil y, I k n o w  t h e y 

p ut  e v e n  m or e  e ff ort  i nt o t his diss ert ati o n  t h a n I di d.  I a m  d e e pl y  gr at ef ul  f or t h eir p ati e n c e,  l o v e 

a n d  e n c o ur a g e m e nt.

T h e r es e ar c h pr oj e ct h as b e e n p arti all y s u p p ort e d b y t h e E ur o p e a n U ni o n, c o-fi n a n c e d b y t h e 

E ur o p e a n S o ci al F u n d ( E F O P- 3. 6. 3- V E K O P- 1 6- 2 0 1 7- 0 0 0 0 2).
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P r ef a c e

” M y w a y i s t o b e gi n wit h t h e b e gi n ni n g ”

- as L or d B yr o n o n c e s ai d, a n d h e w as c ert ai nl y ri g ht i n t his r e g ar d. N o w, l et us c o nsi d er m e

b ei n g w orri e d t o fi n d m y o w n a p pr o pri at e b e gi n ni n g. Cl e arl y, I s h o ul d st art m y n e ur os ci e n c e

r el at e d diss ert ati o n wit h t h e w or d ’ b r ai n ’, t h at is t h e ori gi n of t h e w h ol e t h esis w or k.

T o t ell t h e tr ut h, I di d m y b est as f oll o ws:

” T h e h u m a n b r ai n i s o n e a m o n g t h e m o st c o m pl e x s y st e m s

e v e r i n v e sti g at e d b y t h e h u m a n b r ai n ”

Aft er t his h e a vil y cli c h é-li k e s e nt e n c e, I w o ul d r at h er st o p ( a n d m a y e v e n fi nis h writi n g at all), as

a f ar-r e a c hi n g vi ci o us c y cl e i m m e di at el y s h o w e d u p at t his v er y first m o m e nt: ” C a n t h e o b s e r v e r

o b s e r v e hi m s elf ” ? W hil e I h a v e n o g u ar a nt e e d a ns w er, f or t h e s a k e of c o nti n u ati o n I ki n dl y as k

t h e R e a d er t o l et m e a c c e pt t h e u n v eri fi e d a xi o m t h at t h e a ns w er is ( at l e ast p arti all y) y es a n d

t o j u m p wit h m e el e g a ntl y o v er a n y y et u n a ns w er e d q u esti o ns of ’ p hil o s o p h y ’ b y f o c usi n g o n

si mil arl y s o u n d e d, b ut e asi er-t o- a ns w er q u esti o ns of ’ p h y si ol o g y ’.

T h e n w e as k t h e f oll o wi n g: ” W h e r e d o e s t hi s u n e x p e ct e d c o m pl e xit y of t h e b r ai n c o m e f r o m ” ?

P ar a d o xi c all y, w e k n o w t h e br ai n is f or m e d of r el ati v el y si m pl e el e m e nts: n e ur o ns, gli al c ells

a n d a f e w ot h er c ell t y p es. T h e o nl y e x pl a n ati o n w o ul d b e, if t h e br ai n’s c o m pl e xit y ori gi-

n at es fr o m t h e v ari et y of s u btl e w a ys t h os e si m pl e el e m e nts i nt er c o n n e ct a n d c o- o p er at e t o f or m

d e ns e n e ur al cir c uits pr o d u ci n g n et w or k p h e n o m e n a. A n d h o w t o c a pt ur e a n d r e c or d t h os e w ell-

or c h estr at e d a cti vit y p att er ns w hi c h g e n er at e s u c h c o m pl e x p h ysi ol o gi c al f u n cti o ns ? A pr o p er

d es cri pti o n w o ul d r e q uir e i nt er pl a y b et w e e n v ari o us el e ctri c al a n d o pti c al r e c or di n g m et h o ds as

w ell as c o m p ut ati o n al m o d elli n g t o ols t o g et h er wit h st at e- of-t h e- art d at a a n al ysis al g orit h ms.

B ut e v e n usi n g all m o d aliti es si m ult a n e o usl y, o ur a ns w ers m a y still r e m ai n i n c o m pl et e.

I n s pit e of all t h es e, w e p oss ess a tir el ess a n d k e e n i nt er est i n st u d yi n g c o m pl e x p o p ul ati o n

a cti viti es i n t h e br ai n, w hi c h i nt er est st e ms fr o m t h e f a ct t h at t h es e p arti c ul ar r h yt h ms, os cil-

l ati o ns, or w a v es b e c o m e alt er e d i n f a m o us s y n dr o m es, i n cl u di n g b ut n ot li mit e d t o e pil e ps y,

Al z h ei m er’s dis e as e, P ar ki ns o n’s dis e as e, s c hi z o p hr e ni a, a n xi et y a n d d e pr essi o n. C o ns e q u e ntl y,

i n v esti g ati n g ori gi ns a n d d y n a mi cs of t h es e p at h ol o gi c al e v e nts m a y l e a d t o a b ett er u n d er-

st a n di n g of g o v er ni n g m e c h a nis ms or ulti m at el y, t o t h e c a p a bilit y of pr o vi di n g e arl y m ar k ers

f or d et e cti o n a n d tr e at m e nt of list e d n e ur ol o gi c al dis e as es.

xi

D OI: 1 0. 1 5 7 7 4/ P P K E.I T K. 2 0 2 0. 0 0 5



C h a p t e r 1

I n t r o d u c ti o n

1. 1  M o ti v a ti o n s a n d g o al s of t hi s di s s e r t a ti o n

T o r e v e al t h e bi o p h ysi c al b asis of o bs er v a bl e gl o b al st at es of t h e br ai n (s u c h as c o g niti v e

pr o c ess es or a p arti c ul ar b e h a vi o ur) a wi d e r a n g e of di ff er e nt a p pr o a c h es w er e d e v el o p e d a n d

a p pli e d, eit h er b as e d o n b ott o m- u p or t o p- d o w n str at e gi es.

T h e t w o l e a di n g m et h o ds f or t h e b ott o m- u p a p pr o a c h ar e p e n etr ati n g el e ctr o p h ysi ol o gi c al

r e c or di n gs vi a i ntr a- a n d e xtr a c ell ul ar pr o b es. T h e w or ds ’ i nt r a c ell ul a r ’ (I C) a n d ’e xt r a c ell ul a r ’

( E C) r ef er t o t h e el e ctr o d e l o c ati o n i nsi d e a n d o utsi d e t h e t ar g et e d c ells, r es p e cti v el y. W hil e

t h es e d e vi c es b e c o m e t h e w or k h ors es of c ell ul ar n e ur ot e c h n ol o g y pr o vi di n g dir e ct a c c ess t o

bi o el e ctri c al e v e nts g e n er at e d b y si n gl e or m ulti pl e n e ur o ns, t h eir i n v asi v e n ess li mits t h e

a p pli c a bilit y f or c hr o ni c a n d h u m a n us a g e.  O n t h e ot h er p ol e of t h e s c al e, i m a gi n g a n d

r e c or di n g m et h o ds wit h t h e c a p a bilit y of r e c or di n g m ulti pl e r e gi o ns or e v e n w h ol e- br ai n a cti v-

iti es h a v e b e e n d e v el o p e d i n p ar all el. S u c h t o p- d o w n t e c h ni q u es i n cl u d e ’f u n cti o n al m a g n eti c

r e s o n a n c e i m a gi n g ’ (f M RI) or ’p o sit r o n e mi s si o n t o m o g r a p h y ’ ( P E T) fr o m t h e i m a gi n g si d e a n d

’el e ct r o e n c e p h al o g r a p h y ’ ( E E G) or ’m a g n et o e n c e p h al o g r a p h y ’ ( M E G) fr o m t h e el e ctr o p h ysi ol o g y

si d e. All of t h es e t e c h n ol o gi es h a v e t h e a d v a nt a g e of r e m ai ni n g c o m pl et el y n o n-i n v asi v e a n d

t h us b e c o mi n g a p pli c a bl e e v e n f or h u m a n cli ni c al a p pli c ati o ns i nst e a d of b ei n g m ostl y r estri ct e d

t o a ni m al- b as e d r es e ar c h. I n s pit e of i nt e nsi v e pr o gr ess es eit h er i n b ott o m- u p a n d t o p- d o w n

a p pr o a c h es, t h er e is still a si g ni fi c a nt, u n c o v er e d g a p i n t h e mi d dl e, n a m el y h o w i n di vi d u al

c ells c a n b e s p ati o-t e m p or all y c o or di n at e d i n l o c al n et w or ks t o f or m s p e ci fi c c o g niti v e f u n c-

ti o ns. T his s o c all e d ’ m e s o s c o pi c ’ r a n g e is of gr e at i nt er est r e c e ntl y i n n e ur o p h ysi ol o g y ( a n d i n

its c orr es p o n di n g n e ur ot e c h n ol o g y) a n d t h us will b e t h e m ai n f o c us of t his c urr e nt t h esis as w ell.

T his m es os c o pi c r a n g e will b e i n v esti g at e d b y m e a ns of e xtr a c ell ul ar m ulti- c h a n n el pr o b es

c o v eri n g wi d er ar e a t h a n si n gl e- el e ctr o d e r e c or di n gs. Fi g ur e 1. 1 ill ustr at es s c h e m ati c all y a

m et a p h or of E C a n d I C p ot e nti al r e c or di n gs. I m a gi n e a r e c or di n g d e vi c e ( a mi cr o p h o n e)

h a n gi n g i n t h e mi d dl e of a f o ot b all st a di u m ( Fi g ur e 1. 1 a, u p p er s u b fi g ur e). Si n c e it is a

mi cr o p h o n e, n o vis u al i nf or m ati o n c a n b e c a pt ur e d d uri n g r e c or di n gs, o nl y t h e n u m b er of
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1. 1 M o ti v a ti o n s a n d g o al s of t hi s di s s e r t a ti o n

( a ) M e t a p h o r of e x t r a- a n d i nt r a c ell ul a r r e c o r di n g s

( b ) S c h e m a ti c s of r e ali s ti c e x t r a- a n d i nt r a c ell ul a r r e c o r di n g s

Fi g u r e 1. 1: M et a p h or of a n i m pl a nt a bl e n e ur al el e ctr o d e a n d s urr o u n di n g n e ur al tiss u e. E xtr a c el-

l ul ar el e ctr o d e a n d c o-l o c alis e d, si m ult a n e o us i ntr a c ell ul ar p at c h- cl a m p r e c or di n gs ar e c ol o ur e d i n

bl u e a n d r e d, r es p e cti v el y. T h e t h e or y of t his a ni m ati o n is b as e d o n t h e r e vi e ws of B u zs á ki, et al.

( 2 0 0 4, 2 0 1 2) [ 1, 2].

mi cr o p h o n es c a n b e i n cr e as e d t o h a v e b ett er r es ol uti o n a n d l ar g er c o v er a g e. L ar g e mi cr o p h o n e

(i n bl u e) pl a c e d i n t h e c e ntr e of t h e ar e n a c a n p ossi bl y a c q uir e l o u d c h a nts g e n er at e d b y t h e

s urr o u n di n g cr o w d of p e o pl e, b ut it w o ul d h ar dl y is ol at e i n d e p e n d e nt v oi c es of all i n di vi d u als

o ut of t his m ass si n gi n g. I n c o ntr ast t o t his, a s m all mi cr o p h o n e (i n r e d) pl a c e d cl os el y t o o n e

p arti c ul ar f a n (s o m e w h er e i n t h e fr o nt r o ws) w o ul d r e c or d t his p ers o n’s v oi c e wit h gr e at q u alit y

a n d fi d elit y. H o w e v er, t his s m all mi cr o p h o n e is li mit e d t o e x cl usi v el y r e c or d fr o m o n e p ers o n,

a n d t h e b a c k gr o u n d of t h e st a di u m will b e s u p pr ess e d. T o c o m p ar e v oi c es of i n di vi d u als t o

t h e m ass si n gi n g, it is e as y t o s e e, t h at b ot h l ar g e a n d s m all mi cr o p h o n es ar e ess e nti al t o

r e c o nstr u ct t h eir e x a ct r el ati o ns hi p.

L et us i m m e di at el y tr a nsf or m t h e d e vi c es of t his m et a p h or i nt o el e ctr o p h ysi ol o gi c al

c orr el at es. O n Fi g ur e 1. 1 b (l o w er s u b fi g ur e) l ar g e mi cr o p h o n e c orr es p o n ds t o a n e xtr a c ell ul ar

m ulti- c h a n n el r e c or di n g d e vi c e, w hil e t h e s m all mi cr o p h o n e r e pr es e nts a n i ntr a c ell ul ar r e c or di n g

m et h o d.  T o i n v esti g at e t h e r el ati o ns hi p b et w e e n o n e si n gl e c ell a n d its e n vir o n m e nt, a n d

h o w t his p arti c ul ar c ell c o ntri b ut es t o t h e p o p ul ati o n si g n al, w e h a v e t o us e c o-l o c alis e d a n d

si m ult a n e o us I C a n d E C r e c or di n gs. B ot h w or ds of ’ c o-l o c alis e d’ a n d ’si m ult a n e o us’ ar e t o b e
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1. 1 M o ti v a ti o n s a n d g o al s of t hi s di s s e r t a ti o n

f ul fill e d, h e n c e s p ati o-t e m p or all y s y n c hr o nis e d r e c or di n gs c a n o nl y pr o vi d e pr o p er i nf or m ati o n

a b o ut t h eir i nt er c o n n e cti o n. I n d e e d, w e h a v e t o b e lit er all y ” i n t h e f r o nt r o w s ” wit h t h e s m all

mi cr o p h o n e ( or i ntr a c ell ul ar el e ctr o d e), si n c e a v er y s h ort dist a n c e is cr u ci al f or fi n di n g t his

’s m all v oi c e ’ i n t h e p o p ul ati o n a v er a g e. A c c or di n g t o t h e lit er at ur e, t his i nt er- pr o b e dist a n c e

( or c orr es p o n di n g c ell- el e ctr o d e dist a n c e) s h o ul d b e i n t h e r a n g e of t e ns of mi cr o ns, b ut m a xi-

m all y b el o w 1 0 0 µ m t o a c hi e v e s ort a bl e si g n als wit h hi g h- q u alit y E C v olt a g e tr a c es [ 2, 3, 4, 5, 6].

C o nsi d eri n g E C r e c or di n gs, it is w ell k n o w n, t h at n e ur al si g n als ar e d et e ct a bl e at f urt h er

dist a n c es fr o m t h eir s o ur c e, t h e p h e n o m e n o n is c all e d ’ v ol u m e c o n d u cti o n ’ [ 7, 8] a n d it will

b e dis c uss e d i n d et ails wit hi n B a c k gr o u n d s e cti o n 2. 2. 1. H o w e v er, s e v er al c o m pli c ati o ns m a y

e m er g e fr o m t h e v ol u m e c o n d u cti v e pr o p ert y of t h e n e ur al tiss u e a n d fr o m t h e s u m m ati o n

of di ff er e nt c urr e nts s o ur c es o v er dist a n c e [ 9, 1 0]. S u c h dr a w b a c ks m a k e t h e i nt er pr et ati o n

of t h e E C r e c or d e d p ot e nti als e xtr e m el y c h all e n gi n g.   B esi d es t h e or eti c al c o nsi d er ati o ns,

m e as ur e m e nt-r el at e d t e c h ni c al c h all e n g es als o pl a y i m p ort a nt r ol es i n a c hi e vi n g hi g h- q u alit y

r es ults. T h e cl os er a n e xtr a c ell ul ar d e vi c e c a n b e p ositi o n e d t o t h e n e ur o n al s o ur c e, t h e b ett er

r e c or di n g q u alit y c a n b e a c hi e v e d. A n u ns uit a bl y d esi g n e d c o nt a ct sit e l a y o ut w o ul d pr e v e nt

t h e d et e cti o n of f urt h er n e ur al a cti viti es w hi c h w o ul d h a v e b e e n ot h er wis e d et e ct a bl e usi n g

a n o pti m al l a y o ut. S u ffi ci e ntl y l ar g e si g n al a m plit u d es ar e n e e d e d t o f e e d i n t h e t h e or eti c al

c al c ul ati o ns i n or d er t o a c hi e v e c orr e ct r es ults. Pr e vi o us st u di es h a v e s h o w n t h at s m all c o nt a ct

sit e ar e a a n d s u ffi ci e ntl y l o w i m p e d a n c e ar e als o ess e nti al t o d et e ct w ell-is ol at e d E C si g n als

o v er t h e b a c k gr o u n d n ois e [ 1 1]. H o w e v er, t h e ar e a of t h e c o nt a ct sit e a n d its i m p e d a n c e ar e

i n v ers el y pr o p orti o n al t o e a c h ot h er [ 1 2]. I n a d diti o n t o t his, a w ell- d esi g n e d el e ctr o d e-tiss u e

i nt erf a c e is als o n e e d e d t o a c c ess r e c or d e d c ells wit h o ut si g ni fi c a ntl y d a m a gi n g t h e m, a n d t o

d et e ct as m a n y as p ossi bl e a cti v e c ells i n t h e cl os e vi ci nit y of t h e pr o b e [ 1 3, 1 4, 1 5, 1 6]. F or

i n vit r o br ai n sli c e E C el e ctr o p h ysi ol o g y, t his r e q uir e m e nt is p arti c ul arl y i m p ort a nt, si n c e t h e

s urf a c e of t h e sli c e is c o nsi d er e d t o b e a d e a d- c ell l a y er d u e t o c ut- o ff d e n drit es a n d c ell b o di es.

T h e el e ctri c all y p assi v e d e a d- c ell l a y er fr e q u e ntl y att e n u at es si g n als ori gi n at e d fr o m ot h er,

p h ysi ol o gi c all y m or e a cti v e c ells l o c at e d d e e p er i n t h e tiss u e [ 1 7, 1 8].

I n t his c urr e nt t h esis, I f o c us o n i n vit r o br ai n sli c e el e ctr o p h ysi ol o g y usi n g p e n etr ati n g E C

m ulti- c h a n n el, l a mi n ar pr o b es. C utti n g t h e br ai n i nt o t hi n sli c es h as all o w e d a c c ess t o n e ur o ns

l o c at e d d e e p er i n t h e br ai n. Br ai n sli c e pr e p ar ati o ns c a n b e us e d f or eit h er i m a gi n g or r e c or di n g

n e ur al a cti viti es t h at w o ul d b e ot h er wis e di ffi c ult t o r e a c h a n d d et e ct i n vi v o. Si mil arl y t o i n

vi v o c o n diti o ns, it is als o p ossi bl e t o o bs er v e i n vit r o p o p ul ati o n r es p o ns es, s u c h as ’ s h a r p w a v e

ri p pl e s ’ ( S W R) or s o m e ot h er i n h er e nt os cill ati o ns [ 1 9]. F urt h er m or e, a n a d diti o n al a d v a nt a g e

of i n vit r o br ai n sli c e r e c or di n gs is t h e a bilit y t o c o m bi n e di ff er e nt m o d aliti es, w hi c h w o ul d b e

a g ai n, c h all e n gi n g or n ot f e asi bl e i n vi v o [ 2 0, 2 1, 2 2].
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1. 2 T o pi c s o v e r vi e w

T h e ulti m at e g o al of m y d o ct or al st u d e nt w or k is t o i n v e nt a n d i m pl e m e nt us ef ul, n o v el

m et h o d ol o gi es t o s u p p ort di ff er e nt bi ol o gi c al r es e ar c h q u esti o ns. T h es e m et h o d ol o gi c al ai ms

ar e t h e f oll o wi n g:

• T o d e v el o p, c h ar a ct eris e a n d v ali d e a n o v el, m ulti- c h a n n el s pi k y pr o b e f or hi g h- q u alit y

e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs i n br ai n sli c es.

• T o a c q uir e c o-l o c alis e d, si m ult a n e o us i ntr a- a n d l a mi n ar e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs wit h

c orr es p o n di n g n e ur o n al m or p h ol o g y f or g e n er ati n g a fr e el y a v ail a bl e, o p e n-s o ur c e gr o u n d-

tr ut h d at as et.

• T o c o m bi n e m ulti- c h a n n el e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs a n d t h e i m a gi n g of t w o- p h ot o n l as er

s c a n ni n g mi cr os c o p y f or t h e c h ar a ct eris ati o n of t h e t h us g e n er at e d p h ot o el e ctri c art ef a ct

a n d t o pr o vi d e b e n c h m ar k d at as et f or t h e d e v el o p m e nt of a n art ef a ct filt eri n g al g orit h m.

T h es e r es e ar c h ai ms will b e d et ail e d s e p ar at el y wit hi n t h e R es ults S e cti o n 4 i n T h esis gr o u ps

4. 1, 4. 2, a n d 4. 3.

1. 2 T o pi c s o v e r vi e w

F or t h e b e n e fit of t h e R e a d er, I s h ortl y o utli n e t h e m ai n i n d e p e n d e nt t o pi cs of t h e diss ert ati o n.

F oll o wi n g t his i ntr o d u ct or y s e cti o n, C h a pt er 2 will c o v er t h e bi o p h ysi c al t h e or y of I C a n d E C

p ot e nti als a n d t h eir r el ati o ns hi p as w ell as will d et ail t h e r e c e nt t e c h ni c al d e v el o p m e nts a n d

t h eir li mit ati o ns.

Wit h t his k n o wl e d g e i n h a n d, C h a pt er 3 i ntr o d u c es m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b es us e d t hr o u g h-

o ut t h e t h esis; t his s a m e c h a pt er el a b or at es o n t h e e x p eri m e nt al m et h o ds a n d cl os es wit h t h e

d es cri pti o n of d at a a n al ysis m et h o ds a n d hist ol o gi c al pr o c e d ur es.

O n c e gi v e n t h e t h e or eti c al a n d m et h o d ol o gi c al b as es t o c o nt e xt u ali z e t his w or k, C h a pt er 4 will

s plit t h e r es ults i nt o t hr e e i n d e p e n d e nt t h esis gr o u ps:

O n Fi g ur e 1. 2 a tri a n gl e ill ustr at es t h e r el ati o ns hi p of t h e t hr e e t h es es ( e d g es) a n d t hr e e

e x p eri m e nt al t e c h ni q u es us e d ( n o d es). Alt h o u g h t h er e ar e s m all e x c e pti o ns (s u c h as, o c c asi o n al

I C- 2 P r e c or di n gs i n II. T h esis gr o u p, s h o w n wit h a d as h e d li n e), e d g es r e pr es e nt t h e m ai n

i nt er a cti o ns b et w e e n r e c or di n g m o d aliti es. I. T h esis gr o u p ( 4. 1) pr es e nts t h e d e v el o p m e nt

a n d t esti n g of a n o v el, m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b e wit h pr otr u di n g c o nt a ct sit es f or i m pr o v e d

i n vit r o E C r e c or di n gs a n d hi g hli g hts its a d v a nt a g es wit h a s yst e m ati c a n d q u a ntit ati v e

c o m p aris o n a g ai nst a c o m m er ci all y a v ail a bl e, m ulti- c h a n n el s urf a c e pr o b e. T his c h a pt er will

f o c us o nl y o n E C r e c or di n g wit h o ut I C p at c h- cl a m p a n d wit h o nl y o n e r e pr es e nt ati v e 2 P fi g ur e

s h o wi n g t h at t h e s pi k y pr o b e is c o m p ati bl e wit h t w o- p h ot o n mi cr os c o p e i m a gi n g.

II. T h esis gr o u p ( 4. 2) d et ails a n a p pr o a c h d e v el o p e d f or c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us

I C- E C r e c or di n g, it d es cri b es t h e r es ulti n g ‘g r o u n d-t r ut h ’ d at as et, a n d e x pl or es p ot e nti al

f urt h er a p pli c ati o ns of t h e r e c or d e d d at a i n m o d el- b as e d c al c ul ati o ns. T his t h esis d o es n ot
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1. 2 T o pi c s o v e r vi e w

f o c us o n a t h or o u g h e v al u ati o n of a n y d at a a n al ysis m et h o d (s u c h as s pi k e-s orti n g al g o-

rit h ms or s o ur c e-l o c ali z ati o n m et h o ds), h o w e v er, a pr eli mi n ar y a p pli c ati o n of si n gl e- c ell l e v el

c urr e nt s o ur c e d e nsit y a n al ysis (s k C S D) will b e pr es e nt e d usi n g t h e c oll e ct e d si m ult a n e o us d at a.

Fi g u r e 1. 2: I nt er c o n n e cti o ns b et w e e n t h esis gr o u ps ( e d g es) a n d t o pi cs c o v er e d ( n o d es).

III. T h esis gr o u p ( 4. 3) st arts wit h t h e d es cri pti o n of t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct g e n er at e d

d uri n g t h e us e of c o m bi n e d m ulti- c h a n n el E C r e c or di n gs a n d t w o- p h ot o n ( 2 P) l as er i m a gi n g.

R e c e nt str at e gi es t o eli mi n at e c o nt a mi n ati o ns of t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct will b e dis c uss e d

t o g et h er wit h t h eir li mit ati o ns. N e xt I pr es e nt a n e x p eri m e nt al pr ot o c ol f or t h e g e n er ati o n of

c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us E C a n d 2 P m e as ur e m e nts eit h er wit h or wit h o ut l as er art ef a ct.

T h e pr ot o c ol all o ws f or t h e i n v esti g ati o n of p h ot o el e ctri c art ef a cts b ut als o f or pr o vi di n g c o ntr ol

d at a f or v ali d ati o n. Usi n g t h es e c o m bi n e d r e c or di n gs, a d e v el o p e d s p e ci fi c filt eri n g al g orit h m

will b e pr es e nt e d t o miti g at e t h e p h ot o el e ctri c e ff e ct o n r e c or d e d e xtr a c ell ul ar si g n als.

I n C h a pt er 5 I dis c uss s e v er al s h ort c o mi n gs a n d o p e n q u esti o ns e m er g e d t hr o u g h o ut t h e r es ults

of t h e t hr e e T h esis gr o u ps. Fi n all y, C h a pt er 6 cl os es t h e diss ert ati o n b y listi n g t h e n o v el

s ci e nti fi c c o ntri b uti o ns of t his t h esis w or k wit h r el at e d p u bli c ati o ns a n d gi vi n g a n o utl o o k f or

f ut ur e p ers p e cti v es a n d f or t h e a p pli c ati o n of t h e r es ults.
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C h a p t e r 2

T h e o r e ti c al b a c k g r o u n d

2. 1 B a si c n e u r o bi ol o gi c al c o n c e p t s

N e ur o ns i n t h e c e ntr al n er v o us s yst e m ( C N S) h a v e t hr e e t y pi c al s u b c ell ul ar s e cti o ns: s o m a

( als o c all e d c ell b o d y or ’ p e r y k a ri o n ’), d e n drit es a n d a n a x o n. T h es e a n at o mi c al str u ct ur es

w er e alr e a d y e x a mi n e d b y t h e ’ f at h e r of m o d e r n n e u r o s ci e n c e ’, S a nti a g o R a m ó n Y C aj al m or e

t h a n h u n dr e d y e ars a g o. C aj al als o n oti c e d ( a m o n g his c o u ntl ess ot h er fi n di n gs) t h at t h es e

pr o c ess es ar e i nt er c o n n e ct e d a n d t h e i nf or m ati o n fl o ws al o n g t h e a x o ns t o w ar ds t h e d e n drit es

( his t h e or y c all e d a ’ d y n a mi c p ol a ri s ati o n ’. U nli k e C a mill o G ol gi, w h o d es cri b e d t h e C N S -

usi n g his s elf- d e v el o p e d G ol gi-st ai ni n g t e c h ni q u e - as a si n gl e c o nti n u o us n et w or k, i n s u p p ort of

t h e ’r eti c ul a r t h e o r y ’, C aj al r e p ort e d t h at t h e C N S is n ot c o nti n u o us a n d is b uilt u p fr o m t h e

pr es e n c e of a l ar g e n u m b er of i n di vi d u al n er v e c ells a c c or di n g t o t h e ’ n e u r o n d o ct ri n e t h e o r y ’

[ 2 3]. G ol gi a n d C aj al a w ar d e d t h e N o b el Pri z e t o g et h er i n 1 9 0 6, b ut t h e c o ntr o v ers y b et w e e n

t h e vi e ws of t h os e t w o gr e at s ci e ntists r e m ai n e d y et u ns ol v e d f or d e c a d es. T h e q u esti o n w as

fi n all y r es ol v e d o nl y i n t h e 1 9 5 0s wit h t h e d e v el o p m e nt of el e ctr o n mi cr os c o p y ( E M), v ali d ati n g

t h e n e ur o n d o ctri n e a n d dis c o v eri n g t h e s y n a ps e, t h e i nt er c o n n e cti o ns b et w e e n i n di vi d u al n er v e

c ells.

I n or d er t o u n d erst a n d t h e c o m pl e x f u n cti o n al r ol es of n e ur o ns i n t h e C N S, o n e n e e ds

t o pl a c e t h e m i nt o t h eir pr e cis e a n at o mi c al l o c ati o ns. Si mil arl y o n e s h o ul d first e x a mi n e t h e

b asi c el e ctr o p h ysi ol o gi c al pri n ci pl es of t h eir i nf or m ati o n pr o c essi n g, b ef or e d eri vi n g f u n cti o n al

c o n cl usi o ns a b o ut n e ur al c o di n g. I n t h e f oll o wi n g s u bs e cti o ns I will gi v e a s h ort i ntr o d u cti o n

o n t h e a n at o m y of hi p p o c a m p us a n d n e o c ort e x a n d c h ar a ct eris e b asi c i ntr a- a n d e xtr a c ell ul ar

m e c h a nis ms l e a di n g t o m e as ur a bl e a n d f u n cti o n al r ol es of si n gl e a n d m ass n e ur al a cti viti es.

2. 1. 1   Hi p p o c a m p al F o r m a ti o n a n d N e o c o r t e x ( s t r u c t u r e a n d f u n c ti o n )

T h e ’ c o rt e x c e r e b ri ’ i n h u m a ns c o nsists of ar o u n d 1 5 billi o n n e ur o ns ( o ut of t h e 8 0 billi o n n e ur o n

i n t h e w h ol e br ai n) [ 2 4]. Wit hi n t h e c er e br al c ort e x w e c a n i d e ntif y p h yl o g e n eti c all y s e p ar at e d

p arts, s u c h as t h e y o u n g est a n d m ost c o m pl e x ’ n e o c o rt e x ’ or t h e si m pl er a n d ol d er ’all o c o rt e x ’,
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2. 1 B a si c n e u r o bi ol o gi c al c o n c e p t s

w hi c h c a n b e f urt h er di ff er e nti at e d t o ’ a r c hi c o rt e x ’ ( e. g. hi p p o c a m p us) a n d ’p al e o c o rt e x ’ ( e. g.

olf a ct or y c ort e x). C orti c al r e gi o ns ar e l a m ell ar str u ct ur es, b ut hi p p o c a m p us h as l ess l a y ers ( o nl y

t hr e e or f o ur), c o m p ar e d t h e si x-l a y er e d n e o c ort e x. T his m a y b e t h e r e as o n, w h y hi p p o c a m p us

h as b e e n of gr e at i nt er est fr o m t h e b e gi n ni n g of m o d er n n e ur os ci e n c es. Its si m pli cit y pl a y e d a

k e y r ol e i n u n d erst a n di n g t h e c o n n e cti o n b et w e e n n e ur al str u ct ur e a n d f u n cti o n. Hi p p o c a m p us

is o n e of t h e f e w br ai n p arts cl e arl y visi bl e b y n a k e d e y e, a n d it is a t y pi c al o bli g at or y t as k f or

fr es h m e n m e di c al st u d e nts t o r e c o g nis e its b e a utif ul c ur v at ur e fr o m c or o n all y sli c e d br ai ns. T h e

i ntri nsi c a n d e xtri nsi c s y n a pti c p at h w a ys ar e als o w ell or g a ni z e d l e a di n g t o s p o nt a n e o us a n d

e v o k e d a cti viti es t h at ar e e as y t o d et e ct d uri n g r e c or di n g a n d sti m ul ati o n. Fi n all y, it is alr e a d y

k n o w n t h at hi p p o c a m p us pl a ys a cr u ci al r ol e i n l e ar ni n g, m e m or y, a n d s p ati al n a vi g ati o n [ 2 5].

B ut d es pit e of i nt e nsi v e i n v esti g ati o n f or d e c a d es ( or e v e n f or a c e nt ur y), m a n y u ns ol v e d as p e cts

of its f u n cti o n c o nf o u n d r es e ar c h ers. T h e t er m ’ hi p p o c a m p al f o r m ati o n ’ r ef ers t o all c o ntri b uti n g

p arts of t his str u ct ur e, t h e ’ e nt o r hi n al c o rt e x ’ ( E C x), ’d e nt at e g y r u s ’ ( D G), C A 1- 4 r e gi o ns a n d

t h e ’s u bi c ul u m ’ ( S u b), w hil e t h e t er m ’hi p p o c a m p u s p r o p e r ’ c orr es p o n ds o nl y t o C A 1- 4 (’c o r n u

a m m o ni s ’) r e gi o ns. T h e l a y ers of t h e hi p p o c a m p us pr o p er c o nstist (fr o m d ors al t o v e ntr al)

• I. str at u m ori e ns: s c att er e d i nt er n e ur o ns a n d gli al c ells c a n b e s e e n h er e

• II. str at u m p yr a mi d al e: t his l a y er is b uilt u p of d e ns el y p a c k e d p yr a mi d al c ells

• III. str at u m r a di at u m: t h e n a m e is d eri v e d fr o m t h e r a di ati n g p yr a mi d al a pi c al d e n drit es

• I V. str at u m l a c u n os u m- m ol e c ul ar e: t h e m ol e c ul ar l a y er c o nt ai ni n g dist al d e n drit es of

p yr a mi d al c ells

Fi g u r e 2. 1: T his ori gi n al dr a wi n g of C aj al s h o ws t h e hi p p o c a m p al s u b di visi o ns wit h t h eir m ai n

c ell t y p es a n d a x o n al p at h w a ys [ 2 3]. B ott o m l eft: T h e s c h e m a of cl assi c al i nf or m ati o n fl o w wit hi n

t h e hi p p o c a m p us.

Fi g ur e 2. 1 is o n e of C aj al’s ori gi n al dr a wi n gs a n d d e pi cts t h e m ai n r e gi o ns, c ell m or p h ol o gi es

a n d a x o n al ar b o urs c o m pl et e d wit h a s c h e m a of i nf or m ati o n fl o w ( b ott o m l eft) [ 2 3]. A c c or di n g

t o t h e cl assi c al h y p ot h esis, a ’ t ri s y n a pti c l o o p ’ f or ms t h e m ai n i n p ut a n d o ut p ut of t h e
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2. 1 B a si c n e u r o bi ol o gi c al c o n c e p t s

hi p p o c a m p us, as a f e e d-f or w ar d, e x cit at or y cir c uit. N e ur o ns fr o m E C x (l a y erII) pr oj e ct t o

t h e D G t hr o u g h t h e ’ p e rf o r m a nt p at h ’. D G gr a n ul e c ells s e n d t h eir a x o n c all e d ’m o s s y fi b e r s ’

( aft er t h eir ’ h air y’ a x o n t er mi n als) t o t h e pr o xi m al a pi c al d e n drit es (l o c at e d i n a r e gi o n s p e ci fi c

’st r at u m l u ci d u m ’ s u b-l a y er of str at u m r a di at u m) of C A 3 p yr a mi d al c ells. C A 3 p yr a mi d al

a x o ns b ot h m a k e r e c urr e nt ( or a ut o- ass o ci ati v e) n et w or k i n t h e C A 3 a n d di vi d e t h eir a x o ns,

a n d t hr o u g h t h es e ’ S c h a ff e r- c oll at e r al s ’ ( aft er K á r ol y S c h a ff er, H u n g ari a n n e ur ol o gist) t h e y

i n n er v at e C A 1 p yr a mi d al c ells, w hi c h pr oj e ct t o t h e S u b a n d E C x ( d e e p l a y ers) as a n o ut p ut

of t h e hi p p o c a m p us pr o p er.  T o c o m pli c at e t h e cl assi c al vi e w, s h ort- c uts ar e als o pr es e nt,

si n c e E C x (l a y erII) i n n er v at es C A 3 dir e ctl y, a n d E C x (l a y erIII) pr oj e cts t o C A 1 t hr o u g h t h e

’t e m p o r o a m m o ni c ’ p at h w a y. F urt h er m or e E C x als o h as a r e c urr e nt c oll at er al n et w or k ( a n d

C A 1 as w ell, b ut v er y s p ars e), h o w e v er, b a c k- pr oj e cti o ns ar e g e n er all y n ot pr es e nt i n a n y st e p

of t h e l o o p ( a g ai n, e x c e pt s o m e pr oj e cti o n fr o m t h e C A 3 b a c k t o D G). Si n c e t h e f o c us of t h e

t h esis is t h e C A 1 p yr a mi d al l a y er, w e d o n ot ai m f or listi n g all t h e p ossi bl e p at h w a ys a n d

c o n n e cti o ns i n ot h er ar e as.

B esi d es e x cit at or y pri n ci p al c ells, t h er e is a l ar g e v ari et y of ( m ostl y i n hi bit or y) i nt er n e ur o ns

wit h c ell-t y p e s p e ci fi c distri b uti o n b et w e e n l a y ers a n d r e gi o ns i n t h e hi p p o c a m p us.   Wit h

t h eir l ar g e di ff er e n c e i n m or p h ol o g y, i m m u n o hist o c h e mistr y a n d i ntri nsi c firi n g pr o p erti es, t h e

u n a m bi g u o us cl assi fi c ati o n of i nt er n e ur o n c ell t y p es is a m aj or iss u e [ 2 6]. I m m u n o hist o c h e mi c al

m ar k ers c a n b e (i n cl u d e d b ut n ot li mit e d t o): C C K +, C B +, VI P +, S S T +, P V +, et c. [ 2 6, 2 7].

A n ot h er w a y of cl assi fi c ati o n is b as e d o n t h e i n n er v ati o n a n d pr oj e cti o ns. I nt er n e ur o ns

t ar g eti n g t h e p eris o m ati c r e gi o ns of p yr a mi d al c ells c all e d ’ b a s k et- c ell s ’, a n d ’a x o- a x o ni c c ell s ’

if t h e y s p e ci fi c all y t ar g et t h e ’a x o n i niti al s e g m e nt ’ ( AI S), or m or e dist al d e n drit es, s u c h as

’O- L M c ell s ’ or ’bi st r ati fi e d c ell s ’. I nt er esti n gl y, t h e a x o- a x o ni c c ell w as t h e o nl y o n e a m o n g

t h es e b asi c i nt er n e ur o n t y p es, w hi c h w as n ot f o u n d b y R a m ó n Y C aj al, a n d r e m ai n e d hi d d e n

u ntil dis c o v er e d i n 1 9 7 7 b y P et er S o m o g yi ([ 2 8]). A n d still i n t h e l ast f e w y e ars, t h er e ar e

n o v el d e fi niti o ns a n d s e p ar ati o ns f or i nt er n e ur o n t y p es b as e d o n st at e- of-t h e- art tr a ns cri pt o mi c

s cr e e ni n g [ 2 9]. T o d a y t h e q u esti o n is w h et h er t h es e g e n eti c all y di ff er e nt c ell t y p es ar e als o f u n c-

ti o n all y di ff er e nt a n d if y es, t h e n w h at ar e t h eir s p e ci fi c r ol es wit hi n t h e n e ur al cir c uitr y, i n vi v o.

W hil e n e o c ort e x is si mil ar i n m a n y w a ys t o ar c hi c ort e x, it is r es p o nsi bl e f or m or e c o m pl e x

i nf or m ati o n pr o c essi n g t as ks, as s e ns or y p er c e pti o n or m ot or e x e c uti o n, a n d it gi v es us t h e

c a p a cit y of usi n g e v e n hi g h er-l e v el f u n cti o ns s u c h as l a n g u a g e or t hi n ki n g. T h e n e o c ort e x h as

si x l a y ers of gr e y m att er, a n d a 2- 4 m m t hi c k n ess i n h u m a ns c o v eri n g t h e e xt er n al p art of t h e

br ai n, al o n g t h e g yri a n d s ul ci. T h es e l a y ers (i n t o p- d o w n dir e cti o n) ar e:

• I. M ol e c ul ar l a y er - c o nsists o nl y a f e w c ells

• II. O ut er gr a n ul ar l a y er – r el ati v el y t hi n l a y er c o nsisti n g of n u m er o us s m all, d e ns el y p a c k e d

n e ur o ns
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2. 1 B a si c n e u r o bi ol o gi c al c o n c e p t s

• III. O ut er p yr a mi d al l a y er - is c o m p os e d of m e di u m-si z e d p yr a mi d al c ells

• I V. I n n er gr a n ul ar l a y er - c o nt ai ns s m all, irr e g ul aril y s h a p e d c ells

• V. I n n er p yr a mi d al l a y er - i n cl u d es l ar g e, g a n gli o n-li k e p yr a mi d al c ells

• VI. M ultif or m l a y er - s m all p ol y m or p hi c c ells ar e l o c at e d h er e

T h e n e o c ort e x is oft e n d es cri b e d i n v erti c al str u ct ur es c all e d ’ c o rti c al c ol u m n s ’ wit h a di-

a m et er of r o u g hl y 0. 5 m m ( a n d a d e pt h of 3- 4 m m, i. e., s p a n ni n g all si x l a y ers). I n o n e c ol u m n

t h er e ar e n e arl y 5 0 0 0 c ells, a n d t h e n u m b er of c ol u m ns is esti m at e d t o 2- 3 milli o ns, c orr es p o n d-

i n g t o t h e 1 0- 1 5 billi o ns of n e o c orti c al c ells. T h es e c ol u m ns ar e oft e n t h o u g ht of as t h e b asi c,

r e p e ati n g f u n cti o n al u nits of t h e n e o c ort e x, b ut t h eir d e fi niti o n, i n t er ms of a n at o m y, si z e, or

f u n cti o n, ar e g e n er all y n ot c o nsist e nt, l e a di n g t o a l a c k of c o ns e ns us r e g ar di n g t h eir str u ct ur e

or f u n cti o n.

Fi g u r e 2. 2: G e n er al c o n n e cti vit y of a n e o c orti c al c ol u m n dr a w n b y J á n o s S z e nt á g ot h ai i n 1 9 7 1.

C ol o urs of t h e s k et c h ar e t h e f oll o wi n g: p yr a mi d al c ells (r e d), c orti c o- c orti c al a ff er e nt fi b ers ( gr e e n),

s p e ci fi c a ff er e nts ( bl u e), m ulti pl e i nt er n e ur o ns ( bl a c k) [ 3 0].

N e v ert h el ess, t h er e is als o s o m e c a n o ni c al cir c uitr y wit hi n t h e n e o c ort e x, e v e n if it is n ot

as c o ns er v e d as t h e hi p p o c a m p us. P yr a mi d al c ells i n l a y er II a n d III pr oj e ct t h eir a x o ns t o

ot h er ar e as wit hi n t h e n e o c ort e x, w hil e c ells i n d e e p er l a y er V a n d VI oft e n pr oj e ct o ut of t h e

n e o c ort e x ( e. g. t o t h e t h al a m us, br ai nst e m, or s pi n al c or d) N e ur o ns i n l a y er I V r e c ei v e t h e

m aj orit y of t h e s y n a pti c c o n n e cti o ns fr o m o utsi d e t h e c ort e x ( m ostl y fr o m t h al a m o- c orti c al

a ff er e nts), a n d t h e ms el v es m a k e s h ort-r a n g e, l o c al c o n n e cti o ns t o ot h er n e o c orti c al l a y ers. It is

m y d ut y t o r ef er t o t h e gr e at H u n g ari a n pr e d e c ess ors w h e n e v er I c a n, as Fi g ur e 2. 2 - s h o wi n g
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2. 1 B a si c n e u r o bi ol o gi c al c o n c e p t s

t h e g e n er al c o n n e cti vit y of a n e o c orti c al c ol u m n - w as d e pi ct e d b y t h e f a m o us n e ur o a n at o mist,

J á n o s S z e nt á g ot h ai i n 1 9 7 1. C ol o urs of t h e fi g ur e ar e t h e f oll o wi n g: p yr a mi d al c ells (r e d),

c orti c o- c orti c al a ff er e nt fi b ers ( gr e e n), s p e ci fi c a ff er e nts ( bl u e), m ulti pl e i nt er n e ur o ns ( bl a c k).

W hil e r o d e nt a n d h u m a n br ai ns ar e si mil ar i n m a n y b asi c w a ys r e g ar di n g t h eir el e m e nt ar y

b uil di n g u nits, c o m p ar ati v e st u di es yi el d e d s e v er al di ff er e n c es i n t h e l o c ati o n, si z es a n d r ol es of

br ai n str u ct ur es [ 3 1]. I n c o ntr ast t o h u m a ns, r at c ort e x c o nsists o nl y of 1 0 0- 1 5 0 milli o n n e ur o ns.

C o ns e q u e ntl y, t h e wi dt h of t h e r at n e o c ort e x is si g ni fi c a ntl y s m all er, ar o u n d 1. 5- 2 m m a n d t h er e

ar e n o g yri a n d s ul ci o n its s urf a c e. M or e o v er, t h e pr o p orti o n a n d arr a n g e m e nt of c orti c al ar e as

ar e als o di ff er e nt i n r ats c o m p ar e d t o h u m a ns. Fi g ur e 2. 3 s c h e m ati c all y s h o ws t h at t h e r at

c er e br al c ort e x (s h o w n i n d ar k bl u e o n t h e ri g ht) h as a si g ni fi c a ntl y s m all er e xt e nt c o m p ar e d

t o t h e h u m a n c ort e x.

Fi g u r e 2. 3: Di ff er e n c es a n d si mil ariti es i n t h e pr o p orti o n a n d arr a n g e m e nt of h u m a n a n d r at br ai n

ar e as. Pl e as e n ot e t h e si g ni fi c a ntl y s m all er e xt e nt of t h e c er e br al c ort e x (s h o w n i n d ar k bl u e) i n t h e

c as e of t h e r at br ai n [ 3 1].

2. 1. 2  Si n gl e n e u r o n el e c t r o g e n e si s: t h e A c ti o n P o t e n ti al

Aft er d es cri bi n g t h e b asi c a n at o mi c al a n d str u ct ur al f e at ur es of t h e c ort e x, w e ar e m o vi n g

t o w ar ds t h e el e ctr o p h ysi ol o gi c al pri n ci pl es g o v er ni n g t h e a cti vit y of n e ur o ns. B asi c all y, i n p ut

si g n als r e c ei v e d fr o m ot h er ( c all e d ’ p r e s y n a pti c ’) n e ur o n ar e t er mi n at e d m ai nl y o n t h e d e n drit es

( d u e t o s y n a pti c c o n n e cti o ns) a n d g e n er at e d ’ p o st s y n a pti c c u r r e nt s ’ pr o p a g at e as a n al o g o us

w a v es t o w ar ds t h e s o m a. I n e x cit at or y c o n n e cti o ns, c urr e nts ar e d e p ol arisi n g, c a usi n g t h e

( ori gi n all y n e g ati v e) I C m e m br a n e p ot e nti al t o b e r ais e d. T h e E C fl ui d h as a r el ati v el y hi g h

c o n c e ntr ati o n of s o di u m ( N a + ) i o ns, w hil e t h e I C pl as m a h as r el ati v el y hi g h p ot assi u m ( K + )

c o n c e ntr ati o n. I n a d diti o n, t h e n e ur o n c o nt ai ns a n u m b er of l ar g e, n e g ati v el y c h ar g e d pr ot ei ns

w hi c h gi v e t h e m e m br a n e p ot e nti al - 6 0- 7 0 m V b el o w t h e E C fl ui d ( w hi c h is c o nsi d er e d as z er o

p oi nt or r ef er e n c e). Si n c e p osts y n a pti c c urr e nts ( a n d t h eir p ot e nti als) d e cr e as e o v er s p a c e a n d

ti m e d uri n g pr o p a g ati o n ( pl us e x cit at or y a n d i n hi bit or y c urr e nts ar e c a n c elli n g e a c h ot h er),

t y pi c all y t e ns t o h u n dr e ds s u c h i n p uts ar e n e e d e d i n a r a pi d s u c c essi o n t o pr o d u c e a si g ni fi c a nt
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2. 1 B a si c n e u r o bi ol o gi c al c o n c e p t s

p ot e nti al c h a n g e o n t h e s o m a. If t h e s o m ati c m e m br a n e p ot e nti al r e a c h es a c ert ai n, c ell-s p e ci fi c

t hr es h ol d ( ∼ - 5 0 m V), v olt a g e-s e nsiti v e N a + c h a n n els o n t h e s o m a a n d o n t h e AI S ar e a cti v at e d

pr o d u ci n g a v er y n o n-li n e ar o ut p ut r es p o ns e, t h e s o c all e d ’ a cti o n p ot e nti al ’ ( A P).

Fi g u r e 2. 4: S c h e m ati c c o urs e of a si n gl e i ntr a c ell ul ar a cti o n p ot e nti al (I A P). N u m b er e d st e ps ar e

d et ail e d i n t h e m ai n t e xt. ( Fi g ur e w as t a k e n fr o m t h e fr e el y a v ail a bl e A x o n G ui d e pr o vi d e d b y

M ulti c h a n n el S yst e ms Lt d.)

O n Fi g ur e 2. 4 w e c a n f oll o w t h e c o urs e of o n e i ntr a c ell ul ar A P (I A P). St arti n g fr o m t h e

r esti n g m e m br a n e p ot e nti al ( 5), if t h e s p ati o-t e m p or all y i nt e gr at e d i n p uts ar e s u ffi ci e ntl y l ar g e

( 1), c ell b e c o m es q ui c kl y d e p ol aris e d ( 2) b y t h e m or e a n d m or e i n c o mi n g N a + i o ns d u e t o t h e

s elf- e x citi n g e ff e ct of N a + c h a n n el a cti v ati o ns. Aft er cr ossi n g t h e z er o l e v el ( a n d a p pr o a c hi n g t h e

e q uili bri u m p ot e nti al of N a + i o ns) m e m br a n e p ot e nti al st o ps a n d t ur ns b a c k t o t h e r e p ol arisi n g

p h as e ( 3). T his is d u e t o b ot h t h e cl osi n g of N a + c h a n n els a n d o p e ni n g of K + c h a n n els. I n n er

K + i o ns fl o w o ut t o t h e E C s p a c e c a usi n g a r a pi d d e cr e as e of m e m br a n e p ot e nti al, w hi c h n o w

c a n b e e v e n l o w er t h a n t h e ori gi n al st at e d u e t o t h e sl o w d e a cti v ati o n of K + c h a n n els. T his

o v ers h o oti n g p h as e c all e d ’ aft e r- h y p e r p ol a ri s ati o n ’ ( A H P, 4) t h e n will b e f oll o w e d b y a n a cti v e

r est or ati o n of t h e r esti n g st at e m e m br a n e p ot e nti als wit h t h e h el p of N a + / K + i o n p u m ps. T h e

w h ol e pr o c ess is v er y q ui c k a n d l ast m a xi m all y 2- 3 ms, n ot i n cl u di n g t h e A H P ( als o c all e d, t h e

’r ef r a ct o r y p e ri o d ’), w hi c h c a n l ast s e v er al m or e millis e c o n ds. I A P is k n o w n as a di git al pr o c ess

( all or n o n e), t h e m or e s y n c hr o nis e d e x cit at or y i n p uts arri v e t o t h e s o m a, t h e m or e I A P c a n

b e g e n er at e d ( als o c all e d ’ b u r st s ’, or tr ai ns of A Ps), b ut t h e w a v ef or m a n d a m plit u d es ar e w ell-

c o ns er v e d f or a gi v e n c ell t y p e. G e n er at e d I A Ps t h e n pr o p a g at e d al o n g t h e a x o n wit h o ut a n y

dissi p ati o n t o w ar ds n e w p osts y n a pti c c ells a n d s er v e as t h e o ut p ut of t h e pr es y n a pti c n e ur o n

(t h at c a n h a v e eit h er e x cit at or y or i n hi bit or y e ff e ct).

Al a n H o d g ki n a n d A n dr e w H u xl e y d es cri b e d t h eir f a m o us m at h e m ati c al m o d el i n 1 9 5 2 usi n g a

s et of n o n-li n e ar di ff er e nti al e q u ati o ns t o e x pl ai n t h e i o ni c m e c h a nis ms u n d erl yi n g t h e i niti ati o n

a n d pr o p a g ati o n of I A P [ 3 2]. T o v ali d at e t h eir d y n a mi c m o d el, t h e y i n v e nt e d a t e c h ni q u e c all e d

’s p a c e- cl a m p ’ (t h er e w as n o p at c h- cl a m p at t h at ti m e) i n t h e s q ui d gi a nt a x o n (s o m eti m es
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f u n nil y misi nt er pr et e d as a ’gi a nt s q ui d ’ a x o n, b ut pr a cti c all y it w as a s m all s p e ci m e n). F or

t his e xt e nsi v e e m piri c al a n d c o m p ut ati o n al w or k, t h e y a w ar d e d t h e N o b el Pri z e i n 1 9 6 3.

2. 1. 3  B a c k- p r o p a g a ti n g a c ti o n p o t e n ti al r el a t e d C a 2 + s pi k e s

T h e i ntr a c ell ul ar A P tri g g er e d fr o m t h e a x o n i niti al s e g m e nt ( AI S) m a y pr o p a g at e b a c k i n

t h e o p p osit e dir e cti o n as w ell, c a usi n g a tr a nsi e nt d e p ol ari z ati o n of t h e c ell b o d y a n d pr o xi m al

d e n drit es [ 3 3, 3 4]. T his i m p uls e c a n tr a v el b a c k e ff e cti v el y al o n g t h e m ai n a pi c al tr u n k a cti v ati n g

v olt a g e- g at e d c al ci u m c h a n n els a n d l e a d t o a n i n fl u x of C a 2 + i nt o t h e I C s p a c e. C o m m o nl y,

si n gl e E P S Ps fr o m s p o nt a n e o us s y n a pti c a cti v ati o n ar e n ot l ar g e e n o u g h t o a cti v at e v olt a g e-

g at e d c al ci u m c h a n n els. I n c o ntr ast, C a 2 + s pi k es c a n b e tri g g er e d b y N M D A-r e c e pt or m e di at e d

E P S Ps.  N M D A-r e c e pt ors ar e b ot h li g a n d- a n d v olt a g e- g at e d a n d t h e y h a v e a n a d diti o n al

M g 2 + bl o c k a d e. Aft er n e ur o n al a cti v ati o n ( w h e n t h e n e ur o n fir es a n A P), t h e b p A P r e m o v es

t h e M g 2 + bl o c k a d e fr o m t h e r e c e pt ors d u e t o tr a nsi e nt d e p ol aris ati o n. If a n ot h er, pr es y n a pti c

n e ur o n r el e as es gl ut a m at e si m ult a n e o usl y ( or i n ot h er w or ds, a s p ati o-t e m p or all y s y n c hr o nis e d

E P S P arri v es t o t h e gi v e n d e n driti c c o m p art m e nt), t h e N M D A-r e c e pt or bi n ds t h e gl ut a m at e

a n d l et C a 2 + i o ns i nsi d e t h e c ell. Si n c e t his pr o c ess is stri ctl y ti m e- d e p e n d e nt, it m a y b e

r es p o nsi bl e f or t h e s o c all e d l o n g t er m p ot e nti ati o n ( L T P), w hi c h is k n o w n as t h e c ell ul ar b asis

of m e m or y f or m ati o n i n t h e hi p p o c a m p us.

2. 2 T h e o r y b e hi n d e x t r a c ell ul a r p o t e n ti al r e c o r di n g s

I ntr a c ell ul ar el e ctr o c h e mi c al a cti vit y of n e ur o ns i n e vit a bl y g e n er at es e xtr a c ell ul ar c h a n g es d u e

t o tr a ns m e m br a n e c urr e nts. C urr e nts t h at ar e m o vi n g b et w e e n i nsi d e a n d o utsi d e of t h e n e ur o n

d uri n g its a cti vit y c a n b e o nl y i n dir e ctl y m e as ur e d e xtr a c ell ul arl y b y t h eir i n fl u e n c e o n t h e

el e ctri c al fi el d. T h e E C el e ctr o d e pi c ks t h es e c h a n g es u p a n d r el a ys t h e m t o a n a m pli fi er w h er e

t h e y c a n b e m e as ur e d i n r es p e ct t o a r ef er e n c e. E C p ot e nti al eli cit e d b y tr a ns m e m br a n e c urr e nts

v ari es d y n a mi c all y i n ti m e a n d s p a c e as n u m er o us c urr e nts m a y b e s u p eri m p os e d at a gi v e n

l o c ati o n i n t h e E C m e di u m [ 1, 2]. T h us, E C p ot e nti al c o nt ai ns all t h e s u m m e d si g n als of m ulti pl e

s y n a pti c i n p uts a n d s pi ki n g o ut p uts as w ell as di ff er e nt l o c al a n d f urt h er ( v ol u m e c o n d u ct e d)

a cti viti es i n t h e r e gi o n w h er e t h e E C el e ctr o d e is l o c at e d [ 5, 6, 1 0]. S o m e of t h e bi o p h ysi c al

pri n ci pl es of E C p ot e nti al g e n er ati o n ar e l o n g k n o w n [ 3 5, 3 6]. H o w e v er, t h er e ar e still m a n y

t h e or eti c al a n d e x p eri m e nt al o p e n q u esti o ns t h at li mit t h e i nt er pr et ati o n of E C p ot e nti al t o

u n d erst a n d its f u n cti o n [ 3 7].

2. 2. 1  P r o p e r ti e s of e x t r a c ell ul a r p o t e n ti al s

T h e si g n als t h at ar e m e as ur e d b y t h e e xtr a c ell ul ar el e ctr o d e ar e v er y s m all (t y pi c all y, t hr e e

or d ers of m a g nit u d e s m all er c o m p ar e d t o i ntr a c ell ul ar) c h a n g es of t h e el e ctri c al fi el d p ot e nti al

i n t h e r a n g e of t e ns t o h u n dr e ds of µ V, t h at n e e d t o b e a m pli fi e d. I n E C p ot e nti al r e c or di n gs,

t w o d o mi n a nt fr e q u e n c y b a n ds c a n b e e xtr a ct e d r e pr es e nti n g di ff er e nt i nf or m ati o n c o nt e nt. F or
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e xtr a cti n g s pi ki n g a cti vit y, E C si g n als ar e t o b e hi g h- p ass filt er e d ( ≥ 5 0 0 H z) or b a n d- p ass

filt er e d (fr o m 5 0 0 H z t o 5 k H z). T h es e hi g h-fr e q u e n c y r a n g es c o nt ai n a n a p ri o ri u n k n o w n

n u m b er of si n gl e- a n d m ulti- u nit a cti viti es ( S U A, M U A) st e m m e d fr o m t h e i m m e di at e vi ci nit y

of c orr es p o n di n g c o nt a ct sit es al o n g t h e E C pr o b e. T h e n o m e n cl at ur e of S U A i n t h e lit er at ur e

is r e d u n d a nt, si n c e s pi k e s, e xt r a c ell ul a r a cti o n p ot e nti al s ( E A Ps) a n d S U A s ar e all fr e q u e ntl y

us e d d es cri bi n g t h e s a m e, c ell ul ar-l e v el p h e n o m e n o n fr o m di ff er e nt p oi nt of vi e ws. O n t h e ot h er

h a n d, a s u m m e d p o p ul ati o n a cti vit y c a n als o b e e xtr a ct e d fr o m t h e l o w er-fr e q u e n c y p art ( ≤ 5 0 0

H z) of t h e E C p ot e nti al r e c or di n g, w hi c h is oft e n c all e d as l o c al fi el d p ot e nti al s ( L F P). Pl e as e

n ot e t h at t h e i n a c c ur at e w or di n g of t h e L F P c a n b e misl e a di n g, n a m el y t h e L F P d o es n ot e q u al

t o its el e ctri c fi el d. I n cl assi c al el e ctr ost ati cs, t h e el e ctri c fi el d ( a v e ct or q u a ntit y) is e x pr ess e d

as t h e n e g ati v e gr a di e nt of t h e el e ctri c p ot e nti al ( a s c al ar q u a ntit y) [ 2, 1 0]. M or e o v er, t h e L F P

c a n n ot b e c o nsi d er e d p ur el y l o c al as s u m m e d a n d s y n c hr o nis e d a cti viti es g e n er at e d b y n e u-

r o ns l o c at e d h u n dr e ds of mi cr o m et ers a w a y fr o m t h e c o nt a ct sit e m a y als o c o ntri b ut e t o t h e

m e as ur e d L F P d u e t o v ol u m e c o n d u cti o n. B ut si n c e t h e n a m e ’ l o c al fi el d p ot e nti al’ b e c a m e

m ostl y f a mili ar i n n e ur os ci e n c e c o m m u nit y, w e c o nti n u e t o us e t his e x pr essi o n. It is pr o b a bl y

t h e ”i r o n y of f at e ” t h at t his a b br e vi ati o n m at c h es p erf e ctl y t o t h e ’l o w-fr e q u e n c y p art’ of t h e

E C p ot e nti al, a n d as a r es ult, L F P h as b e e n c o m pl et el y r e c o n cil e d o n t his alt er n ati v e w a y.

T h e L F P is ori gi n all y t h e s a m e si g n al t h at c a n b e m e as ur e d usi n g m a cr o- el e ctr o d es o n t h e

s urf a c e of t h e br ai n ( el e ctr o c orti c o gr a m, E C o G) or e v e n n o n-i n v asi v el y o n t h e s c al p ( el e ctr o e n-

c e p h al o gr a m, E E G) d u e t o t h e a b o v e m e nti o n e d v ol u m e c o n d u cti v e pr o p ert y of t h e n e ur al

tiss u e. E E G a n d E C o G si g n als ar e c o nsi d er e d as s p ati o-t e m p or all y s m o ot h e d v ersi o n of L F P

wit h e v e n l o w er a m plit u d es [ 7, 3 8].

F or a l o n g ti m e, it w as t h o u g ht t h at o nl y s y n c hr o nis e d s y n a pti c e v e nts s u c h as E P S Ps a n d

I P S Ps ( e x cit at or y a n d i n hi bit or y p ost-s y n a pti c p ot e nti als) c o ntri b ut e d o mi n a ntl y t o t h e L F P

si g n al, b ut r e c e ntl y it h as b e e n pr o v e n t h at ot h er, n o n-s y n a pti c s o ur c es ar e als o i n v ol v e d [ 2, 6].

R e c e nt st u di es q u esti o n t h e wi d el y a c c e pt e d vi e w t h at t h e E A P w o ul d b e c o m pl et el y i n d e p e n-

d e nt fr o m t h e L F P a n d w o ul d n ot c o ntri b ut e si g ni fi c a ntl y t o its g e n er ati o n. It h as b e e n pr o v e n

t h at t h e s pi ki n g of n e ur o ns c a n n ot a bl y a ff e ct b a n d wi dt hs of E C si g n als l o w er t h a n 2 0 0 H z

( w hi c h g e n er all y b el o n gs t o t h e L F P r a n g e). O b vi o usl y s pi ki n g a n d s y n a pti c c urr e nts c a n n ot

b e c o m pl et el y s e p ar at e d, as s y n a pti c a cti vit y is ess e nti al f or firi n g.

F or a n o n-s y n a pti c e x a m pl e, l o n g-l asti n g ( 1 0- 1 0 0 ms) C a 2 + s pi k es d uri n g b a c k- p r o p a g ati n g a cti o n

p ot e nti al s ( b p A P) c a n i n fl u e n c e t h e E C p ot e nti al ( a n d t h us t h e L F P) pr o mi n e ntl y [ 3 4]. T h es e

C a 2 + s pi k es ar e d ur a bl e ( ∼ 1 0- 1 0 0 ms) a n d h a v e a l ar g e a m plit u d e ( 1 0- 5 0 m V). I n a d diti o n t o

b p A P-r el at e d C a 2 + s pi k es, b ursts of f ast s pi k es ar e oft e n f oll o w e d b y a l ar g er h y p er p ol aris ati o n

of t h e c ell ul ar m e m br a n e d u e t o t h e a cti v ati o n of C a 2 + m e di at e d K + c o n d u ct a n c es [ 3 9]. T h es e

e arli er m e nti o n e d s pi k e aft er- h y p er p ol aris ati o ns ( A H Ps) c a n b e as l ar g e a n d as l o n g as s y n a pti c

e v e nts a n d t h us c a n c o ntri b ut e t o L F P si g ni fi c a ntl y u ntil a fr e q u e n c y of as l o w as 2 0 H z. T his

c o ntri b uti o n c a n b e es p e ci all y e n h a n c e d w h e n n u m er o us n e ur o ns ar e s y n c hr o nis e d ( e. g. d uri n g

d o w n-st at es of sl o w- w a v e sl e e p) [ 2].
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A n ot h er i m p ort a nt f a ct or t o c o nsi d er as c o ntri b ut ors f or E C p ot e nti al g e n er ati o n is t h e l o w- p ass

filt eri n g e ff e ct of d e n drit es[ 9]. Si m ul ati o ns h a v e s h o w n t h at hi g h-fr e q u e n c y i n p ut ( e. g. 1 0 0 H z)

gi v e n t o t h e dist al d e n driti c p art of a p yr a mi d al c ell c a n b e d et e ct e d w ell e xtr a c ell ul arl y n e ar

t h e gi v e n s e g m e nt, b ut at t h e l e v el of t h e s o m a t h e si g n al is att e n u at e d wit h s e v er al or d ers of

m a g nit u d e, w hi c h l e a ds t o t h e hi g h-fr e q u e n c y att e n u ati o n of L F P. I n c o ntr ast, si g n als ( e. g. 1

H z) wit h sl o w er fr e q u e n c y ar e att e n u at e d m u c h l ess [ 4 0, 4 1, 4 2]. T his l o w- p ass filt eri n g e ff e ct

r es ults i n a c o nsist e nt pr o p ert y of t h e L F P, n a m el y t h at t h e m a g nit u d e of L F P p o w er ( or t h e

s q u ar e of t h e F o uri er a m plit u d e) is i n v ers el y r el at e d t o t h e fr e q u e n c y f , w h er e t h e s c ali n g is

1 \ f n wit h 1 ≤ n ≤ 2.

2. 2. 2  C u r r e n t S o u r c e D e n si t y a n al y si s

T h e n o n-l o c al n at ur e of t h e l o w-fr e q u e n c y L F P m a k es t h e i nt er pr et ati o n of E C r e c or di n gs v er y

c h all e n gi n g. T o a d dr ess t his pr o bl e m, a v ari o us s o ur c e l o c alis ati o n t e c h ni q u es w er e d e v el o p e d

a n d a p pli e d t o d et er mi n e c ell ul ar or n et w or k ori gi ns ( b y m e a ns of a cti v e c urr e nt s o ur c es a n d

si n ks) of r e c or d e d E C p ot e nti als i n t h e n e ur al tiss u e [ 2, 4 3]. T h e k e y q u esti o n is w h et h er it is

p ossi bl e ( a n d if y es, t h e n h o w) t o bri d g e t h e g a p b et w e e n E C p ot e nti als a n d tr a ns m e m br a n e

c urr e nts. T o s ol v e t his pr o bl e m, a p h ysi c al m o d el c all e d ’ c u r r e nt s o u r c e d e n sit y ’ ( C S D) a n al ysis

w er e i ntr o d u c e d, w hi c h is p er d e fi niti o n t o esti m at e t h e v ol u m e d e nsit y of n et tr a ns m e m br a n e

c urr e nts t hr o u g h t h e n e ur o n al m e m br a n es b as e d o n E C r e c or di n gs a n d its di m e nsi o n ori gi n all y

is [A / m 3 ] [ 8, 4 4, 4 5]. H e n c e C S D is a m o d el- b as e d esti m ati o n t e c h ni q u e, s e v er al a p pr o xi m a-

ti o ns a n d ass u m pti o ns ar e t o b e i n cl u d e d a p ri o ri a b o ut t h e e x p eri m e nt al c o n diti o ns a n d a b o ut

pr o p erti es of t h e E C mili e u, a n d t h es e c o nstr ai nts will b e dis c uss e d s h ortl y h er e.

Hist ori c all y, m a n y c orr es p o n di n g m o d elli n g st a g es w er e alr e a d y d es cri b e d b ef or e t h e c o nstr u c-

ti o n of t h e C S D a n al ysis, fr o m t h e a cti v e m e m br a n e d y n a mi cs ( H o d g ki n & H u xl e y, 1 9 5 2, [ 3 2]),

t o c or e- c o n d u ct or t h e or y ( Cl ar k & Pl o ns e y, 1 9 6 6, [ 4 6]), d e n driti c i nt e gr ati o n ( R all, 1 9 6 7), g e n er-

ati o n of E C p ot e nti als fr o m si n gl e c ells ( R all, 1 9 6 2, [ 4 7]) or fr o m p o p ul ati o ns ( R all & S h e p h er d,

1 9 6 8 a n d Ni c h ols o n & Lli n á s, 1 9 7 1 [ 4 8, 4 9]), t o t h e d es cri pti o n of c o nti n u o us fi el d t h e or y b y

Ni c h ols o n & Fr e e m a n i n 1 9 7 5 [ 4 4]). T h es e e arl y i n v esti g ati o ns all o w e d f or t h e d eri v ati o n of

t h e first m at h e m ati c al tr a nsf or m ati o n ( c all e d tr a diti o n al C S D, or t C S D) esti m ati n g t h e s p a-

ti al distri b uti o n of p h ysi ol o gi c al s o ur c es b as e d o n r e c or d e d E C p ot e nti als. T h e f or m alis m of

t C S D d es cri b e d firstl y b y Ni c h ols o n & Fr e e m a n ( 1 9 7 5) b e c o m e c o m pr e h e nsi v el y c o m pl et e d b y

Mit z d orf ( 1 9 8 5) [ 4 4, 4 5]. B esi d es t C S D, i m pr o v e d C S D m et h o ds w er e st e p- b y-st e p d e v el o p e d

b y i n d e p e n d e nt r es e ar c h ers i n t h e l ast y e ar f or f ul filli n g s p e ci fi c ai ms of di ff er e nt l e v el a p pli c a-

ti o ns. C al c ul ati n g t h e ( n o n- m e as ur a bl e) C S D fr o m t h e m e as ur e d E C p ot e nti al p att er ns is c all e d

’i n v e r s e- p r o bl e m ’, w hi c h is k n o w n – m at h e m ati c all y s p e a ki n g – as a n ’u n d e r d et e r mi n e d ’ or ’ill-

p o s e d ’ q u esti o n. W hil e t h e ’f o r w a r d p r o bl e m ’ ( n a m el y, t o c al c ul at e t h e E C p ot e nti al fr o m k n o w n

C S D distri b uti o n) c a n b e u ni q u el y s ol v e d, t his u ni q u e n ess d o es n ot h ol d vi c e v e r s a a n d t h er e

is a n i n fi nit e n u m b er of e q u all y c orr e ct C S D v ari a nts f or a gi v e n E C p att er n [ 5 0, 5 1, 5 2, 5 3]. I n

or d er t o s q u e e z e d o w n t h e u n k n o w n p ar a m et er s p a c e, a d diti o n al c o nstr ai nts s h o ul d b e i m p os e d
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2. 2 T h e o r y b e hi n d e x t r a c ell ul a r p o t e n ti al r e c o r di n g s

(t h at is, a p ar a m et er will b e c o nsi d er e d as c o nst a nts i nst e a d of a v ari a bl e) r es ulti n g i n a s u ffi ci e nt

a m o u nt of m o d el r e d u cti o n, t h at c a n g u ar a nt e e a u ni q u e s ol uti o n. H o w e v er, t h es e a p pr o xi m a-

ti o ns gi v e at t h e s a m e ti m e t h e dr a w b a c ks or li mit ati o ns of a p arti c ul ar C S D esti m ati o n f or m ul a

as i n m a n y c as es, c o n diti o ns c a n n ot b e f ul fill e d [ 4 1, 5 4]. St arti n g fr o m t h e f or w ar d-s ol uti o n,

o ur first g e n er al ass u m pti o n is b as e d o n t h e ori gi n al q u asi-st ati c a p pr o xi m ati o n of M a x w ell’s

e q u ati o ns t h at t h e ti m e d eri v ati v es of m a g n eti c a n d el e ctri c fi el ds c a n b e n e gl e ct e d, t h er ef or e

m a g n eti c fi el d B a n d el e ctri c fi el d E b e c o m e d e c o u pl e d a n d o nl y c a p a citi v e b ut n ot i n d u cti v e

e ff e cts ar e all o w e d.

∇ × E = −
∂ B

∂ t
≈ 0 ( 2. 1)

∇ × B = µ 0 j + µ 0 0
∂ E

∂ t
≈ µ 0 j ( 2. 2)

T his m e a ns t h at t h e el e ctri c fi el d E is o nl y r el at e d t o t h e E C p ot e nti al Φ a n d c a n b e e x pr ess e d

b y its n e g ati v e gr a di e nt:

E = − ∇ Φ ( 2. 3)

( E q 2. 3 ni c el y s h o ws t h e hist ori c al c a us e, w h y w e oft e n c all t h e E C p ot e nti al as ’ l o c al fi el d

p ot e nti al ’). Fr o m t his p oi nt o n, a p pr o a c h es di ff er fr o m e a c h ot h er i n t h e w a y h o w t h e y m o d el

( a n d a d d c o nstr ai nts t o) t h e I C s o ur c es a n d t h e E C m e di u m. S u c h c o nstr ai nts c a n b e (i n cl u di n g

b ut n ot li mit e d t o) t h e f oll o wi n gs:

• Li n e arit y of t h e E C m e di u m, w h er e σ is t h e c o n d u cti vit y t e ns or t h at still c a n b e a c o m pl e x

v al u e a c c o u nti n g f or c a p a citi v e e ff e cts:

j = σ E ( 2. 4)

• O h mi c (r esisti v e) E C m e di u m: I m a gi n ar y p art of t h e c o n d u cti vit y σ is ass u m e d t o b e z er o,

t h at is, t h e c a p a citi v e e ff e cts of t h e n e ur al tiss u e is ass u m e d t o b e n e gli gi bl e c o m p ar e d t o

r esisti v e e ff e cts. T his us u all y a p p e ars t o b e w ell f ul fill e d f or t h e r el e v a nt fr e q u e n ci es i n

e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs ( b el o w 1 0 k H z).

• Is otr o p y of t h e E C c o n d u cti vit y: σ is ass u m e d t o b e a s c al ar (s a m e i n all dir e cti o ns), i. e.,

σ x = σ y = σ z = σ . W hil e t his ass u m pti o n c a n b e tr u e f or gr e y m att er, it c a n b e o n e of

t h e m ostl y vi ol at e d si m pli fi c ati o n f or e x a m pl e i n t h e c as e of w hit e m att er.

• Fr e q u e n c y-i n d e p e n d e n c e of t h e E C c o n d u cti vit y: T h e l ast ass u m pti o n als o i m pli c at es t h at

σ (ω ) is c o nst a nt f or r el e v a nt fr e q u e n ci es. Its v ali dit y is hi g hl y d e b at e d a n d t his iss u e is

n ot y et f ull y r es ol v e d a n d m a y d e p e n d o n s p e ci fi c e x p eri m e nt al a p pli c ati o ns.

• H o m o g e n o us E C c o n d u cti vit y: E C m e di u m is ass u m e d t o h a v e si m pl y t h e s a m e c o n d u c-

ti vit y e v er y w h er e. A g ai n, t his c a n b e v ali d wit hi n t h e c orti c al gr e y m att er b ut it b e c o m es

q u esti o n a bl e w h e n a p pl yi n g it f or e x a m pl e t o t h e w h ol e hi p p o c a m p us.
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Fi g u r e 2. 5:  Ill ustr ati o n f or m at h e m ati c al f or m ul a i n E q. 2. 5. E C p ot e nti al m e as ur e d at t h e

r e c or di n g sit e is g e n er at e d b y t h e w ei g ht e d li n e ar s u m of n et tr a ns m e m br a n e c urr e nts al o n g a

si n gl e n e ur o n. T h e si z es a n d dir e cti o ns of t h e arr o ws ill ustr at e i n w ar d (r e d) a n d o ut w ar d ( bl u e)

tr a ns m e m br a n e c urr e nts, w h os e s u m is e q u als t o z er o i n e a c h ti m e st e p a c c or di n g t o t h e c h ar g e

c o ns er v ati o n l a w.

Wit h all of t h es e c o nstr ai nts i n mi n d, tr a ns m e m br a n e c urr e nts fr o m s e v er al d e n driti c s o ur c es

c a n b e a d d e d u p li n e arl y a n d t h e g e n er al f or m alis m (f or N p oi nt s o ur c es) of t h e f or w ar d m o d el

is gi v e n as f oll o ws:

Φ( r , t) =
1

4 π σ

N

n = 1

I n (t)

| r − r n |
( 2. 5)

W h er e I n (t) is t h e tr a ns m e m br a n e c urr e nt of t h e p arti c ul ar n t h c o m p art m e nt, a n d t h e L F P

Φ( r , t) at r n is i n v ers el y pr o p orti o n al t o t h e c ell- el e ctr o d e dist a n c e as w ell as t o t h e E C c o n d u c-

ti vit y σ of t h e tiss u e. Pl e as e n ot e t h e li n e ar s u m m ati o n of t h e c o ntri b uti n g s o ur c es w hi c h ar e

i n di vi d u all y w ei g ht e d b y t h eir dist a n c e c o m p ar e d t o t h e r e c or di n g p oi nt [ 5 5, 5 6].

T his E q. 2. 5 is f urt h er ill ustr at e d o n t h e Fi g ur e 2. 5, w h er e t h e si z es a n d dir e cti o ns of t h e

arr o ws r e pr es e nt i n w ar d a n d o ut w ar d tr a ns m e m br a n e c urr e nts. T his s c h e m ati c fi g ur e vis u all y

i m pli es a n a d diti o n al l a w, t h e ’ c h ar g e c o ns er v ati o n’ ( or Kir c h o ff’s l a w) s a yi n g t h at t h e n et

tr a ns m e m br a n e c urr e nt o n t h e w h ol e c ell (i n cl u di n g c a p a citi v e a n d r esisti v e p arts) m ust e q u al

z er o:

N

n = 1

I n (t) = 0 ( 2. 6)
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C o ns e q u e ntl y, a si n gl e ’ m o n o p ol e ’ s o ur c e i n o n e c o m p art m e nt c a n n ot g e n er at e a n y E C p ot e nti al,

si n c e its n et tr a ns m e m br a n e c urr e nt n e c ess aril y will b e z er o [ 1 0, 5 7]. T h e first, si m pl est p ossi bl e

s ol uti o n is t h e ’ di p ol e ’ c o n fi g ur ati o n of tr a ns m e m br a n e c urr e nts i n a t w o- c o m p art m e nt al m o d el

( wit h e q u al s o ur c es). T y pi c all y, p yr a mi d al c ells i n t h e c ort e x wit h l o n g a pi c al d e n drit es ar e

or d er e d i nt o l a y ers a n d c a n g e n er at e str o n g di p ol es. ( T his arr a n g e m e nt is als o c all e d as ’ o p e n-

fi el d ’, si n c e t h e a cti v e si n k or s o ur c e ar e s p ati all y s e p ar at e d fr o m p assi v e r et ur n c urr e nts, t h us

o p e n fi el ds c a n c o ntri b ut e t o t h e E C p ot e nti al si g ni fi c a ntl y.)

F urt h er m or e, w e c a n f or m ul at e t h e i n v ers e pr o bl e m ( usi n g t h e s a m e o h mi c E C m e di u m a n d

h o m o g e n o us, is otr o pi c E C c o n d u cti vit y) as:

σ ∇ 2 Φ( r , t) = − C (r , t) ( 2. 7)

w h er e C (r , t) is t h e C S D, a n d ∇ 2 is t h e s o c all e d ’L a pl a c e- o p e r at o r ’ a n d t h e e q u ati o n is a n al o g o us

t o t h e ’ P oi s s o n’ s e q u ati o n ’ als o k n o w n fr o m g e n er al el e ctr ost ati cs, a m o n g ot h ers .

F or t C S D, w e c o nsi d er a 1 D (li n e ar) el e ctr o d e arr a y wit h c o nst a nt ’ h ’ i nt er- c o nt a ct dist a n c e

a n d p ar all el c ell- el e ctr o d e ori e nt ati o ns, t h e n E q. 2. 7 si m pli fi es t o:

σ
d 2 Φ( z, t )

d z 2
= − C (z, t ) ( 2. 8)

T h us t h e C S D c a n b e c al c ul at e d n u m eri c all y as a s e c o n d or d er s p ati al d eri v ati v e of t h e m e as ur e d

p ot e nti al [ 4 5]:

C (z j ) = − σ
Φ( z j + h ) − 2 Φ( z j ) + Φ(z j − h )

h 2
( 2. 9)

It w as alr e a d y n ot e d b y Ni c h ols o n & Fr e e m a n t h at t his si m pl e f or m ul a m a y b e err o n e o us f or

s m all di a m et ers (f or l o c al p o p ul ati o ns) a n d m a y n ot b e a p pli c a bl e f or si n gl e c ells at all [ 4 4].

B esi d es t C S D, S o m o g y v á ri et al. ( 2 0 0 5) i n v e nt e d a m o d el- b as e d i n v ers e c al c ul ati o n m et h o d

[ 5 8]. T h e n P ett ers e n et al. ( 2 0 0 6) i ntr o d u c e d t h e i C S D t e c h ni q u e, w hi c h w as t h e n e x p a n d e d t o

t hr e e- di m e nsi o ns b y L es ki et al ( 2 0 1 1) [ 8, 5 9]. L at er o n, k er n el C S D ( k C S D) b y P ot w or o ws ki,

W ój ci k a n d c oll e a g u es ( 2 0 1 2) g e n er alis e d t h e i C S D all o wi n g ar bitr arl y c h os e n el e ctr o d e gri ds

a n d h a n dli n g t h e c orr u pti o n of n ois e [ 6 0, 6 1]. I n t h e s a m e y e ar, S o m o g y v á ri et al. ( 2 0 1 2)

pr o p os e d t h e s pi k e C S D (s C S D) w hi c h w as es p e ci all y t ail or e d f or si n gl e- c ell c al c ul ati o ns b ut

firstl y wit h u n k n o w n ( a n d t h us si m pli fi e d) m or p h ol o g y [ 5]. s C S D us es a n a d diti o n al tri c k

( c all e d t h e a ut o-f o c us al g orit h m) t o fi n d t h e c ell- el e ctr o d e dist a n c e a n d t h us t o pr o vi d e t h e

m ost r e alisti c C S D s ol uti o n f or t h e i n v ers e- pr o bl e m [ 5]. L astl y, si n gl e- c ell k C S D (s k C S D)

– w hi c h w as p u blis h e d r e c e ntl y usi n g t h e e x p eri m e nt al r es ults of t his c urr e nt t h esis – is a n

a p pli c ati o n of k C S D fr a m e w or k w hil e ass u mi n g t h at t h e m e as ur e d E C p ot e nti al ( or its s o c all e d

’s pi k e-t ri g g e r e d a v e r a g e ’, S T A) c o m es fr o m a p arti c ul ar c ell wit h a p ri o ri k n o w n m or p h ol o g y

a n d k n o w n c ell- el e ctr o d e dist a n c es [ 6 2].   Usi n g a o n e- di m e nsi o n al p ar a m etris ati o n of t h e

br a n c hi n g str u ct ur e of d e n drit es ( b as e d o n t h e s o c all e d ’ C hi n e s e p o st m a n p r o bl e m ’ fr o m gr a p h

t h e or y), t his is t h e first ( a n d u ntil n o w, t h e o nl y) p u blis h e d C S D m et h o d t a ki n g i nt o a c c o u nt
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t h e c o m pli c at e d a n d r e alisti c m or p h ol o g y of a si n gl e n e ur o n. First e x p eri m e nt al a p pli c ati o n of

s k C S D m et h o d o n r e c or d e d gr o u n d-tr ut h d at a will b e dis c uss e d i n d et ails i n S e cti o n 4. 2. 7 of

t h e II. T h esis ( 4. 2) a n d i n t h e r el ati n g c o- a ut h or e d p u bli c ati o n i n Cs er p á n et al. ( 2 0 1 7) [ 6 2].

All i n all, t h e a b o v e list e d str at e gi es h a v e b e e n s u c c essf ull y us e d t o i d e ntif y C S D distri b u-

ti o ns b as e d o n r e c or d e d E C p ot e nti als. W h e n i nt er pr eti n g C S D, it is still u n cl e ar y et w h et h er

t h e c urr e nt r e fl e cts a n a cti v e s y n a pti c c urr e nt or a p assi v e r et ur n c urr e nt. T h e i n cl usi o n of

a n at o mi c all y i d e nti fi e d i n p ut r e gi o ns h el ps t o d e ci d e w hi c h o pti o n m a y b e v ali d, b ut u nf ort u-

n at el y, a m bi g uit y m a y r e m ai n pr es e nt if t h e c urr e nts ar e t h e r es ult of n o n-s y n a pti c e v e nts or

a n y of t h e s e v er al ass u m pti o ns b e c o m es vi ol at e d.

2. 2. 3  R el a ti o n s hi p b e t w e e n I C a n d E C si g n al s

As it w as alr e a d y i ntr o d u c e d, s pi k es ( or E A Ps) ar e t h e e xtr a c ell ul arl y d et e ct a bl e e q ui v al e nts

of i ntr a c ell ul ar a cti o n p ot e nti als (I A Ps). I n t h e first d e p ol ari z ati o n p h as e, t h e r a pi d N a + i o n

i n fl u x g e n er at es a si n k i n t h e E C m e di u m t h at c a us es a l ar g e a m plit u d e n e g ati v e p e a k i n t h e

m e as ur e d E C p ot e nti al. I n t h e s u bs e q u e nt r e p ol ari z ati o n p h as e, t h e mi gr ati o n of K + i o ns i nt o

t h e E C s p a c e is sl o w er, b ut it c a n d e cr e as e t h e I C p ot e nti al e v e n b el o w t h e r esti n g st at e l e v el

a n d oft e n r es ults i n a n o v ers h o ot ( A H P), w hi c h is c o nsi d er e d as a E C s o ur c e a n d i n di c at es a

l o w er a m plit u d e p ositi v e w a v e c o m p o n e nt i n t h e E C si g n al. It is w ort h t o cl arif y t h e (s o m eti m es

a m bi g u o usl y r ef err e d) si g n c o n v e nti o n a n d c orr es p o n di n g c ol o uri n g of L F Ps a n d C S Ds. N e g ati v e

C S D v al u e r e pr es e nts a si n k, w h e n c ati o ns fl o wi n g i nt o t h e c ell a n d l e a vi n g t h e E C m e di u m.

E v e n if (fr o m t h e E C p oi nt of vi e w) t h e v al u es ar e n e g ati v e h er e, st a n d ar d c ol o ur f or si n ks is

r e d dis h t o hi g hli g ht i n cr e as e d ( d e p ol aris e d) n e ur al a cti viti es. Li k e wis e p ositi v e v al u es st a n d f or

a s o ur c e, w h e n c ati o ns e nt er t h e E C s p a c e, b ut t h e c ol o uri n g h er e is bl u e si n c e w e ar e f o c usi n g

o n t h e d e cr e as e d ( h y p er p ol aris e d) o n g oi n g n e ur al a cti viti es.

Fi g ur e 2. 6 s h o ws d at a c oll e ct e d b y H e n z e et al. ( 2 0 0 0) of a v er a g e d E A P fr o m C A 1 p yr a mi d al

c ell, w hi c h c o nsists of a n i niti al l ar g e n e g ati v e d e fl e cti o n f oll o w e d b y a s m all er a n d wi d er p ositi v e

p e a k, w hil e t h e si m ult a n e o usl y r e c or d e d I A P is c o m pl et el y its o p p osit e wit h a l ar g e p ositi v e

p e a k a n d a s m all er n e g ati v e p art [ 3]. T h e t e m p or al r el ati o ns hi p is e x a mi n e d b y o v erl a p pi n g

t h e t w o w a v ef or ms. It c a n b e o bs er v e d t h at t h e E A P n e g ati v e d e fl e cti o n c orr es p o n ds t o t h e

d e p ol ari zi n g p h as e of t h e I A P a n d t h e l at er p ositi v e p e a k c orr es p o n ds t o t h e r e p ol ari zi n g a n d

aft er- h y p er p ol ari zi n g p h as es of t h e I A P. St u di es h a v e s h o w n t h at t h e s h a p e of t h e E A P w a v ef or m

is n ot o nl y q u alit ati v el y, b ut q u a ntit ati v el y si mil ar t o t h e I A P a n d it c a n b e a p pr o xi m at e d b y

t h e n e g ati v e of t h e t e m p or al d eri v ati v e of t h e i ntr a c ell ul ar s o m ati c v olt a g e: V E A P = − d V I A P / dt .

W h e n s u p eri m p osi n g t h e n e g ati v e d eri v ati v e of t h e I A P o n t h e E A P tr a c es, w a v ef or ms ar e fitti n g

r el ati v el y w ell d uri n g t h e i niti al d e fl e cti o n, b ut t h er e is a mis m at c h o n t h e f urt h er p h as es, t h e

I A P d eri v ati v e pr e c e d es E A P a n d f oll o ws a f ast er r o ut e. T h e ass u m e d r e as o n f or t h e d e vi ati o n

is t h at t h e E A P i n t h e l at er st a g es is i m p a ct e d b y c o m pl e x pr o p erti es li k e n e ur o n al m or p h ol o g y

a n d v ar yi n g i o ni c c o n d u ct a n c es [ 6 3]. T h e q u a nti fi e d c o n n e cti o n b et w e e n t h e t e m p or al pr o p erti es
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Fi g u r e 2. 6: A v er a g e d I A P a n d E A P r e c or d e d fr o m C A 1 p yr a mi d al c ells, a n d t h e n e g ati v e of t h e

first d eri v ati v e of t h e I A P is s u p eri m p os e d [ 3]

is t h e f oll o wi n g: a v er a g e d E A P st art e d 0. 0 1 ms a n d e n d e d 0. 0 2 ms e arli er t h a n t h e c orr es p o n di n g

I A P, a n d i nt er esti n gl y, t h e n e g ati v e p e a k of t h e E A P pr e c e d e d t h e I A P b y 0. 2 ms. A s p e c ul ati v e

s ol uti o n w o ul d b e if t h e E A P c a pt ur e d t h e a x o n i niti al s e g m e nt ( AI S) d uri n g a cti o n p ot e nti al

g e n er ati o n w hil e I A P o nl y r e pr es e nt e d t h e s o m ati c c o ntri b uti o n t o t h e g e n er at e d a cti o n p ot e nti al

[ 5, 6 4].

R es e ar c h ers h a v e tri e d t o i d e ntif y i nt er n e ur o ns a n d p yr a mi d al c ell t y p es b as e d o n e x a mi ni n g

v ari o us E C w a v ef or m p ar a m et ers w h e n I C gr o u n d-tr ut h d at a w as n ot a v ail a bl e [ 6 5, 6 6, 6 7, 6 8].

W a v ef or m cl assi fi c ati o n of E A Ps b as e d o n s pi k e d ur ati o ns ( or s pi k e h alf-ti m e d ur ati o n) c a n pr o-

vi d e cl e ar s e p ar ati o ns of p ut ati v e c ell t y p es r es ulti n g i n a o n e- di m e nsi o n al, bi m o d al distri b uti o n

f or all cl ust er e d E A Ps. I n t h e st u d y of B art h ó et al. ( 2 0 0 4), t h e E A P d ur ati o n of t h e p ut ati v e

i nt er n e ur o ns w as si g ni fi c a ntl y f ast er ( 0. 4 3 ms ± 0. 2 7 ms) t h a n f or p ut ati v e p yr a mi d al c ells ( 0. 8 6

ms ± 0. 1 7 ms) [ 6 6]. T his r es ult i m pli c at e d t h at i nt er n e ur o n s pi k es ar e n arr o w er i n a v er a g e,

w hi c h st at e m e nt h as b e e n s e v er al ti m es c o n fir m e d o v er ti m e [ 1 1, 6 8, 6 9]. I n e xtr e m e c as es,

e v e n n e ur o n al s u bt y p es c a n b e i nf err e d ( wit h t h e h el p of a n at o mi c al d at a a n d b y c o nsi d eri n g

m or e p ar a m et ers), s u c h as s h ort- d ur ati o n a n d l ar g e fr e q u e n c y s pi k es fr o m c ells w h os e s o m as

ar e l o c at e d i n t h e p yr a mi d al l a y er ar e t y pi c al f or p eris o m ati c i nt er n e ur o ns ( p ut ati v e b as k et

c ells or c h a n d eli er c ells). I n c o ntr ast, s pi k e d ur ati o ns of O- L M i nt er n e ur o ns ar e v er y h et er o-

g e n e o us a n d t h e y c a n n ot b e e asil y disti n g uis h e d. R e g ar di n g s pi k e-s pi k e i nt er a cti o ns i n t er m

of cr oss- c orr el ati o ns i n t h e r e c or d e d n et w or k, fi n di n gs i n di c at e t h at si g n al tr a ns missi o n o c c urs

m or e fr e q u e ntl y b et w e e n i nt er n e ur o n- p yr a mi d al c ells, r at h er t h a n a m o n g p yr a mi d al- p yr a mi d al

c ell p airs, b ut t his st at e m e nt m a y v ar y tr o u g h di ff er e nt r e gi o n of i nt er est. S u c h a w a v ef or m

b as e d c ell t y p e cl assi fi c ati o n will b e als o p erf or m e d i n t his diss ert ati o n i n S e cti o n 4. 1. 5 of t h e I.

T h esis ( 4. 1).
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2. 3 R e p e r t oi r e of e x t r a c ell ul a r m ul ti- c h a n n el r e c o r di n g t e c h-

ni q u e s

We h a v e l e ar n e d i n pr e vi o us s e cti o ns t h at el e ctri c al n at ur e of n e ur o n al a cti vit y all o ws t h e

d et e cti o n of c urr e nt- g e n er at e d v olt a g e c h a n g es usi n g E C pr o b es. N o v el t e c h n ol o gi es all o w us

f or c h o osi n g fr o m a wi d e r a n g e of el e ctr o d e d esi g ns, s u c h as m et al wir es, sili c o n- b as e d pr o b es,

m ulti el e ctr o d e arr a ys ( M E As), et c. T h er e is a c o nst a nt c h all e n g e i n t h e d e v el o p m e nt pr o c ess

t o f ul fil t w o m ut u all y e x cl usi v e c o n diti o ns, n a m el y k e e pi n g i m p e d a n c e v al u es l o w a n d c o nt a ct

sit es s m all at t h e s a m e ti m e [ 1 2]. A n a d diti o n al cr u ci al f a ct or w hi c h s h o ul d als o b e t a k e n i nt o

a c c o u nt is t h e c h oi c e of m at eri al us e d i n f a bri c ati o n, b e c a us e it m ostl y i n fl u e n c es t h e b asi c

pr o p erti es of pr o b es: t h e m otilit y, s oft n ess, st a bilit y, t o xi cit y, bi o- c o m p ati bilit y, et c. [ 7 0, 7 1]. I n

t h e f oll o wi n g s u bs e cti o ns I o v er vi e w t h e d e v el o p m e nt of r e c e nt r e c or di n g t e c h ni q u es e n h a n ci n g

t h eir o n g oi n g c h all e n g es a n d o p p ort u niti es i n di ff er e nt i n vitr o a n d i n vi v o a p pli c ati o ns.

2. 3. 1   Hi s t o ri c al a s p e c t s

I n t h e b e gi n ni n g, el e ctr o p h ysi ol o gi c al r e c or di n gs h a v e b e e n st art e d t o a c c ess a f e w c ells i n t h e

br ai n usi n g si n gl e t u n gst e n wir es [ 7 2]. T h es e el e ctr o d es c o nsist e d of a n i ns ul at e d m et al wir e

e x c e pt f or t h e wir e ti p w hi c h r e pr es e nts t h e r e c or di n g sit e. T h e wir e el e ctr o d es h a v e a t a p er e d

str u ct ur e t o e n a bl e c o n v e ni e nt i ns erti o n i n t h e br ai n tiss u e. T h e t a p er e d str u ct ur e c a n b e

a c hi e v e d b y di p pi n g t h e wir es i nt o a n et c hi n g s ol uti o n ( e. g. N A O H) a n d sl o wl y dr a wi n g o ut

t h e el e ctr o d e fr o m t h e s ol uti o n. T y pi c all y us e d el e ctr o d e m at eri als i n cl u d e pl ati n u m, iri di u m,

pl ati n u m-iri di u m, g ol d, st ai nl ess st e el or t u n gst e n [ 1 9, 7 3, 7 4]. F or i ns ul ati o n of t h es e el e ctr o d es,

q u art z gl ass, Te fl o n, p ol yi mi d e, a n d P ar yl e n e m at eri als c a n b e us e d. T h e i ns ul ati n g m at eri als

i d e all y s h o ul d h a v e a hi g h di el e ctri c c o nst a nt i n or d er t o mi ni mi z e str a y c a p a cit a n c es a ff e cti n g

t h e el e ctr o d e d uri n g r e c or di n g. A m ulti- c h a n n el pr o b e of t h es e i ns ul at e d wir es c a n b e m a d e b y

gl ui n g i n di vi d u al m et al wir e el e ctr o d es t o g et h er. T h es e ar e c all e d ’ st e r e ot r o d e s ’ (t w o el e ctr o d es),

’t et r o d e s ’ (f o ur el e ctr o d es), or c ut- o ff wir e b u n dl es wit h m ulti pl e el e ctr o d es [ 3, 7 5, 7 6]

2. 3. 2  B a t c h f a b ri c a t e d sili c o n p r o b e s

T h a n ks t o t h e cr oss- dis ci pli n ar y d e v el o p m e nt of t h e sili c o n- b as e d b at c h m a n uf a ct uri n g

t e c h n ol o gi es, m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b es b e c a m e a v ail a bl e i n a wi d e v ari et y of s h a p es,

l a y o uts wit h s u b mi cr o n r e pr o d u ci bilit y a n d wit h o nl y l o w r estri cti o ns r e g ar di n g t h eir p h ysi c al

c o n fi g ur ati o ns [ 1 9, 7 1, 7 7]. I n a d diti o n, t h e n u m b er of c o nt a ct sit es pl a c e d o n a si n gl e s h a n k

i n cr e as e d e x p o n e nti all y fr o m 8- 1 6- 3 2 c h a n n els ( firstl y c all e d ’p ol yt r o d e s ’ [ 7 8]) u p t o m or e t h a n a

t h o us a n d of c h a n n els ( pr o b es d e v el o p e d b y i nt er n ati o n al N e ur os e e k er a n d N e ur o pi x els c o ns orti a

[ 1 1, 7 9, 8 0, 8 1, 8 2]). I n t h e p ast f e w y e ars, c o u ntl ess e x a m pl es w er e p u blis h e d a p pl yi n g di ff er e nt

g e o m etri es f or sit e l a y o ut or n o v el s h a n k d esi g ns [ 1 1, 8 1, 8 3, 8 4, 8 5, 8 6, 8 7, 8 8]. T h e us e of b ul k

mi cr o m a c hi ni n g is n ot o nl y c ost e ff e cti v e a n d r e pr o d u ci bl e, b ut o n e c a n als o o bt ai n a n a cti v e

pr o b e wit h o n- pr o b e si g n al pr o c essi n g or pr e- a m pli fi c ati o n t o si g ni fi c a ntl y r e d u c e t h e i n h er e nt
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n ois e [ 8 0, 8 2]. I n cl usi o n of i nt e gr at e d cir c uits is als o a d v a nt a g e o us t o r e d u c e t h e o v er all si z e of

t h e r e c or di n g s yst e m.

T h e f a bri c ati o n of sili c o n pr o b es i n cl u d es t h e f oll o wi n g st e ps: d e p ositi o n of a m et al l a y er o n

a n i ns ul at e d s u bstr at e a n d p att er ni n g t h e m et al l a y er t o f or m c o nt a ct sit es, r e a d- o ut p a ds f or

c o n n e cti n g t o t h e e xt er n al cir c uitr y, a n d i nt er c o n n e cti n g tr a c es b et w e e n t h e r e c or di n g sit es

a n d r e a d- o ut p a ds [ 8 9]. A n i ns ul ati n g l a y er is t h e n d e p osit e d o v er t h e w h ol e str u ct ur e a n d

p att er n e d t o o p e n a c c ess a b o v e t h e r e c or di n g sit es a n d b o n di n g p a ds. T h e s u bstr at e m ust b e

bi o c o m p ati bl e, m e c h a ni c all y st a bl e a n d str o n g e n o u g h t o p e n etr at e t h e pi a m at er a n d t h e n t o

d e e p er tiss u e. T h es e w ell-r e c o g nis e d pr o p erti es of sili c o n m a d e it s uit a bl e t o b e c o m e a g ol d

st a n d ar d m at eri al i n n e ur al i nt erf a c e i n d ustr y. T h e t w o m ost f a m o us e x a m pl es of sili c o n pr o b es

ar e t h e ’ Mi c hi g a n-t y p e p r o b e s ’ a n d t h e ’Ut a h- a r r a y s ’ [ 9 0, 9 1]. T h e l att er o n e is als o a m o n g t h e

f e w pr o b es wit h F D A li c e ns e f or h u m a n cli ni c al a p pli c ati o ns [ 9 2].

Fi g u r e 2. 7: Ill ustr ati o n of t h e r o d e nt br ai n ( a) a n d a v ari et y of t e c h n ol o gi es fr o m E E G t o i ntr a c or-

ti c al mi cr o el e ctr o d es. ( b) Hi g h- d e nsit y s yst e ms wit h b uilt-i n a cti v e el e ctr o ni cs t o pr e- pr o c ess l ar g e

d at a str e a ms a n d r e d u c e t h e si z e of t h e c o n n e ct ors. S a m pl e el e ctri c al si g n als s h o w t h e a m plit u d es

of v ari o us si g n al s o ur c es. ( c) P ol yi mi d e s oft E C o G f or l ar g e ar e a m a p pi n g. ( d) A ’ Ut a h- arr a y’ ( e)

Cl os e- p a c k e d c o nt a ct sit es o n a m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b e (f ) Mi cr o L E D o ptr o d e m a d e fr o m G a N

o n sili c o n. ( g) P ar yl e n e E C o G wit h si n gl e- c ell c a p a biliti es. ( h) C M O S i nt e gr ati o n (i) Mi cr o fl ui di c

pr o b e f or dr u g d eli v er y. (j) A cti v e 3 D sili c o n pr o b e wit h fl e xi bl e p ar yl e n e i nt er c o n n e ct. Fi g ur e is

t a k e n fr o m t h e r e vi e w of S e y m o ur, Wis e a n d c oll e a g u es ( 2 0 1 7) [ 7 1].
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Fi g ur e 2. 7 s u m m aris es t h es e e xtr a c ell ul ar r e c or di n g t e c h ni q u es wit h t h eir di ff er e nt d e gr e es

of i n v asi v e n ess. Fi g ur e is t a k e n fr o m t h e r e vi e w p a p er of S e y m o ur et al. ( 2 0 1 7) [ 7 1]. A m o n g

ot h ers, a Ut a h- arr a y is s h o w n o n Fi g ur e 2. 7 / D a n d a s oft P ar yl e n e E C o G arr a y is s h o w n o n

Fi g ur e 2. 7 / G.

B e y o n d si n gl e- or m ulti-s h a n k i m pl a nt a bl e ( or n e e dl e-li k e) sili c o n pr o b es pl a n ar ’ M ulti- El e ct r o d e

Ar r a y s ’ ( M E As) w er e als o d e v el o p e d a n d s p e ci ali z e d f or i n vit r o c ell c ult ur es, r eti n as a n d br ai n

sli c e a p pli c ati o ns [ 9 3, 9 4, 9 5, 9 6].  T h es e M E A s yst e ms ar e m a d e of usi n g c o m pl e m e nt ar y

m et al- o xi d e-s e mi c o n d u ct or ( C M O S) t e c h n ol o gi es e n a bli n g s e v er al t h o us a n ds of c o nt a ct sit es

wit h ultr a- hi g h d e nsit y s p a ci n g. W hil e t h e v ast m aj orit y of M E A s yst e ms h a v e pl a n ar f or ms,

3- D str u ct ur e d pr otr u di n g M E As w er e als o d e v el o p e d f or p e n etr ati n g st u di es [ 9 7, 9 8]. T h es e

t y p es ar e es p e ci all y us ef ul i n sli c e r e c or di n gs w h er e el e ctr o d es h a v e t o m a n a g e t o r e c or d n e ur al

a cti viti es b el o w t h e s urf a c e d e a d- c ell l a y er of t h e br ai n sli c e.

2. 3. 3  P ol y m e r- b a s e d s of t p r o b e s

Di ff er e nt bi o c o m p ati bl e p ol y m ers s u c h as ’ p ol yi mi d e ’, ’P a r yl e n e- C ’, ’S U- 8 ’ or ’p ol y di m et h yl-

sil o x a n e ’ ( P D M S) ar e us e d t o c o v er t h e m et al a n d sili c o n r e gi o n of t h e pr o b es t o f or m a bi o-

c o m p ati bl e i nt erf a c e b et w e e n t h e pr o b e a n d t h e br ai n tiss u e [ 1 5, 9 9, 1 0 0, 1 0 1]. P ol y m er m at eri als

ar e als o us e d f or t h e i nt er c o n n e ct c a bl es e v e n i n c o m bi n ati o n wit h Ut a h- arr a ys or Mi c hi g a n-t y p e

pr o b es. H o w e v er, t h e b o n di n g m et h o ds ar e oft e n u n c o n v e nti o n al a n d n o n-tri vi al f or c o n n e cti n g

t h e p ol y m er c a bl es wit h t h e mi cr of a bri c at e d sili c o n pr o b es. Gl ass y c ar b o n ( G C) el e ctr o d es c a n

b e us e d o n t h es e ultr a- c o mf or m a bl e p ol yi mi d e b as e d pr o b es t y pi c all y f or mi ni m all y i n v asi v e

M R- c o m p ati bl e or µ E C o G c o n fi g ur ati o ns [ 1 0 2, 1 0 3]. T h e m ai n a d v a nt a g e of fl e xi bl e m at eri als

is t o pr o vi d e s m o ot h er c o u pli n g wit h t h e s oft tiss u e, as t h e y ar e a bl e t o f oll o w s m all m oti o ns a n d

p uls ati o ns of t h e br ai n [ 1 0 4]. T his m a y r es ult i n a l ess s e v er e i m m u n e r es p o ns e a n d m o d er at e d

gli al s c ar f or m ati o n ar o u n d t h e fl e xi bl e pr o b es c o m p ar e d t o sili c o n b as e d pr o b es [ 1 5].

M or e o v er, s y nt h eti c a n d or g a ni c c o n d u cti v e p ol y m ers ( C P) c a n als o b e us e d as bi os e ns ors of

el e ctr o c h e mi c al si g n als (r esist a n c e, i m p e d a n c e, or el e ctri c p ot e nti al) [ 1 0 5]. Es p e ci all y, P ol y( 3, 4-

et h yl e n e di o x yt hi o p h e n e), c o m m o nl y c all e d P E D O T h as b e e n t h e s u bj e ct of gr e at i nt er est b e-

c a us e of its b e n e fi ci al pr o p erti es s u c h as hi g h- c o n d u cti vit y a n d tr a ns p ar e n c y i n its d o p e d st at e.

T h e m ost c o m m o nl y us e d c o u nt eri o n f or P E D O T el e ctr o p ol y m eri z ati o n is P ol yst yr e n e s ulf o n at e

( P S S) [ 1 0 6] It is i m p ort a nt t o n ot e t h at t h e bi o c o m p ati bilit y of t h es e c o n d u cti v e p ol y m ers w as

als o pr o v e d t o b e i m pr o v e d c o m p ar e d t o s e mi c o n d u ct or or m et al- b as e d pr o b es [ 1 0 7, 1 0 8].
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2. 4 ” R e n ai s s a n c e ” of o p ti c al i m a gi n g t e c h ni q u e s i n n e u r o-

s ci e n c e

O pti c al mi cr os c o p y h as b e e n a c o m m o nl y us e d s yst e m of l e ns es st e m m e d fr o m t h e 1 7 t h c e nt ur y.

H o w e v er, t w o i n d e p e n d e nt dis c o v eri es i n t h e l ast d e c a d es h a v e r e v ol uti o nis e d t h e us e of li g ht i n

r es e ar c h, es p e ci all y i n n e ur os ci e n c e a p pli c ati o ns. ’ Fl u o r e s c e nt l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y ’ a n d

’o pt o g e n eti c s ’ w er e t h es e t w o tr a nsf or m ati v e t e c h n ol o gi es pr o vi di n g dr a m ati c r e c e nt pr o gr ess i n

b ot h t o c o ntr ol a n d r e a d- o ut n e ur al a cti viti es, i n vi v o. G e n er al a d v a nt a g es of usi n g li g ht ar e

o b vi o us: it is b asi c all y n o n-i n v asi v e ( u nl ess t h e c arri er is i n v asi v e, as i n t h e c as e of ’ o pt r o d e ’ or

’fi b e r p h ot o m et r y ’), c a n b e pr e cis el y t ar g et e d, c a n b e a dj ust e d b et w e e n m ulti pl e w a v el e n gt hs,

a n d c a n r e p ort t h e pr es e n c e or a cti vit y of ( ot h er wis e i n visi bl e) s el e ct e d m ol e c ul es i n t h e li vi n g

br ai n. I n t h e f oll o wi n g s u bs e cti o ns, I i ntr o d u c e b ot h t h e r e a d- o ut p art a n d c o ntr ol p art, f o c usi n g

o n s p e ci fi c m et h o ds us e d i n t h e c urr e nt t h esis w or k.

2. 4. 1  T w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y

’T w o- p h ot o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y ’ is a fl u or es c e nt i m a gi n g t e c h ni q u e b as e d o n t h e p h ysi c al

e ff e ct of t w o- p h ot o n ( 2 P) e x cit ati o n. Alt h o u g h t h e 2 P a bs or pti o n w as firstl y d es cri b e d t h e or et-

i c all y b y a f a m o us w o m a n p h ysi cist, M ari a G ö p p ert- M a y er i n t h e e arl y 1 9 3 0s, it w as a p pli e d

e x p eri m e nt all y f or mi cr os c o pi c us a g e o nl y i n 1 9 9 0 b y Wilfri e d D e n k, W att We b b a n d c oll e a g u es

[ 1 0 9]. T o d a y, 2 P i m a gi n g is a wi d el y us e d c o m pl e m e nt ar y t e c h ni q u e b esi d es el e ctr o p h ysi ol o g y

f or t h e a c q uisiti o n of n e ur al a cti vit y wit h si n gl e- c ell r es ol uti o n fr o m h u n dr e ds of n e ur o ns b ot h

i n vit r o a n d i n vi v o.

O n e of t h e m ai n ar e as t his i m a gi n g t e c h ni q u e is us e d is t h e m e as ur e m e nt of C a 2 + c h a n g es i n

n e ur o ns as a pr o x y f or i ntr a c ell ul ar a cti o n p ot e nti als [ 1 1 0]. A pr o mi n e nt a d v a nt a g e o v er ot h er

t e c h ni q u es is t h e us e of d y es t h at c h a n g e d y n a mi c all y wit h t h e i ntr a c ell ul ar C a 2 + c o n c e ntr a-

ti o n. Firstl y, fl u or es c e nt mi cr os c o p y o nl y pr o vi d e d st ati c ( or str u ct ur al) i nf or m ati o n of t h e

i n v esti g at e d tiss u e vi a ’g r e e n fl u o r e s c e nt p r ot ei n ’ ( G F P) b as e d fl u or es c e n c e, b ut m or e r e c e ntl y,

tr a c ki n g of C a 2 + d y n a mi cs b y 2 P mi cr os c o p y all o ws f or f u n cti o n al i m a gi n g a n d tr a c ki n g p h ys-

i ol o gi c al pr o c ess es al m ost i n r e al ti m e [ 1 1 1].

E x cit ati o n b y t w o- p h ot o n e ff e ct is b as e d o n t h e p h ysi c al pri n ci pl e t h at t w o, c o m p ar a bl y l o w er-

e n er g y p h ot o ns ar e a bl e t o a cti v at e o n e fl u or o p h or e m ol e c ul e, i nst e a d of t h e c o n v e nti o n al e x cit a-

ti o n b y t h e e n er g y of o nl y o n e p h ot o n. T h e fl u or o p h or e will t h e n d e c a y b a c k t o its f u n d a m e nt al

st at e b y e missi o n of a p h ot o n of s o m e w h at l o w er e n er g y t h a n t h e s u m of t h e t w o e x citi n g p h o-

t o ns. Tr a diti o n all y, c o n v e nti o n al fl u or es c e nt mi cr os c o p y - w h e n a p pli e d t o t hi c k ( o v er ∼ 1 0 0

µ m) s a m pl es- s u ff ers fr o m t h e s h ort c o mi n g t h at t h e fl u or o p h or e is e x cit e d i n a c o m p ar ati v el y

l ar g e v ol u m e, gi vi n g ris e t o a l ar g e o ut- of-f o c us c o m p o n e nt i n t h e fl u or es c e n c e r e a c hi n g t h e d e-

t e ct ors. ’ C o nf o c al mi c r o s c o p y ’ o v er c o m es t h e pr o bl e m b y usi n g a pi n h ol e t o r ej e ct t h e p h ot o ns

ori gi n ati n g fr o m all l o c ati o ns ot h er t h a n fr o m o n e p oi nt i n t h e f o c al pl a n e, pr o vi di n g a n o pti c al

s e cti o n of t h e tiss u e s a m pl e [ 1 1 2]. Alt h o u g h o ut- of-f o c us p h ot o ns d o n ot c o ntri b ut e t o i m a gi n g,
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2. 4 ” R e n ai s s a n c e ” of o p ti c al i m a gi n g t e c h ni q u e s i n n e u r o s ci e n c e

c orr es p o n di n g fl u or o p h or es ar e still e x cit e d l e a di n g t o hi g h p ut ati v e p h ot o d a m a g e a n d p h ot o-

bl e a c hi n g d uri n g s c a n ni n g. I n a d diti o n, t h e us e of pi n h ol e i m pli es t h at t h er e will b e a l oss of

” g o o d p h ot o ns ” as w ell, t h at w er e i n d e e d e mitt e d fr o m t h e i n-f o c us- p oi nt, b ut u n d er w e nt s c at-

t eri n g o n t h eir w a y o ut of t h e tiss u e. I n 2 P mi cr os c o p y, h o w e v er, all e mitt e d p h ot o ns ar e us ef ul,

t h at dr a m ati c all y i n cr e as e t h e si g n al-t o- n ois e r ati o ( S N R) c o m p ar e d t o c o nf o c al mi cr os c o p y,

w h er e s c att er e d p h ot o ns ar e r ej e ct e d. Si mil arl y, p h ot o d a m a g e a n d bl e a c hi n g is gr e atl y r e d u c e d,

si n c e t h e pr o b a bilit y of fl u or o p h or e e x cit ati o n d e p e n ds q u a dr ati c all y o n li g ht i nt e nsit y, r at h er

t h a n li n e arl y as i n t h e c as e of c o nf o c al fl u or es c e n c e [ 1 1 3]. T h us s u ffi ci e nt e x cit ati o n o c c urs o nl y

w h er e t h e l o c al c o n c e ntr ati o n of p h ot o ns is v er y hi g h, w hi c h is ess e nti all y tr u e o nl y at t h e f o c al

p oi nt of t h e mi cr os c o p e. T o a c hi e v e t his, 2 P i m a gi n g r e q uir es a hi g h p o w er f e mt os e c o n d p uls e

s y n c hr o nis e d l as ers. T h es e (t y pi c all y, Ti: S a p p hir e b as e d) l as ers yi el d o ut p uts of 1- 4 W a v er a g e

p o w er ( d e p e n di n g o n t h e c h os e n w a v el e n gt h r a n g e). T his p o w er c a n b e e n o u g h f or i m a gi n g t h e

tiss u e wit h a d e pt h of h u n dr e ds of µ m u p t o e v e n 1 m m.

E mitt e d fl u or es c e n c e is c oll e ct e d b y l e ns es, t h e n s e p ar at e d b y w a v el e n gt h usi n g ’ di c h r oi c ’ mir-

r ors a n d c ol o ur filt ers fr o m t h e a p pli e d n e ar i nfr a-r e d ( NI R) li g ht s o ur c e, a n d b e c o m e fi n all y

d et e ct e d b y ’ p h ot o m ulti pli e r d et e ct o r s ’ ( P M Ts) [ 1 1 4]. G e n er all y, si n gl e- p h ot o n i m a gi n g t e c h-

ni q u es us e fl u or o p h or es t h at ar e a cti v at e d i n t h e 4 0 0- 5 0 0 n m ( visi bl e) w a v el e n gt h r a n g e, b ut f or

2 P e x cit ati o n t his r a n g e f alls i nt o t h e NI R r a n g es ( b et w e e n 7 0 0- 1 3 0 0 n m) r es ulti n g i n a hi g h er

p ossi bl e p e n etr ati o n c a p a bilit y. L o w er e n er g y, l o n g er w a v el e n gt h e x cit ati o n is r at h er s uit a bl e

f or i n vi v o c hr o ni c i m a gi n g of li vi n g a ni m als, as it c a us es l ess p h ot ot o xi cit y.

2. 4. 2  O p t o g e n e ti c s

As m e nti o n e d i n t h e s e cti o n i ntr o d u cti o n, o pt o g e n eti cs c a n b e us e d b ot h t o r e a d- o ut ( or t o m o n-

it or) a n d m a ni p ul at e ( or c o ntr ol) t h e a cti vit y of n e ur o ns. T h e w or d ” o pt o g e n eti cs ” st e m m e d

fr o m t h e c o m bi n ati o n of g e n eti c t ar g eti n g a n d o pti c al i nt err o g ati o n.

O n t h e r e a d- o ut si d e, hi g hl y s e nsiti v e pr ot ei n b as e d m ol e c ul ar pr o b es w er e d e v el o p e d t o tr a ns-

f or m el e ctr o c h e mi c al a cti vit y of n e ur o ns i nt o d et e ct a bl e li g ht. I n t h e c as e of i n vitr o r e c or di n gs,

n e ur o ns c a n b e l a b ell e d b y fl u or es c e nt d y es t h at di ff us e i nsi d e t h e c ell t hr o u g h a mi cr o pi p ett e

or b ul k l o a di n g d u e t o p erf usi o n. M or e r e c e ntl y, g e n eti c all y e n c o d e d i n di c at ors c a n als o b e us e d

vi a vir al tr a nsf e cti o n or wit h tr a ns g e ni c br e e di n g str at e g y. S o m e of t h e est a blis h e d ’ g e n eti c all y

e n c o d e d c al ci u m i n di c at o r s ’ ( G E CIs), s u c h as T h y 1- G C a M P 6 h as t h e p ot e nti al of si n gl e s pi k e

s e nsiti vit y a cr oss m ulti pl e r e gi o ns i n t h e c ort e x [ 1 1 5]. T h y 1- G C a M P 6 will als o b e us e d i n t his

c urr e nt t h esis w or k i n t h e I. T h esis ( 4. 1), i n S e cti o n 4. 1. 4 a n d i n t h e III. T h esis ( 4. 3), i n S e cti o n

4. 3. 3 a n d 4. 3. 5. Alt h o u g h G E CIs ar e c ert ai nl y us ef ul i n 2 P i m a gi n g, t h eir ki n eti cs is r el ati v el y

sl o w ( wit h ris e ti m es of h u n dr e ds of millis e c o n ds). A n d t his is g etti n g e v e n w ors e if l ar g er

fi el d- of- vi e w n e e d e d, si n c e t h er e is a tr a d e- o ff b et w e e n s p ati al a n d t e m p or al r es ol uti o n w hi c h

r es ults i n a v ast u n d er-s a m pli n g of si n gl e I A Ps ( w h os e ti m e s c al es ar e b et w e e n 1- 3 ms).

F urt h er, n o v el r e p ort er m ol e c ul es w er e d esi g n e d r e c e ntl y f or d et e cti n g n ot o nl y C a 2 + as pr e vi-

o usl y est a blis h e d ( w hi c h is o nl y i n dir e ctl y r el at e d t o I A Ps), b ut als o f or ot h er s p e ci fi c i o ns a n d
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2. 5 C h all e n g e s a n d o p p o r t u ni ti e s i n c u r r e n t r e c o r di n g t e c h ni q u e s

e v e n I C m e m br a n e v olt a g e [ 1 1 6]. G e n eti c all y e n c o d e d v olt a g e i n di c at ors ( G E VI) p erf or m b et-

t er i n s u b- c ell ul ar s e nsiti vit y c o m p ar e d t o G E CIs a n d h a v e f ast er ki n eti cs, c o m p ar a bl e t o I A Ps.

T h er ef or e t h e us e of G E VIs c a n b e a n ot h er g a m e- c h a n gi n g r e v ol uti o n f or f ut ur e n e ur os ci e n c e,

si n c e t h e y c o ul d n o n-i n v asi v el y s u bstit ut e i n v asi v e el e ctr o p h ysi ol o gi c al r e c or di n gs, w hil e als o

pr o vi di n g g e o m etri c al i nf or m ati o n a b o ut t h e s o ur c es a n d c hr o ni c tr a ct a bilit y. B ut t o t his d a y,

G E VIs ar e o nl y o c c asi o n all y us e d i n a f e w l a b or at ori es f or t esti n g t h eir bi o c o m p ati bilit y a n d

o pti mi zi n g t h eir f e at ur es a n d l o n g-t er m st a bilit y. T o t a k e m a xi m al b e n e fit fr o m t h e ultr a-f ast

ki n eti cs of G E VIs, n e w t y p e of s c a n ni n g m et h o d is als o t o b e i n v e nt e d, as tr a diti o n al 2 P mi cr o-

s c o p e s c a n n ers c a n n ot c o m p et e wit h kil o h ert z s c a n ni n g fr a m e r at es r e q uir e d f or s a m pli n g [ 1 1 7].

O n t h e m a ni p ul ati o n si d e, a p al ett e of pr ot ei ns f or b ot h a cti v ati o n a n d i n hi biti o n h a v e b e e n

i d e nti fi e d a n d o pti mis e d i n t h e l ast y e ars. T h e i n v e nt ors, E d B o y d e n a n d K ar el S v o b o d a ( a m o n g

ot h ers) a w ar d e d t h e Br ai n Pri z e i n 2 0 1 3 f or t h eir pi o n e eri n g w or k i n t his fi el d [ 1 1 8]. O pt o g e-

n eti c t a g gi n g is b as e d o n li g ht-s e nsiti v e pr ot ei ns c all e d ’ o p si n s ’. T h e ori gi n al, wil d-t y p e o psi n

c all e d ’ c h a n n el r h o d o p si n ’ ( C h R) w as is ol at e d i ntri g ui n gl y fr o m u ni c ell ul ar al g a e (t h e y us e d it

f or m o v e m e nt vi a ’p h ot ot a xi s ’). C h R is n at ur all y a bl e t o f u n cti o n as a li g ht- g at e d i o n c h a n n el

a n d v ari a nts w er e cl o n e d a n d e n gi n e er e d t o b e s e nsiti v e f or di ff er e nt c ol o urs or t o h a v e e x citi n g

or i n hi biti n g e ff e ct i n r es p o ns e t o li g ht sti m ul ati o n. H o w e v er, a n u m b er of t e c h ni c al iss u es m ust

b e a d dr ess e d h er e as w ell, t o fl u or es c e nt i n di c at ors t o e x pl oit t h e f ull p ot e nti al of o pt o g e n eti cs,

i n cl u di n g l o c al d eli v er y of w ell-f o c us e d, l o w-i nt e nsit y li g ht, a p pli c ati o n of a p pr o pri at e sti m ul us

w a v ef or ms, a n d t h e r e pl a c e m e nt of l ar g e b e n c h t o p l as ers t o s m all, h e a d- m o u nt e d L E Ds or l as er

di o d es [ 1 1 9].

Wit hi n t h e r es e ar c h of t h e c urr e nt t h esis, o nl y r e a d- o ut m et h o ds will b e us e d b y r e c or di n g s p o n-

t a n e o us si n gl e- c ell a n d p o p ul ati o n a cti vit y wit h o ut a n y l o c al o pt o g e n eti c m a ni p ul ati o n. All i n

all, o pt o g e n eti cs a n d sti m ul ati o n c a n pr o vi d e a c o m pr e h e nsi v e t o ol- kit f or t esti n g c a us al r ol es of

s p e ci fi c n e ur o n t y p es or ( b y a p pl yi n g i n hi biti o n) t o c o n d u ct millis e c o n d- pr e cis e ’l oss- of-f u n cti o n’

e x p eri m e nts i n li vi n g n e ur al cir c uits [ 1 2 0].

2. 5 C h all e n g e s a n d o p p o r t u ni ti e s i n c u r r e n t r e c o r di n g t e c h-

ni q u e s

W hil e all of t h es e d e vi c es g ai n e d si g ni fi c a nt i m p a ct o n t h e dis c o v er y of n e ur al cir c uitr y a n d

d y n a mi cs, n u m er o us q u esti o ns r e m ai n m ostl y u n a ns w er e d a b o ut t h eir li mit ati o ns a n d i nt er-

pr et ati o n of r e c or d e d si g n als [ 2, 6, 7, 1 2 1, 1 2 2]. It is criti c al t o d e m o nstr at e t h e r e c or di n g

c a p a biliti es a n d t o d e fi n e t h e li mits of a c ert ai n pr o b e t o u n d erst a n d h o w n e ur o n al si g n als ar e

tr a nsf or m e d a n d tr a ns mitt e d d uri n g t h e a c q uisiti o n [ 1 2 2, 1 2 3].

2. 5. 1  D e si g n i s s u e s a n d bi o c o m p a ti bili t y a s p e c t s

T h er e is a n i n h er e nt ris k, w hi c h m ust b e u n d ert a k e n d uri n g e a c h el e ctr o d e i m pl a nt ati o n.

P e n etr ati n g pr o b es u n a v oi d a bl y c a us e tiss u e d a m a g e, bl o o d v ess el r u pt ur e a n d a c ert ai n l e v el

2 5

D OI: 1 0. 1 5 7 7 4/ P P K E.I T K. 2 0 2 0. 0 0 5



2. 5 C h all e n g e s a n d o p p o r t u ni ti e s i n c u r r e n t r e c o r di n g t e c h ni q u e s

of i n fl a m m ati o n wit h c orr es p o n di n g i m m u n e r es p o ns e [ 1 5, 1 2 4]. T h es e ar e b a d n e ws b ot h

fr o m t h e p oi nt of h ost tiss u es ( a ni m al or h u m a n p ati e nt) a n d fr o m t h e p oi nt of t h e q u alit y of

r e c or d e d si g n als. T h e i niti al r e a cti o n c a n pr o gr ess i nt o a c hr o ni c f or ei g n- b o d y r es p o ns e wit h

gli al s c arri n g l e a di n g t o a n is ol at e d pr o b e e n vir o n m e nt, a n d c o ns e q u e ntl y, t o a dr a m ati c all y

d e cli n e d S N R.

Fi g u r e 2. 8: A c ut e a n d c hr o ni c c ell ul ar e v e nts ar o u n d a n i m pl a nt e d sili c o n pr o b e. O n t h e l eft,

i m m u n o hist o c h e mi c al s u b- fi g ur es s h o ws t h e distri b uti o n of d o mi n a nt c ell t y p es i n t h e vi ci nit y of t h e

pr o b e tr a c k. Fi g ur e is t a k e n fr o m t h e r e vi e w of J e ffr e y C a p a d o n a a n d c oll e a g u es ( 2 0 1 4) [ 1 2 5].

Fi g ur e 2. 8 s c h e m ati c all y d e pi cts c ell ul ar e v e nts ar o u n d a n i m pl a nt e d sili c o n pr o b e.  O n

t h e l eft, i m m u n o hist o c h e mi c al s u b- fi g ur es s h o ws t h e distri b uti o n of d o mi n a nt c ell t y p es i n t h e

vi ci nit y of t h e pr o b e tr a c k. Fi g ur e is t a k e n fr o m t h e r e vi e w of J e ffr e y C a p a d o n a a n d c oll e a g u es

( 2 0 1 4) [ 1 2 5]. T h e f or m e d hi g h-i m p e d a n c e gli al e n c a ps ul ati o n s h e at h is o n e of t h e m aj or h ur dl es

f or s e a ml ess a n d c hr o ni c n e ur al i nt erf a c e d esi g n [ 1 3]. M or e o v er, v ari a bilit y i n hist ol o gi c al r es ults

a n d c o n fli cti n g p u blis h e d c o n cl usi o ns i n r e c e nt y e ars m a d e it di ffi c ult t o dis e nt a n gl e t h e m ai n

c o ntri b ut ors of o bs er v e d f ail ur e m o d es [ 1 6, 1 2 6]. T his o n g oi n g c h all e n g e of c hr o ni c i nt e gr ati o n

pl a c es a h e a v y b ur d e n o n m ulti- c h a n n el el e ctr o d e d esi g n. T h er e ar e n u m er o us i ntri nsi c a n d

e xtri nsi c m at eri al pr o p erti es t o b e c o nsi d er e d f or miti g ati n g i n fl a m m at or y pr o c ess es. I ntri nsi c

pr o b e pr o p erti es, a m o n g ot h ers c o nsist of i m p e d a n c e of c o nt a ct sit es, s h a n k fl e xi bilit y, m at e-

ri al str e n gt h, a n d c h e mi c al st a bilit y, w hil e e xtri nsi c p ar a m et ers ar e pr o b e g e o m etr y, i ns erti o n

str at e gi es, a p pli e d bi o a cti v e dr u gs or p a c k a gi n g.

Si mil arl y, i n t h e c as e of i n vit r o r e c or di n gs, est a blis hi n g a ti g ht s e al b et w e e n t h e c ell c ult ur e ( or

br ai n sli c e s urf a c e) a n d t h e pl a n ar M E A pr o b e b e c o m es a di ffi c ult pr o p ositi o n d u e t o d e a d- c ell
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2. 5 C h all e n g e s a n d o p p o r t u ni ti e s i n c u r r e n t r e c o r di n g t e c h ni q u e s

l a y ers l e a di n g t o l oss of s y n a pti c i n p uts ( vi a c ut- o ff d e n drit es), p o or S N R, or t h e p ossi bilit y

of a b err a nt r e c or di n gs, a n d si g n al c o nt a mi n ati o n [ 1 9, 1 2 2]. C o nti n ui n g t his li n e, m et al- b as e d

mi cr o el e ctr o d es ar e als o a ff e ct e d, si n c e t h es e pr o b es c a n r e c or d a cti vit y o nl y at t h eir e x p os e d

ti p. I n cr e asi n g t h e n u m b er of c o nt a ct sit es r e q uir es a li n e ar i n cr e as e (i n c as e of p assi v e pr o b es,

wit h o ut m ulti pl e xi n g m et h o ds) i n o v er all pr o b e si z e a n d t h us c a us es a n u n d esir a bl e a m o u nt of

n e ur al tiss u e d a m a g e. F urt h er, it is di ffi c ult t o i ns ert a hi g h- d e nsit y n e e dl e arr a y a c c ur at el y i nt o

a s m all v ol u m e of br ai n tiss u e d u e t o tiss u e d ef or m ati o n. We dis c uss e d t h e m ai n a d v a nt a g e of

m et al el e ctr o d es, w hi c h is t h e si m pli cit y of t h eir m a n uf a ct uri n g. B ut t his si m pli cit y als o l e a ds

t o t h eir dis a d v a nt a g e: t h e l a c k of c o m m o n st a n d ar ds a n d a ut o m ati o n i n pr o b e m a n uf a ct uri n g

fr o m o n e l a b t o ot h er. L astl y, p ol y m er b as e d s oft er pr o b es s h o w e d i m pr o v e m e nts i n r e d u ci n g

mi cr o gli al a cti vit y, h o w e v er t h e y als o s u ff er fr o m s e v er al dis cr e p a n ci es.

Fi g u r e 2. 9: L o g s c al e of Y o u n g’s m o d ul us f or m a n y s u bstr at es us e d i n i m pl a nt a bl e arr a ys. Pl e as e

n ot e, h o w f ar ar e e v e n t h e p ol y m er m at eri als fr o m t h e ori gi n al sti ff n ess ( or r at h er, fr o m t h e s oft n ess)

of br ai n tiss u e. Fi g ur e is t a k e n fr o m t h e r e vi e w of S e y m o ur, Wis e a n d c oll e a g u es ( 2 0 1 7) [ 7 1].

T h er e is a r e m ar k a bl e di ff er e n c e i n t h e ’ Y o u n g’ s m o d ul u s ’ ( a m e c h a ni c al pr o p ert y t h at

m e as ur es t h e sti ff n ess of a s oli d m at eri al) of t h e tiss u e a n d i m pl a nt e d pr o b es, w hi c h still h ol ds

f or el asti c a n d s oft m at eri als. Fi g ur e 2. 9 list all m at eri als m e nti o n e d wit h t h eir c orr es p o n di n g

Y o u n g’s m o d ul us. It is cl e ar fr o m t his 1- D c o m p aris o n, t h at n o n e of t h e m c a n e v e n a p pr o a c h

t h e s oft n ess of t h e br ai n tiss u e, w hi c h m a y r es ult i n f urt h er ( p ost-i m pl a nt ati o n) tiss u e d a m a g es

c a us e d b y el e ctr o d e drift [ 1 0 4].

C o m pli c ati o ns ar e pr es e nt i n t h e c as e of o pt o g e n eti c i n di c at ors a n d m o d ul at ors as w ell. A n

a b err a nt a cti vit y w as f o u n d f or G C a M P 6 i n n u m er o us i n d e p e n d e nt l a bs c o n c er ni n g its p ut ati v e

p h ot ot o xi cit y [ 1 2 7]. T h es e C a 2 + b as e d i n di c at ors als o h a v e si n gi fi c a ntl y sl o w er ti m e-r es ol uti o n

a n d ki n eti cs c o m p ar e d t o E C r e c or di n gs or v olt a g e-s e nsiti v e d y es a n d G E VIs. O n t h e ot h er

h a n d, o pt o g e n eti c sti m ul ati o n c a n si mil arl y i n d u c e p at h o p h ysi ol o gi c al r es p o ns e vi a b ul k ill u mi-

n ati o n of t o o l ar g e ar e as. Millis e c o n d pr e cis e s y n c hr o n y of l ar g e p o p ul ati o n a cti viti es a p p e ars

t o b e u n n at ur al i n m a m m ali a n n e ur al cir c uits. H o w e v er, it is a n o n-tri vi al t as k t o pr o p erl y

c ali br at e sti m ul us w a v ef or ms a n d fr e q u e n ci es a n d t h e r es p o ns es ar e hi g hl y v ari a bl e a cr oss

e x p eri m e nt al tri als. F or C h R e x pr essi o n, r es e ar c h ers als o f o u n d a b n or m al a x o n al m or p h ol o gi es

aft er eit h er vir all y dri v e n or i n ut e r o el e ctr o p or ati o n [ 1 2 8]. It h as t o b e m e nti o n e d t h at e x-

p eri m e nt al li mit ati o ns, s u c h as t h e c o nt a mi n ati o n of b a c k gr o u n d fl u or es c e n c e i n d e ns el y l a b els

tiss u e ( e. g. d e nt at e g yr us) or o pti c al a b err ati o ns c a n als o hi n d er g o o d r es ol uti o ns a n d si g n al
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q u alit y i n mi cr os c o pi c r e c or di n gs, e v e n if o pti c al i n di c at ors ar e o pti mi z e d [ 1 2 2]. I n a d diti o n t o

t his, d e e p er s u b c orti c al str u ct ur es (s u c h as hi p p o c a m p us, b as al g a n gli a or br ai nst e m n u cl ei)

r e m ai n e d v er y h ar d t o a p pr o a c h ( es p e ci all y i n l ar g er s p e ci es, e g. i n n o n- h u m a n pri m at es) b y

c o n v e nti o n al i m a gi n g t e c h ni q u es d u e t o li mit e d p e n etr ati o n c a p a biliti es. A f urt h er e x p eri m e nt al

c o nt a mi n ati o n c a n b e t h e s o c all e d ’ p h ot o el e ct ri c a rt ef a ct ’ w h e n E C el e ctr o p h ysi ol o g y a n d

l as er s c a n ni n g i m a gi n g ar e b ot h a p pli e d i n t h e s a m e fi el d- of- vi e w ( F o V). T h e p h ot o el e ctri c

e ff e ct is a g e n er ati o n of fr e e el e ctr o ns i n t h e c o n d u cti v e m at eri al u p o n e x p os ur e t o li g ht e n er g y,

first o bs er v e d b y B e c q u er el i n 1 8 3 9 ( als o k n o w n as ’ B e c q u e r el- e ff e ct ’). F urt h er lit er at ur e als o

disti n g uis h es b et w e e n ’ p h ot o v olt ai c ’ a n d ’p h ot o el e ct ri c ’ e ff e cts.   T h e ot h er wis e w ell- k n o w n

p h ot o el e ctri c e ff e ct is u n e x p e ct e dl y pr o mi n e nt w h e n c o h er e nt, hi g h- e n er g y li g ht s o ur c es (s u c h

as 2 P l as ers) ar e us e d a n d c a n str o n gl y c o nt a mi n at e r e c or d e d si g n als. T h e art ef a ct r e m ai ns

pr es e nt e v e n i n t h e o ut- of-f o c us r a n g e or o utsi d e t h e a ct u al F o V of t h e i m a gi n g d u e t o li g ht

s c att eri n g i n t h e tiss u e, h o w e v er its a m plit u d e d e cr e as es o v er dist a n c e. Si n c e p h ot o el e ctri c

art ef a ct is a m at eri al d e p e n d e nt pr o p ert y, tr a ns p ar e nt p ol y m ers ar e m u c h l ess a ff e ct e d d uri n g

l as er i m a gi n g, a n d i o ni c c o n d u ct ors (s u c h as p at c h- cl a m p pi p ett es) al m ost c o m pl et el y r esist a nt

t o its g e n er ati o n.  N e v ert h el ess, it is a n o n g oi n g iss u e f or sili c o n pr o b es, h o w t o miti g at e

p h ot o el e ctri c e ff e cts a n d c o m bi n e m ulti- m o d al si g n als o n t h e s a m e m e di a.

We c o ul d n ot c o v er all t h e as p e cts of n e ur al i nt erf a c e d esi g n h er e, h o w e v er, i n t h e I. T h esis

( 4. 1), S e cti o n 4. 1. 2, s e v er al m or e d esi g n pri n ci pl es f or sili c o n pr o b es will b e t a k e n i nt o a c c o u nt

a n d dis c uss e d i n f urt h er d et ails. F urt h er, a n i n- d e pt h e x p eri m e nt al r e alis ati o n will b e pr es e nt e d

f or miti g ati n g p h ot o el e ctri c e ff e cts d uri n g c o-l o c alis e d E C a n d 2 P r e c or di n gs wit hi n t h e III.

T h esis ( 4. 3) i n S e cti o n 4. 3. 3 a n d 4. 3. 5.

2. 5. 2  R e vi e w of g r o u n d- t r u t h r e c o r di n g s

I n T a bl e 2. 5. 2 I s u m m aris e all k n o w n a n d p u blis h e d att e m pts i n t h e lit er at ur e f or c o-l o c alis e d

a n d si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n gs ( n = 1 5, r o ws). T h es e pr e vi o us lit er at ur e r es ults c a n b e

c o nsi d er e d as r e al gr o u n d-tr ut h d at as ets. C o m p aris o n w as m a d e b as e d o n 8 di ff er e nt crit eri a

( c ol u m ns). As a l ast r o w, gr o u n d-tr ut h d at a pr o vi d e d b y t his t h esis w as als o list e d h er e (f or

d et ail e d d es cri pti o n of t h e r e c or di n g m et h o d, pl e as e s e e II. T h esis gr o u p i n C h a pt er 4. 2) t o

s h o w si mil ariti es a n d di ff er e n c es c o m p ar e d t o t h es e st u di es. As a w al k-t hr o u g h, I list t h e p r o s

a n d c o n s of all lit er at ur e att e m pts t o fit m y t h esis w or k i nt o t h e gr a n d pi ct ur e.

I n t h eir e arl y pi o n e eri n g st u d y, Fr e y g a n g a n d Fr a n k ( 1 9 5 9) st art e d t o r e c or d si m ult a n e o us

si g n als i nsi d e a n d o utsi d e t h e s o m a of a m ot o n e ur o n i n or d er t o esti m at e t h e r el ati o ns hi p

b et w e e n i ntr a- a n d e xtr a c ell ul ar w a v ef or ms [ 3 6]. We hr, et al. ( 1 9 9 9) w er e t h e first w h o us e d

m et al el e ctr o d e i n si m ult a n e o us r e c or di n gs, h o w e v er t h e f a m o us st u d y fr o m G y ö r g y B u zs á ki’ s

l a b, c o n d u ct e d b y H e n z e, et al. ( 2 0 0 0) b e c a m e t h e m ost wi d es pr e a d si n c e t h e y pr o vi d e d t h e

first o p e n-s o ur c e, e as y-t o- us e gr o u n d-tr ut h d at as et wit h i n cl u d e d m or p h ol o g y [ 3, 1 2 9]. It is
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w ort h t o n ot e, t h at We hr, et al. ( 1 9 9 9) r e c or d e d t h eir d at a fr o m l o c ust ( or gr ass h o p p er), w hi c h

m a d e t h eir fi n di n gs l ess a p pli c a bl e t o d at a o bt ai n e d i n l at er m a m m al s p e ci es. C o h e n, et al.

( 2 0 0 0) p u blis h e d si mil ar d at as ets t o H e n z e’s w or k b ut usi n g i n vit r o sli c es fr o m g ui n e a- pi g.

I nt er esti n gl y, it h as b e e n o n e a n d a h alf d e c a d e w h e n n e xt st u di es c o ul d r e pli c at e first r es ults

of t h e B u zs á ki’ s l a b. A n ast assi o u, et al. ( 2 0 1 5) w er e t h e firsts i n usi n g m ulti- c h a n n el sili c o n

pr o b es i n c o-l o c ali z e d a n d si m ult a n e o us r e c or di n gs [ 1 3 0].  H o w e v er, t h e y i n v esti g at e d o nl y

o n e or f e w n ei g h b o uri n g E C c h a n n els i n e v er y r e c or di n g s essi o n (t h e y pi c k e d m ai nl y t h e

c h a n n el wit h t h e hi g h est s pi k e a m plit u d e, w hi c h - i n t h e m aj orit y of c as es - c orr es p o n ds t o t h e

c o nt a ct sit e pl a c e d cl os est t o t h e s o m a) f or c o m p ari n g I C a n d E C pr o p erti es a cr oss di ff er e nt

c ell t y p es i n c orti c al a n d hi p p o c a m p al sli c es of r ats. I n t h e s a m e y e ar Fr a n k e, et al. ( 2 0 1 5)

p u blis h e d a d u al p at c h- cl a m p + E C st u d y t o v ali d at e s pi k e s orti n g i n t h e c as e of o v erl a p pi n g

s pi k es [ 1 3 1]. ( F or t h e r e c or ds, t h e y als o p u blis h e d a pri or si m ult a n e o us w or k wit h si n gl e

p at c h- cl a m p i n 2 0 1 0 [ 1 3 2]). Fr o m t h at ti m e, e x p eri m e nt al dir e cti o ns s u d d e nl y pr olif er at e d

d u e t o n e w t e c h n ol o gi c al d e v el o p m e nts. V ar di, J ä c k el a n d Y g er a n d c oll e a g u es r e c or d e d i n

vit r o gr o u n d-tr ut h si g n als usi n g pl a n ar hi g h- d e nsit y M E A s yst e ms pl a c e d b el o w t h e c ult ur e d

tiss u e or br ai n sli c e [ 1 3 3, 1 3 4, 1 3 5].   W hil e ot h er att e m pts fr o m gr o u ps of A d a m K a m p ff

a n d E d B o y d e n w er e a bl e t o r e c or d hi g h- d e nsit y si m ult a n e o us d at a, i n vi v o [ 2 1, 2 2, 1 3 6].

Si mil arl y, D a ni el E n glis h et al. ( a g ai n fr o m B u zs á ki’ s l a b, 2 0 1 7) c oll e ct e d I C- E C d at a fr o m

p air e d i nt er n e ur o ns a n d p yr a mi d al c ells, i n vi v o c o m bi n e d wit h o pt o g e n eti cs [ 1 3 7]. H er e, t h es e

l ast st u di es w er e oft e n r estri ct e d t o r e c or d j u xt a c ell ul ar ( J C) or l o os e- p at c h ( L P) i nst e a d of

w h ol e- c ell ( W C) c o n fi g ur ati o n a n d t h e e x a ct l o c ali z ati o n of c ell- el e ctr o d e dist a n c es b e c a m e

v er y c h all e n gi n g ( n o n e of t h e m i n cl u d e d m or p h ol o gi c al i nf or m ati o n i nt o t h eir i n vi v o d at as et).

M ost r e c e ntl y, H u nt a n d c oll e a g u es pr es e nt e d a mi cr o pi p ett e-i nt e gr at e d t etr o d e d esi g n f or

c o m pr e h e nsi v e v ali d ati o n of s pi k e s orti n g al g orit h m [ 1 3 8]. Wit h t h eir p air e d pr o b e, c o-l o c alis e d

a n d si m ult a n e o us d at a a c q uisiti o n b e c o m es f ast er a n d e asi er t o i m pl e m e nt, h o w e v er, t h e us er

is a g ai n r estri ct e d r e g ar di n g t h e n u m b er of E C c o nt a ct sit es.

I n t his t h esis I pr o vi d e a h y bri d a p pr o a c h, usi n g m ulti- c h a n n el, p e n etr ati n g sili c o n pr o b es,

b ut i n vit r o sli c es, c o m pl et e d wit h w h ol e- c ell p at c h- cl a m p a n d r e c o nstr u ct e d 3 D c ell- el e ctr o d e

p ositi o ns a n d m or p h ol o gi es. T his st u d y is m ostl y si mil ar t o w or k of A n ast assi o u et al. ( 2 0 1 5),

e x c e pt I us e l a mi n ar E C pr o b es (i nst e a d of B u zs á ki-t y p e p ol ytr o d es), a n d I will f o c us o n m ulti pl e

(≥ 4) E C c o nt a ct sit es, pl us t h e a c q uir e d d at a will b e p u blis h e d t o g et h er wit h t his t h esis t o

b e c o m e a c o nti n u o usl y gr o wi n g o p e n-s o ur c e d at as et ( u nli k e A n ast assi o u’s w or k) a v ail a bl e f or

t esti n g f ut ur e d at a a n al ysis m et h o ds a n d m o d el- b as e d c al c ul ati o ns (s u c h a n a p pli c ati o n will

als o b e pr es e nt e d h er e i n t h e II. T h esis gr o u p ( 4. 2) i n S e cti o n 4. 2. 7).
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Jä
ck

el
17

[1
34

]  
  

i
n

vi
tr

o
c
ul

t
ur

e 
   

 
ra

t
11

01
1

c
h

pl
a
na

r
M

E
A

12
6

re
a
d-

o
ut

c
h

W
C 

   
 

No
t

i
n
di

ca
te

d
Ye

s
No

t
i
n
di

ca
te

d
No

E
ng

li
s
h1

7
[1

37
]

i
n

vi
v
o  

  
mo

us
e

32
c
h

a
n
d

64
c
h

p
ol

yt
ro

de
s

+

wi
t
h

o
pt

og
e
ne

ti
cs

J
C

P
C

+
I

N
No

Ye
s

Ye
s

Al
le

n1
8

[2
2]

i
n

vi
v
o  

  
mo

us
e

10
00

c
h

c
us

to
m-

ma
de

pr
o
be

Sc
ho

l
vi

n
et

al
.,

20
16

([
86

])
J

C,
L

P,
W

C 
   

 
No

t
i
n
di

ca
te

d
No

Ye
s

Ye
s

Yg
er

18
[1

35
]

i
n

vi
tr

o
re

ti
na

   
mo

us
e

a
n
d

ra
t

25
2

c
h

a
n
d

42
25

c
h

pl
a
na

r
M

E
A

L
P

R
G

C
No

Ye
s

Ye
s

Ma
r
q
ue

s-
S

mi
t
h1

8
[2

1]
   

 
i
n

vi
v
o

ra
t

96
0

c
h

Ne
ur

o
pi

xe
ls

pr
o
be

38
4

re
a
d-

o
ut

c
h

J
C,

L
P,

W
C 

   
 

P
C

+
I

N
No

Ye
s

(o
nl

y
a

fe
w)

Ye
s

H
u
nt

19
[1

38
]

i
n

vi
v
o  

  
mo

us
e

a
n
d

ra
t 

   
 

pi
pe

tt
e

i
nt

eg
ra

te
d

te
tr

o
de

   
  

W
C 

   
 

No
t

i
n
di

ca
te

d
No

Ye
s

No

T
hi

s
t
he

si
s

i
n

vi
tr

o
sl
ic

e  
  

ra
t

16
c
h

Ne
ur

o
Ne

x
us

pr
o
be

a
n
d

32
c
h

c
us

to
m-

ma
de

s
pi

k
y

pr
o
be

W
C 

   
 

P
C

(o
nl

y
1

I
N)

Ye
s

Ye
s

(o
nl

y
a

fe
w)

Ye
s

Ta
bl

e
2.

1:
 

O
ve

r
vi

e
w

of
al
l

p
u
bl
is

he
d

at
te

m
pt

s
i
n

t
he

li
te

ra
t
ur

e
fo

r
co

-l
oc

al
is

e
d

a
n
d

si
m
ul

ta
ne

o
us

I
C-

E
C

re
co

r
di

ng
s.
 

A
b
br

e
vi

at
io

ns
:

e
xt

ra
ce

ll
ul

ar
(

E
C)

,

i
nt

ra
ce

ll
ul

ar
(I

C)
,

m
ul

ti
-e

le
ct

ro
de

ar
ra

y
(

M
E

A)
,

c
ha

n
ne

l
(c

h)
,

py
ra

mi
da

l
ce

ll
(

P
C)

,
i
nt

er
ne

ur
o
n

(I
C)

,
re

ti
na

l
ga

ng
li

o
n

ce
ll

(
R

G
C)

,
j
u
xt

ac
el
l
ul

ar
(
J

C)
,

lo
os

e-

pa
tc

h
(

L
P)

,
w
ho

le
-c

el
l

(
W

C)
re

co
r
di

ng
s.

3 0

D OI: 1 0. 1 5 7 7 4/ P P K E.I T K. 2 0 2 0. 0 0 5



C h a p t e r 3

M a t e ri al s a n d m e t h o d s

3. 1 Sili c o n p r o b e s u s e d f o r i n vit r o e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

We h a v e s e e n a l ar g e v ari et y of d e vi c es d e v el o p e d f or m ulti- c h a n n el E C r e c or di n gs i n B a c k-

gr o u n d s e cti o n 2. 3. Fr o m t his r e p ert oir e I us e t h e f oll o wi n g s q u e e z e d list of f e at ur es i n f ut ur e

e x p eri m e nts:

• a c ut e r o d e nt

• i n vit r o br ai n sli c e

• l a mi n ar ( 1 D) c o nt a ct sit es

• sili c o n or st e el s h a n k

• p e n etr ati n g or s urf a c e

• p ol ytr o d es ( 1 6- 3 2 c h a n n els)

R e c or di n gs w er e c arri e d o ut wit h t hr e e di ff er e nt m ulti- c h a n n el mi cr o el e ctr o d es t h at m et t h e

a b o v e crit eri a. I n t h e n e xt s u bs e cti o ns, I list t h e di m e nsi o n of all v ari a nts a n d m ai n pr os a n d

c o ns of t h eir s p e ci fi c d esi g n.

3. 1. 1 ’ T h e h o c k e y - sti c k’ : Pl e x o n U- t y p e, 2 4- c h a n n el, a n gl e d s u rf a c e p r o b e

T h e U-t y p e i n vit r o pr o b e is a m o di fi e d v ersi o n of a n ori gi n all y i n vi v o m ulti el e ctr o d e als o

us e d i n h u m a n i ntr a- o p er ati v e st u di es [ 7 3, 7 4, 9 2, 1 4 1, 1 4 2]. T his v er y r o b ust pr o b e c o nsists

of 2 4 e m b e d d e d wir es wit h si n gl e c o nt a ct sit es arr a n g e d i n a r o w. T h e i nt er- c o nt a ct dist a n c e

is 5 0 µ m a n d sit es h a v e r el ati v el y s m all i m p e d a n c e m a g nit u d es. T h e s h a n k w as a n gl e d t o

arr a n g e t h e c o nt a ct sit es p ar all el ( h ori z o nt al) t o t h e r e c or d e d sli c e.  T h er ef or e, t his pr o b e

c a n n ot b e i ns ert e d, it c a n o nl y b e pl a c e d o nt o t h e s urf a c e of t h e sli c e. O v er its r o b ust n ess a n d

e as y-t o- us e f or m ati o n, t h e s urf a c e n at ur e is o n e of t h e bi g g est dis a d v a nt a g e of t his pr o b e. As

w e dis c uss e d e arli er i n B a c k gr o u n d s e cti o n 2. 5. 1, s urf a c e of t h e sli c e is c o nsi d er e d a d e a d- c ell

l a y er a n d it h e a vil y att e n u at es si n gl e u nit a cti viti es g e n er at e d i n d e e p er tiss u e, b ut it c a n b e
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3. 1 Sili c o n p r o b e s u s e d f o r i n vit r o e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

Fi g u r e 3. 1: ’ T h e h o c k e y- sti c k’ : Pl e x o n U-t y p e, 2 4- c h a n n el, a n gl e d s urf a c e pr o b e.

e asil y us e d f or v ol u m e c o n d u ct e d p o p ul ati o n a cti viti es, e. g. f or L F P gr a di e nt r e c or di n gs. T his

pr o b e w as d e v el o p e d b y Ist v á n Ul b ert a n d L á s zl ó P a p p ( N e ur o n el e ktr ó d Kft, H u n g ar y) a n d

c o m m er ci alis e d b y Pl e x o n I nstr u m e nts ( U-t y p e pr o b e, Pl e x o n I n c., Te x as, U S A) [ 7 3, 7 4, 9 2, 1 4 2].

3. 1. 2 ’ T h e c o m b’ : N e u r o N e x u s 1 6- s h a n k i n vit r o p r o b e

T his li n e ar arr a y is a c ust o m d esi g n d e v el o p e d b y N e ur o N e x us f or t h e r es e ar c h er Lis et M e n e n d e z

d e l a Pri d a (’ A 1 6 x 1 ’ s eri es, N e ur o N e x us Te c h n ol o gi es, I n c., A n n Ar b or, Mi c hi g a n, U S). It is

d esi g n e d as a 1 6-t o ot h c o m b wit h o n e c o nt a ct sit e p er s h a n k a n d 1 0 0 or 5 0 µ m s h a n k-t o-s h a n k

s p a ci n g t o f a cilit at e i n vit r o r e c or di n gs [ 1 4 3, 1 4 4]. S m all er s p a ci n g is m or e s uit a bl e t o d e ns el y

s a m pl e si n gl e c ells, b ut t h e bi g g er v ersi o n h as a l o n g er tiss u e c o v er a g e.  C o nt a ct sit es ar e

cir c ul ar wit h a di a m et er of 1 5 µ m a n d h a v e i m p e d a n c e m a g nit u d es b et w e e n 1- 1. 5 M Ω at 1

k H z. T his c o m b pr o b e w as us e d i n t h e first si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n gs i n II. T h esis gr o u p

( 4. 2), S e cti o n 4. 2. 2. D uri n g m e as ur e m e nts t h e pr o b e c a n b e i ns ert e d p er p e n di c ul arl y i nt o t h e

C A 1 r e gi o n of t h e hi p p o c a m p us t o c o v er all t h e l a y ers f or p ar all el p yr a mi d al c ells. T h e li n e arl y

s p a c e d c o nt a ct sit es ar e o pti m al t o tr a c k t h e el o n g at e d s h a p e of t h es e n e ur o ns. H o w e v er, t h e

m ai n dis a d v a nt a g e of t his pr o b e is c o n c er ni n g t h e s o c all e d d e a d-s p ot pr o bl e m, w hi c h m e a ns

t h at t h e c o nt a cts ar e n ot c o m pl et el y l o c at e d at t h e e n d of e a c h pr o b e. T his pr o bl e m still h ol ds

f or t h e a b o v e m e nti o n e d h o c k e y-sti c k pr o b e, b ut i n t h at c as e, s urf a c e d esi g n i ntr o d u c e a m u c h

l ar g er a d diti o n al dist a n c e fr o m a n y t ar g et e d c ell. T h e i n e ff e cti v e d esi g n of c e ntr e d c o nt a ct sit es

cr e at es a n a d diti o n al s p a c e (i n a xi al dir e cti o n) t o w ar ds t h e ti p of t h e s h a n k ( a n d a s m all er

l at er al s p a c e b et w e e n t h e e d g es of t h e s h a n k a n d t h e c e ntr e d c o nt a ct sit es). T h es e i ns ul ati n g

d e a d-s p ots will a d d a 1 0- 5 0 µ m dist a n c e pl us fr o m t h e c h os e n c ell t o r e c or d a n d t h e y m a y

hi n d er t h e c a p a bilit y t o c a pt ur e t h eir si n gl e c ell a cti vit y. B ut n at ur all y, t his d e a d-s p ot pr o bl e m

o nl y h ol ds f or t w o di m e nsi o ns ( a xi al a n d l at er al), wit h si d e p ositi o ni n g, hi g h- q u alit y si g n als

c a n b e c a pt ur e d i n fr o nt of t h e c o nt a ct sit e.
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3. 1 Sili c o n p r o b e s u s e d f o r i n vit r o e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

( a ) S c h e m a ti c s of s h a n k di m e n si o n s

( b ) P r o b e ti p di m e n si o n s

Fi g u r e 3. 2: ’ T h e c o m b’ : P ar a m et ers of t h e N e ur o N e x us c ust o m- d esi g n e d, 1 6-s h a n k pr o b e

3. 1. 3 ’ T h e s pi k y’ : N o v el, 3 2- c h a n n el s pi k y p r o b e p r e s e n t e d i n t hi s t h e si s

T his m ulti el e ctr o d e als o h as a c o m b-li k e str u ct ur e, b ut u nli k e t h e N e ur o N e x us 1 6-s h a n k c o m b

pr o b e, t h e s pi k y pr o b e c o nsist of o n e si n gl e s h a n k c arr yi n g 3 2 pr otr u di n g c o nt a ct sit es. T h e

s pi k y pr o b e w as n a m e d aft er its n o v el c o nt a ct sit e arr a n g e m e nt d e v el o p e d b y m e a n d c oll e a g u es

i n o ur l a b a n d f a bri c at e d i n c oll a b or ati o n wit h a G er m a n p art n er c o m p a n y (I M T E K G m b H,

Fr ei b ur g, G er m a n y). T h e i nt er- c o nt a ct dist a n c e c a n b e v ari e d b et w e e n 2 5 µ m, 5 0 µ m a n d 1 0 0

µ m.

T h e m ai n a d v a nt a g e of s pi k y pr o b e a g ai nst t h e h o c k e y-sti c k s urf a c e pr o b e is t h e arr o w h e a d-

li k e d esi g n of t h e c o nt a ct sit es t h at f a cilit at es a sli g ht p e n etr ati o n i nt o t h e tiss u e pr o vi di n g b ett er

c ell- a c c essi bilit y a n d hi g h er si g n al q u alit y. T his a d v a nt a g e will b e a n al ys e d i n d et ail i n R es ults

s e cti o n 4. 1. 4. A f urt h er a d v a nt a g e of t h e s pi k y pr o b e c o m p ar e d t o t h e N e ur o N e x us c o m b pr o b e
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3. 2 W h ol e- c ell p a t c h- cl a m p i n t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

Fi g u r e 3. 3: ’ T h e s pi k y’ : N o v el, 3 2- c h a n n el s pi k y pr o b es pr es e nt e d wit hi n t his t h esis. D e ns est ( A)

a n d l o n g est ( B) v ersi o n wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 2 5 µ m a n d 1 0 0 µ m, r es p e cti v el y.

is t h e si n gl e-s h a n k d esi g n pr o vi di n g e asi er p ositi o ni n g a n d t h e eli mi n ati o n of d e a d-s p ot b y t h e

e d g e-t y p e c o nstr u cti o n of t h e tri a n g ul ar c o nt a ct sit es o n t h e ti p of e a c h pr otr u di n g s pi k y ( or

arr o w h e a d-li k e) e n di n g. T h e f oll o wi n g T a bl e 3. 1 s u m m aris es all t y p es of m ulti- c h a n n el sili c o n

pr o b es us e d f or e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs a n d t h eir m ai n r e c or di n g di m e nsi o ns.

P r o b e n a m e      C o m p a n y      C h a n n el c o u n t   S p a ci n g   S a m pli n g a r e a

[µ m] [µ m]

’H o c k e y- sti c k ’      Pl e x o n I nstr u m e nts 2 4 5 0 1 1 5 0

( i n vit r o m o di fi e d U- t y p e )

’C o m b ’ N e ur o N e x us 1 6 1 0 0     1 5 0 0

( A 1 6 x 1- 2 m m- 1 0 0- 1 7 7- A 1 6 )

’C o m b ’ N e ur o N e x us 1 6 5 0 7 5 0

( A 1 6 x 1- 2 m m- 5 0- 1 7 7- A 1 6 )

’S pi k y ’     c ust o m- m a d e 3 2 1 0 0     3 1 0 0

’S pi k y ’     c ust o m- m a d e 3 2 5 0 1 5 5 0

’S pi k y ’     c ust o m- m a d e 3 2 2 5 7 7 5

T a bl e 3. 1: M ulti- c h a n n el sili c o n pr o b es us e d f or e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs a n d t h eir m ai n r e c or d-

i n g di m e nsi o ns: c h a n n el c o u nts, s p a ci n g (i nt er- c o nt a ct dist a n c e i n [µ m]) a n d s a m pli n g ar e a

((c h a n n el c o u nt − 1) × s p a ci n g ) .

3. 2   W h ol e- c ell p a t c h- cl a m p i n t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

’P at c h- cl a m p ’ is a n I C r e c or di n g t e c h ni q u e, w hi c h m e as ur es i o ni c c urr e nts u n d er a fi x e d v olt-

a g e v al u e ( v olt a g e- cl a m p m o d e) or v olt a g e- d e fl e cti o ns u n d er a fi x e d a m o u nt of a p pli e d c urr e nt

( c urr e nt- cl a m p). T h e m et h o d w as i n v e nt e d b y Er wi n N e h er a n d B ert S a k m a n n i n t h e e arl y

8 0s a n d t h e y r e c ei v e d t h e N o b el Pri z e i n 1 9 9 1 f or t h eir pi o n e eri n g w or k, w hi c h b e c o m e t h e n

a g ol d st a n d ar d a n d t h e m ost wi d el y us e d m et h o d i n c ell ul ar n e ur o p h ysi ol o g y. Alt h o u g h t h e
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3. 3 E x p e ri m e n t al p r o t o c ol

p at c h- cl a m p t e c h ni q u e w as ori gi n all y d e v el o p e d i n or d er t o r e c or d si n gl e i o n c h a n n el a cti vit y,

t h e ’w h ol e- c ell ’ c o n fi g ur ati o n h as b e c o m e of e q u al if n ot gr e at er i m p ort a n c e o v er ti m e. Cl as-

si c all y, el e ctr ol yt e- fill e d gl ass mi cr o pi p ett es ( wit h a n A g / A g Cl wir e el e ctr o d e at t h e b a c ksi d e)

ar e us e d t o s e al t h e ti p of t h e pi p ett e a g ai nst t h e c ell m e m br a n e, est a blis hi n g a ’ c ell- att a c h e d ’

st at e, a n d t h e n ( b y a p pl yi n g g e ntl e s u cti o n) br e a k t h e m e m br a n e f or o bt ai ni n g w h ol e- c ell p at c h-

cl a m p c o n fi g ur ati o n. T h e r es ult is e q ui v al e nt t o i m p ali n g a c ell wit h a s h ar p mi cr o el e ctr o d e

as it h as b e e n d o n e e arli er f or d e c a d es, h o w e v er, t h e a c c ess r esist a n c e is m u c h l o w er a n d t h e

i n d u c e d l e a k a g e c o n d u ct a n c e is als o l o w er f or p at c h- cl a m p. T h es e f e at ur es all o w r es e ar c h ers t o

g ai n l o w er n ois e a n d hi g h er- fi d elit y I C d at a wit h t h e p ossi bilit y of r el ati v el y l o n g-r a n g e ( u p t o

c o u pl e of h o urs) a n d c ust o mis a bl e r e c or di n g pr ot o c ols.

H o w e v er, it is n ot e as y t o est a blis h a g o o d s e al, or t o m ai nt ai n t his g o o d a c c ess o n t h e t ar g et e d

c ell o v er ti m e. S e v er al o bst a cl es c a n e m er g e d uri n g p at c h- cl a m pi n g e. g. c o nt a mi n at e d I C s ol u-

ti o ns, cl o g gi n g pi p ett e ti p, i n a p pr o pri at e a p pli e d c urr e nts or c o m p e ns ati o ns, tiss u e m o v e m e nts

or ’ cl o si n g ’ c ell ul ar m e m br a n e. B esi d es t h e fi n e-t u ni n g of t e c h ni c al d et ails, o n e m ust pr a cti c all y

h a v e a g o o d s e ns e t o a c hi e v e s u c c essf ul p at c hi n g a n d it b e c o m es e v e n m or e c h all e n gi n g f or i n

vi v o st u di es, w hi c h g o b e y o n d t h e f o c us of t his c urr e nt st u d y. D et ails a b o ut si m ult a n e o us I C- E C

r e c or di n gs will b e e x pl ai n e d i n t h e II. T h esis gr o u p ( 4. 2), S e cti o n 4. 2. 1.

3. 3 E x p e ri m e n t al p r o t o c ol

R e c or di n g pr ot o c ols f or all t h e t hr e e T h esis gr o u ps w er e p erf or m e d o n t h e s a m e e x p eri m e nt al

s et- u p usi n g t h e si mil ar t o ol- kit wit h mi n or c h a n g es. S p e ci fi c r e q uir e m e nts a n d a d diti o n al

s etti n gs will b e d et ail e d i n c orr es p o n di n g R es ults s e cti o ns, h er e I o nl y f o c us o n b asi c h ar d w ar e

a n d s oft w ar e t o ols ess e nti al f or g e n er al d at a a c q uisiti o n.

3. 3. 1  B r ai n sli c e p r e p a r a ti o n

A c ut e h ori z o nt al hi p p o c a m p al sli c es w er e pr e p ar e d fr o m a d ult Wist ar r ats ( b et w e e n 2 0 0- 3 5 0 g,

g e n d er b al a n c e d, i n t ot al # 3 0 s u c c essf ul e x p eri m e nts at t h e d at e of t h esis s u b missi o n). Wit hi n

t h e I. T h esis gr o u p (i n S e cti o n 4. 1. 4), I t est e d el e ctr o p h ysi ol o gi c al p erf or m a n c es b y usi n g # 7

r ats ( wit h # 1 7 i ns erti o ns) f or t h e s pi k y pr o b e a n d # 7 r ats ( wit h # 9 i ns erti o ns, i n t ot al) f or

t h e h o c k e y-sti c k i n vit r o s urf a c e pr o b e [ 1 4 5, 1 4 6].

Wit hi n t h e II. T h esis gr o u p (i n S e cti o n 4. 2. 2), o nl y Wist ar r ats w er e us e d a n d si m ult a n e o us

I C- E C a n d E C- o nl y r e c or di n g s essi o ns w er e b ot h r e c or d e d a n d i nt er mi n gl e d. At t h e m o m e nt

of t h esis s u b missi o n, I h a v e # 9 s u c c essf ul si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n gs wit h t h e N e ur o N e x us

c o m b- pr o b e a n d # 7 wit h s pi k y pr o b es. ( A d et ail e d, a n n ot at e d a n d e v er- gr o wi n g s u m m ar y

t a bl e is a v ail a bl e c o nt ai ni n g b ot h r e c or d e d d at as ets a n d t h eir e x p eri m e nt al c o n diti o ns as a

S u p pl e m e nt ar y M at eri al f or t h e t h esis.)

I n a d diti o n t o Wist ar r ats, T h y 1- G C a M P 6 tr a ns g e ni c mi c e w er e als o us e d f or p o p ul ati o n

i m a gi n g u n d er 2 P mi cr os c o p y [ 1 1 5]. I n t h e I. T h esis gr o u p (i n S e cti o n 4. 1. 4), # 1 m o us e
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3. 3 E x p e ri m e n t al p r o t o c ol

( b et w e e n 1 5- 2 0 g) w as us e d f or r e pr es e nt ati v e t esti n g of t h e s pi k e pr o b e i n c o m bi n e d E C- 2 P

r e c or di n gs a n d # 3 m or e mi c e w er e us e d i n t h e III. T h esis gr o u p (i n S e cti o n 4. 3. 3) wit h

N e ur o N e x us c o m b- pr o b e t o c oll e ct c o m bi n e d d at a f or eli mi n ati n g 2 P- g e n er at e d p h ot o el e ctri c

art ef a cts.

A ni m als w er e br e a d a n d r e ar e d i n t h e R es e ar c h C e ntr e of N at ur al S ci e n c es, H u n g ari a n

A c a d e m y of S ci e n c es. A ni m als w er e s u p pli e d wit h f o o d a n d w at er a d li bi d u m a n d w er e k e pt o n

a 1 2- 1 2 h o ur li g ht- d ar k c y cl e. All of t h e pr ot o c ols f oll o w e d t h e g ui d eli n es of t h e H u n g ari a n A ct

of A ni m al C ar e a n d E x p eri m e nt ati o n ( 1 9 9 8; X X VIII, s e cti o n 2 4 3 / 1 9 9 8.). T h e A ni m al C ar e a n d

E x p eri m e nt ati o n C o m mitt e e of t h e H u n g ari a n A c a d e m y of S ci e n c es, a n d t h e A ni m al H e alt h a n d

F o o d C o ntr ol St ati o n h a v e a p pr o v e d t h e e x p eri m e nt al d esi g n (li c e ns e n u m b er: P EI / 0 0 1 / 2 2 9 0-

1 1 / 2 0 1 5). E ff orts w er e m a d e t o mi ni mi z e a ni m al s u ff eri n g a n d t o r e d u c e t h e n u m b er of a ni m als

us e d. B ef or e t h e e x p eri m e nt, t h e a ni m als w er e d e e pl y a n a est h eti z e d wit h is o fl ur a n e ( mi n. 0. 2

ml / 1 0 0 g), q ui c kl y d e c a pit at e d a n d t h eir br ai ns w er e i m m e di at el y r e m o v e d a n d di p p e d i nt o c ol d

( 2 – 3 ◦ C), o x y g e n at e d ( 9 5 % O 2 , 5 % C O 2 ) c utti n g s ol uti o n. T h e c utti n g s ol uti o n c o nt ai n e d t h e

f oll o wi n g c o m p ositi o n (i n m M): 2 5 0 S u cr os e, 2 6 N a H C O 3 , 1 0 D- Gl u c os e, 1 K Cl , 1 C a Cl 2 a n d

1 0 M g Cl 2 . 5 0 0 µ m-t hi c k h ori z o nt al sli c es w er e c ut b y a vi br at o m e ( V T 1 2 0 0s; L ei c a, N ussl o c h,

G er m a n y) fr o m b ot h h e mis p h er es c o nt ai ni n g t h e w h ol e hi p p o c a m p al f or m ati o n. Sli c es w er e

k e pt i n a st a n d ar d ’ a rti fi ci al c e r e b r o s pi n al fl ui d ’ ( a C S F) s ol uti o n at r o o m t e m p er at ur e ( 2 0 – 2 2

◦ C) f or at l e ast 1 h b ef or e us e. T h e r e c or di n gs w er e p erf or m e d wit h a st a n d ar d r e c or di n g a C S F

c o nt ai ni n g (i n m M): 1 2 4 N a Cl , 2 6 N a H C O 3 , 1 0 D- Gl u c os e, 4 K Cl , 2 C a Cl 2 a n d 2 M g Cl 2 .

3. 3. 2   M e a s u r e m e n t s e t- u p a n d si g n al a c q ui si ti o n

T h e w h ol e r e c or di n g s yst e m w as b uil d u n d er a t w o- p h ot o n l as er s c a n ni n g mi cr os c o p e s et- u p

d e v el o p e d b y t h e Fe mt o ni cs c o m p a n y ( Fe mt o ni cs Lt d., B u d a p est, H u n g ar y) fr o m a tr a nsf or m e d

Ol y m p us B X 6 1 u pri g ht mi cr os c o p e, w hi c h h as a NI R bri g ht- fi el d c a m er a m o d e a n d a 2 P fl u or es-

c e nt m o d e as w ell. B ot h t h e st a g e a n d t w o ot h er l at er al mi cr o m a ni p ul at ors w er e c o ntr oll e d b y

m ot oris e d w h e els of t h e L ui gs- N e u m a n n ( L N) c o ntr oll er s yst e m ( L ui gs & N e u m a n n Fei n m e c h a ni k

u n d El e ktr ot e c h ni k G m b H, R ati n g e n, G er m a n y).

Aft er pl a ci n g t h e br ai n sli c e i nt o t h e p erf usi o n c h a m b er of t h e mi cr os c o p e, it is fi x e d b y a li g ht

a n d s m all m et al h ol d er ri n g. I n t h e r e c or di n g c h a m b er, a d u al- p erf usi o n r es er v oir w as us e d b y

p erf usi n g b ot h t h e t o p a n d t h e b ott o m s urf a c es of t h e sli c es wit h r el ati v el y hi g h p erf usi o n s p e e d

(≥ 1 0 ml / mi n) t o pr o vi d e b ett er o x y g e n ati o n, si mil ar t o i n vi v o c o n diti o ns [ 1 7]. T h e r e c or di n gs

w er e p erf or m e d at 3 2- 3 4 ◦ C. U n d er t h es e c o n diti o ns, S W R p o p ul ati o n a cti viti es a n d S U As w er e

r eli a bl y d et e ct e d i n t h e hi p p o c a m p us [ 1 4 6, 1 4 7, 1 4 8].

T h e l o c ati o ns of t h e sli c e a n d r e c or di n g I C a n d E C pr o b es ar e s h o w n s c h e m ati c all y o n Fi g ur e

3. 4. Pl e as e n ot e t h e p ar all el ori e nt ati o n b et w e e n t h e E C pr o b e a n d t h e p at c h- cl a m p e d c ell a n d

t h e al m ost p er p e n di c ul ar ori e nt ati o n b et w e e n I C a n d E C r e c or di n g el e ctr o d es.
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3. 3 E x p e ri m e n t al p r o t o c ol

Fi g u r e 3. 4: S c h e m ati cs of t h e r e c or di n g arr a n g e m e nt. Pl e as e n ot e t h e ori e nt ati o n of t h e sli c e a n d

t h e C A 1 p yr a mi d al c ell c o m p ar e d t o t h e E C s pi k y pr o b e.

Fi g u r e 3. 5: S c h e m ati c fl o w c h art of t h e si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n g s et- u p. N u m b ers r e pr es e nts

t h e f oll o wi n g i nstr u m e nts: 2 P mi cr os c o p e ( 1), r e c or di n g c h a m b er a n d br ai n sli c e ( 2), L N st a g e

a n d m a ni p ul at ors ( 3), p at c h- cl a m p ( 4), E C m ulti- c h a n n el pr o b e ( 5), A x o n pr e- a m pli fi er ( 6), A x o n

M ulti cl a m p a m pli fi er ( 7), Di gi d at a A / D c o n v ert er ( 8), R H D 2 1 3 2 pr e- a m pli fi er c hi p ( 9), R H D 2 0 0 0

F P G A- b as e d e v al u ati o n b o ar d ( 1 0), P o w er b a n k ( 1 1), L a pt o p ( 1 2), M ai n P C ( 1 3). Bl u e c ur v e s h o ws

a n o c c asi o n al p ossi bilit y f or pr e cis e s y n c hr o nis ati o n b et w e e n I C a n d E C d at a str e a ms.
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Fi g ur e 3. 5 d e pi cts fi g ur ati v el y t h e fl o w of i nf or m ati o n d uri n g r e c or di n gs. El e ctr o p h ysi ol o gi c al

si g n als i n t h e br ai n sli c e ( 2) u n d er t h e 2 P mi cr os c o p e ( 1) c a n b e pi c k e d b y b ot h I C ( 4) a n d

E C ( 5) r e c or di n gs. F or p ositi o ni n g, L N st a g e a n d mi cr o m a ni p ul at ors ( 3) c a n b e m ot ori c all y

a dj ust e d if n e e d e d. Fr o m t his p oi nt, i nf or m ati o n s plits i nt o t w o i n d e p e n d e nt d at a str e a ms.

I C d at a a c q uir e d b y t h e A x o n C V- 7 B pr e- a m pli fi er ar e tr a ns mitt e d i nt o t h e M ulti cl a m p 7 0 0 B

a m pli fi er ( 7) i n t w o c h a n n els ( first f or p at c h- cl a m p si g n al, s e c o n d f or c o m m a n d si g n al). B ef or e

t h e A / D c o n v ersi o n b y Di gi d at a 1 5 5 0 B di gitis er ( 8), a n al o g o us p at c h-si g n al c a n b e di vi d e d

a n d r o ut e d als o t o t h e I N T A N b o ar d A D C i n p ut c h a n n el ( c ur v e s h o w n i n bl u e). T his c a n

g u ar a nt e e s u b- millis e c o n d pr e cis e s y n c hr o nis m ( dis c uss e d l at er i n S e cti o n 3. 4. 2 a n d R es ults

s e cti o n 4. 2. 1. F or t h e l ast st e p, di gitis e d si g n als ar e tr a ns mitt e d t o t h e m ai n P C. U nli k e t h e

E C r e c or d e d si g n als, w hi c h f oll o ws a s e p ar at e d r o ut e. T h e pri nt e d cir c uit b o ar d ( P C B) of t h e

pr o b es is c o n n e ct e d t o t h e I N T A N 2 1 3 2 pr e- a m pli fi er c hi p ( 9) vi a O m n eti cs c o n n e ct ors. D at a is

tr a ns mitt e d vi a fl e xi bl e I N T A N c a bl es dir e ct e d t o P ort- A of t h e F P G A e v al u ati o n b o ar d ( 1 0).

T his b o ar d h as a p o w er- b a n k s u p pl y ( 1 1) a n d a s e p ar at e l a pt o p ( 1 2) f or a c q uisiti o n i n or d er t o

a v oi d a n y a d diti o n al n ois e c o nt a mi n ati o n of r e c or d e d s m all a m plit u d e E C si g n als.

Fi g u r e 3. 6: Cl os e- u p vi e w of t h e si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n g. N u m b ers r e pr es e nt t h e f oll o w-

i n g: 2 P o bj e cti v e ( 1), p at c h- cl a m p ( 2), E C m ulti- c h a n n el pr o b e ( 3), br ai n sli c e a n d h ol d er ri n g ( 4),

d u al- p erf usi o n c h a m b er ( 5), r ef er e n c e el e ctr o d e p ell et ( 6), o utl et of a C S F p erf usi o n ( 7).

We c a n h a v e a cl os e- u p vi e w of t h e s et- u p o n Fi g ur e 3. 6. L a b els ar e t h e f oll o wi n g: Ol y m p us

2 0 x o bj e cti v e of t h e 2 P mi cr os c o p e ( 1), p at c h- cl a m p pi p ett e fill e d wit h I C s ol uti o n ( 2), E C

m ulti- c h a n n el pr o b e ( N e ur o N e x us c o m b pr o b e s h o w n h er e) wit h its c o n n e ct or ( 3), br ai n sli c e
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a n d h ol d er ri n g ( 4), d u al- p erf usi o n c h a m b er ( 5), r ef er e n c e el e ctr o d e p ell et ( 6), o utl et of a C S F

p erf usi o n ( 7).

T h e 2 P mi cr os c o p e b uilt b y Fe mt o ni cs Lt d. ( Fe mt o ni cs Lt d., B u d a p est, H u n g ar y) h as a

n e ar-i nfr a r e d ( NI R) bri g ht- fi el d c a m er a m o d e a n d a t w o- p h ot o n fl u or es c e nt w or ki n g m o d e as

w ell. T h e i nt e gr at e d M E S s oft w ar e p a c k a g e ( Fe mt o ni cs) w as us e d t o c o ntr ol t h e m o v e m e nt of

t h e o bj e cti v e a n d dis pl a y t h e c a pt ur e d i m a g e r e al-ti m e. T his s oft w ar e p erf or ms all st a n d ar d

mi cr os c o p y f u n cti o ns a n d i nt e gr at es t h e c o ntr ol of t h e h ar d w ar e u nits, li k e t h e s c a n n er, p h o-

t o m ulti pli er, li g ht p at h a ct u at ors a n d ot h er el e ctri c al d e vi c es. T h e p at c h- cl a m p s yst e m ( A x o n

I nstr u m e nts, U S A) c o nsists of s e v er al s u b u nits. D uri n g t h e r e c or di n g, t h e si g n al w as first tr a ns-

f err e d t o M ulti Cl a m p 7 0 0 B a m pli fi er, t h at m a xi mi z es si g n al-t o- n ois e r ati o a n d e n a bl es w h ol e- c ell

v olt a g e- cl a m p a n d c urr e nt cl a m p r e c or di n gs, t h e n f e e d t o t h e c o m p ut er t hr o u g h Di gi d at a 1 5 5 0 B

A / D c o n v ert er. M ulti Cl a m p C o m m a n d er s oft w ar e w as us e d t o o p er at e t h e gl ass pi p ett e a n d s et

v ari o us p ar a m et ers a n d c o m p e ns ati o ns. p Cl a m p 1 0 s oft w ar e c o nsists of Cl a m p e x vis u ali z ati o n

s oft w ar e, w hi c h is s uit a bl e f or a c q uiri n g di giti z e d d at a, R a m p-t est w as als o p erf or m e d o n t his

pl atf or m, a n d Cl a m p fit a n al ysis s oft w ar e, w hi c h pr o vi d es a wi d e v ari et y of t o ols f or st atisti cs,

tr a nsf or ms a n d di ff er e nt l a y o ut d esi g ns f or i ntr a c ell ul ar d at a.

E xtr a c ell ul ar si g n als fr o m m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b es w er e tr a ns mitt e d t o t h e I nt a n

R H D 2 0 0 0 E v al u ati o n s yst e m (I nt a n Te c h n ol o gi es, U S A), its t as k is t o a c q uir e, pr e- a m plif y

a n d di giti z e t h e r a w d at a. It c o nsists of a 3 2- c h a n n el pr e- a m pli fi er c hi p ( R H D 2 1 3 2), a

R H D 2 0 0 0 F P G A i nt erf a c e b o ar d, w hi c h is a n o p e n-s o ur c e h ar d w ar e wit h u p t o 1 2 8 c h a n n els

f or bi o- p ot e nti al r e c or di n gs a n d t hi n, fl e xi bl e i nt erf a c e c a bl es f or c o n n e cti o ns. I nt a n R H D 2 0 0 0

s oft w ar e tr a nsf ers d at a t o t h e s cr e e n, o p er at es t h e a m pli fi ers a n d s a m pli n g fr e q u e n c y c a n b e s et

h er e. T h e wi d e b a n d si g n als (fr o m 0. 1 H z u p t o 7 k H z) w er e r e c or d e d wit h 2 0 k H z s a m pli n g r at e.

Fi g u r e 3. 7: M ai n F P G A b o ar d of t h e I N T A N R H D 2 0 0 0 A c q uisiti o n S yst e m. Hi g hli g ht e d n u m b ers

ar e t h e f oll o wi n g: E C si g n als ( 1), O c c asi o n al a n al o g o us I C si g n al fr o m p at c h- cl a m p ( 2), Di git al

tri g g er si g n al fr o m t h e 2 P mi cr os c o p e ( 3), Gr o u n d c a bl e ( 4), P o w er s u p pl y ( 5) a n d U S B c o n n e cti o n

( 6).
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O n Fi g ur e 3. 7 t h e R H D 2 0 0 0 e v al u ati o n b o ar d is s h o w n wit h its i n p ut a n d o ut p ut c o n n e c-

ti o ns hi g hli g ht e d wit h n u m b ers. E C si g n als, t h at w er e r e c or d e d b y t h e m ulti- c h a n n el pr o b e,

a m pli fi e d b y R H D 2 1 3 2 pr e- a m pli fi er c hi p a n d tr a ns mitt e d vi a fl e xi bl e I N T A N c a bl es arri v e at

p ort- A ( 1). A n al o g o us I C si g n al c o mi n g fr o m t h e A x o n M ulti cl a m p a m pli fi er c a n b e c o n n e ct e d

t o t h e A D C i n p ut ( 2). Di git al i n p ut tri g g er si g n al fr o m t h e mi cr os c o p e g o es t o t h e 3. 3 V di git al

i n p ut li n e ( 3). Gr o u n d c a bl e wir e d h er e ( 4). B att er y- p o w er e d 5 V p o w er s u p pl y is a p pli e d h er e

( 5). L astl y, U S B c a bl e s h o ul d b e c o n n e ct e d wit h t his pl u g ( 6) t o c o n n e ct t h e F P G A b o ar d a n d

a P C or l a pt o p pr o vi di n g r e c or d a bl e d at a a c q uisiti o n.

Aft er e v er y e x p eri m e nt al d a y, t h e pr o b es w er e wit h dr a w n a n d t o eli mi n at e tiss u e r esi d u e,

cl e a n e d b y i m m ersi n g i nt o 1 % Ter g a z y m e s ol uti o n ( Si g m a- Al dri c h, St. L o uis, M O, U S A) f or at

l e ast 3 0 mi n ut es f oll o w e d b y ri nsi n g wit h distill e d w at er.

3. 4  D a t a a n al y si s

Di ff er e nt n e e ds i n t h e i n v esti g ati o n pr o c ess es i m pl y di ff er e nt d at a h a n dli n g m et h o ds a n d a n al ysis

str at e gi es. H er e I s h ortl y o v er vi e w t h e m ai n s oft w ar e us e d i n d at a pr o c essi n g a n d t e c h ni c al st e ps

i n str u ct ur al- a n at o mi c al a n al ysis of t h e tiss u e aft er t h e r e c or di n g.

3. 4. 1  A n al y si s of e x t r a c ell ul a r si g n al s r e c o r d e d wi t h sili c o n p r o b e s

E xtr a c ell ul ar r e c or di n gs of t h e l o c al fi el d p ot e nti als ( L F P), m ulti pl e u nit a cti vit y ( M U A) a n d

si n gl e u nit a cti vit y ( S U A) r e c or d e d b y sili c o n pr o b es w er e s e p ar at el y a n al ys e d b as e d o n t h e

f oll o wi n g st e ps: d at a c o nt ai ni n g t hr e e- mi n ut e-l o n g c o nti n u o us r e c or di n gs w er e s a v e d t o i nt er n al

n et w or k st or a g e f or f urt h er a n al ysis. Fil es w er e pr e- pr o c ess e d usi n g c ust o m- writt e n M A T L A B

2 0 1 7 b pr o gr a ms ( T h e M at h W or ks, N ati c k, M ass a c h us etts, U S A) a n d vis u ali z e d firstl y b y t h e

N e ur o S c a n 4. 5 S oft w ar e p a c k a g e ( C o m p u m e di cs N e ur os c a n, C h arl ott e, N ort h C ar oli n a, U S A).

T o e xtr a ct t h e a cti vit y of si n gl e u nits fr o m t h e r e c or d e d n e ur al si g n als, a ut o m ati c s pi k e s orti n g

w as p erf or m e d usi n g t h e Kil os ort s oft w ar e p a c k a g e [ 1 4 9, 1 5 0]. M a n u al s u p er visi o n of t h e si n gl e-

u nit cl ust ers d et e ct e d b y Kil os ort w as d o n e i n P h y, a n o p e n-s o ur c e n e ur o p h ysi ol o gi c al d at a

a n al ysis p a c k a g e writt e n i n P yt h o n (s o ur c e: htt ps: / / git h u b. c o m / k wi kt e a m / p h y). T h e s el e cti o n

of w ell-is ol at e d si n gl e u nits w as f urt h er ai d e d b y usi n g t w o a d diti o n al crit eri a [ 1 5 1]. First,

t h e p e a k-t o- p e a k a m plit u d e of t h e m e a n s pi k e w a v ef or m of n e ur o ns h a d t o b e l ar g er t h a n 5 0

µ V. T h e p e a k-t o- p e a k a m plit u d e w as d e fi n e d as t h e a bs ol ut e a m plit u d e di ff er e n c e b et w e e n t h e

n e g ati v e p e a k a n d t h e l ar g est p ositi v e p e a k of t h e n e ur o n’s m e a n s pi k e w a v ef or m, c al c ul at e d

o n t h e r e c or di n g c h a n n el o n w hi c h t h e s pi k e w a v ef or m of t h e p arti c ul ar u nit a p p e ar e d wit h t h e

l ar g est a m plit u d e. S e c o n d, s el e ct e d si n gl e u nits h a d t o h a v e a cl e ar r efr a ct or y p eri o d, d e fi n e d

b y a ’ vi ol ati o n r at e ’ b el o w 2 %. T h e vi ol ati o n r at e of a si n gl e u nit ( e x pr ess e d i n p er c e nt a g e) is

t h e pr o p orti o n of s pi k es i n a p arti c ul ar cl ust er t h at ar e f oll o w e d wit hi n 2 ms b y ot h er s pi k es

b el o n gi n g t o t h e s a m e cl ust er. Usi n g t h es e t w o crit eri a all o w e d us t o e x cl u d e t h e m aj orit y of l o w
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q u alit y u nits as w ell as t o d e cr e as e t h e e ff e ct of s u bj e cti v e d e cisi o ns of t h e o p er at or d uri n g t h e

m a n u al c ur ati o n of n e ur o n cl ust ers. T o di ff er e nti at e b et w e e n n e ur o ns firi n g n arr o w a n d wi d e

s pi k es ( c orr es p o n di n g t o p ut ati v e i nt er n e ur o ns a n d pri n ci p al c ells, r es p e cti v el y) I c o m p ut e d t h e

tr o u g h-t o- p e a k ti m es of t h e m e a n s pi k e w a v ef or ms [ 6 6]. U ns u p er vis e d hi er ar c hi c al cl ust eri n g

( c all e d ’ W a r d’ s m et h o d wit h E u cli d e a n di st a n c e ’) w as a p pli e d t o s e p ar at e t h e t w o t y p es of

n e ur o ns usi n g t h e c al c ul at e d s pi k e d ur ati o n as i n p ut f e at ur e [ 1 5 2].

3. 4. 2  A n al y si s of si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d e x t r a c ell ul a r si g n al s

F or t h e c o m p ar ati v e a n al ysis of I C- E C si g n als, s a v e d fil es, w hi c h alr e a d y c o nt ai n e d A / D

c o n v ert e d bi n ar y, r a w d at a ( . r h d e xt e nsi o n), w er e c o n v ert e d i nt o a p pr o pri at e f or m at fil es. F or

c o n v ersi o n (t o . c nt e xt e nsi o n) - as d es cri b e d a b o v e - I si mil arl y us e d t h e M A T L A B c o d es

(r h d 2 c nt ) writt e n b y o ur l a b.  T h e n t h e N e ur o S c a n 4. 5 s oft w ar e p a c k a g e ( C o m p u m e di cs,

U S A) w as us e d t o dis pl a y a n d a n al ys e m ulti- c h a n n el d at a s eri es. A s u bs et of r e c or d e d E C

fil es c o nt ai n e d t h e I C si g n al o n t h eir l ast, a d diti o n al c h a n n el. Bri e fl y, if c a bl e c o mi n g fr o m

p at c h- cl a m p pr e- a m pli fi er w as di vi d e d a n d c o n n e ct e d t o t h e A D C i n p ut of t h e I N T A N b o ar d,

t h e n p erf e ct s y n c hr o nis m c o ul d b e a c hi e v e d, a n d 1 a d diti o n al c h a n n el w as a d d e d t o t h e E C

d at a c o nt ai ni n g t h e p at c h- cl a m p I C si g n al.   H o w e v er, t his i nt er c o n n e cti o n oft e n r es ult e d

cr oss-t al k art ef a cts b et w e e n E C a n d I C si g n als, w h e n b ot h r e c or d e d b y t h e I N T A N c hi p. ( F or

f urt h er e x pl a n ati o n of si m ult a n e o us d at a a c q uisiti o n, pl e as e s e e Fi g ur e 3. 5 i n t h e pr e vi o us

S e cti o n 3. 3. 2 s e cti o n a n d R es ults 4. 2. 1 s e cti o n.) F or e arli er r e c or di n gs, I C d at a ( . a bf f or m at)

w as o nl y r e c or d e d s e p ar at el y b y t h e M ulti cl a m p a m pli fi er a n d Di gi d at a di giti z er, t h us t h er e

w as n o a d diti o n al c h a n n el o n t h e E C si g n al ( a n d c o ns e q u e ntl y, n o cr oss-t al k art ef a ct), b ut t his

s e p ar at e d I C si g n al h a d a s m all b ut si g ni fi c a nt (f e w t e ns of ms) ti m e di ff er e n c e c o m p ar e d t o

E C si g n als. L u c kil y, t his pr o bl e m w as m a n a g e a bl e si n c e I al w a ys a p pli e d a s u ffi ci e ntl y l o n g

ti m e wi n d o w ( ± 1 0 0 ms) f or c o m p ari n g E C c h a n n els t o t h e I C gr o u n d-tr ut h. ( T his l ar g er

ti m e wi n d o w als o all o w e d t o i n v esti g at e t h e r el ati o ns hi p b et w e e n t h e s pi ki n g c ell a n d its l o c al

e n vir o n m e nt r e pr es e nt e d b y p o p ul ati o n si g n als s u c h as S W R a cti viti es [ 1 4 8].)

As t h e first pr o c essi n g st e p of t h e r a w E C si g n al, b a n d- p ass filt er ( 5 0 0 - 5 0 0 0 H z, z er o-

p h as e s hift) w as a p pli e d t o vis u alis e S U A a n d M U As. H o w e v er, i n s o m e c as es I c o nti n u e d t h e

d at a a n al ysis o n t h e u n filt er e d, br o a d b a n d si g n al t o r e v e al t h e r el ati o ns hi p b et w e e n si n gl e c ell

a n d s u m m e d s y n a pti c or p o p ul ati o n a cti viti es i n t h e L F P b a n d. D et e cti o n of I C s pi k es w as

c al c ul at e d o n t h e p at c h- cl a m p c h a n n el, w hi c h c a n b e d o n e b y t hr es h ol di n g i n- sit u i n N e ur o S c a n

usi n g t h e a d diti o n al, I N T A N-r e c or d e d a n al o g o us c h a n n el (if a v ail a bl e) or i n M A T L A B usi n g

t h e . a bf fil e r e c or d e d b y t h e p at c h- cl a m p a c q uisiti o n s yst e ms. F or I C r e c or di n gs, d at a ar e

c o nsi d er e d as n ois el ess a n d s pi ki n g e v e nts ar e e as y t o d et e ct wit h t h e hi g h est fi d elit y. U nli k e

s pi k e d et e cti o n f or E C si g n als i n g e n er al, it is n ot n e c ess ar y h er e t o d e fi n e t h e t hr es h ol d l e v el

as t h e a v er a g e ( A V G) pl us 3 t o 5 ti m es t h e st a n d ar d d e vi ati o n ( S T D), b ut c a n b e a p pli e d as a n

a p pr o pri at e v olt a g e v al u e t o cr oss ( h er e, 0 m V u p w ar d t hr es h ol d cr ossi n g w as a p pli e d). E v e nt
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3. 4 D a t a a n al y si s

fil e ( . e v 2 e xt e nsi o n) w as t h e n g e n er at e d fr o m d et e ct e d I C s pi k e ti m es (i n ms). S u bs e q u e ntl y,

1 0 0 ms l o n g, s y m m etri c ti m e wi n d o ws ( e p o c hs) w er e c ut o n all E C c h a n n els ar o u n d e a c h e v e nt,

5 0 ms b ef or e a n d 5 0 ms aft er t h e ti m e p oi nt of e a c h I C s pi k e. T h e n u m b er of E C e p o c hs w er e

e q u al t o t h e n u m b er of I C s pi k es i n o n e si m ult a n e o us r e c or di n g s essi o n. L astl y, e p o c hs w er e

a v er a g e d o v er all E C c h a n n els r es ulti n g i n t h e s o- c all e d ’ s pi k e t ri g g e r e d a v e r a g e ’ ( S T A), i n w hi c h

w e c o ul d o bs er v e t h e ’ f o ot p ri nt ’ g e n er at e d b y m y p at c h- cl a m p e d c ell i n t h e e xtr a c ell ul ar s p a c e

s a m pl e d b y m ulti pl e, cl os el y l o c at e d E C c o nt a ct sit es.

I ntr a c ell ul ar d at a pr o c essi n g (r e g ar di n g t h e s w e e ps of R a m p-t est a n d s p o nt a n e o us g a p-fr e e

r e c or di n g) w as p erf or m e d i n Cl a m p fit s oft w ar e. W h e n a n al ysi n g t h e R a m p t est, t h e pr o gr a m

dis pl a ys t h e h ol di n g c urr e nt st e ps a n d t h e v olt a g e r es p o ns e gi v e n t o t h e c urr e nt i nj e cti o n a n d t h e

s w e e ps c a n b e dis pl a y e d eit h er i n di vi d u all y or b y pr oj e cti n g t h e m o n e a c h ot h er. I n a d diti o n,

c urs ors pl a c e d o n t h e vis u al i nt erf a c e of t h e pr o gr a m c a n b e dr a g g e d al o n g t h e ti m e a xis,

a n d t h e v olt a g e a n d ti m e v al u es a p p e ar at e a c h d at a p oi nt i m m e di at el y. T h e e x a mi n ati o n

of a m plit u d e a n d s pi k e n u m b er r es p o ns es gi v e n t o c h a n gi n g h ol di n g c urr e nt w er e p erf or m e d

usi n g t h e st atisti cs pr o gr a m t o ol of t h e Cl a m p fit s oft w ar e, w h er e t h e b as eli n e, s e ar c h r e gi o n a n d

p ar a m et ers w er e s et. W a v ef or m p ar a m et ers w er e e v al u at e d b as e d o n s p o nt a n e o us r e c or di n gs.

Li k e wis e, t h e tri al a v er a g es a n d a n al ysis w er e p erf or m e d usi n g t h e st atisti cs t o ol of t h e s oft w ar e.

3. 4. 3  Fl u o r e s c e n t si g n al s r e c o r d e d b y t w o- p h o t o n i m a gi n g

D uri n g a w h ol e- c ell p at c h- cl a m p m e as ur e m e nt, s o m a, a pi c al a n d b as al d e n drit es of t h e p at c h e d

c ell b e c a m e visi bl e b y t h e di ff usi o n of fl u or es c e nt d y es fr o m t h e ti p of t h e mi cr o pi p ett e. I n t h e

2 P w or ki n g m o d e of t h e mi cr os c o p e Al e x a 5 9 4 d y e li g hts i n r e d, Fl u o- 4 fl as h es i n gr e e n c ol o ur,

a n d t h e pr o b e ori e nt ati o n c o ul d als o b e o bs er v e d b as e d o n its bl a c k sil h o u ett e. W hil e Al e x a 5 9 4

is a st ati c d y e, Fl u o- 4 c h a n g es d y n a mi c all y f oll o wi n g t h e I C C a 2 + c o n c e ntr ati o n c h a n g es a n d

t h us e n a bl es f u n cti o n al m a p pi n g [ 1 5 3, 1 5 4]. T h e filli n g of t h e n e ur o n wit h tr a c er d y e als o

all o ws p o st- h o c r e c o nstr u cti o n t e c h ni q u es, as 2 P z-st a c k pr oj e cti o n a n d N e ur ol u ci d a hist ol o gi c al

r e c o nstr u cti o n, t o m or e pr e cis el y vis u alis e t h e c ell m or p h ol o g y. W hil e 2 P z-st a c k pr oj e cti o n c a n

b e m a d e i n sit u ri g ht aft er el e ctr o p h ysi ol o gi c al r e c or di n gs, N e ur ol u ci d a r e c o nstr u cti o n r e q uir es

a l o n g hist ol o gi c al pr o c ess f or t h e pr e ci pit ati o n of bi o c yti n or n e ur o bi oti n tr a c er m ol e c ul es ( b ut

at t h e s a m e ti m e, t his m et h o ds pr o vi d es m u c h b ett er r es ol uti o n a n d p e n etr ati o n). St ai n e d

s u b- c ell ul ar c o m p art m e nts ar e l o c at e d i n di ff er e nt d e pt h i n t h e s a m pl e v ol u m e. D uri n g 2 P z-

st a c k pr oj e cti o n t h e i m a g es ar e g e n er at e d b y gr a d u all y c h a n gi n g t h e f o c al pl a n e i n t h e ’ z ’ a xis,

t h e o pti m al f o c al di ff er e n c e c a n b e c al c ul at e d i n t h e i m a g e a c q uisiti o n s oft w ar e. B y li n ki n g

a n d pr oj e cti n g t h e pi ct ur es o n e aft er t h e ot h er, t his t e c h ni q u e e ff e cti v el y dis pl a ys t h e 3- D

mi cr os c o p y d at a i n 2- D, i n t his c as e t h e c ell b o d y a n d d e n driti c br a n c hi n g c a n b e vis u ali z e d,

a n d t h e o ut- of-f o c us si g n al will b e e ff e cti v el y e x cl u d e d.
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3. 5 P o st - h o c hi s t ol o gi c al r e c o n s t r u c ti o n of n e u r o n m o r p h ol o gi e s

3. 5 P o st - h o c hi s t ol o gi c al r e c o n s t r u c ti o n of n e u r o n m o r p h ol o-

gi e s

Aft er r e c or di n g, sli c es w er e c ar ef ull y a n d q ui c kl y r e m o v e d fr o m t h e r e c or di n g c h a m b er, a n d

fi x e d o v er ni g ht i n 4 % p ar af or m al d e h y d e wit h 1 5 % pi cri c a ci d i n 0. 1 M p h os p h at e b u ff er ( P B, p H

7. 4) at 4 º C. T h e n sli c es w er e r es e cti o n e d ( L ei c a 1 2 0 0 S, Wet zl ar, G er m a n y) at 6 0 µ m a n d fr e e z e-

t h a w e d a b o v e li q ui d N 2 i n 0. 1 M P B c o nt ai ni n g 3 0 % s u cr os e. I f oll o w e d a tr a diti o n al hist ol o gi c al

a n al ysis p u blis h e d, si mil ar t o m a n y p u blis h e d st u di es i n o ur l a b, e. g. i n K er e k es et. al ( 2 0 1 4)

[ 1 4 6]. I n t his pr ot o c ol, e n d o g e n o us p er o xi d as e a cti vit y w as bl o c k e d b y 1 % H 2 O 2 i n Tris- b u ff er e d

s ali n e f or 1 0 mi n. C ells c o nt ai ni n g bi o c yti n ( or n e ur o bi oti n) w er e r e v e al e d wit h t h e a vi di n-

bi oti n yl at e d h ors e-r a dis h c o m pl e x r e a cti o n ( Ve ct or, 1. 5 h, 1: 2 5 0) usi n g 3, 3’- di a mi n o b e n zi di n e-

t et r a h y d r o c hl o ri d e ( Si g m a, St. L o uis, Miss o uri, 0. 0 5 M i n Tris- b u ff er, p H 7. 6) as c hr o m o g e n. At

t h e e n d, s e cti o ns w er e os mi c at e d ( 2 0 mi n, 0. 5 % O s O 4 ), d e h y dr at e d i n et h a n ol, a n d m o u nt e d

i n D ur c u p a n ( A C M, Fl u k a, B u c hs, S wit z erl a n d). I n e v er y c as e w h er e t h e hist ol o gi c al st e ps

( fi x ati o n, r e-sli ci n g, a n d t h e pr e ci pit ati o n of bi o c yti n) h a v e b e e n s u c c essf ull y c o m pl et e d a n d

n e ur o n al pr o c ess es of t h e fill e d c ell b e c a m e visi bl e a n d tr a c e a bl e, n e ur o ns w er e s el e ct e d f or

di git al 3- D r e c o nstr u cti o n b y t h e N e ur ol u ci d a s yst e m ( M B F Bi os ci e n c e, Willist o n, V T, U S A).
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C h a p t e r 4

R e s ul t s

4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti-

c h a n n el s pi k y p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

T h e I. T h esis gr o u p will f o c us o n o nl y E C r e c or di n gs wit hi n a n i n vit r o sli c e e n vir o n m e nt.

A n o v el s pi k y pr o b e will b e d e m o nstr at e d i n t his st u d y all o wi n g a c c ess t o d e e p er c ells, a n d

e n a bli n g hi g h s p ati al s a m pli n g of t h eir E A Ps. T h a n ks t o its arr o w h e a d-li k e, pr otr u di n g c o nt a ct

sit es, t h e pr o b e c a n sli g htl y p e n etr at e i nt o t h e sli c e, p assi n g t hr o u g h t h e s urf a c e d e a d- c ell l a y er.

D u e t o t his arr a n g e m e nt, I will r e p ort t h at t h es e pr o b es ar e a bl e t o pr o vi d e hi g h er si n gl e u nit

yi el ds as w ell as s pi k es wit h hi g h er a m plit u d es c o m p ar e d t o a n ot h er, c o m m er ci all y a v ail a bl e i n

vit r o l a mi n ar s urf a c e d esi g n ( e arli er c all e d as h o c k e y-sti c k pr o b e i ntr o d u c e d i n M et h o ds s e cti o n

3. 1. 1) [ 1 4 6]. I n t h e f oll o wi n g s e cti o ns, m a n uf a ct uri n g pr o c ess es a n d p a c k a gi n g m et h o ds will

b e d es cri b e d. N e xt I s h o w t h e r es ults of i m p e d a n c e m e as ur e m e nts. I n a d diti o n, t h e r e c or di n g

p erf or m a n c e of t h e pr o b es will b e d e m o nstr at e d usi n g i n vit r o hi p p o c a m p al sli c es.  Wit h a

q u a ntit ati v e c o m p aris o n, I will pr es e nt t h e i m pr o v e m e nts of t h e s pi k y pr o b e o v er h o c k e y-sti c k

s urf a c e pr o b e. A pr eli mi n ar y r es ult of h o w t h e s pi k y pr o b e c a n b e c o m bi n e d wit h t w o- p h ot o n

i m a gi n g will b e als o pr es e nt e d. Fi n all y I r e p ort h o w t h e s pi k y pr o b e is a bl e t o c a pt ur e a n d

o v ers a m pl e t h e S U As o n m ulti pl e c o nt a ct sit es a n d h o w r e c or d e d E A Ps c a n b e a n al ys e d t o

i d e ntif y p ut ati v e n e ur o n al c ell t y p es b as e d o n E C r e c or di n gs.

4. 1. 1  S u rf a c e m a t e ri al s, f a b ri c a ti o n p r o c e s s a n d p a c k a gi n g

T h e f a bri c ati o n pr o c ess w as c arri e d o ut at I M T E K (I M T E K G m b H, Fr ei b ur g, G er m a n y) wit h

t h e h el p of P atri c k R ut h er a n d T o bi as H ol z h a m m er. F a bri c ati o n of t h e S i - b as e d s pi k y pr o b es

is s c h e m ati c all y s u m m ari z e d i n Fi g ur e 4. 1. T h e f a bri c ati o n pr o c ess a p pli es 4-i n c h, si n gl e-si d e

p olis h e d S i w af ers, i ns ul at e d usi n g a 1- µ m-t hi c k, str ess- c o m p e ns at e d m ulti-l a y er st a c k of sili c o n

o xi d e ( S i O x ) a n d sili c o n nitri d e ( S i x N y ) d e p osit e d usi n g pl as m a e n h a n c e d c h e mi c al v a p o ur

d e p ositi o n ( P E C V D) ( A). T h e i nt er c o n n e ct a n d c o nt a ct p a d m et alli z ati o n (li n e a n d s p a c e of

1. 5 a n d 1. 5 µ m, r es p e cti v el y) w as r e alis e d usi n g lift- o ff p att er ni n g of a n e v a p or at e d l a y er st a c k

of tit a ni u m ( T i , 3 0 n m), g ol d (A u , 2 5 0 n m) a n d T i ( 3 0 n m) ( B). T h e T i l a y ers s er v e as a d h esi o n
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

pr o m ot ers b et w e e n t h e i ns ul ati o n a n d t h e s u bs e q u e ntl y d e p osit e d p assi v ati o n l a y ers, a n d t h e A u

fil m. We us e d t h e i m a g e r e v ers al p h ot or esist A Z 5 2 1 4 E ( M er c k K G a A, D ar mst a dt, G er m a n y).

F oll o wi n g t h e lift- o ff pr o c ess, t h e m et alli z ati o n is p assi v at e d usi n g a n ot h er str ess- c o m p e ns at e d

1. 5- µ m-t hi c k P E C V D S i O x -S i x N y l a y er st a c k ( C). T his is f oll o w e d b y o p e ni n g t h e p assi v ati o n

l a y er t o a c c ess t h e pr o b e m et alli z ati o n at t h e p ositi o n of t h e c o nt a ct sit es a n d c o nt a ct p a ds

usi n g p h ot olit h o gr a p h y ( A Z 4 5 3 3, 3. 3 m, M er c k K G a A) a n d r e a cti v e i o n et c hi n g ( RI E) ( D).

Fi g u r e 4. 1:  F a bri c ati o n of S i - b as e d s pi k y pr o b es. ( A) P E C V D i ns ul ati o n l a y er, ( B) s p utt er

d e p ositi o n of T i / A u / T i a n d p att er ni n g b y lift- o ff usi n g i m a g e r e v ers al r esist ( C & D) d e p ositi o n

a n d RI E p att er ni n g of P E C V D p assi v ati o n l a y er, ( E) d e p ositi o n a n d lift- o ff p att er ni n g of P t / I r

/ I r O x m et alli z ati o n of c o nt a ct sit es usi n g d u al l a y er lift- o ff r esist, ( F) RI E p att er ni n g of di el e ctri c

l a y ers, ( G) D RI E of b ul k sili c o n, a n d ( H) r e ar si d e gri n di n g of S i t o i nt e n d e d pr o b e t hi c k n ess of 5 0

µ m.

S u bs e q u e ntl y, t h e c o nt a ct sit e m et alli z ati o n is d e p osit e d usi n g a d u al-l a y er lift- o ff r esist

( L O R 5 A, Mi cr o C h e m C or p., West b or o u g h, M A, U S A a n d A Z 1 5 1 8, 1. 8 µ m, M er c k K G a A) a n d

s p utt er d e p ositi o n of T i ( 3 0 n m), pl ati n u m ( P t , 1 5 0 n m), iri di u m (I r , 1 0 0 n m) a n d iri di u m

o xi d e ( I r O x , 2 0 0 n m, r e a cti v el y s p utt er e d i n a n o x y g e n pl as m a) ( E) [ 1 5 5]. N e xt, t h e di el e ctri c

l a y ers, i. e. S i O x -S i x N y i ns ul ati o n a n d p assi v ati o n l a y ers, ar e p att er n e d usi n g p h ot olit h o gr a p h y

( A Z 9 2 6 0, 1 0 µ m, M er c k K G a A) a n d RI E ( F). T h e n, t h e b ul k sili c o n is et c h e d ( usi n g t h e et c hi n g

b ef or e gri n di n g ( E B G) t e c h n ol o g y [ 1 5 6] t o a d e pt h t h at e x c e e d t h e i nt e n d e d pr o b e t hi c k n ess

b y r o u g hl y 3 0 µ m usi n g d e e p r e a cti v e i o n et c hi n g ( D RI E) i n a n i n d u cti v el y c o u pl e d pl as m a

(I C P M ulti pl e x fr o m S T S, N e w p ort, U. K.) et c hi n g pr o c ess w hi c h a p pli es t h e B os c h pr o c ess ( G)

[ 1 5 7]. Fi n all y, t h e S i w af er is t hi n n e d fr o m t h e r e ar si d e usi n g gri n di n g a n d p olis hi n g as o ff er e d

b y DI S C O Hi- T E C E ur o p e G m b H, Kir c h h ei m, G er m a n y ( H). Pr o b es ar e t h e n m a n u all y pi c k e d
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

fr o m t h e gri n di n g t a p e usi n g t w e e z ers, gl u e d o nt o a c ust o m d esi g n e d pri nt e d cir c uit b o ar d

( P C B) a n d wir e b o n d e d. T h e b o n d wir es ar e fi n all y e n c a ps ul at e d i n a gl o p-t o p ( E P O- T E K

3 5 3 N D- T, P ol yt e c h P T G m b H, G er m a n y) f or el e ctri c al i ns ul ati o n.

4. 1. 2  S t r u c t u r al d e si g n a n d p r o b e l a y o u t

T h e sili c o n s h a n k c arri es 3 2 c o nt a ct sit es i n a h ori z o nt al, l a mi n ar arr a n g e m e nt. T h e c o nt a ct

sit es ar e l o c at e d at t h e b ott o m e d g e of t h e s h a n k. F urt h er m or e, t h e y ar e s e mi- cir c ul arl y

r el e as e d fr o m t h e b ul k t o f or m arr o w h e a d-li k e or s pi k y s h a p es ( S e e Fi g ur e 4. 2 / B f or s c h e m ati cs

a n d Fi g ur e 4. 3 / B- D f or S E M pi ct ur es).

Fi g u r e 4. 2: S c h e m ati cs of t h e e x p eri m e nt al d esi g n, as w ell as p a c k a gi n g a n d b o n di n g of s pi k y

pr o b e l a y o uts. P ositi o ni n g of t h e a n gl e d s h a n k b et w e e n i n vitr o pl at e a n d mi cr os c o p e o bj e cti v e ( A).

T hr e e di ff er e nt v ersi o ns of t h e d e vi c e w hi c h di ff er fr o m e a c h ot h er o nl y i n t h e i nt er- c o nt a ct dist a n c e

( B).

B e c a us e of t h es e s pi k y c o nt a ct sit es, t h e pr o b e h as t h e a bilit y t o p e n etr at e i nt o t h e

br ai n sli c e, di vi n g b e n e at h t h e s urf a c e d e a d- c ell l a y er. M or e o v er, its ti ps c a n e v e n a p pr o a c h

i n di vi d u all y t ar g et e d c ells if a pr e cis e i m a g e- g ui d a n c e is a p pli e d d uri n g i ns erti o n (f or d et ails,
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

pl e as e l at er s e e Fi g ur e 4. 7 / A- B i n S e cti o n 4. 1. 4).  T h e a n gl e d pr o b e all o ws us t o o bt ai n

c o m bi n e d o pti c al i nf or m ati o n a n d si m ult a n e o usl y m o nit or t h e m e as ur e d r e gi o n wit h a 2 P

l as er s c a n ni n g mi cr os c o p e s yst e m ( Fe mt o ni cs Lt d., B u d a p est, H u n g ar y), w hi c h h as a NI R

bri g ht- fi el d c a m er a m o d e a n d a t w o- p h ot o n fl u or es c e nt m o d e as w ell.

Fi g u r e 4. 3: O pti c al p h ot o gr a p h a n d s c a n ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y ( S E M) i m a g es of t h e s pi k y

pr o b e. Pi ct ur e of a f ull y ass e m bl e d d e vi c e s h o wi n g t h e m ai n pr o b e c o m p o n e nts fr o m ri g ht t o l eft:

a si n gl e sili c o n s h a n k ( gr e y a n d r e d), gl o p t o p pr ot e cti n g t h e b o n d wir e ( bl a c k), t h e pri nt e d cir c uit

b o ar d ( P C B, gr e e n) a n d t h e O m n eti cs ( w hit e) c o n n e ct or ( A). S E M pi ct ur e of t h e m e di u m-si z e d

s pi k y pr o b e v ersi o n ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 5 0 µ m) a n d r el at e d wiri n g. C- D: S E M cl os e- u p

vi e ws at t w o di ff er e nt ori e nt ati o ns. Pl e as e n ot e t h e arr o w h e a d-s h a p e, pr otr u di n g c o nt a ct sit es.

T hr e e di ff er e nt v ersi o ns of t h e s pi k y pr o b es w er e cr e at e d, w hi c h o nl y di ff er fr o m e a c h ot h er

i n t h e s p a ci n g of t h e 3 2 c o nt a ct sit es. T h e i nt er- c o nt a ct dist a n c es ( c e nt er-t o- c e nt er) of 2 5

µ m, 5 0 µ m a n d 1 0 0 µ m w er e r e ali z e d r es ulti n g i n t ot al s p a ns of 7 7 5 µ m, 1 5 5 0 µ m a n d 3 1 0 0

µ m, r es p e cti v el y (s e e Fi g ur e 4. 2 / B, t o p as w ell as T a bl e 3. 1 i n M et h o ds s e cti o n 3. 1. 3). T h e

s h ort est t y p e is m ost s uit a bl e f or hi g h- d e nsit y r e c or di n gs, w hil e t h e l o n g er t y p es c a n c o v er m or e

c orti c al l a y ers a n d t h us h a v e a wi d er s a m pli n g ar e a. T h e mi cr of a bri c at e d p art is gl u e d o nt o

a n d wir e- b o n d e d t o a ri gi d pri nt e d cir c uit b o ar d ( P C B) s p e ci fi c all y d esi g n e d f or t his p ur p os e.

It pr o vi d es i nt er c o n n e cti o n t o t h e e xt er n al i nstr u m e nt ati o n.
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

D et ail e d t ests f or t h e p erf or m a n c e a n d st a bilit y of c o nt a ct sit es ( pr es e nt e d i n t h e f oll o wi n g

s e cti o ns) w er e o bt ai n e d b y usi n g t h e hi g h- d e nsit y v ersi o n ( 2 5 µ m i nt er- c o nt a ct dist a n c es). T h e

d at as et of s p ati all y o v ers a m pl e d si n gl e u nits w er e c oll e ct e d wit h t h e s a m e s pi k y pr o b e v ersi o n.

T h e ot h er t w o v ersi o ns ( n a m el y t h e s pi k y pr o b es wit h 5 0 µ m a n d 1 0 0 µ m i nt er- c o nt a ct dis-

t a n c es) w er e b ot h t ot all y f u n cti o ni n g a n d w er e t est e d at l e ast o n c e. I i n cl u d e d t h eir i m p e d a n c e

r es ults b ut s u c h d et ail e d i n vit r o r e c or di n gs pr es e nt e d f or t h e hi g h- d e nsit y pr o b e ar e still t o b e

i n v esti g at e d, w hi c h g o b e y o n d t h e s c o p e of t h e c urr e nt t h esis w or k.

4. 1. 3  R e s ul t s of i m p e d a n c e m e a s u r e m e n t s

B ef or e i n vit r o e x p eri m e nts, el e ctr o c h e mi c al i m p e d a n c e s p e ctr os c o p y w as t est e d o n e a c h pr o b e

f or di a g n osti c p ur p os es. A b uilt-i n i m p e d a n c e c h e c ki n g pr ot o c ol w as us e d i m pl e m e nt e d b y

t h e I N T A N R H D 2 0 0 0 a c q uisiti o n s yst e m (I n T a n Te c h n ol o gi es, L os A n g el es, C A, U S A). T h e

i m p e d a n c e m a g nit u d es a n d p h as e a n gl es of all c o nt a ct sit es o n e a c h pr o b e w er e m e as ur e d, at

v ari o us fr e q u e n ci es r a n gi n g fr o m 2 0 H z u p t o 5 k H z. T h e i m p e d a n c e m e as ur e m e nt w as c arri e d

o ut i n p h ysi ol o gi c al s ali n e s ol uti o n a g ai nst a n A g / A g Cl r ef er e n c e el e ctr o d e. It is w ell k n o w n

t h at t h e i m p e d a n c e of a c o nt a ct sit e is i n v ers el y pr o p orti o n al t o its ar e a [ 1 2, 1 9]. Pl e as e n ot e

t h at t h e s pi k y pr o b es a n d h o c k e y-sti c k pr o b es h a v e di ff er e nt c o nt a ct sit es, a n d c o ns e q u e ntl y,

di ff er e nt r e c or di n g ar e as as w ell. W hil e t h e c o nt a ct sit e of t h e s pi k y pr o b e h as a n e q uil at er al

tri a n gl e-s h a p e ( wit h a b as e of a = 8 µ m a n d a n altit u d e of m a = 8 µ m), t h e h o c k e y-sti c k

pr o b e h as cir c ul ar c o nt a ct sit es wit h di a m et er of d = 1 5 µ m. I n t h e c as e of t h e hi g h- d e nsit y

s pi k y pr o b e ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 2 5 µ m), t h e el e ctr o d e ar e a (tri a n g ul ar) is 3 2 µ m 2 ,

f or t h e m e di u m v ersi o n ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 5 0 µ m) is a g ai n 3 2 µ m 2 , a n d f or t h e

bi g g est v ersi o n ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 1 0 0 µ m) is 5 0 µ m 2 . F or t h e h o c k e y-sti c k pr o b e

t h e di a m et er of c o nt a ct sit es ( cir c ul ar) is 1 5 µ m r es ulti n g a n ar e a of 1 7 6. 7 µ m 2 . C o nt a ct sit e

ar e a c a n b e c al c ul at e d as f oll o ws:

T t ri a n g ul a r =
a · m a

2
=

8 · 8

2
= 3 2 µ m 2 , ( 4. 1)

T ci r c ul a r =
d 2 · π

4
=

1 5 2 · π

4
= 1 7 6 .7 µ m 2 ( 4. 2)

D es pit e t h e n ot a bl e di ff er e n c e b et w e e n c o nt a ct sit e ar e as, c o nt a ct sit e di a m et ers ar e n ot si g-

ni fi c a ntl y di ff er fr o m e a c h ot h er a c c or di n g t o t h e lit er at ur e [ 4, 1 9]. A v er a gi n g e ff e ct of s p ati o-

t e m p or al si g n als b e c o m es pr o bl e m ati c o nl y if l ar g er di a m et ers ( d ≥ 5 0 µ m) ar e a p pli e d. A n ot h er

si m ul ati o n st u d y s u g g ests t h at c o nt a ct sit e di a m et ers s m all er t h a n 2 0 µ m r es ult i n r e alisti c a m-

plit u d es c o m p ar e d t o si m ul at e d p oi nt s o ur c es ( hi g hli g ht e d b y bl u e cir cl es i n Fi g ur e 4. 4). T h e

a v er a gi n g e ff e ct b e c o m es st e p- b y-st e p m or e s e v er e w h e n l ar g er di a m et ers ar e a p pli e d, i n a c c or-

d a n c e wit h pr e vi o us e x p eri m e nt al fi n di n gs [ 1 5 8]. B as e d o n t h es e lit er at ur e r es ults, I h y p ot h esis e

t h at m y c h os e n pr o b es m a y b e h a v e si mil arl y f or si g n al filt eri n g a n d t h us t h e y ar e c o m p ar a bl e

fr o m t h e p oi nt of vi e w of r e c or di n g p erf or m a n c e.
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

Fi g u r e 4. 4: Si m ul ati o n f or di ff er e nt c o nt a ct sit e di a m et ers a n d t h eir a v er a gi n g e ff e ct o n r e c or d e d

si g n al a m plit u d es [ 1 5 8].

Fi g ur e 4. 5 / A & B s h o w t h e i m p e d a n c e s p e ctr os c o p y of t h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e ( wit h

i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 2 5 µ m), ali as t h e m e a n i m p e d a n c e m a g nit u d es wit h c orr es p o n di n g

st a n d ar d d e vi ati o n, at v ar yi n g fr e q u e n c y l e v els ( b ef or e t h e first i n vitr o e x p eri m e nt). Pl e as e

n ot e t h at t h e i m p e d a n c e m a g nit u d es w er e m o n ot o ni c all y d e cr e asi n g fr o m 2 0 H z u p t o 5 k H z

wit h a s m all st a n d ar d d e vi ati o n b et w e e n c o nt a ct sit es. I hi g hli g ht t h e p arti c ul ar fr e q u e n c y of 1

k H z, w h er e t his hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e s h o w e d a v er a g e i m p e d a n c e m a g nit u d e of 1. 2 7 ± 0. 1

M Ω a cr oss all c o nt a ct sit es wit h a n a v er a g e p h as e a n gl e of - 7 0 ± 5 ◦ . T h e p h as e a n gl es v ari e d

m u c h l ess u p t o 2 k H z r a n g es f or a gi v e n c o nt a ct sit e, a n d t h e y als o v ari e d mi ni m all y b et w e e n

sit es ( Fi g ur e 4. 5 / B). F urt h er m or e, t w o f a ult y c o nt a ct sit es ( 6. 2 5 % o ut of 3 2 c o nt a ct sit es) wit h

i m p e d a n c e m a g nit u d es hi g h er t h a n 3 M Ω at 1 k H z w er e f o u n d o n t his p arti c ul ar pr o b e, t h e y

c o nsi d er e d as o p e n cir c uits a n d t h us w er e e x cl u d e d fr o m f urt h er a n al ysis.

I h a v e t est e d t h e t w o l o n g er s pi k y pr o b e v ersi o ns as w ell, e v e n if I di d n ot p erf or m m or e

r e c or di n gs usi n g t h e m i n t his st u d y. I s h ortl y r e p ort t h e i m p e d a n c e r es ults at 1 k H z, w h er e

t h e a v er a g e i m p e d a n c e m a g nit u d es o n t h e m e di u m s pi k y pr o b e ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of

5 0 µ m) w er e c o m p ar a bl e wit h t h e hi g h- d e nsit y v ersi o n (si n c e t h e y h a v e e q u al si z e d el e ctr o d e

ar e as), n a m el y 1. 2 7 ± 0. 3 M Ω, wit h a v er a g e d p h as e a n gl e of - 6 0 ± 4 ◦ , a n d t w o f a ult y c o nt a ct

sit es w er e f o u n d ( o p e n cir c uits, 6. 2 5 % o ut of 3 2 c o nt a ct sit es). L astl y, f or t h e l o n g est pr o b e

( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 1 0 0 µ m) t h e a v er a g e i m p e d a n c e m a g nit u d e w as 6 0 0 ± 2 0 k Ω,

wit h a v er a g e p h as e a n gl e of - 5 6 ± 5 ◦ , w hi c h w er e si mil ar t o t h e s urf a c e-t y p e h o c k e y-sti c k pr o b e

( m a g nit u d es of 6 1 6 ± 1 6 0 k Ω a n d p h as e a n gl es of - 5 6 ± 7 ◦ ). O n t h e l o n g est s pi k y pr o b e I f o u n d

o nl y o n e f a ult y sit e (s h ort c ut, 3. 1 2 5 % o ut of 3 2 c o nt a ct sit es). T h e r ati o of f a ult y c o nt a ct

sit es r e m ai n e d w ell b el o w 1 0 % f or all t hr e e s pi k y pr o b es. L et us s u p p os e t h at t h es e f a ult y
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

Fi g u r e 4. 5: R es ults f or i m p e d a n c e s p e ctr os c o p y.  M e a n i m p e d a n c e m a g nit u d es ( A) a n d p h as e

a n gl es ( B) wit h c orr es p o n di n g st a n d ar d d e vi ati o ns at di ff er e nt fr e q u e n ci es r a n gi n g fr o m 2 0 H z t o 5

k H z. Pl e as e n ot e t h e m o n ot o ni c all y d e cr e asi n g m a g nit u d es a n d p h as e a n gl e v al u es a n d t h e s m all

st a n d ar d d e vi ati o ns a cr oss c h a n n els.

c o nt a ct sit es a p p e ar e d d u e t o t h e s ol d eri n g of O m n eti cs c o n n e ct ors t o t h e P C B, w hi c h c a n b e

f urt h er i m pr o v e d i n f ut ur e w or k. N o n et h el ess, t h e e x cl usi o n of f a ult y sit es di d n ot si g ni fi c a ntl y

c o m pr o mis e t h e q u alit y of r e c or di n gs b e c a us e of t h e d e ns e s p ati al s a m pli n g c a p a bilit y. I als o

Fi g u r e 4. 6: St a bilit y a n d r e- us a bilit y of s pi k y c o nt a ct sit es. I m p e d a n c e m a g nit u d es ( A) of all c o n-

t a ct sit es ( at 1 k H z) b ef or e t h e first e x p eri m e nt ( gr e e n) a n d aft er s e v e n e x p eri m e nts ( 1 7 i ns erti o ns),

i n t ot al (r e d). P h as e a n gl es ( B) of all c o nt a ct sit es ( at 1 k H z) r e m ai n e d pr a cti c all y i d e nti c al aft er

t h e e xt e nsi v e us a g e.

w a nt e d t o t est t h e r o b ust n ess a n d r e- us a bilit y of s pi k y c o nt a ct sit es. I m p e d a n c e c h a n g es of

t h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e ( wit h t h e i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 2 5 µ m) w er e i n v esti g at e d

aft er a n e xt e nsi v e us a g e ( 7 e x p eri m e nts wit h 1 7 s e p ar at e i ns erti o ns, i n t ot al) b y r e p e ati n g

t h e i m p e d a n c e t est aft er t h e l ast e x p eri m e nt. At t his ti m e, I c o m p ar e d t h e m a g nit u d es a n d

p h as es o nl y at 1 k H z, si n c e t his fr e q u e n c y is wi d el y us e d as a st a n d ar d. Ot h er e x p eri m e nt al

c o n diti o ns r e m ai n e d u n c h a n g e d.  O n Fi g ur e 4. 6 / A & B I s h o w t h e i m p e d a n c e m a g nit u d e

a n d p h as e c h a n g es m e as ur e d at 1 k H z b ef or e a n d aft er t h e e xt e nsi v e us a g e.  T h e a v er a g e
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p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

i m p e d a n c e m a g nit u d e of all c o nt a ct sit es w as 1. 2 7 ± 0. 1 M Ω b ef or e t h e first e x p eri m e nt a n d

w as sli g htl y i n cr e as e d aft er t h e l ast e x p eri m e nt t o 1. 5 ± 0. 1 M Ω. H o w e v er, s u c h mi n or c h a n g es

ar e still a c c e pt a bl e i n t h e lit er at ur e ( e. g. N e ur o N e x us pr o b es h a v e i m p e d a n c e m a g nit u d e v al u es

t y pi c all y b et w e e n 1- 2 M Ω w h e n c o m p ar a bl e el e ctr o d e si z es ar e us e d [ 7 8]). T h e i m p e d a n c e p h as e

a n gl es di d n ot c h a n g e si g ni fi c a ntl y a cr oss t his ti m e p eri o d, st arti n g wit h a n i niti al a v er a g e p h as e

a n gl e of - 7 0 ± 5 ◦ w hi c h r e m ai n e d at ar o u n d - 6 9 ± 5 ◦ aft er e xt e nsi v e t esti n g. H o w e v er, t his

f e asi bilit y-t est f or t h e r o b ust n ess of t his p arti c ul ar s pi k y pr o b e d o es n ot g u ar a nt e e u ni v ers al

r e- us a bilit y. I h a v e t o a d mit t h at m a n y ot h er f a ct ors (s u c h as air h u mi dit y or di ff er e nt st or a g e

t y p es) c a n f urt h er i n fl u e n c e l o n g-t er m i m p e d a n c e c h a n g es a n d t h es e a d diti o n al p ar a m et ers

w er e n ot i n v esti g at e d i n m y t est.

4. 1. 4 I n vit r o r e c o r di n g c h a r a c t e ri s ti c s: a s y s t e m a ti c c o m p a ri s o n a g ai n s t a

c o m m e r ci all y a v ail a bl e s u rf a c e d e si g n

T o v ali d at e t h e el e ctr o p h ysi ol o gi c al p erf or m a n c e of t h e s pi k y pr o b es, I h a v e p erf or m e d E C

r e c or di n gs i n t h e hi p p o c a m p us a n d n e o c ort e x r e gi o ns of h ori z o nt al br ai n sli c es fr o m Wist ar

r ats. I s h o w a t y pi c al e x p eri m e nt al arr a n g e m e nt o n Fi g ur e 4. 7 / A. T h a n ks t o t h e o pti m al s h a n k

c ur v at ur e a n d c ar ef ull y c h os e n p e n etr ati o n a n gl es, t h e pr o b e e asil y fits i nt o t h e n arr o w g a p

b et w e e n t h e p erf usi o n c h a m b er a n d t h e w at er-i m m ersi o n o bj e cti v e of t h e 2 P l as er s c a n ni n g

mi cr os c o p y s yst e m ( Fi g ur e 4. 7 / A & B). B y usi n g t h e NI R c a m er a- m o d e of t h e mi cr os c o p e,

pr e cis e i m a g e- g ui d e d p ositi o ni n g of t h e pr o b e is a c hi e v a bl e.

Fi g u r e 4. 7: I ns erti o n of t h e s pi k y pr o b e. A: P h ot o gr a p h of t h e e x p eri m e nt al s et- u p. N u m b ers

r e pr es e nt t h e f oll o wi n g p arts: P C B ( 1), sili c o n s h a n k ( 2), w at er i m m ersi o n o bj e cti v e ( 3), d u al-

p erf usi o n c h a m b er ( 4), hi p p o c a m p al sli c e a n d t h e h ol d er gri d ( 5), o utl et of t h e a C S F ( 6). ( Pl e as e

s e e Fi g ur e 3. 6 i n M et h o ds s e cti o n 3. 3. 2 f or d et ails.) B: E x a m pl e f or vis u ali zi n g of t h e hi g h- d e nsit y

s pi k y pr o b e ( wit h 2 5 µ m i nt er- c o nt a ct dist a n c e) i n 2 P i m a gi n g ( T h y 1- G C a M P tr a ns g e ni c m o us e

n e o c ort e x).
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

W hil e i ns erti n g t h e s pi k y pr o b e, it is i m p ort a nt t o c h e c k w h et h er t h e pr otr u di n g c o nt a ct

sit es ar e h ori z o nt all y pl a c e d b ef or e a p pr o a c hi n g t h e s urf a c e of t h e br ai n sli c e. T h e o pti m al

i ns erti o n a n gl e is 2 2◦ r es p e ct t o t h e m ai n a xis of t h e m ai n s h a n k. Tilti n g c a n b e e asil y c h e c k e d

b ef or e p e n etr ati o n u n d er t h e w at er i m m ers e d o bj e cti v e b y f o c usi n g o nt o t h e pr otr u di n g c o nt a ct

sit es. If t h e h ori z o nt al arr a n g e m e nt is a c hi e v e d, t h e pr o b e c a n b e l o w er e d a n d its s pi k y c o nt a ct

sit es c a n b e i ns ert e d i nt o t h e br ai n sli c e wit h o ut a n y f urt h er ris k f or fr a ct ur e. If t h e h ori z o nt al

arr a n g e m e nt is n ot a c hi e v e d, t h e tilt e d pr o b e s h o ul d b e r etr a ct e d a n d r e p ositi o n e d. As wit h

a n y t y p e of i ns ert e d d e vi c e, it is n ot r e c o m m e n d e d t o m o v e i n x- y dir e cti o n o n c e t h e pr o b e w as

i ns ert e d i nt o t h e sli c e. I h a v e n ot e x p eri e n c e d a n y fr a ct ur e o n t h e s pi k y pr o b e w hil e us e d as

d es cri b e d a b o v e. I a p pr o a c h e d c ells l o c at e d i n C A 1 a n d s u bi c ul u m r e gi o ns of t h e hi p p o c a m p us,

as w ell as l a y er 2 / 3 c ells i n t h e n e o c ort e x. T h es e d e e p er c ells ar e l o c at e d 5 0- 8 0 µ m b e n e at h t h e

br ai n sli c e s urf a c e, w h er e – a c c or di n g t o t h e lit er at ur e – t h e y m ai nl y pr es er v e d p h ysi ol o gi c al

c o n diti o ns [ 1 7, 1 8].

As wit h a n y i n vit r o r e c or di n gs, n e ur o n al a cti viti es d e p e n ds o n n u m er o us f a ct ors, n a m el y

o x y g e n ati o n, p erf usi o n r at e of t h e a C S F, c h a m b er t e m p er at ur e, br ai n sli c e q u alit y, or t h e n u m-

b er of n e ar b y a cti v e n e ur o ns, w hi c h hi g hl y d e p e n ds o n t h e l o c ati o n [ 1 7]. I n m y e x p eri e n c e, e v er y

si n gl e i ns erti o n yi el d e d S U As a n d M U As at hi g h er fr e q u e n ci es ( b et w e e n 0. 5 k H z – 5 k H z) as w ell

as l o w-fr e q u e n c y L F P p h e n o m e n a (fr o m 0. 5 H z u p t o 1 0 0 H z) wit h a s u ffi ci e ntl y s m all a m o u nt

of b a c k gr o u n d n ois e. Fi g ur e 4. 7 a n d 4. 8 s h o ws t h e t w o t y pi c al w or ki n g m o d es of t h e mi cr os c o p e

s yst e m, t h e fl u or es c e nt 2 P i m a gi n g m o d e ( Fi g ur e 4. 7 / B), a n d t h e b asi c c a m er a m o d e ( Fi g ur e

4. 8 / B). W hil e t h e pr otr u di n g c o nt a ct sit es ar e cl e arl y visi bl e i n t h e c a m er a m o d e, t h e y ar e

m u c h l ess disti n g uis h a bl e fr o m t h e d ar k sil h o u ett e of t h e m ai n s h a n k i n t h e 2 P m o d e. It s h o ul d

b e n ot e d t h at p h ot o gr a p hs a n d E C r e c or di n gs w er e n ot t a k e n fr o m t h e s a m e i ns erti o n. Fi g-

ur e 4. 8 / B s h o ws e x a m pl es of hi p p o c a m p al S W R a cti vit y ( gr a y r e ct a n gl es) r e c or d e d b y t w el v e

a dj a c e nt c o nt a ct sit es of t h e s pi k y pr o b e. H er e, t h e wi d e b a n d si g n al w as b a n d- p ass filt er e d

f or e xtr a cti n g t h e l o w fr e q u e n ci es ( b et w e e n 0. 5 H z – 4 0 H z). O n Fi g ur e 4. 8 / C, r e pr es e nt ati v e

5-s e c o n d-l o n g u nit a cti vit y a c q uir e d b y fift e e n a dj a c e nt c o nt a ct sit es. T o e n h a n c e t h e visi bilit y

of s pi k es, t h e r e c or d e d wi d e b a n d d at a w as b a n d- p ass filt er e d f o c usi n g o n t h e hi g h er fr e q u e n ci es

( b et w e e n 0. 5 k H z – 5 k H z).

Aft er v ali d ati n g t h e c a p a bilit y of si g n al a c q uisiti o n, q u a ntit ati v e c o m p aris o n w as m a d e

a g ai nst t h e h o c k e y-sti c k pr o b e ( w hi c h is b asi c all y a si mil ar i n vit r o, l a mi n ar, b ut a s urf a c e-

t y p e pr o b e, i ntr o d u c e d e arli er i n M et h o ds s e cti o n 3. 1. 1) t o pr o v e t h e e x p e ct e d a d v a nt a g es of

t h e p e n etr ati n g c o nt a ct sit es o v er a s urf a c e d esi g n. N e ur al yi el ds ( S U A c o u nts p er r e c or di n g),

a v er a g e a n d m a xi m al s pi k e a m plit u d es, as w ell as n ois e l e v els w er e c o m p ar e d f or b ot h t y p es of

pr o b es. Firstl y, I i n v esti g at e d di ff er e n c es i n t h e n ois e l e v els b y esti m ati n g t h e r o ot m e a n s q u ar e

( R M S) n ois e l e v el i n a C S F. I n c as e of t h e s pi k y pr o b e, t h e R M S n ois e w as 9. 7 1 ± 2. 1 2 µ V r m s

( 0. 1 – 7 5 0 0 H z; a v er a g e ± st a n d ar d d e vi ati o n) m e as ur e d o n 3 2 c o nt a ct sit es of t h e hi g h- d e nsit y

pr o b e ( wit h 2 5 µ m i nt er- c o nt a ct dist a n c e). W hil e f or t h e s urf a c e pr o b e a n a v er a g e of 6. 8 8 ± 0. 5 8

µ V r m s w as m e as ur e d ( 0. 1 – 7 5 0 0 H z) o n 2 4 c o nt a ct sit es ( wit h 5 0 µ m i nt er- c o nt a ct dist a n c e).
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

Fi g u r e 4. 8: I n vitr o r e c or di n g c h ar a ct eristi cs of t h e s pi k y pr o b e. Hi p p o c a m p al L F P wit h pr o mi n e nt

S W R a cti vit y ( gr a y r e ct a n gl es) s h o w n o n t w el v e c h a n n els fr o m Wist ar r at C A 1 r e gi o n ( A). T h e

wi d e b a n d si g n al w as filt er e d ( 0. 5 – 4 0 H z b a n d p ass) t o e xtr a ct t h e l o c al fi el d p ot e nti al ( L F P).

E x a m pl e f or vis u ali zi n g t h e s pi k y pr o b e i n bri g ht- fi el d c a m er a m o d e i n t h e n e o c ort e x ( B). P h ot os

a n d E C r e c or di n gs w er e t a k e n fr o m di ff er e nt r e c or di n g s essi o ns. R e pr es e nt ati v e 5-s e c o n d-l o n g S U A

r e c or di n g a c q uir e d b y fift e e n a dj a c e nt c o nt a ct sit es of t h e pr o b e ( C). T o e n h a n c e t h e visi bilit y

of s pi k es, t h e r e c or d e d wi d e b a n d d at a w as b a n d p ass filt er e d b et w e e n 5 0 0 a n d 5 0 0 0 H z. C ol or e d

d as h e d r e ct a n gl es l o c at e d o n t h e tr a c es m ar k a si n gl e s pi k e of t hr e e s a m pl e si n gl e u nits. M e a n s pi k e

w a v ef or ms a n d a ut o c orr el o gr a ms ( bi n si z e, 1 ms) c orr es p o n di n g t o t h es e S U As ar e s h o w n o n t h e

ri g ht.

T h e i n p ut-r ef err e d n ois e of t h e a m pli fi er w as 2. 4 µ V r m s . I n t h e s pi k e b a n d ( 5 0 0 – 5 0 0 0 H z),

t h er e w as o nl y a s m all di ff er e n c e i n t h e R M S n ois e l e v el b et w e e n t h e t w o pr o b es, n a m el y 4. 6 3

± 0. 5 1 µ V r m s f or t h e s pi k y pr o b e v ers us 3. 9 3 ± 0. 4 2 µ V r m s f or t h e h o c k e y-sti c k pr o b e. Pl a ci n g

t h e pr o b es o n a br ai n sli c e el e v at e d t h e m e as ur e d n ois e l e v el b y 1 0 - 2 0 %.

Fi g ur e 4. 9 s h o ws t h e distri b uti o n of t h e n u m b er of w ell-s e p ar at e d S U A cl ust ers ( Fi g ur e

4. 9 / A) a n d t h e distri b uti o n of t h e p e a k-t o- p e a k a m plit u d e of t h es e w a v ef or ms ( Fi g ur e 4. 9 / B)

f or b ot h pr o b es.  T h e t ot al n u m b er of w ell-s e p ar at e d n e ur o ns w as 3 2 f or t h e h o c k e y-sti c k
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Fi g u r e 4. 9: Q u a ntit ati v e c o m p aris o n of r e c or di n g p erf or m a n c es. B o x pl ots s h o wi n g t h e distri b uti o n

of t h e n u m b er of w ell-s e p ar at e d S U A cl ust ers ( A) a n d t h e distri b uti o n of t h e p e a k-t o- p e a k a m plit u d e

of s pi k e w a v ef or ms ( B) f or t h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e a n d t h e h o c k e y-sti c k s urf a c e pr o b e (t ot al

n u m b er of w ell-s e p ar at e d S U A f or e a c h pr o b e t y p e: s urf a c e pr o b e, n = 3 2; s pi k y pr o b e, n = 1 1 2).

O n t h e b o x pl ots, t h e mi d dl e li n e i n di c at es t h e m e di a n, w hil e t h e b o x es c orr es p o n d t o t h e 2 5 t h a n d

7 5 t h p er c e ntil e.  W his k ers m ar k t h e mi ni m u m a n d m a xi m u m v al u es. T h e a v er a g e is d e pi ct e d wit h

a bl u e d ot. Bl a c k d ots c orr es p o n d t o i n di vi d u al m e as ur e m e nts. D at a o n p a n el ( B) ar e pl ott e d o n a

l o g arit h mi c s c al e. * * p = 0 .0 0 7 8; * * * p = 0 .0 0 0 0 0 4 9; Wel c h’ s t- t e s t

pr o b e a n d 1 1 2 f or t h e s pi k y pr o b e. Si n c e I h a d a n u n e q u al n u m b er of r e c or di n gs fr o m t h e

t w o pr o b es ( 1 7 p ositi o ns f or s pi k y pr o b e, 9 p ositi o ns f or h o c k e y-sti c k pr o b e), I c al c ul at e d

t h e m or e s o p histi c at e d ’ u nit yi el d s p e r p o siti o n ’ r ati o.  O n t h e b o x pl ots, t h e mi d dl e li n e

i n di c at es t h e m e di a n, w hil e t h e b o x es c orr es p o n d t o t h e 2 5t h a n d 7 5t h p er c e ntil e.  W his k ers

m ar k t h e mi ni m u m a n d m a xi m u m v al u es.  T h e a v er a g e is d e pi ct e d wit h bl u e d ots.  T h e

a v er a g e yi el d w as 6. 6 f or s pi k y pr o b e a n d 3. 6 f or t h e s urf a c e pr o b e.  T h e a v er a g e si g n al

a m plit u d e w as 1 3 9. 2 ± 9 6. 4 µ V i n t h e c as e of s pi k y pr o b e a n d 8 9. 0 8 ± 3 0. 2 µ V f or t h e

h o c k e y-sti c k pr o b e. W hil e t h e m a xi m al si g n al a m plit u d e w as o nl y 1 6 2. 3 2 µ V f or t h e h o c k e y-

sti c k pr o b e, t h e s pi k y pr o b e h a d 5 7 6. 7 9 µ V. It is als o cl e arl y visi bl e t h at s e v er al e xtr e m e

bi g S U As of s pi k y pr o b es e x c e e d e d t h e m a xi m al v al u e of t h e h o c k e y-sti c k pr o b e. L ar g er

a v er a g e s pi k e a m plit u d es m a y c orr es p o n d t o cl os er c ells, si n c e it w as alr e a d y dis c uss e d

t h at si n gl e u nit E A Ps ar e d e cr e as e d a n d fl att e n e d o v er dist a n c e [ 2, 6, 1 9, 5 8].  F or b ot h

c o m p ar e d p ar a m et ers, i. e. u nit yi el d a n d a m plit u d e, t h e s pi k y pr o b e h a d si g ni fi c a ntl y b ett er

r es ults ( * * p = 0. 0 0 7 8; * * * p = 0. 0 0 0 0 0 4 9; Wel c h’s t-t est), w ell o ut p erf or mi n g t h e s urf a c e pr o b e.

It is i m p ort a nt t o n ot e t h at t h e n u m b er of c o nt a ct sit es is n ot t h e s a m e f or t h e t w o pr o b e

t y p es. T his u n b al a n c e d di ff er e n c e c o ul d l e a d us t o bi as e d c o n cl usi o ns r e g ar di n g t h eir el e ctr o-

p h ysi ol o gi c al p erf or m a n c e. T h us I als o n or m ali z e d t h e r es ults b y r e p e ati n g t h e s a m e a n al ysis b y

c o nsi d eri n g o nl y t h e first 2 4 c o nt a ct sit es of t h e s pi k y pr o b e. F or t h e e x cl usi o n, I h a v e c h os e n
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t h e l ast 8 c o nt a ct sit es of t h e s pi k y pr o b e, si n c e t h e fr o nt al p art of t h e pr o b e w as p ositi o n e d a n d

fitt e d t o p yr a mi d al l a y ers d uri n g i ns erti o n. Si n c e b ot h pr o b es ar e l a mi n ar, t h e y b e c a m e e v e n

m or e c o m p ar a bl e b y a p pl yi n g t his c o nstr ai nt. I n a d diti o n, t h e us e d s pi k y pr o b e v ersi o n h as a n

i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 2 5 µ m, w hil e t h e h o c k e y-sti c k pr o b e h as 5 0 µ m, t h us t h e l att er o n e

s a m pl e d t wi c e as l o n g ar e a t h a n t h e f or m er o n e. T h es e r es ults r e m ai n e d still si g ni fi c a nt b ot h

f or si n gl e u nit yi el ds a n d f or s pi k e a m plit u d es (∗ p = 0. 0 4 4; ∗ ∗ ∗ p = 0. 0 0 0 0 1 9; Wel c h’s t-t est).

I n t his c o nstr ai n e d c as e, t ot al si n gl e u nit yi el d w as 3 2 f or t h e s urf a c e pr o b e a n d 9 7 f or t h e

s pi k y pr o b e. A v er a g e d si n gl e u nit yi el d w as 3. 5 6 ± 1. 9 4 o n t h e h o c k e y-sti c k pr o b e r es ulti n g i n

a n or m ali z e d v al u e of 0. 1 4 8 ± 0. 0 8 1 u nits p er c o nt a ct sit e. F or t h e s pi k y pr o b e, a v er a g e d si n gl e

u nit yi el d w as 5. 7 1 ± 3. 2 r es ulti n g i n a n or m ali z e d v al u e of 0. 2 3 8 ± 0. 1 3 3 u nits p er c o nt a ct

sit e. A v er a g e d s pi k e a m plit u d es w er e 8 9. 0 8 ± 3 0. 2 1 µ V f or t h e s urf a c e pr o b es a n d 1 3 8. 5 9 ±

9 6. 3 8 µ V f or t h e s pi k y pr o b es. Pl e as e n ot e t h at d es pit e all t h e n u m er o us a p p ar e nt b e n e fits of

t h e h o c k e y-sti c k s urf a c e pr o b e s u c h as bi g g er i nt er- c o nt a ct dist a n c es, s m all er i m p e d a n c es a n d

bi g g er c o nt a ct sit e ar e as ( ali as bi g g er c h a n c e t o ” b ei n g at t h e ri g ht s p ot ”), t h e s pi k y pr o b es

( wit h s m all er c o nt a ct sit es, bi g g er i m p e d a n c es a n d s m all er i nt er- c o nt a ct dist a n c es) i m pr o v e d

t h e q u alit y of r e c or di n g si g ni fi c a ntl y.

As t h e i m p e d a n c e v al u es, t o g et h er wit h si n gl e u nit yi el d a n d s pi k e a m plit u d es r e m ai n e d c o m-

p ar a bl e aft er 1 7 i ns erti o ns, I s u p p os e t h at t h es e s pi k y pr o b es c a n b e us e d r e p etiti v el y f or m or e

t h a n 2 5- 3 0 ti m es, i n ot h er w or ds m or e t h a n 1 0 0 h o urs of r e c or di n g m a y b e a c hi e v a bl e wit h t h e

d e vi c e. H o w e v er, a t h or o u g h m o nit ori n g of t h e q u alit y of c o nt a ct sit es is m a n d at or y w h e n a

p arti c ul ar pr o b e is r e- us e d. L astl y, a n i m m e di at e w as hi n g or cl e a ni n g pr o c e d ur e is i m p ort a nt

aft er e v er y e x p eri m e nt al d a y f or m ai nt ai ni n g t h eir l o n g-t er m st a bilit y (s e e M et h o ds s e cti o n 3. 3. 2

f or r el at e d d et ails).

4. 1. 5    W a v ef o r m a n al y si s of e x t r a c ell ul a r a c ti o n p o t e n ti al s r e c o r d e d wi t h hi g h

s p a ti al r e s ol u ti o n

I r e p ort all S U A d at a o bt ai n e d usi n g t h e s pi k y pr o b e i n Fi g ur e 4. 1 0 / B. I us e d a hi er ar c hi c al

cl ust eri n g f or s e p ar ati n g t h e r e c or d e d E A Ps i nt o p ut ati v e c ell t y p es b as e d o n t h eir t hr o u g h-

t o- p e a k ti m es. B as e d o n t h e cl ust eri n g r es ults, s pi k e w a v ef or ms h a vi n g a tr o u g h-t o- p e a k ti m e

b el o w 0. 8 ms w er e cl assi fi e d as p ut ati v e i nt er n e ur o ns ( n arr o w s pi k es), w hil e r e m ai ni n g cl ust ers

w er e c o nsi d er e d as p ut ati v e pri n ci p al c ells ( wi d e s pi k es). I n a d diti o n, t w o r e pr es e nt ati v e d at a

( Fi g ur e 4. 1 0 / A & C) ill ustr at e h o w t h e cl os e- p a c k e d c o nt a ct sit es of t h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e

( wit h 2 5 µ m i nt er- c o nt a ct dist a n c es) c a n s p ati o-t e m p or all y o v ers a m pl e a si n gl e u nit E A P. T h es e

d at a als o d es cri b e h o w t h e w a v ef or m of t h e E A P c a n v ar y o v er dist a n c e, a cr oss s e v er al a dj a c e nt

c o nt a ct sit es. I s h o w t h e a v er a g e E A P w a v ef or ms a n d t h e c orr es p o n di n g a ut o c orr el o gr a ms of

t w o di ff er e nt si n gl e u nits r e c or d e d wit h t h e s a m e pr o b e at t h e e x p eri m e nt. A ut o c orr el o gr a ms

( Fi g ur es 4. 1 0 / D & E) w er e pl ott e d i n 1 0 0 ms d ur ati o n a n d di vi d e d i nt o 5 ms bi ns. T h e s h ar p est

si g n als ( w h er e t h e w a v ef or m h as t h e s h ort est t e m p or al e xt e nt) w er e d et e ct e d at C h a n n el # 8

( Fi g ur e 4. 1 0 / A) a n d C h a n n el # 1 2 ( Fi g ur e 4. 1 0 / C). T h e s pi k e c o u nts o v er a r e c or di n g d ur ati o n
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

of 3 mi n ut es w er e # 3 1 2 a n d # 1 5 8, r es p e cti v el y. B as e d o n t h e w or k of B art h ó et al. ( 2 0 0 4) a n d

Csi cs v á ri et al. ( 1 9 9 9, 2 0 0 3), t h e tr o u g h-t o- p e a k ti m e ( or t h e h alf- wi dt h) of s pi k es its elf m a y

b e e n o u g h f or s e p ar ati n g t w o p ut ati v e c ell t y p e gr o u ps fr o m t h e r e c or d e d S U As [ 6 5, 6 6, 8 3], as

it is s h o w n i n Fi g ur e 4. 1 0 / B.

Fi g u r e 4. 1 0: Cl ust eri n g r es ults of p ut ati v e c ell t y p es b as e d o n t h eir r e c or d e d e xtr a c ell ul ar w a v e-

f or ms. A v er a g e d E C tr a c es of a p ut ati v e i nt er n e ur o n (s h o w n i n bl u e) wit h c orr es p o n di n g a ut o c or-

r el o gr a m ( A a n d D). Bi m o d al distri b uti o n of tr o u g h-t o- p e a k ti m es of r e c or d e d S U A w a v ef or ms ( B).

Hi er ar c hi c al cl ust eri n g w as us e d t o s e p ar at e u nits (s h o w n i n bl a c k d as h e d li n e) eit h er as n arr o w

s pi ki n g ( bl u e) or as wi d e s pi ki n g (r e d) S U As. Ast eris ks r e pr es e nt tr o u g h-t o- p e a k ti m es of t h e t w o

s el e ct e d u nits. A v er a g e d E C tr a c es of a p ut ati v e p yr a mi d al c ell (s h o w n i n r e d) wit h c orr es p o n di n g

a ut o c orr el o gr a m ( C a n d E). Ast eris ks n e xt t o t h e s pi k e w a v ef or ms r e pr es e nt t h e s h ar p est si g n als

( p ossi bl y t h e cl os est c o nt a ct sit es t o t h e s o m a). Pl e as e n ot e t h e di ff er e nt pr o p a g ati o n l e n gt hs a n d

di ff er e nt s pi ki n g b e h a vi o ur of t h e t w o p ut ati v e c ell t y p es.

H er e I i n v esti g at e d a d diti o n al p ar a m et ers i n t h e c as e of t w o s el e ct e d si n gl e u nits, n a m el y

tr o u g h-t o- p e a k ti m e, pr es e n c e of t h e i niti al c a p a citi v e p e a k, f e at ur es i n t h e a ut o c orr el o gr a m

a n d s p ati al s pr e a d. T h e s e c o n d si n gl e u nit (s h o w n i n r e d) h a d a tr o u g h-t o- p e a k ti m e of 1. 2 ms

at t h e s h ar p est c h a n n el, 4 ti m es l o n g er c o m p ar e d t o 0. 3 ms of t h e first u nit (s h o w n i n bl u e).

M or e o v er, I h a v e f o u n d t h at t h e i niti al p ositi v e p e a k o n t h e s e c o n d u nit (r e d) w as pr es e nt

o n n u m er o us c o ntri b uti n g c h a n n els w hil e t h e first u nit ( bl u e) e x hi bit e d t h e i niti al p ositi v e

p e a k visi bl y o nl y at t h e s h ar p est c h a n n el. I n v esti g ati n g t h e a ut o c orr el o gr a ms, t h e first u nit

( bl u e) s h o w e d distri b ut e d firi n g p att er ns r es ulti n g i n a s m o ot h d e c a y i n t h e hist o gr a m ( Fi g ur e

4. 1 0 / D). I n c o ntr ast, t h e s e c o n d u nit (r e d) s h o w e d f ast a n d r e g ul ar-s pi ki n g b e h a vi o ur, r es ulti n g
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4. 1 I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e n t a n d t e s ti n g of a n o v el, m ul ti- c h a n n el s pi k y
p r o b e f o r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

i n a n arr o w-r a n g e a n d s h ar p p e a k o n t h e a ut o c orr el o gr a m cl os e t o t h e mi d dl e r efr a ct or y p eri o d

( Fi g ur e 4. 1 0 / E). T h e i niti al st e e p n ess w as hi g h er f or t h e s e c o n d u nit (r e d) r e pr es e nt e d b y t h e

i m m e di at e p e a k aft er t h e r efr a ct or y p eri o d, u nli k e t h e first u nit ( bl u e), w h er e t h e i niti al p e a k

w as b uilt fr o m i nt er m e di at e st e ps. R ef erri n g t o B art h ó et al. 2 0 0 4 a n d Csi cs v ari et al. 1 9 9 9, I

cl ust er e d t h e first si n gl e u nit ( bl u e) t o a p ut ati v e i nt er n e ur o n a n d t h e s e c o n d si n gl e u nit (r e d) t o

a p ut ati v e p yr a mi d al c ell [ 6 5, 6 6]. L astl y, pl e as e als o n ot e t h e di ff er e nt s p ati al pr o p a g ati o n of t h e

E A P a cr oss c h a n n els. I n t h e c as e of p ut ati v e p yr a mi d al c ell, t h e si g n al pr o p a g ati o n w as r at h er

bi- dir e cti o n al a n d als o l o n g er c o m p ar e d t o t h e p ut ati v e i nt er n e ur o n. T h e E A P pr o p a g ati o n

of t h e p ut ati v e i nt er n e ur o n w as l ess si g ni fi c a nt a n d al m ost u ni dir e cti o n al. I nt er esti n gl y, t h e

m or e l o c alis e d p ut ati v e i nt er n e ur o n s h o w e d hi g h er p e a k-t o- p e a k a m plit u d e of 1 6 2 µ V w hil e

t h e p ut ati v e p yr a mi d al c ell o nl y r e a c h e d 7 2 µ V. S u c h di ff er e n c es c a n h o w e v er b e als o e m er g e d

fr o m t h e v ari a bl e E u cli d e a n dist a n c es a n d ori e nt ati o n of t h e c ells c o m p ar e d t o t h e a xis of t h e

l a mi n ar pr o b e [ 5 8]. T h e d et er mi n ati o n of t h es e p ar a m et ers r e m ai ns t o b e i n v esti g at e d i n f urt h er

e x p eri m e nts s u c h as o n e pr es e nt e d i n t h e II. T h esis gr o u p ( 4. 2) i n S e cti o n 4. 2. 6.
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

4. 2  I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d

l a mi n a r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r-

p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

T h e m ai n g o al of t his c h a pt er is t o d e v el o p a si m ult a n e o us e x p eri m e nt al pr ot o c ol as w ell as

t o a c q uir e gr o u n d-tr ut h d at a f or v ali d ati n g E A P si g n als d et e ct e d b y pr e vi o usl y i ntr o d u c e d

a n d t est e d sili c o n pr o b es ( usi n g b ot h t h e c o m m er ci al N e ur o N e x us c o m b pr o b es a n d t h e s pi k y

pr o b es). I n a d diti o n t o el e ctr o p h ysi ol o g y, c o n c urr e nt 2 P i m a gi n g m ust b e i n cl u d e d t o t a k e f ull

a d v a nt a g e of all t h e m ulti- m o d al i nf or m ati o n a v ail a bl e fr o m c o-l o c alis e d r e c or di n gs. M y e ff ort

t o r e c or d fr o m t h e s a m e n e ur o n usi n g p at c h- cl a m p a n d a m ulti- c h a n n el E C pr o b e r e q uir es a

v er y pr e cis e t e m p or al a n d s p ati al ali g n m e nt of t h e t w o r e c or di n g s yst e ms as w ell as vis u al

m o nit ori n g f or e ff e cti v e n ess. T h e si m ult a n e o us I C- E C s et- u p w as bri e fl y i ntr o d u c e d i n t h e

M et h o ds S e cti o n 3. 3. 2, h er e I el a b or at e o n t his s et- u p d es cri bi n g t h e c o m pl et e e x p eri m e nt al

pr ot o c ol i n d et ails, t h e g e n er ati o n a n d pr e- pr o c essi n g of t h e gr o u n d-tr ut h d at as et, a n d l astl y,

I pr es e nt a c oll a b or ati v e w or k o n t h e a p pli c ati o n of si m ult a n e o us I C- E C pl us m or p h ol o g y d at a

o n si n gl e- c ell l e v el m o d el- b as e d C S D c al c ul ati o ns.

4. 2. 1  D e t ail e d e x p e ri m e n t al m e t h o d s d e v el o p e d f o r si m ul t a n e o u s r e c o r di n g s

As t h e first st e p, mi cr os c o p e o bj e cti v e n e e ds t o b e a dj ust e d f or i m a gi n g t h e sli c e s urf a c e a n d

f or s e e ki n g t h e pr e d e fi n e d br ai n r e gi o n of e x a mi n ati o n. R e g ar di n g br ai n r e gi o n, I s e ar c h f or

t h e str at u m p yr a mi d al e i n C A 1 r e gi o n of t h e hi p p o c a m p al f or m ati o n, si n c e a pi c al d e n drit es of

t h es e p yr a mi d al c ells ar e l ess br a n c h e d a n d b ett er o utli n e d c o m p ar e d t o C A 3 d e n drit es. It is

i m p ort a nt t o n ot e t h at n ot o nl y t h e pr o b es n e e d t o b e p ositi o n e d b ut t h e w h ol e sli c e s h o ul d b e

ali g n e d b ef or e fi xi n g it b y a h ol d er gri d. T h es e h ori z o nt al sli c es c a n b e e asil y ori e nt e d vis u all y

b y l o o ki n g t h e c h ar a ct eristi c c ur v at ur es of hi p p o c a m p us a n d c or p us c all os u m s u c h t h at t h e C A 1

p yr a mi d al l a y er will b e c o m e a c c essi bl e (i n ot h er w or ds fr e e fr o m h ol d er stri n gs) a n d o pti m all y

pl a c e d f or f urt h er i ns erti o ns.  W h e n C A 1 p yr a mi d al l a y er is f o u n d b y t h e e x p eri m e nt er a n d

c h e c k e d t o b e o pti m all y a n gl e d f or i ns erti o n, as a n e xt st e p, t h e m ulti c h a n n el e xtr a c ell ul ar

el e ctr o d e is p ositi o n e d a b o v e t h e br ai n sli c e. A g ai n, I p a y p arti c ul ar att e nti o n t o a dj ust t h e

c orr e ct X- Z a n gl e a n d X- Y r a n g e i n or d er t o pl a c e t h e sili c o n pr o b e as p ar all el as p ossi bl e

t o t h e m ai n d e n driti c a xis. T h e t hr e e di ff er e nt sili c o n pr o b e t y p es us e d i n t his st u d y ( a n d

i ntr o d u c e d e arli er i n M et h o ds S e cti o ns 3. 1. 1, 3. 1. 2 a n d 3. 1. 3) h a v e di ff er e nt s etti n gs f or o pti m al

i ns erti o n. Si n c e t h e s h a n ks of t h e N e ur o n e x us pr o b e ar e p ar all el t o t h e pri nt e d cir c uit b o ar d

( P C B), t h er ef or e t h e pr o b e’s c o nt a ct sit es ar e p er p e n di c ul ar t o its a xis ( pl e as e s e e Fi g ur e 4. 1 1

f or d et ails). T h e N e ur o n e x us pr o b e s h o ul d b e i m pl a nt e d di a g o n all y at a n a n gl e of 1 9 ◦ . Gi v e n

t his p ositi o n, t h e o bj e cti v e is c a p a bl e t o f o c us o n t h e s u ffi ci e ntl y fl at pr o b e wit h o ut t o u c hi n g or

b e n di n g it, as w ell as, t h e pr o b e is st e e p e n o u g h t o a v oi d t h e w all of t h e r e c or di n g c h a m b er. I n

t h e c as e of t h e s pi k y pr o b e, t h e i m pl a nt ati o n a n gl e is sli g htl y st e e p er ( 2 2 ◦ ). I n t his c o n diti o n, t h e

af or e m e nti o n e d b e n e fi ci al pr o p erti es ar e gi v e n; h o w e v er, h er e t h e pr otr u di n g e n di n gs ( c arr yi n g
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

c o nt a ct sit es) of t h e s pi k y pr o b e will b e i ns ert e d v erti c all y. T his is a si g ni fi c a nt di ff er e n c e, w hil e

t h e N e ur o n e x us pr o b e c a n p e n etr at e t o a n y d e pt h, t h e s pi k y pr o b e h as a n i m pli cit i m pl a nt ati o n

li mit of 5 0 µ m ( e q u al t o its o w n pr otr u di n g e n di n gs). E v e n if t h e pr o b e its elf c a n b e l o w er e d

d e e p er, it is n ot r e c o m m e n d e d b e c a us e t h e s h a n k will c ert ai nl y c ut t h e sli c e m a ki n g e xt e nsi v e

tiss u e d a m a g e. T h e d e pt h of 5 0 µ m is w ell- c h os e n f or c o-l o c alis e d r e c or di n gs ( vis u all y g ui d e d

p at c h- cl a m p r e c or di n gs b e c o m e h ar d t o i m pl e m e nt b el o w 8 0- 9 0 µ m d u e t o t h e r a pi d d e gr a d ati o n

of c a m er a- m o d e NI R i m a g e q u alit y).

As i n e v er y i n vit r o e xtr a c ell ul ar r e c or di n g, t h e s urf a c e of t h e sli c e is c o nsi d er e d as a d e a d-

c ell l a y er wit h c ut- o ff d e n drit es a n d fl att e n e d s o m as. T h us o n e h as t o di v e i nt o t h e tiss u e

( mi ni m u m - 2 0 µ m b el o w t h e s urf a c e) i n or d er t o fi n d p ut ati v e i nt a ct c ells wit h p h ysi ol o gi c al

si g n als. A m aj or dr a w b a c k of t h e ’ h o c k e y-sti c k’ pr o b e ( us e d o nl y i n t h e b e gi n ni n g of t h e st u d y)

w as t h at t his m o di fi e d Pl e x o n U-t y p e a n gl e d pr o b e c a n n ot p e n etr at e i nt o t h e tiss u e. E v e n if it

c a n r e c or d si n gl e u nits a n d p o p ul ati o n a cti vit y fr o m t h e s urf a c e, t h es e v ol u m e c o n d u ct e d si g n als

( p ossi bl y r at h er c o mi n g fr o m d e e p er l a y ers) will b e al w a ys att e n u at e d b y t h e d e a d- c ell l a y er.

As it w as pr e vi o usl y s h o w n i n t his t h esis (i n R es ults S e cti o n 4. 1. 4), p e n etr ati n g s pi k y pr o b es

ar e si g ni fi c a ntl y o ut p erf or m e d t h e r e c or di n g q u alit y a c hi e v a bl e wit h t his s urf a c e pr o b e. Si n c e

s urf a c e p at c h- cl a m p r e c or di n gs ar e si mil arl y pr o bl e m ati c ( a n d r es ulti n g n o n- p h ysi ol o gi c al si g n als

fr o m c ells wit h n o i n p ut) I dis c ar d e d t o us e t h e h o c k e y-sti c k pr o b e i n c o-l o c alis e d si m ult a n e o us

r e c or di n gs a n d o nl y t h e r es ults m a d e b y t h e N e ur o n e x us c o m b pr o b e a n d b y t h e c ust o m- m a d e

s pi k y pr o b e will b e pr es e nt e d i n t h e f oll o wi n g c h a pt ers. Gi v e n a n o pti m al vi br at o m e s e cti o ni n g

a n gl e, si g n als b e c o m e st e p- b y-st e p m or e d et e ct a bl e w h e n g oi n g d e e p er i n t h e sli c e. Fr o m t h e

d e pt h of - 2 0 µ m I al w a ys f o u n d o v oi d s h a p e c ells ( c o nsi d er e d as i nt a ct) a n d t h e si g n al e nri c h m e nt

a n d a m pli fi c ati o n c a n b e w ell- m o nit or e d vis u all y d uri n g t h e i ns erti o n.

St e p pi n g b a c k t o i m pl a nt ati o n pr o c ess, m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b es ar e i m pl a nt e d o n t h e l eft

si d e of t h e r e c or di n g c h a m b er. H o w e v er, t h eir c o nt a ct sit e l a y o ut is di ff er e nt s o t h eir i ns erti o n

pr ot o c ol will b e di ff er e nt as w ell. W hil e t h e l a mi n ar c o nt a ct sit e r o w of t h e N e ur o n e x us c o m b

pr o b e is p er p e n di c ul ar t o its m ai n s h a n k, t h e s pi k y pr o b e h as a c o nt a ct sit e l a y o ut p ar all el

t o t h e s h a n k a xis. O pti m al i ns erti o n pr ot o c ol is t h e f oll o wi n g: f or t h e c o m b pr o b e, t h e s h a n k

h as t o b e i ns ert e d p ar all el t o t h e p yr a mi d al l a y er ( ali as p er p e n di c ul arl y t o a pi c al d e n drit es),

w hil e f or t h e s pi k y pr o b e, p ositi o ns ar e j ust t h e o p p osit e: t h e m ai n a xis is p er p e n di c ul ar t o t h e

p yr a mi d al l a y er, t h us it is p ar all el t o t h e a pi c al d e n drit es ( at l e ast al o n g t h e tr u n k r e gi o n). If

t h es e p ositi o ns ar e a c hi e v e d, t h e n t h er e is a n i n cr e as e d c h a n c e t o h a v e a p at c h e d C A 1 n e ur o n

p ar all el t o t h e sili c o n pr o b e i ns ert e d b ef or e h a n d.

Fi g ur e 4. 1 1 s h o ws f o ur r e pr es e nt ati v e si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n gs, t w o di ff er e nt s essi o ns

f or b ot h pr o b e t y p es. T h e t o p s u b- fi g ur es ( A, C) ar e c o nsi d er e d t o b e s u c c essf ul, p ar all el ar-

r a n g e m e nts b et w e e n t h e c o nt a ct sit es a n d t h e c ell ul ar s o m at o- d e n driti c a xis. B ott o m s u b fi g ur es

( B, D) r e pr es e nts a n gl e d, s u b o pti m al p ositi o ns. N at ur all y, it is v er y c h all e n gi n g t o fi n d c o m-

pl et el y p ar all el c ell ul ar pr o c ess es i n t h e cl os e vi ci nit y of t h e e xtr a c ell ul ar pr o b e. E v e n i n t h e

c as e of c orr e ct X- Y sit u ati o n ( as s h o w n o n t o p s u b- fi g ur es ( A, C)), t h er e is a n i n e vit a bl e a n gl e
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

Fi g u r e 4. 1 1: P ar all el a n d l ess p ar all el arr a n g e m e nts of sili c o n pr o b es a n d t h e i ntr a c ell ul ar a xis i n

di ff er e nt r e c or di n g s essi o ns.

i n t h e Z- dir e cti o n b et w e e n t h e c ell ul ar a xis a n d t h e l a mi n ar pr o b e w hi c h c a n n ot b e s h o w n o n

t his 3 D→ 2 D Z-st a c k pr oj e cti o ns.

S u p p os e t h at t h e E C pr o b e is w ell p ositi o n e d a b o v e t h e sli c e at t h e ri g ht pl a c e, a n gl e a n d

dir e cti o n c o m p ar e d t o t h e C A 1 p yr a mi d al l a y er (f or a n o pti m al t h e or eti c al arr a n g e m e nt, pl e as e

visit b a c k t o Fi g ur e 3. 4 i n M et h o ds 3. 3). T h e pr o b e w as t h e n i ns ert e d at a sl o w v el o cit y

(∼ 5- 1 0 µ m /s, vis u all y g ui d e d, m a n u al i ns erti o n vi a m ot or- c o ntr oll e d w h e els of t h e L ui gs-

N e u m a n n c o ntr oll er). Aft er r e a c hi n g a n o pti m al pl a c e a n d d e pt h wit h t h e E C pr o b es ( w h er e

n ot a bl e si n gl e u nits a n d p o p ul ati o n a cti viti es ar e b ot h pr es e nt i n t h e r a w, br o a d b a n d si g n al), I

all o w e d 1 5 mi n ut es f or t h e br ai n tiss u e ar o u n d t h e pr o b e t o s ettl e b ef or e att e m pti n g p at c h- cl a m p

r e c or di n g. D uri n g t his p eri o d, a fr es hl y dr a w n mi cr o pi p ett e w as fill e d wit h i ntr a c ell ul ar s ol uti o n

c o nt ai ni n g t hr e e di ff er e nt m ar k ers ( pr e vi o usl y d es cri b e d, s e e d et ails i n M et h o ds 3. 3 a n d 3. 3. 1):

Al e x a 5 9 4 (r e d, st ati c, f or z-st a c k r e c o nstr u cti o n), Fl u o- 4 ( gr e e n, d y n a mi c, C a 2 + s e nsiti v e) a n d

N e ur o bi oti n tr a c er d y e (f or p ost- h o c hist ol o gi c al r e c o nstr u cti o n). Att a c h e d pi p ett e w as t h e n

g ui d e d a n d c e ntr e d t o t h e f o c us p oi nt of t h e mi cr os c o pi c i m a g e ( 2 m m a b o v e t h e sli c e), t h e n

sl o wl y l o w er e d u ntil r e a c h e d t h e s urf a c e of t h e sli c e. D uri n g l o w eri n g a n d p e n etr ati o n, hi g h

p ositi v e pr ess ur e w as a p pli e d t o a v oi d cl o g gi n g ( or a bl o c k a d e i n t h e pi p ett e o utl et d u e t o tiss u e

c o nt a mi n ati o n). Pi p ett e r esist a n c e w as c h e c k e d f or e v er y i n di vi d u al pi p ett e i n t h e a C S F, aft er

t h e a p pli c ati o n of hi g h p ositi v e pr ess ur e b ut b ef or e p at c hi n g. O pti m al r esist a n c es ar e e x p e ct e d
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

t o b e b et w e e n 6- 9 M Ω. Pi p ett es h a vi n g r esist a n c es l o w er t h a n 4 M Ω or l ar g er t h a n 1 0 M Ω w er e

wit h dr a w n a n d r e pl a c e d.

S u bs e q u e ntl y, a c a n di d at e c ell f or i ntr a c ell ul ar r e c or di n g w as s el e ct e d a n d t ar g et e d. W h e n

t h e f o c us is at tiss u e l e v el, I o bs er v e c ells i n t h e t ar g et e d r e gi o n f or s h a p e. F or t ar g et r e gi o n, I

f o c us o n c ells l o c at e d b et w e e n 2 0- 1 0 0 µ m b el o w t h e s urf a c e of t h e sli c e a n d l o c at e d i n 2 0- 1 5 0

µ m dist a n c e r a n g e fr o m t h e e xtr a c ell ul ar pr o b e. N e ur o ns wit h c ell- el e ctr o d e dist a n c e l o w er t h a n

2 0 µ m w er e c o nsi d er e d t o b e ’ d a n g e r o u s t o a p p r o a c h ’ or ’p o s si bl y d a m a g e d b y t h e e xt r a c ell ul a r

p r o b e ’. Si mil arl y, n e ur o ns wit h c ell- el e ctr o d e dist a n c e bi g g er t h a n 1 5 0 µ m w er e als o i g n or e d

si n c e t h e c h a n c e f or c a pt uri n g t h eir E A P si m ult a n e o usl y b y t h e e xtr a c ell ul ar pr o b e is e xtr e m el y

s m all. C ells l o c at e d d e e p er t h a n 1 0 0 µ m ar e c h all e n gi n g t o m o nit or b y usi n g nI R c a m er a ( a n d

als o c h all e n gi n g t o p at c h t h e m) a n d s urf a c e c ells ar e e asil y i d e nti fi a bl e b y t h eir s w ell e d, fl att e n e d

s o m as wit h r o u n d n u cl e us k n o w n as d e a d- c ell l a y er, or c ut- c ells. H e alt h y c ells s h o ul d a p p e ar

as r o u n d, o v oi d, or elli pti c al h o m o g e n e o us str u ct ur es. Si n c e b ot h e xtr a c ell ul ar pr o b es w er e

p ositi o n e d s u c h t h at t h eir c o nt a ct sit e a xis p e n etr at e d t o a d e pt h of 5 0 µ m, c ells f o u n d wit hi n

t h e t ar g et r e gi o n ar e o pti m al f or si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n gs. W h e n a p arti c ul ar c a n di d at e

c ell w as s el e ct e d, I m ar k e d it o n t h e c o m p ut er s cr e e n i n or d er t o h el p mi cr o pi p ett e g ui di n g. I

r o u g hl y c al c ul at e d t h e i ns erti o n pl a c e of t h e mi cr o pi p ett e b as e d o n tri a n g ul ati o n m et h o d. I n

c as e of miss e d t ar g et, it is al w a ys b ett er t o r etr a ct t h e pi p ett e a n d t o m a k e t h e r e p ositi o n a b o v e

t h e sli c e i nst e a d of l o c al r e p ositi o ni n g wit hi n t h e tiss u e. D uri n g t h e a p pr o a c h, t h e p at c h- cl a m p

s yst e m w as f u n cti o ni n g i n v olt a g e- cl a m p m o d e a n d m e m br a n e t est w as a p pli e d t o c o nti n u o usl y

m o nit or pi p ett e r esist a n c e. Cl os e t o t h e t ar g et c ell, a n i n cr e as e i n pi p ett e r esist a n c e c a n b e

o bt ai n e d. At t h e s a m e ti m e, a di m pl e s h o ul d a p p e ar o n t h e s urf a c e of t h e c ell b o d y, at t h e

pi p ett e ti p c a us e d b y t h e p ositi v e pr ess ur e a p pli e d e arli er. If a c o m bi n ati o n of t h es e e v e nts

w as d et e ct e d, w e s u d d e nl y r el e as e d pr ess ur e - a n d a p pli e d sli g ht s u cti o n if n e e d e d - t o o bt ai n

a g o o d s e al o n t h e n e ur o n’s m e m br a n e. O pti m all y, a hi g h s e al r esist a n c e ( bi g g er t h a n 1 G Ω,

als o c all e d ’ gi g a s e al ’) c a n b e f or m e d q ui c kl y, w hi c h will b ot h pr e v e nt n ois e c o nt a mi n ati o n a n d

c o ntri b ut e t o t h e m e c h a ni c al st a bilit y of t h e p at c h- cl a m p. If t h e gi g as e al h as f or m e d, f ast a n d

sl o w c a p a cit a n c e w er e c o m p e ns at e d a ut o m ati c all y vi a b uilt-i n c o m m a n ds i n t h e M ulti cl a m p

s yst e m. T h e n a bri ef b ut str o n g er s u cti o n w as a p pli e d t hr o u g h t h e t u b e t o r u pt ur e t h e pl as m a

m e m br a n e a n d t o all o w w h ol e- c ell i ntr a c ell ul ar c o n fi g ur ati o n. Aft er a c hi e vi n g a s u c c essf ul w h ol e-

c ell c o n fi g ur ati o n, s eri es r esist a n c e c o m p e ns ati o n w as si mil arl y c al c ul at e d a ut o m ati c all y, b y t h e

pr o gr a m. F or t h e l att er, I c h a n g e d t o c urr e nt- cl a m p m o d e w h er e eit h er p ositi v e or n e g ati v e

h ol di n g c urr e nt w as c o nst a ntl y i nj e ct e d t o h ol d t h e c ell at t h e d esir e d m e m br a n e v olt a g e ( cl os e

t o its r esti n g m e m br a n e p ot e nti al). I n c urr e nt- cl a m p m o d e, first st e p w as t o r u n a R a m p t est,

a pr e- d e fi n e d a n d i n cr e m e nt al s eri es of c urr e nt i nj e cti o ns i n or d er t o eli cit i ntr a c ell ul ar a cti o n

p ot e nti als (I A Ps) a n d t o fi n d t h e s pi ki n g t hr es h ol d of t h e p at c h e d c ell a n d b y usi n g t h e s pi ki n g

p ar a m et ers ( a n d a d diti o n al pr o p erti es s u c h as i n p ut r esist a n c e) t o pr eli mi n ar y c h ar a ct eri z e t h e

c ell t y p e ( w hi c h will b e v ali d at e d l at er d uri n g t h e e x p eri m e nt al pr ot o c ol).
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

S pi ki n g t hr es h ol d w as t h e n d et er mi n e d fr o m R a m p-t est a n d c o nst a nt h ol di n g c urr e nt i n-

j e cti o ns w er e a dj ust e d t o m ai nt ai n a m e m br a n e p ot e nti al sli g htl y a b o v e t h e t hr es h ol d v al u e.

B y a p pl yi n g t his, I w as a bl e t o g e n er at e n e ar-s p o nt a n e o us s pi ki n g b e h a vi o ur. H ol di n g c urr e nt

i nj e cti o ns r a n g e d t y pi c all y b et w e e n ± 1 0 0 p A, h o w e v er, i n s o m e c as es ( w h er e t h e c ell h a d st a-

bl e s pi ki n g at 0 p A l e v el) n o h ol di n g c urr e nt w as i nj e ct e d a n d r e al s p o nt a n e o us a cti viti es w er e

d et e ct e d. S p e ci al c ar e w as t a k e n f or m ai nt ai ni n g c o nst a nt ( u n c h a n g e d) c urr e nt i nj e cti o n wit hi n

o n e r e c or di n g s essi o n. C urr e nt w er e o nl y a dj ust e d b et w e e n s essi o ns a n d c h a n g es w er e tr a c k e d.

O c c asi o n all y, t h er e w as a n e e d f or r e- p ositi o ni n g t h e pi p ett e wit hi n t h e c ell b o d y. T his c a n

b e d o n e i n t w o- p h ot o n m o d e, si n c e t h e c ell b o d y is i m m e di at el y fill e d wit h fl u or es c e nt d y es

u p o n w h ol e- c ell c o n fi g ur ati o n ( e v e n if ot h er pr o c ess es ar e n ot visi bl e at t h at ti m e). D uri n g a d-

j ust m e nt, i ntr a c ell ul ar m e m br a n e p ot e nti al fl u ct u ati o ns s h o ul d b e c o nti n u o usl y m o nit or e d a n d

t h e h ol di n g c urr e nts ar e t o b e a dj ust e d i n a c c or d a n c e. If t h e r e- p ositi o ni n g of t h e pi p ett e is

fi nis h e d, R a m p-t est w as r e p e at e d t o r e- c al c ul at e t h e s e nsiti v e i ntr a c ell ul ar pr o p erti es. Pl e as e

als o n ot e t h at I c a n o nl y c h a n g e t h e pi p ett e p ositi o n b ut n ot t h e p ositi o n of t h e e xtr a c ell ul ar

sili c o n pr o b e. T h e l att er w o ul d c ert ai nl y c a us e t h e l oss of t h e p at c h- cl a m p e d c ell d u e t o tiss u e

m o v e m e nts ar o u n d t h e pr o b e.

W h e n b asi c i ntr a c ell ul ar i n v esti g ati o ns ( R a m p-t est, p ar a m et er c al c ul ati o ns, a n d pi p ett e a d-

j ust m e nt) ar e s u c c essf ull y fi nis h e d a n d t h e p at c h- cl a m p e d c ell is c o nsi d er e d t o b e st a bl e, si m ul-

t a n e o us I C- E C r e c or di n gs c a n b e st art e d. F or i niti ali zi n g t h e si m ult a n e o us r e c or di n g pr ot o c ol,

tri g g ers c o mi n g fr o m t h e t w o- p h ot o n mi cr os c o p e w er e a p pli e d a n d s y n c hr o ni z e d. A ct u all y, I

m a d e a s o c all e d ’ f a k e’ li n e-s c a n pr ot o c ol, w h er e P M T d et e ct ors a n d s h utt ers w er e cl os e d i n t h e

li g ht p at h (s o n o i m a gi n g i nf or m ati o n w er e d et e ct e d) b ut di git al si g n als as tri g g ers c o ul d b e

tr a ns mitt e d fr o m t h e s et- u p t o w ar ds I C ( M ulti cl a m p a m pli fi er a n d DI GI D A T A di giti z er) a n d

E C (I N T A N F P G A a c q uisiti o n s yst e m) i nstr u m e nts. F or t h e m aj orit y of r e c or di n gs, I C d at a

h as b e e n r e c or d e d t wi c e, b ot h b y t h e I C si g n al pr o c essi n g s yst e m a n d b y t h e A D C i n p ut of t h e

F P G A b o ar d. T his w as n e c ess ar y f or a c hi e vi n g s u b- millis e c o n d a c c ur a c y a n d f or e x cl u di n g a n y

p ossi bl e a d diti v e d el a ys d u e t o d u al si g n al pr o c essi n g. It is i m p ort a nt t o n ot e, t h at I C d at a

r e c or d e d o n t h e A D C i n p ut of t h e F P G A b o ar d is 3 or d ers of m a g nit u d e l ar g er t h a n m ulti-

c h a n n el E C d at a si m ult a n e o usl y r e c or d e d o n t h e v er y s a m e b o ar d. I n t h e c as e of I C r e c or di n gs,

si g n al a m plit u d es ( d uri n g s pi k es) r e a c h 1 0 0 m V c h a n g es, w hil e E C S U A si g n als ar e r a n gi n g

us u all y b et w e e n 5 0- 5 0 0 µ V). I e x p eri e n c e d si g ni fi c a nt cr oss-t al k art ef a cts o n E C c h a n n els i n

ti m es w h e n I C s pi k es o c c urr e d. T h us I l o w er e d t h e g ai n of t h e I C si g n al t o its mi ni m al v al u es

( 1, w hi c h m e a ns t e nf ol d a m pli fi c ati o n). M or e o v er, I h a d t o i m pl e m e nt a l e v el-s hift er f or I C si g-

n als, si n c e t h e A D C i n p ut of t h e I N T A N F P G A b o ar d c a n o nl y a c c e pt p ositi v e v olt a g e v al u es

(fr o m 0 V t o 3. 3 V). T his w as d o n e b y m a n u all y a dj usti n g t h e D C o ffs et of t h e p at c h- cl a m p i n

M ulti cl a m p. N ot e t h at t his v al u e m a y v ar y f or e a c h r e c or di n g s essi o n (si n c e it d e p e n ds o n t h e

a ct u al m e m br a n e p ot e nti al). D C o ffs et s hifti n g v al u es w er e al w a ys tr a c k e d f or e a c h r e c or di n g

s essi o n a n d l at er t h e y h a v e b e e n tr a nsf or m e d b a c k ( d uri n g o ff-li n e a n al ysis i n M A T L A B) t o
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

g et t h e r e al i ntr a c ell ul ar v olt a g e v al u es. B y a p pl yi n g t h es e r e g ul ari z ati o ns, cr oss-t al k art ef a cts

c o ul d b e mi ni mi z e d a n d at t h e s a m e ti m e, a pr o p er s y n c hr o nis ati o n c o ul d b e a c hi e v e d.

I n si m ult a n e o us I C- E C m o d e, 3 mi n ut e l o n g s essi o ns w er e r e c or d e d w hil e h ol di n g c urr e nts

r e m ai n e d c o nst a nt. T his l e n gt h w as s h ort e n o u g h t o m ai nt ai n u n c h a n g e d p h ysi ol o gi c al c o n-

diti o ns, b ut als o l o n g e n o u g h t o c oll e ct r e as o n a bl e a m o u nt of s pi k es. I n cl usi o n crit eri a f or a

s u c c essf ul si m ult a n e o us m e as ur e m e nt w er e t h e f oll o wi n g t hr e e c o n diti o ns: I e x p e ct e d d et e c-

ti o ns of at l e ast 1 0 0 s pi k es f or e a c h 3 mi n ut e s essi o n ( 1), c o nst a nt h ol di n g c urr e nt i nj e ct e d f or

m ai nt ai ni n g st a bl e s pi ki n g h a d t o b e s m all e n o u g h, i d e all y b el o w 2 5 0- 3 0 0 p A ( 2), a n d aft er pr e-

pr o c essi n g, s pi k es of t h e p at c h- cl a m p e d c ell s h o ul d b e d et e ct a bl e o n at l e ast o n e E C c h a n n el i n

t h e s pi k e-tri g g er e d a v er a g e ( S T A) f or m ( 3). T his S T A is als o r ef err e d s o m eti m es as ”s pi k e- fi el d ”

of t h e p at c h- cl a m p e d c ell i n lit er at ur e [ 2 2]. Pl e as e n ot e, t h at s pi k es of t h e p at c h- cl a m p e d c ell

n ot oft e n a p p e ar e d o n a n y E C c h a n n els i n t h e r a w d at as et, e v e n if t his w o ul d b e n e c ess ar y

f or bli n d E C s pi k e s orti n g ( wit h o ut t h e k n o wl e d g e of gr o u n d-tr ut h s pi ki n g) [ 1 2 2, 1 5 9]. H er e I

o nl y st at e t h at f or m y i n cl usi o n crit eri o n, I n e e d t o b e a bl e t o d et e ct e xtr a c ell ul ar f o ot pri nts

of t h e p at c h- cl a m p e d c ell i n t h e a v er a g e d S T A si g n al, w hi c h is a w e a k er r e q uir e m e nt t h a n t h e

E A P a p p e ar a n c e i n r a w r e c or di n gs. L u c kil y, t his c a n o c c asi o n all y r es ults i n s pi k e d et e cti o ns of

p at c h- cl a m p e d c ell f or b ot h (r a w a n d pr e- pr o c ess e d) t y p es of E C si g n als.

If si m ult a n e o us I C- E C d at as ets w er e s u c c essf ull y r e c or d e d a n d t h e p at c h- cl a m p c o ul d still

b e c o nsi d er e d st a bl e, as a fi n al st e p, I c h a n g e d b a c k t o t w o- p h ot o n m o d e o n t h e mi cr os c o p e

a n d m a d e a l ar g e- v ol u m e z-st a c k pr oj e cti o n f or r e v e ali n g t h e 3 D m or p h ol o g y a n d c ell- el e ctr o d e

dist a n c es. T h e Fi el d- of- Vi e w ( F o V) of t h e z-st a c k pr oj e cti o n w as s et t o c o v er b ot h t h e E C

pr o b e l o c ati o n a n d m ai n c ell ul ar c o m p art m e nts (s o m a, a pi c al tr u n k r e gi o n a n d pr o xi m al a pi c al

a n d b as al d e n drit es). D e pt h l e v els ( z- di m e nsi o n) r a n g e d fr o m - 2 0 0 µ m t o 0 µ m, w hi c h is t h e

s urf a c e of t h e sli c es. As d es cri b e d b ef or e i n t his s e cti o n, p at c h- cl a m p e d c ells w er e l o c at e d al w a ys

b et w e e n - 4 0 a n d - 1 0 0 µ m b el o w t h e s urf a c e a n d E C c o nt a ct sit es w er e p ositi o n e d t o - 5 0 µ m

d e pt h. T h e r es ol uti o n of t h e z-st a c k ( or t h e st e p b et w e e n st a c ks) w as 3 µ m, w hi c h w as e n o u g h

t o c a pt ur e s m all d e n driti c pr o c ess es al o n g t h e 3 D m or p h ol o g y.

I n t h e e n d of t h e e x p eri m e nt al pr ot o c ol, p at c h- cl a m p r e c or di n g w as s et b a c k t o v olt a g e- cl a m p

m o d e, pi p ett e w as t h e n c ar ef ull y wit h dr a w n ( wit h vis u al m o nit ori n g i n tI R c a m er a- m o d e),

sli c e w as r e m o v e d fr o m t h e d u al p erf usi o n c h a m b er a n d dr o p p e d i m m e di at el y i nt o r o o m

t e m p er at ur e p ar af or m al d e h y d e ( P F A) fi x ati v e s ol uti o n f or p o st- h o c hist ol o gi c al r e c o nstr u cti o n.

H er e, I h a v e tri e d t o d eli n e at e i m p ort a nt st e ps a n d u n d ers c or e cr u ci al p ar a m et er s etti n gs

t h at m ust b e c o ntr oll e d f or a c hi e vi n g s u c c essf ul a n d ri g or o us i ntr a- a n d e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs

fr o m t h e v er y s a m e c ell. I n t h e f oll o wi n g s e cti o n, r es ults r e c or d e d b y t h e e x p eri m e nt al pr ot o c ol

will b e pr es e nt e d a n d e v e n f urt h er m o di fi c ati o n p ossi biliti es will b e dis c uss e d.
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

4. 2. 2   M ai n p a r a m e t e r s of t h e g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

At t h e ti m e of s u b missi o n, a t ot al of # 1 6 n e ur o ns w er e s u c c essf ull y r e c or d e d fr o m # 1 2 a ni m als

wit h t h e d e v el o p e d si m ult a n e o us a n d c o-l o c alis e d pr ot o c ol. T his li br ar y b uil di n g is c urr e ntl y

i n pr o gr ess a n d t o b e u p d at e d w h e n e v er a n e w s u c c essf ul, c a n di d at e d at a b e c o m es a v ail a bl e.

A p p ar e ntl y, e v er y r e c or di n g s essi o n h as its di ff er e nt p r o s a n d c o n s r e g ar di n g c ell ul ar pr o p erti es

or r e c or di n g s etti n gs. All t h es e v ar yi n g p ar a m et ers will b e r el e as e d t o g et h er wit h t h e d at as et.

I a d vis e t h e R e a d er t o s el e ct c ells h a vi n g t h e m ost f a v o ur a bl e, pr e- d e fi n e d crit eri a b as e d o n t his

s u m m ar y t a bl e. C urr e ntl y, o ut of t h e # 1 6 n e ur o ns i n cl u d e d i n t his li br ar y, o nl y # 1 i nt er n e ur o n

w as r e c or d e d a n d # 1 5 w er e f o u n d as p yr a mi d al c ells. T h e g o al is t o h u nt f or i nt er n e ur o ns i n

t h e n e ar f ut ur e a n d p ossi bl y, t his n u m b er will b e i n cr e as e d. R e g ar di n g pr o b e t y p es, # 7 n e ur o ns

w er e r e c or d e d usi n g m y c ust o m- m a d e s pi k y pr o b e (f or t e c h ni c al d et ails, pl e as e s e e M et h o ds 3. 1. 3

a n d t h e first t h esis gr o u p i n R es ults 4. 1). T h es e n e ur o ns ar e c o d e d i n t h e d at as et as ( s p 1 − 7).

Wit hi n t his d at as et, # 4 n e ur o ns w er e r e c or d e d wit h t h e d e ns est v ersi o n ( wit h i nt er- c o nt a ct

dist a n c e of 2 5 µ m) a n d # 3 n e ur o ns wit h t h e m e di u m v ersi o n ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 5 0

µ m). T h e o nl y i nt er n e ur o n I r e c or d e d u ntil n o w ( n a m el y, s p 4) b el o n gs t o a s essi o n m a d e b y t h e

m e di u m s pi k y v ersi o n. M or e o v er, # 9 n e ur o ns w er e r e c or d e d usi n g t h e N e ur o n e x us c o m b- pr o b e

( d et ail e d d es cri pti o n c a n b e f o u n d i n M et h o ds 3. 1. 2). T h es e n e ur o ns ar e c o d e d i n t h e d at as et

as ( n n 1 − 9), w h er e # 4 s essi o ns w er e m a d e usi n g t h e l o n g v ersi o n of t h e c o m b- pr o b e ( wit h

i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 1 0 0 µ m) a n d # 5 n e ur o ns w er e r e c or d e d wit h t h e d e ns e v ersi o n ( wit h

i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 5 0 µ m).

I n t h e f oll o wi n g c h a pt ers, r e pr es e nt ati v e I C a n d E C d at a will b e pr es e nt e d fr o m t his gr o u n d-

tr ut h li br ar y usi n g b ot h t y p es of sili c o n pr o b es.

4. 2. 3 I n t r a c ell ul a r fi ri n g p a t t e r n s of p y r a mi d al c ell s a n d i n t e r n e u r o n s

I ntr a c ell ul ar a n al ysis will b e pr es e nt e d f or t w o r e pr es e nt ati v e c ells i n t h e r e c or di n gs: a p ut ati v e

p yr a mi d al c ell a n d a p ut ati v e i nt er n e ur o n ( u n cl assi fi e d i nt o s u b cl ass). R a m p t ests al w a ys st art e d

fr o m h y p er p ol ari z e d c o n diti o ns w h er e t h er e w as n o s pi ki n g a cti vit y d et e ct e d. C urr e nt st e p ( or

t h e di ff er e n c e b et w e e n i n di vi d u al s w e e ps) w as s et t o 2 0 p A a n d t h e sti m ul ati o n l e n gt h w as 5 0 0

ms e c f or all t h e st e ps. Fi g ur e 4. 1 2 a n d Fi g ur e 4. 1 3 d e pi ct q u alit ati v e a n d q u a ntit ati v e s pi ki n g

r es p o ns es r es p e cti v el y, a g ai nst t h e i n cr e asi n g h ol di n g c urr e nt i nj e cti o ns f or t h es e di ff er e nt c ell

t y p es. I n t h e d at as et, p yr a mi d al c ell w as t a k e n fr o m t h e s p 1 si m ult a n e o us r e c or di n g, a n d t h e

i nt er n e ur o n b el o n gs t o t h e s p 4 r e c or di n g.

O n Fi g ur e 4. 1 2, 1 0 c urr e nt st e ps w er e c o n c at e n at e d a n d vis u ali z e d t o g et h er b ot h f or t h e

p yr a mi d al c ell a n d f or t h e i nt er n e ur o n. It is e as y t o s e e h o w di ff er e ntl y t h e y r e a ct t o i n cr e asi n g

c urr e nt p uls es. W hil e s pi k es of t h e p yr a mi d al c ell i n cr e as e d gr a d u all y ( or li n e arl y) d uri n g t h e

t est, t h e r e c or d e d i nt er n e ur o n s h o w e d a v er y n o nli n e ar, f ast-s pi ki n g r es p o ns e.

O n Fi g ur e 4. 1 3, q u a nti fi e d n u m eri c al r es ults ar e s h o w n fr o m t h e s a m e R a m p t ests. T h e m a-

j orit y of R a m p-t ests w er e p erf or m e d c o m pl et el y a c c or di n g t o t h e pr e d e fi n e d pr ot o c ol; I r e c or d e d
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

( a ) R a m p t e s t f o r a p y r a mi d al c ell

( b ) R a m p t e s t f o r a n i nt e r n e u r o n

Fi g u r e 4. 1 2: 1 0 c o n c at e n at e d s w e e ps of R a m p-t ests f or b ot h t w o c ell t y p es s h o w e d q u alit ati v el y

di ff er e nt s pi ki n g r es p o ns es a g ai nst i n cr e as e d h ol di n g c urr e nt i nj e cti o ns

4 0 s w e e ps, st arti n g fr o m - 1 3 0 p A mi ni m u m c urr e nt i nj e cti o n u ntil r e a c hi n g t h e m a xi m u m of

+ 6 5 0 p A. H o w e v er, I o nl y pl ott e d 2 7 s w e e ps, b et w e e n t h e mi ni m u m li mits of - 1 3 0 p A t o + 3 9 0

p A. T his di ff er e n c e is d u e t o t h e f a ct, t h at f or i n cr e asi n g p ositi v e c urr e nt gi v e n t o i nt er n e ur o ns,

t his t y p es s h o w a n e x c essi v e a cti vit y wit h hi g h-fr e q u e n c y firi n g, t h er ef or e i n or d er t o s p ar e t h e

n e ur o n f or f urt h er i n v esti g ati o n a n d a v oi d e x cit o-t o xi cit y, I d e ci d e d t o m a n u all y st o p t h e t est

a n d e x cl u d e t h e l ast 1 3 s w e e ps fr o m c o m p ar ati v e a n al ysis. O n Fi g ur e 4. 1 3 / A w e s e e c h a n g es

i n s pi k e c o u nts f or i n cr e asi n g h ol di n g c urr e nt i nj e cti o ns. E a c h m ar k er r e pr es e nts t h e n u m b er of

s u m m e d s pi k es f or o n e p arti c ul ar s w e e p (i n di vi d u al 0. 5 s e c sti m ul ati o n). W hil e p yr a mi d al c ell

h a v e a li n e ar d e p e n d e n c e o n t h e h ol di n g c urr e nt i n p uts, f or i nt er n e ur o n t h e i n cr e as e i n s pi k e

n u m b ers f oll o ws a n o nli n e ar tr aj e ct or y. B ut i n b ot h c as es, s at ur ati o n c a n b e n oti c e d, s pi k e c o u nt

a p pr o xi m at e d t o a c ert ai n li mit v al u e ( 2 0 f or p yr a mi d al c ell a n d 1 5 0 f or i nt er n e ur o n), w hi c h

t h e y di d n ot e x c e e d. ( Pl e as e n ot e, t h at c ell t y p es ar e o nl y p ut ati v e a n d esti m at e d y et, e v e n if

di ff er e n c es i n s pi ki n g d y n a mi cs ar e alr e a d y cl e arl y visi bl e, p ost- h o c r e c o nstr u cti o ns ar e t o b e

p erf or m e d f or fi n al c ell t y p e i d e nti fi c ati o n a n d v ali d ati o n.) Fi g ur e 4. 1 3 / B r e pr es e nts d e cr e as e d

s pi k e a m plit u d es al o n g t h e R a m p-t est. M or e o v er it s h o ws t h at t h e first s pi k e of p yr a mi d al c ell

st art e d 4 s w e e ps l at er ( at + 9 0 p A) t h a n i n t h e c as e of t h e i nt er n e ur o n ( + 1 0 p A). Fi n all y, a m pli-
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

Fi g u r e 4. 1 3: Q u a nti fi e d c h a n g es i n s pi ki n g b e h a vi o ur f or a n i nt er n e ur o n a n d a p yr a mi d al c ell

d uri n g R a m p-t est pr ot o c ol. Di ff er e n c e is cl e arl y visi bl e i n t h e s pi k e c o u nt r es p o ns es of t w o p ut ati v e

c ell t y p es ( A). C h a n g es i n s pi k e a m plit u d es c a us e d b y f ati g u e i n r es p o ns e t o i n cr e asi n g h ol di n g

c urr e nts ( B).

t u d es ar e sli g htl y bi g g er f or p yr a mi d al c ell i n t his p arti c ul ar c as e ( b ut t his c a n v ar y b et w e e n c ells

p at c h e d di ff er e ntl y), b ut t h e att e n u ati o n i n t h e s pi k e a m plit u d es o v er s w e e ps is m or e pr o mi n e nt

( n e arl y t w o ti m es bi g g er) f or t h e i nt er n e ur o n. T his m e a ns t h at w hil e i nt er n e ur o ns ar e m or e

s e nsiti v e t o c urr e nt i nj e cti o ns, b y r es p o n di n g r a pi d s pi ki n g a cti vit y, t h e y c a n n ot m ai nt ai n t h e

s a m e a m plit u d es f or i n cr e as e d i n p ut c urr e nts ( a n d t h us f or hi g h er s pi ki n g s pi ki n g fr e q u e n ci es).

O n Fi g ur e 4. 1 4 a c o m p aris o n of t hr e e i ntr a c ell ul ar w a v ef or m p ar a m et ers is pr es e nt e d d uri n g

s p o nt a n e o us s pi ki n g a cti vit y. T h es e i ntr a c ell ul ar si g n als w er e r e c or d e d i n 3- mi n ut e l o n g g a p-

fr e e m o d e aft er p erf or mi n g t h e R a m p-t est (f or d et ail e d pr ot o c ols pl e as e s e e s u bs e cti o n 4. 2. 1).

P ar a m et ers c o nsi d er e d f or w a v ef or m a n al ysis w er e t h e f oll o wi n g: s pi k e h alf- wi dt h ( A, y ell o w)

[ ms], p e a k a m plit u d e ( B, gr e e n) [ m V], a n d s pi k e ris e ti m e ( C, or a n g e) [ ms]. At t h e b e gi n ni n g

of t his r e c or di n g s essi o n, it w as i m p ort a nt t o s et a si mil ar b as eli n e f or b ot h n e ur o n t y p es,

b e c a us e t his s er v e d as a c o m m o n r ef er e n c e p oi nt. As f or t h e p yr a mi d al c ell, I r e a c h e d - 4 8 m V

r esti n g m e m br a n e p ot e nti al wit h + 1 0 p A h ol di n g c urr e nt, a n d f or t h e i nt er n e ur o n I i nj e ct e d - 3 0
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

Fi g u r e 4. 1 4: I ntr a c ell ul ar w a v ef or m di ff er e n c es i n s pi ki n g a cti vit y of t h e t w o c ell t y p es u n d er

s p o nt a n e o us, ’ g a p-fr e e’ r e c or di n g m o d e (i nj e cti n g s m all, c o nst a nt h ol di n g c urr e nt t o m ai nt ai n t h eir

m e m br a n e p ot e nti al sli g htl y a b o v e t h e s pi ki n g t hr es h ol d). I n v esti g at e d p ar a m et ers ar e t h e f oll o wi n g:

I C s pi k e h alf- wi dt h ( A, y ell o w), M a xi m al I C s pi k e a m plit u d e ( B, gr e e n), I C s pi k e ris e ti m e ( C,

or a n g e).

p A c urr e nt t o a dj ust t h e b as eli n e t o - 5 0 m V. Wit h t h es e s etti n gs, m y g o al w as t o a dj ust t h e

m e m br a n e p ot e nti al cl os e t o its n at ur al t hr es h ol d v al u e a n d t o p erf or m c o nti n u o us r e c or di n g

wit h s p o nt a n e o us-li k e n e ur o n al a cti vit y. B as e d o n t h e c o m p ut e d w a v ef or m p ar a m et ers, I c a n

c o n cl u d e t h at t h e c o m pl et e w a v ef or m of t h e i nt er n e ur o n is cl e arl y n arr o w er t h a n t h e p yr a mi d al

c ell w a v ef or m.  W hil e i nt er n e ur o n h as a s pi k e h alf- wi dt h of 0. 3 5 6 ms, f or t h e p yr a mi d al c ell,

t h e s pi k e h alf- wi dt h is 1. 1 9 3, a n d si mil arl y, t h e i nt er n e ur o n h as s m all er ris e ti m e of 0. 3 9 1 ms,

c o m p ar e d t o 0. 7 4 2 ms f or t h e p yr a mi d al c ell. T h es e t e m p or al fi n di n gs ar e i n a gr e e m e nt wit h

t h e r es ults of e xtr a c ell ul ar w a v ef or m a n al ysis d es cri b e d i n t h e first t h esis gr o u p ( pl e as e s e e

s u bs e cti o n 4. 1. 5) a n d m a y s er v e as a gr o u n d-tr ut h f or e xtr a c ell ul ar c ell t y p e cl assi fi c ati o n. I n

c o ntr ast t o cl e ar t e m p or al di ff er e n c es, t h e s pi k e ( or p e a k) a m plit u d es ar e hi g hl y d e p e n d e nt o n

t h e e x p eri m e nt al c o n diti o ns a n d o n t h e s u c c essf ul n ess of p at c h- cl a m p, t h us a m plit u d es c a n v ar y

e v e n wit hi n o n e c ell t y p e a cr oss tri als. H er e, t h e a m plit u d e of t h e a n al ys e d p yr a mi d al c ell w as

s m all er, b ut t h e di ff er e n c e r e m ai n e d pr a cti c all y n e gli gi bl e.

4. 2. 4  E x t r a c ell ul a r s pi k e- t ri g g e r e d a v e r a g e s of p a t c h- cl a m p e d c ell s

M ulti- c h a n n el E C si g n als w er e pr e- pr o c ess e d b ef or e c o m p ar ati v e a n al ysis. ( Pl e as e s e e M et h o ds

3. 4. 1 a n d 3. 4. 2 s e cti o ns f or d et ails.) Bri e fl y, t h e pr o c ess of a n al ysi n g E C d at a st art e d wit h t h e

s pi k e d et e cti o n b as e d o n t h e a d diti o n al I C c h a n n el. E v e nts fil es ar e g e n er at e d c o nt ai ni n g t h e

s pi k e ti mi n gs of t h e d et e ct e d I C s pi k es. As d es cri b e d e arli er, I w a nt e d t o d et e ct m ulti- c h a n n el

E C ”f o ot pri nts ” of t h es e I C r e c or d e d s pi k e ti m es. T o a c hi e v e t his, e p o c h fil e ( . e e g e xt e nsi o n)
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

w er e g e n er at e d, usi n g a 2 0 0 ms l o n g s y m m etri c al ti m e wi n d o w ( ± 1 0 0 ms) ar o u n d e a c h e v e nt

ti m e. N e xt, e p o c hs w er e a v er a g e d a cr oss all c h a n n els ( . a v g e xt e nsi o n). T h es e a v er a g e d wi n d o ws

w er e d e fi n e d as e xtr a c ell ul ar s pi k e-tri g g er e d a v er a g es ( S T As) of p at c h cl a m p e d c ells. F or t h e

m aj orit y of p air e d r e c or di n gs, a hi g h pr o p orti o n of s pi k e c o- o c c urr e n c e c o ul d b e d et e ct e d o n

m ulti pl e S T As ( a cr oss n ei g h b o uri n g E C c h a n n els) wit h s u b millis e c o n d d el a y, c o n fir mi n g m y

e arli er ass u m pti o n t h at E C a n d I C pr o b es s a m pl e d t h e v er y s a m e c ell ( w hi c h w as f urt h er

v ali d at e d b y vis u al m o nit ori n g of t h e r e c or di n g). Alt h o u g h E C f o ot pri nts of I C s pi k es h a d v er y

s h ort l at e n c y, if si g n als r e m ai n e d u n filt er e d, l o n g S T A ti m e wi n d o ws all o w e d us f or i n v esti g ati n g

t h e r el ati o ns hi p of t h e p at c h e d c ells t o t h eir l o c al p o p ul ati o n (r e pr es e nt e d as s h ar p w a v es or

M U A i n p h as e).

Fi g u r e 4. 1 5: Gr o u n d-tr ut h r e c or di n g e x a m pl e. A v er a g e d I C w a v ef or m r e c or d e d b y p at c h- cl a m p

( A). C urr e nt- cl a m p s p o nt a n e o us s pi ki n g a cti vit y i n g a p-fr e e r e c or di n g m o d e ( B). T hr e e c o ntri b uti n g

E C c h a n n els ar e s el e ct e d a n d pl ott e d t o g et h er wit h c orr es p o n di n g I C e v e nts ( C). S pi k e ti m es i n r e d

ar e s h o w n i n t h e b ott o m r o w. I c o ul d i d e ntif y t h e E C c o ntri b uti o ns of I C s pi ki n g o n m ulti pl e

c h a n n els e v e n i n t h e r a w, u n filt er e d d at a ( E A Ps ar e hi g hli g ht e d wit h r e d cir cl es).
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

Fi g ur e 4. 1 5 d e pi cts a n e x a m pl e f or gr o u n d-tr ut h r e c or di n gs ( s p 7 i n t h e d at as et). Fi g ur e

4. 1 5 / A s h o ws t h e a v er a g e d I C w a v ef or m r e c or d e d b y p at c h- cl a m p. O n Fi g ur e 4. 1 5 / B w e s e e

s p o nt a n e o us s pi ki n g a cti vit y of t h e p at c h- cl a m p e d c ell h el d b y c o nst a nt l o w c urr e nt i nj e cti o ns

i n g a p-fr e e ( or c o nti n u o us m o d e). O n Fi g ur e 4. 1 5 / C t hr e e p arti c ul ar E C c h a n n els ar e s el e ct e d

a n d pl ott e d ( w hil e all c h a n n els w er e r e c or d e d) t o g et h er wit h t h e c orr es p o n di n g I C e v e nts ( or

s pi k e ti m es, r e pr es e nt e d as r e d ’ o n e ’ m ar k ers i n t h e b ott o m r o w). H er e, I a ct u all y c o ul d fi n d

t h e f o ot pri nts of I C s pi ki n g o n m ulti pl e E C c h a n n els e v e n i n t his r a w, u n filt er e d d at a ( E A Ps

ar e hi g hli g ht e d wit h r e d cir cl es). S u c h a d at as et m a y pr o v e es p e ci all y us ef ul f or s pi k e-s orti n g

a p pr o a c h es b as e d o n bli n d s o ur c e s e p ar ati o n a n d f or v ali d ati o n of di ff er e nt s orti n g al g orit h ms.

B ut e v e n if t h e p at c h e d- c ell is n ot t h at e asil y r e c o g nis a bl e, f urt h er a n al ysis c a n r es ol v e its

hi d d e n e ff e ct o n t h e E C p ot e nti al. If I C d at a c a n n ot b e firstl y visi bl e o n a n y E C c h a n n els d uri n g

r a w r e c or di n gs, S T As of t h e gr o u n d-tr ut h d at as et is still c a n b e v er y us ef ul f or f or v ali d ati o n

a n d i m pr o v e m e nt of c o m p ut ati o n al m o d elli n g of si n gl e- c ell E C fi el ds, i. e. d et er mi ni n g h o w a

n e ur o n’s l o c ati o n a n d m or p h ol o g y c o ntri b ut e t o its e xtr a c ell ul ar si g n at ur e. S u c h a n a p pli c ati o n

will b e s h o w n i n t h e f oll o wi n g s e cti o n b as e d o n a gr o u n d-tr ut h d at as et h a vi n g s m all er ( a n d

h ar dl y visi bl e) a m plit u d es.

T o r e v e al a d et ail e d s p ati o-t e m p or al E C c o ntri b uti o n of t h e p at c h- cl a m p e d c ell, o n Fi g ur e

4. 1 6 I s h o w h o w t h e af or e m e nti o n e d d at a c a n b e f urt h er a n al ys e d. Fi g ur e 4. 1 6 / A s h o w o n e

e p o c h of 2 0 c h a n n els ( o ut of 3 2). As d es cri b e d e arli er, t h e n u m b er of e p o c hs g e n er at e d b as e d o n

t h e e v e nt fil e e q u als t o t h e n u m b er of I C s pi k e i n o n e r e c or di n g s essi o n. T h e p at c h- cl a m p e d c ell

is m ost visi bl e o n t h e 1 2 t h c h a n n el ( mi d dl e r o w, 4 t h c h a n n el fr o m l eft). Pl e as e als o n ot e i n t his

c as e t h e pr es e n c e of S W R a cti vit y gr a di e nt o n m ulti pl e n ei g h b o uri n g c h a n n els w hi c h pr e c e d es

t h e i ntr a c ell ul ar s pi k e ( or t er m e d as p h as e-l o c k e d). O n Fi g ur e 4. 1 6 / B, s pi k e-tri g g er e d a v er a g es

( S T As) c a n b e s e e n f or t h e s a m e s el e ct e d 2 0 c h a n n els. E C f o ot pri nt of t h e p at c h- cl a m p e d c ell

is bi g g est o n t h e 1 2t h a n d d e c a ys i n b ot h dir e cti o ns. T h e e ff e ct of p h as e-l o c k e d, o c c asi o n al S W

a cti vit y is l ess pr o mi n e nt (it m a y b e a v er a g e d o ut a cr oss all e p o c hs). 4. 1 6 / C s h o w t h e s a m e

S T A si g n als b ut o v erl ai d fr o m c h a n n el 9 t o c h a n n el 1 7. T his s u b- pl ot c a n pr o vi d e d et ail e d

s p ati o-t e m p or al i nf or m ati o n a b o ut t h e p at c h- cl a m p e d c ell i n t h e E C s p a c e wit h ti m e r es ol uti o n

of s u b millis e c o n d i n ti m e a n d li n e ar s p a c e r es ol uti o n ( h er e, usi n g t h e d e ns est s pi k y pr o b e) of

2 5 µ m. N ot e t h at t h e e p o c hs (t h er ef or e t h e S T As as w ell) w er e ali g n e d i n ti m e t o t h e p e a k of

t h e p at c h- cl a m p e d c ell (st or e d i n t h e e v e nt fil e), w hil e t h e s pi k e w as i niti at e d 0. 2- 0. 5 ms e arli er.

T h o u g h t h e s m all s a m pl e si z e of m y si m ult a n e o us d at as et pr e cl u d es str o n g, dir e ct c o n cl usi o ns,

s u c h d et ail e d E C S T As t o g et h er wit h gr o u n d-tr ut h I C s pi k es a n d r e c o nstr u ct e d m or p h ol o g y c a n

pr o vi d e i n v al u a bl e d at a f or f urt h er d at a a n al ysis m et h o ds or m o d el- b as e d si n gl e c ell c al c ul ati o ns

as s h o w n i n t h e f oll o wi n g s e cti o n usi n g o n e of t h e first r e c or d e d n e ur o ns b y m y si m ult a n e o us

e x p eri m e nt al pr ot o c ol.
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

Fi g u r e 4. 1 6: E xtr a cti n g a v er a g e s pi ki n g a cti vit y ( S T As) fr o m gr o u n d-tr ut h r e c or di n gs. E p o c h

of 2 0 c h a n n els o ut of t h e t ot al 3 2 ( A). T h e p at c h- cl a m p e d c ell is m ost visi bl e o n t h e 1 2 t h c h a n n el

( mi d dl e r o w, 4 t h c h a n n el fr o m l eft). Pl e as e n ot e t h e pr es e n c e of S W R a cti vit y gr a di e nt o n m ulti pl e

n ei g h b o uri n g c h a n n els w hi c h is p h as e-l o c k e d a n d pr e c e d es t h e I C s pi k e. S pi k e-tri g g er e d a v er a g es

( S T As) f or t h e s a m e s el e ct e d 2 0 c h a n n els ( B). N e g ati v e E A P f o ot pri nt of t h e p at c h- cl a m p e d c ell is

l ar g est o n t h e 1 2t h a n d d e c a ys i n b ot h dir e cti o ns. S a m e S T A si g n als b ut o v erl ai d fr o m c h a n n el 9 t o

c h a n n el 1 7 ( C).

4. 2. 5 3- D r e c o n s t r u c ti o n of c ell a n d p r o b e l o c a ti o n s

P at c h- cl a m p e d c ells w er e i m pli citl y fill e d wit h hist ol o gi c al tr a c er m ol e c ul es vi a di ff usi o n of t h e

I C s ol uti o n c o nt ai ni n g eit h er bi o c yti n or n e ur o bi oti n.  W hil e w ell- fill e d n e ur o ns h a v e alr e a d y

s h o w e d d et ail e d d e n driti c m or p h ol o g y i n fl u or es c e nt t w o- p h ot o n z-st a c k pr oj e cti o n usi n g Al e x a

5 9 4 (r e d) a n d Fl u o- 4 ( gr e e n) d y es, hist ol o gi c al tr a c ers ar e m u c h s m all er m ol e c ul es all o wi n g t h e

p o st- h o c r e c o nstr u cti o n of v er y fi n e pr o c ess es (i n cl u di n g a x o ns). ( F or t e c h ni c al d et ails of t h e

hist ol o g y, pl e as e s e e M et h o ds s e cti o n 3. 5) I n e v er y c as e w h er e all hist ol o gi c al st e ps ( fi x ati o n, r e-

sli ci n g, a n d t h e pr e ci pit ati o n of t h e tr a c er) w er e s u c c essf ul, n e ur o ns w er e c h os e n t o b e di git all y

3- D r e c o nstr u ct e d b y t h e N e ur ol u ci d a s yst e m.

Fi g ur e 4. 1 7 s h o ws t w o e x a m pl es t a k e n fr o m t h e d at as et i n cl u di n g b ot h t h e fill e d n e ur o n al
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

Fi g u r e 4. 1 7: 2- D s n a ps h ots of t w o c o m pl et e 3- D r e c o nstr u cti o ns of t h e c o m pl et e n e ur o n al m or-

p h ol o gi es a n d c orr es p o n di n g E C pr o b e tr a c es. Pl e as e n ot e t h e e ff e ct of s m all b ut visi bl e tiss u e

dis pl a c e m e nt c a us e d b y t h e fi x ati o n a n d r e-sli ci n g pr o c ess es o n t h e li n e arit y of E C c o nt a ct sit es.

m or p h ol o g y ( bl u e c ol o uri n g c orr es p o n ds t o d e n drit es a n d r e d f or a x o ns) a n d t h e m ar k ers

(s m all cir cl es or tri a n gl es i n or a n g e b o x es) of E C c o nt a ct sit e p ositi o ns. R e g ar di n g t h e a xis

of E C c o nt a ct sit es, a s m all b ut visi bl e tiss u e dis pl a c e m e nt w as pr es e nt i n Fi g ur e 4. 1 7 / B

(s p 7) c a us e d b y t h e fi x ati o n a n d r e-sli ci n g pr o c ess es. R e ct a n gl es of di ff er e nt wi dt hs (i n li g ht

or a n g e) i n di c at e t h e a m o u nt of tiss u e dis pl a c e m e nt al o n g t h e E C c o nt a ct sit es. T h e e ff e ct

of tiss u e dis pl a c e m e nt w as m u c h l ess o n Fi g ur e 4. 1 7 / A ( s p 1), as h er e t h e p oi nts of c o nt a ct

sit es f or m a q u asi-li n e ar a xis ( w hi c h c a n b e f urt h er c h e c k e d f or all di ff er e nt r ot ati o n a n gl es

i n 3- D). Alt h o u g h t h e c o m pl et e a x o n al ar b oris ati o n c o ul d n ot b e r e v e al e d h er e, i niti al a x o ns

w er e f o u n d i n b ot h c as es aft er z o o m-i n (s h o w n i n r e d).  Pl e as e als o n ot e, t h at b ot h c ells

w er e l o c at e d p artl y o utsi d e of t h e m ai n p yr a mi d al l a y er. T his w as si mil ar f or t h e m aj orit y of

p at c h- cl a m p e d c ells i n t h e d at as et. T h e c a us e is pr of a n e, as t h es e ’ o ut si d e r ’ c ells pr o v e d t o

b e e asi er t o a c c ess b y t h e mi cr o pi p ett e, n e v ert h el ess, t h e y still b el o n g t h e m ai n p yr a mi d al l a y er.

Wit h t h e h el p of N e ur ol u ci d a 3- D r e c o nstr u cti o ns, c ell- el e ctr o d e dist a n c e ( or m or e pr e cis el y,

t h e dist a n c e b et w e e n c o nt a ct sit es a n d s u b- c ell ul ar c o m p art m e nts) c a n b e c al c ul at e d. H a vi n g

all t h es e str u ct ur al d at a t o g et h er wit h I C- E C el e ctr o p h ysi ol o g y, m y n e xt g o al is t o s u p p ort

m o d el- b as e d si n gl e- c ell c al c ul ati o ns wit h r e al e x p eri m e nt al v ali d ati o n. S u c h a n e x a m pl e will

als o b e dis c uss e d i n t h e f oll o wi n g s e cti o ns.

7 1

D OI: 1 0. 1 5 7 7 4/ P P K E.I T K. 2 0 2 0. 0 0 5



4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

4. 2. 6  E x p e ri m e n t al e s ti m a ti o n of c ell- el e c t r o d e di s t a n c e s

Esti m ati o n of t h e E u cli d e a n dist a n c es b et w e e n s u b- c ell ul ar c o m p art m e nts a n d t h e cl os est c o n-

t a ct sit e of t h e E C pr o b e w as c arri e d o ut i n t w o di ff er e nt w a ys. I n a f e w c as es w h er e o nl y t h e

firstl y m a d e t w o- p h ot o n z-st a c k pr oj e cti o n w as a v ail a bl e ( wit h o ut p o st h o c hist ol o gi c al pr o c ess es

a n d t h e N e ur ol u ci d a 3- D m or p h ol o gi c al r e c o nstr u cti o n), tri a n g ul ati o n w as c al c ul at e d usi n g t h e

s h ar p est x- y st a c ks ( or f o c al pl a n es) b ot h f or s u b- c ell ul ar c o m p art m e nts a n d f or c o nt a ct sit es,

r es p e cti v el y. Aft er m e as uri n g t h e pl a n ar ( x- y ) dist a n c e b et w e e n t w o p oi nts, I d et er mi n e d t h e

d e pt h ( z) dist a n c e b y c al c ul ati n g t h e di ff er e n c e b et w e e n st a c ks ( or f o c al pl a n es) i n t h e z-st a c k

pr oj e cti o n. T h e n I a p pli e d P yt h a g or e a n t h e or e m t o c al c ul at e t h e h y p ot e n us e ( or ’ c’ ) of t h e

tri a n gl e, w h er e t h e t w o si d es ar e t h e pl a n ar c ell- el e ctr o d e dist a n c e ( ’ a’ ) a n d t h e d e pt h di ff er e n c e

(’ b’ ), as f oll o ws: c =
√

a 2 + b 2 . Si n c e t h e z st e p ( ali as t h e r es ol uti o n of t h e z-st a c k pr oj e cti o n)

w as s et t o 3 µ m, m y dist a n c e esti m ati o n h a d a n i m pli cit i n a c c ur a c y of ± 1. 5 µ m. F urt h er m or e,

c o nsi d eri n g m y o w n bi as ( as t h e s u bj e cti v e, h u m a n f a ct or d uri n g t h e c al c ul ati o ns) I h a v e c er-

t ai nl y i ntr o d u c e d a n a d diti o n al err or of at l e ast 3- 4 µ m b as e d o n t h e i n d e fi n a bl e s h ar p n ess r a n g e

o n t h e z-st a c k fi g ur es.

I n ot h er c as es w h er e e x a ct E u cli d e a n c o or di n at es w er e a v ail a bl e b ot h f or s u b- c ell ul ar c o m-

p art m e nts a n d f or c o nt a ct sit es, w e r e c al c ul at e d t h e tri a n g ul ati o n b as e d o n t h e r es ults of t h e

N e ur ol u ci d a 3- D r e c o nstr u cti o n. A g ai n, w e p ossi bl y i ntr o d u c e d s o m e err ors wit h t h e p ut ati v e

tiss u e dis pl a c e m e nts ( c a us e d b y t h e fi x ati o n a n d r e-sli ci n g pr o c ess es or i n h er e nt s oft w ar e ali g n-

m e nt err ors). Fi n all y, r es ults of t h e t w o di ff er e nt dist a n c e esti m ati o n m et h o ds w er e c o m p ar e d.

U ntil n o w, I h a v e n ot f o u n d a n y n ot a bl e di ff er e n c e ( d > 1 0 µ m) b et w e e n t h e t w o dist a n c e

m e as uri n g m et h o ds, h o w e v er, i n t his c as e I w o ul d c o nsi d er s u c h a d at as et as u n c o n diti o n al

a n d it w o ul d b e p ossi bl y e x cl u d e d fr o m f urt h er, dist a n c e- b as e d a n al ysis (titl e d as a d at a wit h

” u n c e rt ai n e sti m ati o n ” or ” mi s si n g s p ati al i nf o r m ati o n ”).

4. 2. 7  A p pli c a ti o n of g r o u n d- t r u t h e x p e ri m e n t al d a t a i n c ell ul a r-l e v el, m o d el-

b a s e d c al c ul a ti o n s

We h a v e s e e n i n B a c k gr o u n d s e cti o n 2. 2. 2 t h at g o v er ni n g i n w ar d a n d o ut w ar d c urr e nts c a n

b e esti m at e d fr o m t h e m e as ur e d E C p ot e nti als b y t h e i n v ers e- m et h o d of C S D. S e v er al C S D

str at e gi es w er e i n v e nt e d t o l o c alis e c urr e nt s o ur c es o n di ff er e nt s c al es d e p e n di n g o n t h e n at ur e

of t h e s p e ci fi c e x p eri m e nt al p ar a di g ms. O n e of t h e m ost r e c e nt C S D m et h o d pr es e nt e d i n t h e

lit er at ur e w as t h e si n gl e- c ell C S D o n r e alisti c n e ur o n m or p h ol o gi es c all e d s k C S D [ 6 2]. Cr e dits

b el o n g t o Z olt á n S o m o g y v á ri, D or ott y a Cs er p á n a n d D a ni el W ój ci k f or t h e d e v el o p m e nt of t his

c oll a b or ati v e pr oj e ct a n d t h e a ut h or w o ul d li k e t o t h a n k t h at t h e r e c or d e d gr o u n d-tr ut h d at as et

w as us e d f or t h e v ali d ati o n of t his n o v el m et h o d.

T o e x a mi n e t h e e x p eri m e nt al f e asi bilit y of t h e s k C S D m et h o d, w e a n al ys e d o n e si m ult a n e o us

I C- E C d at a (n n 8 i n t h e d at as et) r e c or d e d usi n g t h e N e ur o n e x us c o m b- pr o b e t o g et h er wit h t h e

p at c h- cl a m p fill e d c o m pl et e 3- D m or p h ol o g y a n d pr e- c al c ul at e d c ell- el e ctr o d e dist a n c es. T h e
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

s k C S D r e c o nstr u cti o n is s h o w n i n 4. 1 8 at t h e m o m e nt of firi n g. T h e n a 1 0 ms l o n g vi d e o of

t h e s pi k e tri g g er e d a v er a g e is s h o w n o n t h e f oll o wi n g Fi g ur e 4. 1 9 ( cli c k a bl e i n t h e di git al P D F

v ersi o n, aft er all o wi n g p o p- u p c o n diti o ns).

I n t his r e c or di n g s essi o n, 1 5 4 I C s pi k es w er e d et e ct e d o n t h e 3 mi n ut es p at c h- cl a m p si g n al b y

0 m V u p w ar d t hr es h ol d cr ossi n g. H er e, o nl y ± 5 ms wi d e ti m e wi n d o ws ( e p o c hs as i ntr o d u c e d

e arli er) w er e c ut ar o u n d t h e e v e nts of e a c h s pi k es o n e a c h c h a n n els of t h e E C p ot e nti al r e c or d-

i n gs a n d a v er a g e d, t o a c c ess t h e fi n e d et ails of t h e E C s p ati o-t e m p or al p ot e nti al p att er n w hi c h

a c c o m p a ni e d t h e firi n g of t h e r e c or d e d n e ur o n o n all c h a n n els. T w o f a ult y c h a n n els w er e m al-

f u n cti o ni n g ( 2, 5); h o w e v er, as t h e s k C S D m et h o d all o ws r etri e vi n g C S D m a ps fr o m ar bitr aril y

distri b ut e d c o nt a cts, t his h as n ot pr e v e nt e d t h e a n al ysis a n d t h e f a ult y c h a n n els w er e e x cl u d e d

fr o m f urt h er c al c ul ati o ns. A v er a g e d s p ati o-t e m p or al p ot e nti al m a ps ( or S T As) w er e hi g h- p ass

filt er e d b y s u btr a cti n g a m o vi n g wi n d o w a v er a g e wit h 1 0 0 ms wi dt h. T his filt eri n g, t o g et h er

wit h t h e S T A pr o c e d ur e, e ns ur e d t h at t h e r es ult e d E C p ot e nti al m a p c o nt ai ns o nl y t h e c o n-

tri b uti o n fr o m t h e a ct u all y r e c or d e d c ell. T h e pri c e w e p ai d w as filt eri n g o ut E C si g n als of

t h e s p o nt a n e o us r e p etiti v e s h ar p- w a v e li k e a cti vit y of t h e sli c e ( as als o s h o w n i n t h e pr e vi o us

s e cti o ns), w hi c h w as c orr el at e d b y t h e firi n g of t h e r e c or d e d n e ur o n a n d t h us t h e pr es u m pti v e

s y n a pti c i n p uts of t h e r e c or d e d n e ur o n as w ell. I n a d diti o n, o n e m or e t e m p or al s m o ot hi n g b y

a m o vi n g a v er a g e wit h 0. 1 5 ms wi n d o w w as us e d t o r e d u c e t h e e ff e ct of n ois e.

Fi g ur e 4. 1 8 c a pt ur es a m o m e nt fr o m t h e s k C S D r e c o nstr u cti o n f or a t y pi c al C A 1 p yr a mi d al

c ell. Fi g ur e 4. 1 8 / A s h o ws E C p ot e nti als m e as ur e d wit h t h e 5 c o nt a ct sit es pl a c e d cl os est t o t h e

s o m a or t h e n e ur o n al a xis. T h e 0 ms m ar ks t h e ti m e of t h e I C m e m br a n e p ot e nti al cr ossi n g

t h e 0 m V t hr es h ol d. T h e bl a c k v erti c al li n e m ar ks t h e 0. 4 0 ms ti m e i nst a nt f or w hi c h t h e

E C p ot e nti als a n d s k C S D r e c o nstr u cti o n ar e s h o w n. O n Fi g ur e 4. 1 8 / B, 2- D pr oj e cti o n of t h e

c ell m or p h ol o g y a n d p ositi o ns of E C c o nt a ct sit es m ar k e d b y st ars, t h e 5 c o nt a ct sit es us e d

i n t h e t o p p a n el of t h e fi g ur e ar e l a b el e d wit h m at c hi n g c ol ors. T h e a m plit u d es of m e as ur e d

p ot e nti als ar e s h o w n as c ol or- c o d e d cir cl es ar o u n d t h e c o nt a ct sit es. Fi g ur e 4. 1 8 / C d e pits t h e

s k C S D r e c o nstr u cti o n o n t h e br a n c hi n g m or p h ol o g y r e pr es e nt ati o n. T his is a ’ s n a p s h ot ’ of

t h e c ell firi n g, t h e r e d c ol or i n di c at es t h e si n ks cl os e t o t h e s o m a, t h e bl u e m ar ks t h e c urr e nt

s o ur c es o n t h e d e n drit es. Fi g ur e 4. 1 9 s h o ws t h e S T As a n d s k C S D r e c o nstr u cti o ns as a s h ort

vi d e o ( cli c k a bl e i n di git al P D F v ersi o n, aft er all o wi n g p o p- u p c o n diti o ns). T h e vi d e o s h o ws t h e

r e c or d e d p ot e nti als a n d s k C S D r e c o nstr u cti o n f or a 1 0 ms ti m e wi n d o w c e ntr e d ar o u n d t h e s pi k e

( as d es cri b e d i n s e cti o n 4. 2. 4. T h e t o p p a n el pr es e nts t h e S T As of t h e p ot e nti als d uri n g 5 ms

b ef or e a n d aft er t h e s pi k e r e c or d e d at 5 c o nt a ct sit es cl os est t o t h e s o m a. T h e l o w er l eft p a n el

s h o ws t h e m or p h ol o g y of t h e c ell, c o nt a ct sit e p ositi o ns, a n d t h e r e c or d e d p ot e nti als. Si mil arl y

t o t h e a b o v e m e nti o n e d s n a ps h ot pi ct ur e, c o nt a ct sit es ar e m ar k e d b y st ars a n d t h e a m plit u d es

of t h e r e c or d e d p ot e nti al ar e s h o w n as c ol or- c o d e d cir cl es ar o u n d t h e c o nt a ct sit es.
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4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

Fi g u r e 4. 1 8: s k C S D r e c o nstr u cti o n of s pi k e-tri g g er e d a v er a g e f or a C A 1 p yr a mi d al c ell. Ti m e

c o urs e of t h e E C p ot e nti als f or 5 s el e ct e d c h a n n els ( A). 2- D pr oj e cti o n of t h e c ell a n d sili c o n pr o b e

p ositi o ns wit h o v erl ai d E C p ot e nti al d y n a mi cs ( B). R e c o nstr u cti o n of c urr e nt s o ur c e d e nsiti es b as e d

o n t h e m e as ur e d E C p ot e nti als a n d m o d ell e d c ell ul ar m or p h ol o g y ( C).

At - 0. 0 5 ms t h e bri ef a p p e ar a n c e of a si n k (r e d) i n t h e b as al d e n drit es is visi bl e w hi c h c a n b e

a c o ns e q u e n c e of t h e a cti v ati o n of v olt a g e-s e nsiti v e c h a n n els i n t h e a x o n hill o c k, or t h e first

a x o n al s e g m e nt l e a di n g t o t h e firi n g of t h e c ell ( as i ntr o d u c e d a c c or di n g t o t h e lit er at ur e i n

s e cti o n 2. 1. 2. Si n c e t h er e w er e n o c o nt a ct sit e s u ffi ci e ntl y cl os e t o t h e a x o n i niti al s e g m e nt, t h e

s k C S D m et h o d di d n ot r es ol v e it, i nst e a d it r es ol v e d t o i ntr o d u c e t h e a cti vit y i nt o t h e b as al

d e n drit e. T his p h e n o m e n o n is q ui c kl y r e pl a c e d b y a si n k at t h e s o m a a n d i n t h e pr o xi m al p art

of t h e a pi c al d e n driti c tr e e, a c c o m p a ni e d b y s o ur c es ( bl u e) i n t h e b as al a n d i n t h e m or e dist al

a pi c al d e n drit es. T h e e xtr a c ell ul ar p ot e nti al o n t h e s e c o n d c o nt a ct sit e r e a c h es its mi ni m u m at

0. 4 5 ms, w hi c h si g n als t h e p e a k of t h e s pi k e. T h e d e e p r e d of t h e s o m a at t his p oi nt si g ni fi es a

str o n g si n k, w hil e t h e bl u e of t h e s urr o u n di n g p arts of t h e pr o xi m al a pi c al a n d b as al d e n drit es

i n di c at e t h e c urr e nt s o ur c es s et b y t h e r et ur n c urr e nts. At 1. 3 0 ms a s o ur c e a p p e ars at t h e s o m a

r e gi o n, w hi c h i n di c at es h y p er p ol ari zi n g c urr e nts. O v er all, t h e o bs er v e d s p ati o-t e m p or al C S D

d y n a mi cs is d o mi n at e d m ostl y b y t h e s o m ati c c urr e nts, r es p o nsi bl e f or t h e s pi k e g e n er ati o n,

a n d t h e c orr es p o n di n g c o u nt er c urr e nts.

7 4

D OI: 1 0. 1 5 7 7 4/ P P K E.I T K. 2 0 2 0. 0 0 5



4. 2 I I. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ul t a n e o u s i n t r a- a n d l a mi n a r
e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r a ti o n of a

g r o u n d- t r u t h d a t a s e t

M o vi e

Fi g u r e 4. 1 9: M o vi e: s k C S D r e c o nstr u cti o n of s pi k e-tri g g er e d a v er a g e f or a hi p p o c a m p al p yr a mi d al

c ell ( cli c k a bl e i n di git al P D F v ersi o n, aft er all o wi n g p o p- u p c o n diti o ns)

T his e x a m pl e d e m o nstr at es t h e f e asi bilit y of t h e s k C S D m et h o d o n r e c or d e d e x p eri m e nt al d at a

a n d m a y h el p i n pl a n ni n g f urt h er e x p eri m e nts ( as a n it er ati v e ’ e x p e ri m e nt- d at a a n al y si s ’ c y cl e),

ai mi n g t o r e v e al t h e s p ati al distri b uti o n a n d t e m p or al d y n a mi cs of t h e s y n a pti c i n p ut c urr e nts

w hi c h e v o k e t h e firi n g of a n e ur o n.
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c el-

l ul a r r e c o r di n g s a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y

i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c-

t ri c a r t ef a c t s

It w as s h o w n i n t h e pr e vi o us s e cti o ns t h at mi cr o el e ctr o d es ( S e cti o n 2. 3) a n d o pti cs ( S e cti o n

2. 4) h a v e i n d e p e n d e ntl y e x p eri e n c e d r a pi d gr o wt h i n t e c h n ol o gi c al d e v el o p m e nt a n d e m er gi n g

a p pli c ati o ns. R ef erri n g b a c k t o t his lit er at ur e r e vi e w, e xtr a c ell ul ar el e ctr o p h ysi ol o g y a n d t w o-

p h ot o n i m a gi n g ( c o m bi n e d wit h o pt o g e n eti cs) b ot h h a v e a d v a nt a g es a n d dis a d v a nt a g es i n s e ns e

of s p ati al a n d t e m p or al r es ol uti o n or str u ct ur al a n d f u n cti o n al i nf or m ati o n e xtr a ct e d. T h e i d e a

t o p ut t h e m t o g et h er i n o n e c o m bi n e d e x p eri m e nt c o m es n at ur all y t o g ai n m a xi m al b e n e fit

fr o m b ot h t e c h ni q u es. R es e ar c h ers w er e i niti all y e nt h usi asti c t o c o m bi n e t h e t w o m o d aliti es,

h o w e v er, i niti al att e m pts r e v e al e d a p h e n o m e n o n a p p ar e ntl y si mil ar t o H eis e n b er g’s ’ o b s e r v e r

p ri n ci pl e ’, t h at is t h e pr es e nt of t h e o bs er v er a ff e cts t h e o bs er v e d si g n al.  N a m el y, o pti c al

e x cit ati o n g e n er at es a s o c all e d ’ p h ot o el e ct ri c a rt ef a ct ’ t h at i nt erf er es wit h el e ctr o ni cs a n d t h us

c a n c o nt a mi n at e ( pr a cti c all y, oft e n pr e v e nt) t h e E C r e c or di n gs. A c c or di n g t o t his o bs er v er

pri n ci pl e, o n e m ust r e c or d E C p ot e nti als or s c a n t h e s urr o u n di n g tiss u e b ut n ot b ot h at t h e s a m e

m o m e nt i n ti m e a n d s p a c e. M ut u all y e x cl usi v e c o m bi n ati o ns m a y b e all o w e d, as si m ult a n e o us

E C- 2 P r e c or di n gs m a y n ot b e pr o bl e m ati c if r e c or di n g l o c ati o ns ar e pl a c e d s u ffi ci e ntl y f ar a w a y

fr o m e a c h ot h er ( n ot c o-l o c alis e d). Si mil arl y, s a m e F o V ( c o-l o c alis e d) b ut s u bs e q u e nt ( n ot

s y n c hr o n o us) r e c or di n gs m a y b e a p pli e d wit h o ut a n y p h ot o el e ctri c c o nt a mi n ati o n. H o w e v er,

t h er e is a n e v er gr o wi n g n e e d t o c o m p ar e t h e t w o si g n al t y p es i n t er ms of c a us al r ol es, s e nsiti vit y

or gr o u n d-tr ut h v ali d ati o n, a n d t o a c hi e v e t his, b ot h c o-l o c alis e d a n d s y n c hr o n o us m e as ur e m e nts

ar e r e q uir e d. I n t h e f oll o wi n g c h a pt ers I will s h ortl y o v er vi e w t h e f e at ur es of p h ot o el e ctri c

e ff e ct a n d list s o m e p ossi bl e str at e gi es t o o v er c o m e its art ef a ct d uri n g E C- 2 P m e as ur e m e nts.

T h e n I d es cri b e m y c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us r e c or di n g pr ot o c ol i n d et ails a n d i ntr o d u c e

t h e o ff-li n e, it er ati v e filt eri n g al g orit h m d e v el o p e d i n c oll a b or ati o n. L astl y, I pr es e nt a f e w

pr eli mi n ar y, r e pr es e nt ati v e E C- 2 P d at a w h er e p h ot o el e ctri c art ef a ct w as s u c c essf ull y r e d u c e d,

w hil e dis c ussi n g t h e li mit ati o ns a n d f ut ur e p ossi biliti es of t h os e r e c or di n gs.

4. 3. 1  P r o p e r ti e s of t h e p h o t o el e c t ri c e ff e c t

P h ot o el e ctri c e ff e ct w as first o bs er v e d b y Al e x a n dr e E d m o n d B e c q u er el i n 1 8 3 9. H e o bs er v e d

t h at a n u n e q u al ill u mi n ati o n of t w o i d e nti c al el e ctr o d es pl a c e d i n a n el e ctr ol yt e g e n er at e d

el e ctr o c h e mi c al c urr e nts.   T his ’ p h ot o v olt ai c ’ or ’p h ot o el e ct ri c ’ e ff e ct w as t h e n c all e d t h e

B e c q u er el- e ff e ct. L at er, i n 1 8 8 7 H ei nri c h H ert z als o r e p ort e d el e ctr o m a g n eti c w a v es i n t h e

pr es e n c e of hi g h-fr e q u e n c y li g ht. B ut i n f a ct, Al b ert Ei nst ei n w as t h e first w h o a n al yti c all y

d es cri b e d t h e c h ar a ct eristi cs of t h e e ff e ct (i n 1 9 0 5) f or w hi c h h e a w ar d e d t h e N o b el Pri z e i n

1 9 2 1. T h e m ost i m p ort a nt f e at ur e f o u n d b y hi m w as t hr es h ol d t y p e n at ur e of t h e e ff e ct, b el o w
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

w hi c h n o el e ctr o ns c a n b e e mitt e d fr o m t h e c o n d u ct or r e g ar dl ess t h e a m plit u d e or t h e l e n gt h

of e x p os ur e of li g ht. I n t h e c as e of i n c o h er e nt li g ht s o ur c e, e mitt e d p h ot o ns h a v e a c ert ai n

w a v el e n gt h r a n g e wit h r a n d o ml y ori e nt e d p h as es. Alt h o u g h i n c o h er e nt li g ht c a n b e c oll e ct e d

i nt o b e a ms, t h eir e ffi ci e n c y ( or i nt e nsit y, e. g. n u m b er of p h ot o ns) is us u all y n ot hi g h f or a s m all

ill u mi n at e d ar e a. O n t h e ot h er h a n d, l as ers w er e n a m e d aft er t h eir f oll o wi n g a b br e vi ati o ns:

’li g ht a m pli fi c ati o n b y sti m ul at e d e mi s si o n of r a di ati o n ’, t h us t h e y p ol aris e e mitt e d p h ot o ns

f or mi n g a virt u all y si n gl e fr e q u e n c y b e a m wit h c orr el at e d p h as e ( n at ur all y, wit h a s m all err or

r a n g e i n r e al i m pl e m e nt ati o n). T h e y c a n m ai nt ai n t his di ffr a cti o n-li mit e d, n arr o w b e a m o v er

r el ati v el y l ar g e dist a n c es. B ut t his c a p a bilit y o nl y h ol ds f or tr a ns missi o n i n a n i d e al m e di a.

Bi ol o gi c al tiss u e is hi g hl y t ur bi d a n d p h ot o ns m ust u n d er g o a bs or pti o n a n d s c att eri n g w hi c h

li mits p e n etr ati o n i nt o d e e p er s a m pl es. A c c or di n g t o t h e ’B e e r- L a m b e rt L a w ’, li g ht p e n etr ati o n

i nt o tiss u e is a f u n cti o n ’o pti c al s c att e ri n g c o e ffi ci e nt ’ µ s a n d t h e ’ o pti c al a b s o r pti o n c o e ffi ci e nt ’

µ a [ 1 6 0]. W hil e t h e µ s i n br ai n tiss u e d e cr e as es wit h i n cr e asi n g w a v el e n gt h, t h e µ a h as a m or e

c o m pl e x pr o fil e. At visi bl e li g ht is hi g hl y att e n u at e d b y b ot h t h e hi g h a bs or pti o n a n d hi g h

s c att eri n g, w hil e f or NI R li g ht, µ a is l o w e n o u g h f or all o wi n g gr e at er p e n etr ati o n. T h us NI R

r a n g e is o pti m al f or l as er li g ht s o ur c es as als o a p pli e d i n Ti: S a p p hir e l as er s yst e ms us e d i n t his

c urr e nt t h esis w or k.

T h e af or e m e nti o n e d c ut- o ff t hr es h ol d f or p h ot o el e ctri c e ff e ct is hi g hl y d e p e n d e nt o n t h e

m at eri al of t h e c o n d u ct or. S ur prisi n gl y, t his t hr es h ol d fr e q u e n c y d es cri b e d b y Ei nst ei n o nl y

h ol ds f or si n gl e- p h ot o n e v e nts. M ari a G ö p p ert- M a y er ( alr e a d y m e nti o n e d as t h e dis c o v er er of

2 P e ff e ct) f o u n d t h at w h e n t w o ( or e v e n m or e) p h ot o ns si m ult a n e o usl y c olli d e at t h e t ar g et,

t h e y c a n gr e atl y r e d u c e t h e c ut- o ff t hr es h ol d a n d t h us g e n er at e p h ot o el e ctri c e ff e ct e v e n f or

l o w er a p pli e d li g ht i nt e nsiti es.

4. 3. 2  S t r a t e gi e s t o a t t e n u a t e p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s i n c o m bi n e d r e c o r di n g s

S e v er al str at e gi es h a v e b e e n us e d t o a v oi d or at l e ast t o att e n u at e p h ot o el e ctri c e ff e ct b ut e a c h

a p pr o a c h h as its o w n li mit ati o ns. First, a dj usti n g i n c o mi n g p h ot o ns t o z er o o v er t h e c o n d u cti v e

m e di u m vi a m as ki n g t h e l o c ati o n of t h e i m pl a nt e d pr o b e m a y h a v e b e n e fi ci al e ff e cts.  W hil e

m as ki n g ( or o pti c al bl o c ki n g) c a n att e n u at e p h ot o el e ctri c art ef a ct vi a a bs or pti o n, it c a n n ot

c o m pl et el y eli mi n at e a n y r esi d u al e ff e ct, si n c e p h ot o ns ar e s c att eri n g i n s urr o u n di n g tiss u e. A

s e c o n d a p pr o a c h is t h e us e of i n c o h er e nt li g ht s o ur c es. T his r e d u c es t h e pr o b a bilit y of p h o-

t o el e ctri c e v e nts, alt h o u g h w e l os e t h e b e n e fits of c o h er e nt ill u mi n ati o n. I n a d diti o n t o t his,

i n c o h er e nt li g ht s o ur c es c a n n ot b e a p pli e d f or e v o ki n g 2 P e x cit ati o n.

I n t h e or y, a f urt h er t e c h ni q u e c all e d ’c o m m o n- a v e r a g e r ef e r e n ci n g ’ c a n b e als o us e d i n t h e

c as e of m ulti pl e, e q u all y ill u mi n at e d c o nt a ct sit es a n d a n i d e nti c al r ef er e n c e el e ctr o d e. B ut

pr a cti c all y, t his b e c o m es v er y di ffi c ult or i nf e asi bl e t o r e alis e a n d m ai nt ai n p erf e ctl y i d e nti c al

ill u mi n ati o n f or e v er y sit e ( e v e n f or t h e r ef er e n c e) d uri n g r e c or di n gs d u e t o tiss u e s c att eri n g,

u n w a nt e d m o v e m e nts a n d t o t h e l ar g e dist a n c es b et w e e n c o nt a ct sit es.
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

O n e c a n s el e ct s u bst a nti all y l o n g er w a v el e n gt h t h a n t h e p h ot o el e ctri c c ut- o ff t hr es h ol d, t his

c a n a g ai n r e d u c e t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct. H o w e v er, w h e n a p pl yi n g a n y of t h e wi d el y us e d

fl u or o p h or es i n 2 P mi cr os c o p y, t h e w a v el e n gt h n e c ess ar y f or d et e cti o n f alls t o t h e NI R r a n g e

a n d c o h er e nt li g ht will t y pi c all y g e n er at e o v er w h el mi n g art ef a cts. U nf ort u n at el y, t his c ut- o ff

t hr es h ol d is us u all y m or e s e nsiti v e t h a n t h e p o w er r e q uir e d f or t h e e missi o n of e x cit e d p h ot o ns.

As a n e x c e pti o n al c as e, l as er p o w er c a n b e as mi ni m al as p ossi bl e i n t h e c as e of i n vit r o (si n gl e

l a y er) c ell c ult ur es a n d pl a n ar M E A r e c or di n gs r es ulti n g i n a di mi nis h e d art ef a ct t o n e gli gi bl e

l e v els.

Fr o m d at a a n al ysis p oi nt of vi e w, pri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysis ( P C A) c a n als o b e us e d t o i d e n-

tif y a n d is ol at e t h e m aj orit y of r e p etiti v e art ef a ct p att er ns t h at i ntr o d u c e t h e l ar g est v ari a n c e i n

t h e r e c or d e d d at a. H o w e v er, a d diti o n al str at e gi es ar e still n e c ess ar y t o c o m pl et el y r e m o v e t h e

c o ntri b uti o n of t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct. A si mil ar d e fi ci e n c y h ol ds f or si m pl e filt eri n g t y p es,

w hi c h (if a p pli e d f or l o n g er fr e q u e n c y r a n g es) m a y i n t ur n c a us e t o o m u c h l oss i n t h e us ef ul

i nf or m ati o n c o nt e nt of t h e si g n al. S p e ci all y t ail or e d c o m b filt ers a n d a d a pti v e filt ers w er e d e-

v el o p e d e. g. i n st e a d y-st at e vis u al B CI a p pli c ati o ns or f or d e cr e asi n g n ois e i n M RI e x p eri m e nts

or el e ctr o c ar di o gr a p h y r e c or di n gs, b ut t h er e is n o a p pli c ati o n y et p u blis h e d i n c ell ul ar-l e v el

n e ur ot e c h n ol o g y [ 1 6 1, 1 6 2, 1 6 3].

M ost r e c e ntl y, a m at eri al d e p e n d e nt c h all e n g e is r a pi dl y e m er gi n g t o fi n d n e ar-tr a ns p ar e nt

c o n d u ct ors i d e al f or c o m bi n e d el e ctr o- o pti c al r e c or di n gs [ 2 0, 1 6 4, 1 6 5]. S u c h c o n d u ct ors

i n cl u d e ’i n di u m ti n o xi d e ’ (I T O), ’p ol y ( 3, 4- et h yl e n e di o x yt hi o p h e n e ’ ( P E D O T), or gr a p h e n e

[ 1 6 6, 1 6 7, 1 6 8, 1 6 9].  W hil e n o n e of t h es e m at eri als is f ull y tr a ns p ar e nt ( a n d t h e y ar e g et-

ti n g e v e n d ar k e n e d o v er ti m e), t h e m ai n b ottl e n e c k is t h at t h es e t hi n- fil ms c a n t y pi c all y b e

d e p osit e d o n a n ot h er c o n d u cti v e s u bstr at e. N at ur all y, if a n y c o n d u cti v e s u bstr at e is us e d, p h o-

t o el e ctri c e ff e ct will b e a cti v at e d.

It s e e ms s o f ar t h at t h er e is n o f u n cti o n al m et h o d c urr e ntl y a v ail a bl e f or usi n g sili c o n pr o b es

( or a n y ot h er s oli d-st at e c o n d u ct or) i n c o m bi n e d r e c or di n gs. T h us t h e o nl y w a y t o c o m bi n e

c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us E C a n d 2 P wit h o ut a n y dist ur bi n g p h ot o el e ctri c art ef a ct w o ul d

b e t h e us e of i o ni c c o n d u ct ors i nst e a d of s oli d-st at e pr o b es. T h es e i o ni c c o n d u ct ors ar e m ai nl y

m a d e fr o m a gl ass mi cr o pi p ett e wit h a p ull e d s h ar p, o p e n e d ti p. O p e ni n g at t h e ti p of E C

pi p ett es c a n b e sli g htl y bi g g er t h a n f or pi p ett es us e d i n p at c h- cl a m p st u di es (i ntr o d u c e d i n

M et h o ds s e cti o n 3. 2) a n d i nst e a d of I C s ol uti o n, t h e y ar e fill e d wit h a C S F or s ali n e. T h e s oli d

c o n d u ct or, us u all y a n A g / A g Cl wir e (i ns ert e d f or t h e b a c k p art of t h e pi p ett e) a n d t h e ti p will

b e is o p ot e nti al d u e t o t h e c o n d u cti v e s ol uti o n. L u c kil y, h o w e v er, t h e wir e e n di n g will r e m ai n

r el ati v el y f ar a w a y fr o m t h e c o h er e nt li g ht a n d as a c o ns e q u e n c e, p h ot o el e ctri c e ff e ct al o n g t h e

wir e will b e n e gli gi bl e. O n c o ntr ar y, I h a v e t o m e nti o n o p e n iss u es s u c h as fr a gilit y of t h es e gl ass

d e vi c es or gli al i n filtr ati o n a n d cl o g gi n g w hi c h c a n pr e v e nt l o n g er r e c or di n gs a n d t h us h a v e t o

b e c o nsi d er e d w h e n d esi g ni n g s u c h a d e vi c e. E v e n if t h er e ar e a f e w t h e or eti c al pr ot ot y p es f or

mi cr of a bri c at e d i o ni c c o n d u ct or arr a ys wit h w ell- c o ntr oll e d sit e s p a ci n g, u ntil t h e d at e of t h esis

s u b missi o n, t h er e w er e n o s u c c essf ul a n d st a bl e r e alis ati o n p u blis h e d f or i o ni c c o n d u ct or arr a ys
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

i n E C r e c or di n gs. S u c h a pr o misi n g fr a m e w or k w as r e c e ntl y d e v el o p e d b y m e a n d c oll e a g u es i n

o ur l a b ( p at e nt p e n di n g, pl e as e visit r el at e d r ef er e n c e i n S e cti o n 7. 2 f or d et ails), b ut t h er e is n o

f u n cti o n al h ar d w ar e i m pl e m e nt ati o n p u blis h e d y et i n t his t o pi c t h er ef or e t his p at e nt d o es n ot

f or m a n i nt e gr ati v e p art of t his diss ert ati o n.

D uri n g t h e f oll o wi n g c o u pl e of s e cti o ns I w o ul d li k e t o r es ol v e t his v er y p essi misti c o v er vi e w

list e d h er e. I pr es e nt a r e c or di n g pr ot o c ol a n d d at a a n al ysis m et h o d f or s u c c essf ull y eli mi n at-

i n g p h ot o el e ctri c art ef a cts i n c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us E C- 2 P r e c or di n gs o bt ai n e d wit h

c o m m er ci al sili c o n pr o b es [ 1 7 0].

4. 3. 3  E x p e ri m e n t al p r o c e d u r e

T hr e e T h y 1- G C a M P 6 tr a ns g e ni c mi c e w er e us e d f or d at a a c q uisiti o n [ 1 1 5]. I n vit r o n e o c orti c al

sli c es w er e si mil arl y pr e p ar e d as d es cri b e d els e w h er e (i n M et h o ds s e cti o n 3. 3. 1) e x c e pt t h at i n

t his st u d y c or o n al sli c es w er e c ut i nst e a d of h ori z o nt al sli c es f or b ett er mi mi c ki n g i n vi v o r e c or d-

i n g c o n diti o ns, T h er e b y a p er p e n di c ul ar ori e nt ati o n f or pr o b e i m pl a nt ati o n c o ul d b e ass ur e d

r es p e ct t o t h e s urf a c e of t h e br ai n). E x p eri m e nt al s et- u p i n cl u di n g st a g e, m a ni p ul at ors, a C S F

s ol uti o n, d u al- p erf usi o n c h a m b er, r ef er e n c e el e ctr o d e, t e m p er at ur e a n d o x y g e n s u p pl y w er e all

si mil arl y a p pli e d as d es cri b e d i n M et h o ds s e cti o n 3. 3. 2 a n d R es ults s e cti o n 4. 2. 1.

I n t h e 2 P i m a gi n g si d e, t h e C o h er e nt Ultr a II l as er w as w or ki n g i n r es o n a nt m o d e pr o vi di n g

r a n d o m a c c ess, al m ost r e al-ti m e a n d w h ol e- ar e a i m a gi n g of t h e s urr o u n di n g n e ur al tiss u e. T h e

o bj e cti v e of t h e 2 P mi cr os c o p e h a d a w or ki n g dist a n c e of 2 m m a n d a 2 0 × m a g ni fi c ati o n.

T y pi c al F o V of t h e 2 P i m a gi n g w as ar o u n d 3 0 0 × 3 0 0 µ m. T h e a p pli e d l as er w a v el e n gt h w as

s et t o 9 2 0 n m w hi c h g u ar a nt e e d t h e m a xi m al a bs or pti o n c a p a bilit y of G C a M P 6- b as e d C a 2 +

i m a gi n g [ 1 1 5]. O n t h e E C el e ctr o p h ysi ol o g y si d e, l o n g er t y p e N e ur o N e x us c o m b pr o b e ( wit h

i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 1 0 0 µ m) w as us e d ( pl e as e s e e T a bl e 3. 1 i n M et h o ds s e cti o n 3. 1 f or

c o m p aris o n).

G ai ni n g s u c c essf ul c o m bi n e d E C- 2 P d at as et fr o m t his s et- u p n e e d e d s o m e m or e el a b or ati o n

b ef or e r e c or di n g. Firstl y, sli c e w as s c a n n e d t hr o u g h b y t h e mi cr os c o p e i n 2 P m o d e f or h u nti n g

a pl a c e wit h o utst a n di n g n e ur al a cti viti es. C a 2 + si g n als ar e k n o w n as a pr o x y f or I A Ps t h us

I c o nsi d er e d t his r e gi o n, as t h e o pti m al i ns erti o n pl a c e, h y p ot h eti c all y. T h e i m pl a nt ati o n of

t h e sili c o n pr o b e w as c arri e d o ut i n n or m al C C D C a m er a m o d e vi a m ot oris e d m a ni p ul at ors

wit h t h e sl o w est p ossi bl e v el o cit y a c hi e v a bl e b y h a n d- c o ntr oll e d w h e els. W h e n hi g h- a m plit u d e

S U A a cti viti es a p p e ar e d o n s e v er al c h a n n els, i ns erti o n w as st o p p e d, ot h er wis e - if t h e pr o b e

h as n ot f o u n d d et e ct a bl e E C si g n als i n a r e as o n a bl e i ns erti o n r a n g e - pr o b e w as wit h dr a w n

a n d r el o c at e d. I l eft t h e pr o b e t o s ettl e i nt o t h e tiss u e f or c o u pl e of mi n ut es b ef or e t h e first

r e c or d e d s essi o n w hil e s m all a dj ust m e nts c o ul d b e m a d e f or p ositi o ni n g t h e pr o b e e v e n cl os er

t o o n e of t h e S U As if n e e d e d. Wit h all t h es e pr e p ar ati o n i n h a n d, it w as e ns ur e d t h at b ot h E C

a n d 2 P r e c or di n gs will c o nt ai n r el e v a nt, hi g h- q u alit y si g n als d uri n g a f oll o wi n g, r el ati v el y l o n g

r e c or di n g pr ot o c ol.
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a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

Fi g u r e 4. 2 0: 2 0 mi n ut es l o n g g a p-fr e e r e c or di n g pr ot o c ol c o nsisti n g t hr e e s u b-s e cti o ns ( A) a n d t h e

i niti alis ati o n of t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct wit h t w o i n cr e asi n g m a g ni fi c ati o ns ( B- C).

A 2 0 mi n ut e l o n g, g a p-fr e e r e c or di n g s essi o n c o nsist e d t hr e e s u b-s essi o ns. I n t h e first p art,

8 mi n ut es of l as er-fr e e s u b-s essi o n w as r e c or d e d i n or d er t o pr o vi d e r ef er e n c e d at a b ef or e

a n y p h ot o el e ctri c c o nt a mi n ati o n. S e c o n dl y, 2 P i m a gi n g w as i niti at e d a n d as a c o ns e q u e n c e,

p h ot o el e ctri c art ef a cts w er e i ntr o d u c e d w hil e E C r e c or di n g w as u n c h a n g e d. T his s essi o n l asts

si mil arl y f or 8 mi n ut es. T h e t hir d a n d l ast s u b-s essi o n of t h e r e c or di n g pr ot o c ol w as p erf or m e d

a g ai n wit h o ut 2 P l as er i m a gi n g f or o bt ai ni n g f urt h er c o ntr ol d at a, b ut t his ti m e, aft er t h e

g e n er at e d p h ot o el e ctri c e ff e ct.  Fi g ur e 4. 2 0 s h o ws o n e r e c or di n g pr ot o c ol wit h hi g hli g ht e d

s u b-s e cti o ns a n d t h e i niti alis ati o n of t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct i n t w o i n cr e asi n g m a g ni fi c ati o ns.

Wit h s u c h a t hr e e-st e p pr ot o c ol E C c h a n g es b e c o m e tr a ct a bl e b ef or e a n d aft er l as er i m a gi n g

w hil e c o m bi n e d r e c or di n gs ar e als o pr es e nt i n t h e mi d dl e p art of t h e s essi o n.  D uri n g t his

mi d dl e p art, l as er g e n er at e d p h ot o el e ctri c art ef a cts e x c e e d e d t h e a m plit u d es of t h e hi g h est

S U As at l e ast a n or d er of m a g nit u d e.  W hil e t his art ef a ct c o v er e d all S U A si g n als a n d m a d e

t h e m a p p ar e ntl y u n d et e ct a bl e, d uri n g t his p eri o d l as er s c a n n e d 2 P i m a g es c o nt ai n e d n u m er o us

a cti v e c ells a n d d e n drit es as als o s h o w n i n Fi g ur e 4. 2 1.

Aft er d e fi ni n g pr o p er ’ R e gi o n- of-I nt e r e st s ’ ( R OIs) f or t h es e ”bli n ki n g ” c ells, q u a ntit ati v e

C a 2 + s pi k e tr ai n d y n a mi cs c a n b e e xtr a ct e d ( e x a m pl es ar e s h o w n o n t h e l eft) i n t er ms of

c h a n g es i n fl u or es c e n c e i nt e nsiti es [
d F

F
]. Pl e as e n ot e t h e a p pr o xi m at e l o c ati o ns E C pr o b e ti ps

a n d c o nt a ct sit es hi g hli g ht e d i n y ell o w. Hi g h a m plit u d e art ef a cts g e n er all y a p p e ar e d as l ar g e s a w

t o ot h-li k e w a v es ( as i n Fi g ur e 4. 2 0 / C). T h e m ai n fr e q u e n c y of s u c h w a v es s e e m e d t o c orr es p o n d

t o t h e i m a gi n g fr a m e r at e of t h e 2 P l as er. T h e fr a m e r at e of t h e i m a gi n g is i n d et er mi n at e ( a n d

is a f u n cti o n of m a n y u n c o ntr oll a bl e, fi x e d s yst e m p ar a m et ers).  M or e o v er, t h es e s h ar p s a w

t e et h a n d ot h er e ff e cts i ntr o d u c e v ari o us h ar m o ni cs ot h er t h a n t h e m ai n fr e q u e n c y, a n d t h us

t h e eli mi n ati o n of p h ot o el e ctri c art ef a cts r e q uir e d m or e s u btl e m et h o ds t h a n a p pl yi n g e. g. a

n ot c h or a b a n d-st o p filt er, as alr e a d y pr e di ct e d i n t h e i ntr o d u ct or y lit er at ur e r e vi e w.
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

Fi g u r e 4. 2 1:  I m a gi n g t h e cl os e vi ci nit y of t h e i m pl a nt e d sili c o n pr o b e i n a c o m bi n e d E C- 2 P

r e c or di n g. I m a gi n g r e v e als b ot h a cti viti es of s o m as a n d d e n dtrit es ( e x a m pl es ar e s h o w n o n t h e l eft)

i n t h e s a m e F o V of E C c o nt a ct sit es ( hi g hli g ht e d b y y ell o w cir cl es).

4. 3. 4  O ff-li n e fil t e ri n g al g o ri t h m

M ulti- c h a n n el E C si g n als r e c or d e d b y t h e I N T A N R H D 2 0 0 0 F P G A- b as e d a c q uisiti o n s yst e m

w er e si mil arl y pr e- pr o c ess e d as i ntr o d u c e d i n M et h o ds s e cti o n 3. 4. 1 a n d r e- us e d i n R es ults

s e cti o n 4. 1. 4. M A T L A B s oft w ar e w as us e d f or o ff-li n e si g n al vis u alis ati o n, filt eri n g a n d a n al ysis.

Fi g 4. 2 2 s u m m ari z es t h e st e ps t h at h a d b e e n p erf or m e d b y ot h er c oll e a g u es i n t h e l a b ( cr e dits

b el o n g t o G á b or Or b á n a n d G er g el y M á rt o n, d et ails us e d wit h p er missi o n of t h e c o- a ut h ors)

i n or d er t o a c c o m plis h t h e i d e nti fi c ati o n of s pi k e cl ust ers i n l as er c o nt a mi n at e d d at a.

Firstl y, r a w si g n als w er e b a n d- p ass filt er e d b et w e e n 3 0 0 H z a n d 3 k H z t o hi g hli g ht a n d d et e ct

S U As. N e xt, a ’ F a st F o u ri e r Tr a n sf o r m ati o n ’ ( F F T) w as p erf or m e d t o c h e c k t h e c h ar a ct eristi c

fr e q u e n ci es of t h e art ef a ct w hi c h w as f o u n d t o b e i n r el ati o n wit h t h e i m a gi n g fr a m e r at e of t h e

2 P s c a n n er. T his m ai n fr e q u e n c y w as f o u n d ar o u n d 1 5 H z. C o m p ari n g t h e fr e q u e n c y s p e ctr a

of t h e first (l as er- o ff p eri o d) p art (i n e v er y c o m pl et e s essi o n) t o t h eir s e c o n d p art (l as er- o n

p eri o d), it w as e vi d e nt t h at t h e i m a gi n g l as er g a v e ris e t o a p o p ul ati o n of hi g h p e a ks i n t h e

fr e q u e n c y d o m ai n wit h a p eri o di cit y of 1 5. 5 H z c orr es p o n di n g t o t h e i m a gi n g fr a m e r at e.

C o nsi d eri n g t his n at ur e of t h e art ef a ct, it w as a str ai g htf or w ar d i d e a t o us e a c o m b filt er

al g orit h m t o eli mi n at e p eri o di c al p e a ks. Filt er m o d ul es w er e b uilt fr o m a s et of c o m b- filt ers.

T h e p ar a m et er d e fi ni n g t h e n u m b er of m o d ul es i n t h e al g orit h m is c all e d N M . E a c h m o d ul e

c o nt ai ns b a n d-st o p filt ers fitt e d t o a c ert ai n a m o u nt of p e a ks ( or c e ntr es) i n t h e fr e q u e n c y

d o m ai n ( p e a ks d e n ot e d b y f p e a k a n d n u m b er of filt ers i n o n e m o d ul e is N F ). T h e dist a n c e

p ar a m et er b et w e e n a p pli e d filt ers i n o n e m o d ul e ( D F ) is a c o nst a nt 1 5 H z h er e r e pr es e nti n g

t h e p eri o di cit y of t h e art ef a ct.
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

Fi g u r e 4. 2 2: St e ps of t h e it er ati v e filt eri n g pr o c ess. Fl o w c h art f or c o m p ar ati v e a n al ysis of l as er

n ois e-fr e e a n d l as er- n ois y d at a ( A), p ar a m et er s etti n g al g orit h m ( B) a n d o n e r e pr es e nt ati v e filt er

m o d ul e ( C).

St e ps f or p ar a m et er s etti n g ar e s h o w n i n Fi g ur e 4. 2 2 / B a n d als o i n Fi g ur e 4. 2 3 / B- D. Wit hi n

a m o d ul e, N F will b e s el e ct e d d y n a mi c all y t o r e a c h a pr e- d e fi n e d t hr es h ol d of 1 5 % fr o m f p e a k

( Fi g ur e 4. 2 3 / B, gr e y li n e a n d cir cl e s h o w t h e t hr es h ol d a n d t h e c e ntr e fr e q u e n c y, r es p e cti v el y).

T his will d e fi n e, h o w m a n y b a n d-st o p filt ers ar e n e e d e d t o g o b el o w t h e t hr es h ol d wit h a

(D F ) st e p si z e. B a n d-st o p filt ers ar e i d e nti c al a n d h a v e v er y st e e p c h ar a ct eristi cs wit h c ut- o ff

fr e q u e n ci es at b el o w 3 H z a n d a b o v e 3 H z of e a c h p e a k, w hi c h r es ult i n a 6 H z of r ej e ct e d b a n d

as s h o w n i n Fi g ur e 4. 2 2 / C a n d Fi g ur e 4. 2 3 / D. W h e n s u c h a filt er m o d ul e is g e n er at e d a n d

a p pli e d i n o n e c y cl e, I s wit c h b a c k t o ti m e d o m ai n t o c h e c k w h et h er t his t e m p or ar y filt er st at e

w as s u ffi ci e nt t o r e d u c e p h ot o el e ctri c art ef a ct b el o w 4 0 µ V as a st o p pi n g crit eri o n. T his v olt a g e

v al u e c a n als o b e m o di fi e d if n e e d e d, b as e d o n t h e si g n al q u alit y a n d t h e ori gi n al n ois e of t h e

E C r e c or di n g. If p eri o di c l as er n ois e w as r e d u c e d s u ffi ci e ntl y, t h e n t e m p or ar y filt er p ar a m et ers

b e c a m e fi n alis e d. Ot h er wis e, I s wit c h t o fr e q u e n c y d o m ai n ( b y a p pl yi n g F F T a g ai n o n t his n e w

d at a) a n d a n e w filt er m o d ul e will b e g e n er at e d wit h n e w f p e a k a n d N F p ar a m et ers. Filt eri n g

fr o m n o w t ur n e d t o b e a n it er ati v e pr o c ess b y j u m pi n g b a c k a n d f ort h b et w e e n fr e q u e n c y a n d

ti m e d o m ai ns a n d d e fi ni n g n e w m o d ul es u ntil s u ffi ci e ntl y r e d u c e d a m o u nt of l as er c o nt a mi n ati o n

is a c hi e v e d.
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

Fi g u r e 4. 2 3: F F T s p e ctr u m f or E C r e c or di n gs d uri n g 2 P i m a gi n g. Hi g h m a g nit u d e h ar m o ni cs

ar e hi g hli g ht e d b el o w 1. 2 k H z ( C) a n d at hi g h er fr e q u e n ci es ( B). Pl e as e n ot e t h e o v erl a p of t h e

h ar m o ni cs ( B). R ej e ct e d 6 H z fr e q u e n c y r a n g es ( y ell o w) ar o u n d p eri o di c al p e a ks wit hi n o n e filt er

m o d ul e ( D).

4. 3. 5  P r eli mi n a r y r e s ul t s f r o m si m ul t a n e o u s o p t o- el e c t ri c al m e a s u r e m e n t s

R e g ar di n g m y e x p eri m e nts w h e n c o nt a ct sit es w er e l o c at e d wit hi n t h e F o V of 2 P i m a gi n g,

t h e l as er w as a bl e t o cr e at e art ef a cts wit h a m plit u d es of t y pi c all y 5 0 ti m es gr e at er t h a n t h e

a m plit u d e of t h e l ar g est S U As.  M or e o v er, w e h a v e s e e n h o w c o m pli c at e d s p e ctr u m of t h e

p h ot o el e ctri c n ois e pr e v e nts t h e eli mi n ati o n of t h e art ef a ct vi a si m pl e filt ers. As t h e f oll o wi n g

pr eli mi n ar y r es ults s u g g est, t h e utili z ati o n of a c o m b filt er- b as e d al g orit h m c a n e n a bl e f ut ur e

st u di es t o d et e ct a n d s ort S U As fr o m t h es e c o m bi n e d E C- 2 P r e c or di n gs.

T h e m ai n tri c k is t h at c o nstr u ct e d c o m b filt ers w er e a p pli e d o n b ot h t h e l as er n ois e fr e e

a n d t h e l as er n ois y d at a i n or d er t o ’ e q u all y di st o rt ’ t h e s pi k e w a v ef or ms i n b ot h c as es. L at er

o n, t his all o w e d us t o m at c h t h e f e at ur es of di ff er e nt s pi k e cl ust ers i n t h e l as er fr e e a n d l as er

n ois y m e as ur e m e nts. U nf ort u n at el y t h e i m a gi n g l as er g e n er at e d art ef a cts w er e n o n- u nif or m

al o n g c o nt a ct sit es, t h us r e c or di n gs fr o m di ff er e nt c h a n n els r e q uir e d filt ers wit h c ust o m-s et

p ar a m et ers. F or t his r e as o n, w e c o ul d n ot p erf or m s e mi- a ut o m ati c s pi k e s orti n g i n t h e Kil os ort

s oft w ar e p a c k a g e, as d es cri b e d e arli er i n t h e I. T h esis ( 4. 1) i n S e cti o n 4. 1. 4 a n d i n c orr es p o n di n g

M et h o ds s e cti o n 3. 4. 1 b ut w e h a d t o us e c ust o m- m a d e M A T L A B r o uti n es. S pi k e d et e cti o n w as

p erf or m e d b y si m pl e v olt a g e t hr es h ol di n g. T hr e e f e at ur es of e a c h s pi k e w er e d e fi n e d f or s pi k e

s orti n g: t h e l o c ati o n of t h e l ar g est n e g ati v e a m plit u d e, a n d v al u es at 2 5 0 mi cr os e c o n ds ( or 5 d at a

p oi nts) b ef or e a n d aft er t h es e p e a ks. T his f e at ur e e xtr a cti o n m et h o d is si mil ar t o tr a diti o n al
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

Fi g u r e 4. 2 4: Fi n al filt er e d si g n al (r e d) is o v erl ai d o n t h e ori gi n al ( u n filt er e d, gr e e n) d at a. It is

visi bl e t h at t h e l as er g e n er at e d p h ot o el e ctri c art ef a ct w as si g ni fi c a ntl y r e d u c e d a n d S U As e m er g e d

fr o m t h e b a c k gr o u n d n ois e.

Fi g u r e 4. 2 5: R es ults of t h e f e at ur e e xtr a cti o n (fr o m t w o di ff er e nt vi e w p oi nts) f or t w o r e pr es e n-

t ati v e S U A cl ust ers ( A). A v er a g e d s pi k e w a v ef or ms a n d a ut o c orr el o gr a ms f or t h es e t w o u nits ( B).

Te m p or al c h a n g es of t h e s el e ct e d s pi k e f e at ur es a n d s pi k e c o u nt hist o gr a ms ( C). L as er- o n p eri o ds

ar e hi g hli g ht e d wit h r e d b ars.
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4. 3 I I I. T h e si s g r o u p: C o m bi n a ti o n of m ul ti- c h a n n el e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s
a n d t w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e n t al

c h a r a c t e ri s a ti o n of p h o t o el e c t ri c a r t ef a c t s

P C A, h o w e v er it pr o v e d t o b e m or e r o b ust a n d e asi er t o us e t hr o u g h o ut o ur a n al ysis. T h e

cl ust ers w er e m a n u all y a c c e pt e d or dis c ar d e d b as e d o n t h eir s pi k e w a v ef or ms a n d c orr es p o n di n g

a ut o c orr el o gr a ms, i n a c c or d a n c e wit h e arli er m et h o ds. Fi g ur e 4. 2 4 is al m ost i d e nti c al t o Fi g ur e

4. 2 0 e x c e pt t h at t h e fi n al filt er e d si g n al (r e d) is o v erl ai d o n t h e ori gi n al ( u n filt er e d, gr e e n) d at a.

It is cl e arl y visi bl e t h at t h e l as er g e n er at e d p h ot o el e ctri c art ef a ct w as si g ni fi c a ntl y r e d u c e d a n d

S U As n o w ar e e m er gi n g fr o m t h e b a c k gr o u n d n ois e. It is als o e vi d e nt, h o w e v er, t h at art ef a cts

di d n ot dis a p p e ar a n d s m all a m plit u d e s pi k e-li k e, p eri o di c ( 1 5 H z) art ef a cts ar e still pr es e nt e v e n

o n t h e filt er e d si g n al ar o u n d t h e t hr es h ol d li n e (s h o w n i n gr e y o n Fi g ur e 4. 2 4 / C). F ort u n at el y,

w e c a n still o bs er v e m aj or S U A a m plit u d es f ar e x c e e di n g t h e a m plit u d e of t h es e art ef a cts.

Fi g ur e 4. 2 5 / A s h o ws t h e r es ults of t h e f e at ur e e xtr a cti o n (fr o m t w o di ff er e nt vi e w p oi nts) f or

t w o r e pr es e nt ati v e S U A cl ust ers. Bl a c k cl o u ds of s pi k es w er e d et e ct e d d uri n g l as er- o ff p eri o d

a n d r e d s pi k es u n d er 2 P i m a gi n g. A v er a g e d s pi k e w a v ef or ms a n d a ut o c orr el o gr a ms f or t h es e

t w o u nits c a n b e s e e n i n 4. 2 5 / B. Te m p or al c h a n g es of t hr e e s el e ct e d s pi k e f e at ur es a n d s pi k e

c o u nt hist o gr a ms ar e s h o w n i n 4. 2 5 / C, w h er e l as er- o n p eri o d is hi g hli g ht e d wit h r e d b ars. W hil e

a m plit u d es (s e c o n d c o m p o n e nt, s h o w n i n bl a c k li n es o n ri g ht m ost s u b fi g ur es) r e m ai n e d q u asi

st a bl e f or b ot h s el e ct e d u nits, pl e as e n ot e t h e i n ci d e nt al m o d ul at or y e ff e ct of t h e a p pli e d l as er

o n s pi k e c o u nts (l o w er s u b fi g ur es). I will s h ortl y dis c uss p ut ati v e r e as o ns of t his u n w a nt e d e ff e ct

i n t h e f oll o wi n g Dis c ussi o n C h a pt er 5.
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C h a p t e r 5

Di s c u s si o n of t h e r e s ul t s

M et h o d ol o gi c al c h all e n g es ar e pr es e nt i n all e x p eri m e nt al p ar a di g ms r el at e d t o br ai n r es e ar c h,

t h us t h e y s h o w v er y r a pi dl y e x p a n di n g fi el ds. Fr o m t h e p oi nt of vi e w of t h e c urr e nt st u d y,

m y m ai n g o al h as b e e n t o e x pl or e n o v el a p pr o a c h es t o t h e c o m bi n e d r e c or di n g of n e ur al

si g n als, n a m el y i ntr a-, e xtr a c ell ul ar a n d t w o- p h ot o n fl u or es c e nt si g n als. T h er e w er e s e v er al

’u p si d e s ’ of t his w or k t h at l e d us t o t h e d e v el o p m e nt of a n o v el m ulti- c h a n n el el e ctr o d e, or

t o di ff er e nt m ulti- m o d al d at as ets usi n g t h e m et h o d ol o gi c al a d v a n c e m e nts pr es e nt e d h er e i n

t his diss ert ati o n. H o w e v er, t h er e w er e s e v er al ’ d o w n si d e s ’ as w ell. As it w as s h o w n e arli er

wit hi n t h e lit er at ur e r e vi e w (i n S e cti o n 2. 5), it is criti c al t o d e m o nstr at e t h e r e c or di n g

c a p a biliti es a n d t o d e fi n e li mit ati o ns of t h e d e v el o p e d i nstr u m e nts a n d m et h o ds f or t h e c orr e ct

i nt er pr et ati o n of t h eir r es ult e d d at a. N e v ert h el ess, t h es e iss u es s h o ul d n ot o nl y b e c o nsi d er e d

as o bstr u cti o ns b ut als o as o p p ort u niti es f or f ut ur e i m pr o v e m e nts. I n t his c h a pt er I will s h ortl y

dis c uss all t hr e e T h esis gr o u ps o n e aft er a n ot h er, alt h o u g h n o w I will b e f o c usi n g r at h er o n

t h eir fl a ws i nst e a d of t h eir m erits. E v e n if it w o ul d b e d esir a bl e t o pr o vi d e s ol uti o ns f or all

e m er gi n g dr a w b a c ks, s o m e of t h es e m aj or h ur dl es r e m ai n e d y et u n a ns w er e d. T h es e iss u es str ess

t h e i m p ort a n c e of f ut ur e w or k a n d I will gi v e a n o utl o o k f or p ers p e cti v es i n t h e fi n al S e cti o n 6. 2.

I n t h e I. T h esis gr o u p I h a v e pr es e nt e d a n d t est e d a p e n etr ati n g s pi k y pr o b e f or E C

r e c or di n gs, i n vit r o. T h a n ks t o t h e pr otr u di n g c o nt a ct sit es, t h e s pi k y pr o b e c a n r e c or d fr o m

a d e e p er n e ur al tiss u e e n vir o n m e nt r es ulti n g i n hi g h er s pi k e a m plit u d es as w ell as a hi g h er

si n gl e u nit yi el d c o m p ar e d t o a c o m m er ci all y a v ail a bl e s urf a c e pr o b e. T h e s p ati o-t e m p or all y

o v ers a m pl e d E A Ps w er e visi bl e o n m ulti pl e c o nt a ct sit es a n d pr eli mi n ar y cl ust eri n g m et h o ds

w er e a p pli e d f or s e p ar ati n g p ut ati v e c ell t y p e b as e d o n t h eir w a v ef or m di ff er e n c es.

It h as t o b e a d mitt e d h o w e v er, t h at t h e c urr e nt e x p eri m e nt al a p pr o a c h is n ot d esi g n e d f or

l o n g-t er m r e c or di n gs.   M y m ai n f o c us w as t o i n cr e as e t h e c ell a c c essi bilit y of t h e c o nt a ct

sit es d uri n g a c ut e br ai n sli c e r e c or di n gs, c o ns e q u e ntl y, t o i n cr e as e si g n al yi el d a n d r e c or di n g

q u alit y. F ut ur e d e v el o p m e nts m a y e n a bl e s u c h d e vi c es t o b e a p pli e d i n b ot h c hr o ni c a n d a c ut e

r e c or di n gs, as w ell as i n c o m bi n ati o n wit h ot h er m o d aliti es s u c h as i ntr a c ell ul ar r e c or di n gs,

c o m bi n e d o pt o g e n eti cs or mi cr o fl ui di c dr u g d eli v er y a p pli c ati o ns [ 1 6 6, 1 7 1]. I s h o w e d a n
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e x a m pl e f or c o m bi n e d 2 P i m a gi n g a n d pr o p os e d t h at t h e s pi k y pr o b e m a k es p ossi bl e c o n-

s e c uti v e r e c or di n g a n d i m a gi n g of t h e tiss u e at t h e s a m e r e gi o n. H o w e v er, t h e st a bilit y of

m ulti-l a y er e d c o nt a ct sit es u n d er hi g h er t w o- p h ot o n l as er s c a n ni n g is y et t o b e i n v esti g at e d. I n

a d diti o n, as o nl y t h e c o nt a ct sit es p e n etr at e i nt o t h e d e e p er tiss u e, t h e y m a y c a us e l ess tiss u e

d a m a g e t h a n c o m m er ci all y a v ail a bl e p e n etr ati n g pr o b es (s u c h as t h e 1 6-s h a n k c o m b pr o b e

fr o m N e ur o N e x us), b ut a pr o p er hist ol o gi c al v ali d ati o n is als o t o b e p erf or m e d i n t his r e g ar d.

L astl y, I pr o p os e o n e m or e a d v a nt a g e of t h e d esi g n, n a m el y t h at it c a n o v er c o m e t h e s o c all e d

’ d e a d-s p ot pr o bl e m’ [ 1 3 6].  A d e a d-s p ot pr o bl e m a p p e ars w h e n t h e c o nt a ct sit es al o n g t h e

s h a n k ar e l o c at e d t o o f ar fr o m t h e ti p or t h e e d g e of t h e s h a n k. It b e c o m es di ffi c ult or e v e n

i m p ossi bl e t o a p pr o a c h a n d r e c or d fr o m t h e cl os est a cti v e c ells b y a n I C gl ass mi cr o pi p ett e,

si m ult a n e o usl y, as t h e pr o b e its elf att e n u at es t h e n ei g h b o uri n g si g n als. R e c e nt w or ks i n t h e

lit er at ur e (i ntr o d u c e d e arli er i n s e cti o n 2. 5. 2) s h o w e d h o w t h es e p air e d I C- E C r e c or di n gs c o ul d

m a k e n e w gr o u n d-tr ut h d at a f or m ulti- c h a n n el E C el e ctr o p h ysi ol o g y [ 2 1, 2 2, 1 3 6].  Wit h m y

pr otr u di n g d esi g n, s u c h c o-l o c alis e d r e c or di n gs m a y b e c o m e e asi er t o p erf or m a n d t o a c hi e v e

hi g h er si g n al a m plit u d es.  M or e o v er, t h e a n gl e d s h a n k c a n fit u n d er t h e o bj e cti v e of a 2 P

l as er s c a n ni n g mi cr os c o p e, t h us it is als o p ossi bl e t o c o m pl et e t h e el e ctr o p h ysi ol o gi c al d at a

wit h o pti c al i nf or m ati o n. I c o n cl u d e t h at t h e s pi k y pr o b e c a n b e a st e p t o w ar ds m ulti- m o d al

e x p eri m e nt al d esi g ns ( as it will b e d et ail e d s o o n wit hi n t h e II. T h esis gr o u p ( 4. 2) i n s e cti o n

4. 2. 1), w hil e t h e y als o e x p a n d t h e li mits a n d n e ur al yi el d a c hi e v a bl e b y l a mi n ar m ulti- c h a n n el

el e ctr o p h ysi ol o gi c al s yst e ms.

M o vi n g f or w ar d t o t h e II. T h esis gr o u p, n u m er o us c h all e n g es a n d o p p ort u niti es w er e

alr e a d y list e d i n t h e gr o u n d-tr ut h r e vi e w S e cti o n 2. 5. 2 r e g ar di n g t h e si m ult a n e o us I C- E C

e x p eri m e nt a n d its r e c or d e d d at as et.  As it w as m e nti o n e d i n t h e 4. 2. 4 s e cti o n, n ot e v er y

p at c h- cl a m p e d c ell c a n b e i d e nti fi e d y et i n t h e g a p-fr e e r e c or di n g b y usi n g o nl y t h e E C si g n al

a n d b y a p pl yi n g s pi k e s orti n g m et h o ds. T h e r e as o n f or t his r estri cti o n is t h at w e still h a v e a

c o nsi d er a bl e dist a n c e of 7 0- 8 0 µ m b et w e e n t h e E C pr o b e a n d t h e p at c h e d c ell, b ut a c c or di n g

t o t h e lit er at ur e, t h e el e ctr o d e- c ell dist a n c e m ust b e b et w e e n 2 0- 5 0 µ m t o s u c c essf ull y a p pl y

a n y d et e cti o n a n d cl ust eri n g m et h o d. M y g o al is t o g et cl os er t o t h e c ells b y f urt h er o pti mi zi n g

t h e m e as ur e m e nt s et- u p a n d pr o c ess a n d t o r e c or d m or e c ells wit h s ort a bl e s pi k e a m plit u d es.

F urt h er m or e, d uri n g t h e si m ult a n e o us r e c or di n g of t h e I C a n d E C si g n als, s y n c hr o ni z ati o n

pr o bl e ms a n d art ef a cts c a n b e e m er g e d b et w e e n t h e t w o s yst e ms. W h e n t h e c ell fir es, t h e I C

a c q uisiti o n s yst e m n e c ess aril y a p pli es t h e s o c all e d ’ b ri d g e- b al a n c e ’ ( B B) c o m p e ns ati o n, w hi c h

m a y c a us e a c o nsi d er a bl e art ef a ct o n t h e cl os el y pl a c e d E C c h a n n els. T his m a k es c h all e n gi n g

t o a n al ys e t h e e x a ct z er o ti m e p oi nt of t h e I C s pi k e. It is p ossi bl e t o r e m o v e ( e. g. s u btr a ct)

t his cr osst al k art ef a ct fr o m a n y of t h e E C c h a n n els, b ut c o ns e q u e ntl y, w e h a v e t o p a y t h e

pri c e of l o osi n g s o m e us ef ul i nf or m ati o n o n t h es e p arti c ul ar c h a n n els. Alt h o u g h t h e cr osst al k

p h e n o m e n o n is still pr es e nt i n a s u bs et of t h e r e c or d e d d at as et, I alr e a d y h a v e a f e w s u c c essf ul

pr eli mi n ar y d at a, w h er e I C a n d E C si g n als ar e cl e ar fr o m a n y cr osst al k art ef a cts. I n t h es e
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c as es, a pr eli mi n ar y B B c o m p e ns ati o n w as o nl y s et d uri n g R a m p t ests ( w h e n o nl y I C d at a is

r e c or d e d) a n d f or si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n gs, it w as s wit c h e d o ff. T his is still a s u b- o pti m al

s ol uti o n, si n c e B B c o m p e ns ati o n is n e e d e d f or pl a usi bl e I C s pi k e w a v ef or m, h o w e v er, t his

c h a n g e d o es n ot a ff e ct t h e a c c ur a c y of s pi k e ti m es. T h us t h es e d at a c a n b e e xtr e m el y us ef ul f or

s pi k e s orti n g a p pli c ati o ns b ut n ot f or si n gl e- c ell c al c ul ati o ns. B ut it is i m p ort a nt t o n ot e t h at

t h es e as p e cts ar e t o b e f urt h er i m pr o v e d as it will b e als o m e nti o n e d i n t h e fi n al P ers p e cti v es

i n C h a pt er 6. 2.

R e g ar di n g t h e a p pli c ati o n of gr o u n d-tr ut h d at a i n s k C S D a n al ysis, I als o h a v e f o u n d dr a w b a c ks

b ot h f or t h e m et h o ds a n d f or t h e a p pli c a bilit y of t h e d at a. Te c h ni c all y, s k C S D c a n b e a p pli e d

t o a n y d at a c o mi n g fr o m e v e n a si n gl e c o nt a ct sit e j ust li k e - as a n e x a m pl e - t h e a g e pr o fil e of a

h u m a n p o p ul ati o n c a n als o b e esti m at e d fr o m a si n gl e s p e ci m e n. B ut o b vi o usl y, i n t h es e c as es,

t h e esti m at e w o ul d b e a p o or r e fl e cti o n of t h e distri b uti o n of i nt er est. I m pr o vi n g t h e s a m pli n g

( b y a p pl yi n g m or e c o nt a ct sit es), t h e q u alit y of t h e esti m at e i m pr o v es, y et ulti m at el y it is h ar d

t o j u d g e a p ri o ri h o w m a n y c o nt a ct sit es is e n o u g h a n d w h at l e v el of pr e cisi o n is r e q uir e d t o

o bt ai n c orr e ct r es ults. H a vi n g t h e esti m at e d distri b uti o n of c urr e nts, it w o ul d b e i nt er esti n g

t o d e c o m p os e it i nt o p h ysi ol o gi c all y m e a ni n gf ul c o m p o n e nts, s u c h as s y n a pti c c urr e nts, l e a k

c urr e nts, v olt a g e- g at e d c urr e nts f or di ff er e nt c h a n n els, et c. T his s e e ms r at h er c h all e n gi n g a n d

I d o n ot s e e a dir e ct w a y of a c hi e vi n g t his fr o m e x p eri m e nt al d at a. It is p ossi bl e t h at a n

a p pli c ati o n of st atisti c al d e c o m p ositi o n m et h o ds will pr o v e us ef ul, as i n t h e c as e of k C S D f or

p o p ul ati o n a cti vit y [ 5 9, 6 0, 1 7 2]. H o w e v er, I fi n d t h e c o ntri b uti o ns t o t h e E C p ot e nti al fr o m

i n di vi d u al c urr e nts hi g hl y c o u nt er-i nt uiti v e [ 1 7 3]. I n t h e or y, t h e r e c o nstr u cti o n of s o m ati c

m e m br a n e p ot e nti al ( b as e d o n t h e I C p at c h- cl a m p) m a k es p ossi bl e t h e disti n cti o n b et w e e n t h e

t w o c o m p o n e nts of t h e C S D, t h e r esisti v e a n d t h e c a p a citi v e c urr e nt. T his disti n cti o n pr o vi d es

a cl u e t o t h e cl e ar i nt er pr et ati o n of t h e C S D distri b uti o n, as r esisti v e c o m p o n e nt c orr es p o n ds

t o t h e a cti v e c h a n n el c urr e nts, b ot h s y n a pti c a n d v olt a g e s e nsiti v e c h a n n el m e m br a n e c urr e nts,

w hil e c a p a citi v e c urr e nt c orr es p o n ds t o t h e p assi v e c o u nt er c urr e nts. T h e i m p ort a n c e of t his

disti n cti o n is f urt h er e m p h asi z e d b y di ff er e nt pr o p erti es of t h e r esisti v e m e m br a n e c urr e nt

distri b uti o n a n d t h e C S D: as t h e C S D is t h e n et m e m br a n e c urr e nt, t h e s u m of t h e C S D al o n g

a w h ol e i nt a ct c ell s h o ul d b e z er o i n e a c h ti m e m o m e nt, a c c or di n g t o t h e c h ar g e c o ns er v ati o n

( als o m e nti o n e d i n S e cti o n 2. 2. 2). I n c o ntr ast t o t his, t h e s u m of t h e r esisti v e c urr e nt is n ot

n e c ess aril y z er o, a n d it g o v er ns t h e m e m br a n e p ot e nti al d y n a mi cs. T h us, esti m ati o n of t h e

s p ati al distri b uti o n of t h e r esisti v e m e m br a n e c urr e nt m a k es p ossi bl e t h e disti n cti o n b et w e e n

a cti v e a n d p assi v e si n ks a n d s o ur c es of t h e C S D m a p a n d l o c ali z ati o n of t h e s y n a pti c i n p ut

c urr e nts, w hi c h m a k es t h e n e ur o n fir e. E v e n if I h a v e d at a f or t h e p ar all el m ulti c h a n n el E C a n d

si n gl e c h a n n el I C s o m ati c r e c or di n gs ar e pr es e nt n o w, t h e n e c ess ar y t o ols f or s k C S D ar e still

u n d er d e v el o p m e nt. I pl a n t o i n v esti g at e t h es e c al c ul ati o ns f urt h er i n t h e f ut ur e. T o att e m pt

e x p eri m e nt al a p pli c ati o n of s k C S D o n e m ust h a v e at l e ast ( 1) a n i d e nti fi e d c ell of k n o w n

m or p h ol o g y, a n d ( 2) a s et of si m ult a n e o us E C r e c or di n gs g e n er at e d b y t his c ell. Pl e as e n ot e

t h at si m ult a n e o us I C r e c or di n g is n ot ess e nti all y n e e d e d h er e, o nl y t h e m or p h ol o g y. B ut b ot h

8 8

D OI: 1 0. 1 5 7 7 4/ P P K E.I T K. 2 0 2 0. 0 0 5



ot h er as p e cts p os e t h eir o w n c h all e n g es. O n c e w e h a v e t h e n e c ess ar y d at a t h e n at ur al q u esti o n

is h o w t o s el e ct t h e p ar a m et ers of t h e m et h o d i n t h e s p e ci fi c c o nt e xt of a gi v e n s et- u p, s p e ci fi c

m or p h ol o g y, a n d r e c or di n gs. Alt h o u g h r e c or di n g t h e E C p ot e nti al wit h a sili c o n pr o b e, filli n g

a n e ur o n wit h a d y e, a n d r e c o nstr u cti n g its m or p h ol o g y, ar e st a n d ar d e x p eri m e nt al t e c h ni q u es,

usi n g t h e m si m ult a n e o usl y r e m ai ns a c h all e n g e d u e t o t h e si z e of t h e e x p eri m e nt al d e vi c es

w hi c h n e e d t o b e arr a n g e d wit hi n a s m all v ol u m e. C ells i n t h e vi ci nit y of t h e sili c o n pr o b e c a n

b e fill e d i n di vi d u all y, or wit h ot h er b ul k l o a di n g t e c h ni q u es. I n di vi d u al r e c or di n g a n d d y ei n g

wit h a gl ass mi cr o pi p ett e pr o vi d es n ot o nl y t h e m or p h ol o g y, b ut als o u n a m bi g u o us s pi k e ti m es,

gi vi n g a n o p p ort u nit y t o d et er mi n e t h e E C p ot e nti al f o ot pri nts of t h e r e c or d e d c ell. Alt h o u g h

t h es e w o ul d b e f a v o ur a bl e d at a, I C r e c or di n g l ess t h a n 1 0 0 µ m f ar a w a y fr o m t h e m ulti- c h a n n el

E C pr o b e r e m ai n e d e xtr e m el y c h all e n gi n g a n d pr o vi d e d v er y l o w s u c c es-r at es. E x p eri m e nt al

s et- u ps f e at uri n g t h e n e c ess ar y e q ui p m e nt alr e a d y e xist ([ 2 1, 2 2, 1 3 0, 1 3 6]) a n d i ntr o d u c e d i n

t his t h esis (i n T a bl e 2. 5. 2 i n B a c k gr o u n d s e cti o n 2. 5. 2), b ut as f ar as I k n o w, h a v e n ot b e e n

us e d i n t his w a y a n d h a v e n o m or p h ol o gi c al r e c o nstr u cti o ns a v ail a bl e i n t h eir d at as ets. O n t h e

ot h er h a n d, b ul k d y ei n g t e c h ni q u es r es ult i n m or e fill e d n e ur o ns, alt h o u g h t h e q u alit y of t h e

d y ei n g, a n d t h us t h e q u alit y of t h e 3 D m or p h ol o g y r e c o nstr u cti o ns, is c o nsi d er a bl y l o w er i n

t h es e c as es. Alt h o u g h t h er e ar e s p e c ul ati v e m et h o ds f or esti m ati o n of t h e c ell p ositi o n r el ati v e

t o t h e E C c o nt a ct sit es ([ 5, 5 8]), ass o ci ati o n of m ulti pl e o pti c all y l a b ell e d n e ur o ns wit h t h e

r e c or d e d e xtr a c ell ul ar s pi k e p att er ns is still u ns ol v e d. If w e c a n s ort t h e s pi k es eli cit e d b y t h e

n e ur o n of i nt er est w e c a n c al c ul at e t h e S T As of t h e E C p ot e nti als r e d u ci n g all u n c orr el at e d

c o ntri b uti o ns. U nf ort u n at el y, i n li v e tiss u e, c o ntri b uti o ns fr o m n ei g h b o uri n g c ells will h a v e

s o m e c orr el ati o ns d u e t o s h ar e d i n p ut or d u e t o t h e s o c all e d ’ e p h a pti c c o u pli n g ’ [ 1 3 0].

As a n a p pli c ati o n of t h e gr o u n d-tr ut h d at as et, m y c oll e a g u es a n d m e h a v e s h o w n h o w a s eri es

of E C r e c or di n gs i n c o m bi n ati o n wit h c ell m or p h ol o g y c a n b e us e d t o esti m at e t h e C S D l o c at e d

o n t h e c ell c o ntri b uti n g t o t h e r e c or d e d E C p ot e nti al. Si n c e it is n o w f e asi bl e e x p eri m e nt all y

t o o bt ai n t h e r el e v a nt d at a, I b eli e v e t h at t h e m et h o d pr o p os e d h er e m a y fi n d its us es i n f ut ur e

w or ks t o c o nstr ai n t h e bi o p h ysi c al pr o p erti es of t h e n e ur o n m e m br a n e, f a cilit at e v eri fi c ati o n

of m or p h ol o gi c al r e c o nstr u cti o ns, as w ell as g ui d e n e w dis c o v eri es b y o ff eri n g a m or e gl o b al

pi ct ur e of t h e distri b uti o n of t h e c urr e nts al o n g t h e c ell m or p h ol o g y.

L astl y, i n t h e III. T h esis gr o u p I pr es e nt e d a n e x p eri m e nt al m et h o d f or r e c or di n g E C si g n als

wit h p e n etr ati n g m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b es c o m bi n e d wit h c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us 2 P

mi cr os c o p y i m a gi n g wit hi n t h e s a m e F o V. T his w as s u c c essf ull y d o n e i n s u c h a m a n n er t h at

S U A cl ust ers c o ul d b e tr a c k e d a n d e xtr a ct e d t hr o u g h o ut t h e w h ol e r e c or di n g s essi o n.  W hil e

s pi k e w a v ef or m p ar a m et ers r e m ai n r el ati v el y st a bl e u n d er 2 P i m a gi n g, I s ur prisi n gl y r e alis e d

t h at t h es e t w o u nits w er e s p e ci al i n a s e ns e t h at b ot h h a v e b e e n m o d ul at e d di ff er e ntl y u n d er

l as er- o n p eri o d. Pl e as e n ot e t h e d e cr e as e d s pi k e c o u nts f or t h e first u nit a n d i n cr e as e d s pi ki n g

f or t h e s e c o n d u nit wit hi n t h e r e d b ars.  W hil e it is c urr e ntl y u n cl e ar, w h y t his p h e n o m e n o n

w as n ot pr es e nt f or ot h er S U A cl ust ers, I h y p ot h esis e t h at s u c h m o d ul ati o ns c a us e d b y t h e
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p h ot o el e ctri c art ef a ct m a y b e d u e t o dir e ct el e ctri c sti m ul ati o n ( e x cit ati o n) of t h e cl os e vi ci nit y

or i n dir e ct i n hi biti o n ( vi a a n e x cit ati o n of a m o n os y n a pti c i n hi bit or y c o n n e cti o n) or e v e n d u e

t o mi ni m al tiss u e h e ati n g. El e ctri c al sti m ul ati o n m e di at e d b y p h ot o el e ctri c art ef a ct is a n o v el

e m er gi n g fi el d as s u g g est e d firstl y b y T a k as hi K o z ai a n d c oll e a g u es ( 2 0 1 9) [ 1 6 0, 1 7 4] a n d h as

its o w n a d v a nt a g es. H o w e v er, t his is r at h er u n d esir a bl e ri g ht n o w i n m y c as e, si n c e I pl a n n e d

t o i m a g e m ulti- m o d al s p o nt a n e o us a cti vit y, b ut t h e o bs er v er’s e ff e ct pr e vi o usl y m e nti o n e d i n

t o pi c i ntr o d u cti o n c a n b e still pr es e nt i n s o m e p arts of t h e r e c or di n gs. F urt h er i n v esti g ati o ns

ar e t o b e p erf or m e d t o r es ol v e t h e m o d ul ati o n e ff e ct of l as er g e n er at e d art ef a cts.

A n ot h er cl e ar li mit ati o n of t his pr o p os e d m et h o d is t h at w h e n a S U A c oi n ci d es wit h a

p h ot o el e ctri c w a v e art ef a ct, it b e c o m es pr o b a bl y als o eli mi n at e d fr o m t h e filt er e d d at a.

H o w e v er, c o m p ari n g t h e wi dt h a n d t h e d e nsit y of t h e l as er g e n er at e d art ef a cts i n ti m e d o m ai n

wit h r es p e ct t o S U A s pi k es, t his li mit ati o n s h o ul d o nl y a ff e ct a p pr o xi m at el y 8. 5 % of t h e si g n al,

a c c or di n g t o r o u g h pr e- c al c ul ati o ns.  M or e o v er, a ’ cl e a n ’, l as er n ois e-fr e e r e c or di n g d at a is

r e q uir e d b ef or e a n d aft er t h e a ct u al c o m bi n e d r e c or di n g p eri o d i n or d er t o v erif y t h e v ali dit y

of t h e o bt ai n e d s pi k e f e at ur es, b ut t his r e q uir e m e nt m a y b e di ffi c ult or u n w a nt e d i n ot h er

a p pli c ati o ns gi vi n g a n a d diti o n al li mit ati o n of t his w or k. L astl y, g e n er at e d art ef a cts w er e

n o n- u nif or m al o n g c o nt a ct sit es, t h us r e c or di n gs fr o m di ff er e nt c h a n n els r e q uir e d filt ers wit h

c ust o m-s et p ar a m et ers. T his v ari a bilit y m a k es o ur filt er d esi g n c h all e n gi n g or e v e n i nf e asi bl e

w h e n a p pl yi n g t o d at a r e c or d e d wit h hi g h- d e nsit y c h a n n el sili c o n pr o b es. A n a ut o m ati c a n d

r o b ust al g orit h m is t o b e d e v el o p e d o n t his m att er.

D es pit e of all t h e li mit ati o ns of t h e af or e m e nti o n e d i n di vi d u al r es e ar c h t o pi cs, w e h a v e s e e n

t h at fi n di n gs of t h e t hr e e T h esis gr o u ps yi el d e d n e w i nsi g hts i nt o n e ur al si g n ali n g b y c o m bi ni n g

i ntr a-, e xtr a c ell ul ar a n d t w o- p h ot o n fl u or es c e nt si g n als. Firstl y, t h e p e n etr ati n g s pi k y pr o b e

w as a bl e t o si g ni fi c a ntl y o ut p erf or m a c o m m er ci al i n vit r o s urf a c e pr o b e a n d pr o vi d e d hi g h-

q u alit y si n gl e u nit d at a fr o m sli c e r e c or di n gs. A c c or di n g t o m y k n o wl e d g e, r es ults d es cri b e d i n

t h e II. T h esis gr o u p w er e t h e first att e m pts i n lit er at ur e t o esti m at e t h e distri b uti o n of c urr e nt

s o ur c es al o n g a r e alisti c si n gl e n e ur o n al m or p h ol o g y fr o m E C r e c or di n gs. L astl y, I b eli e v e

it w as a g ai n t h e first ti m e w h e n t h e p ossi bilit y of o bt ai ni n g c o m bi n e d 2 P a n d E C d at a h as

b e e n s u c c essf ull y i m pl e m e nt e d f or sili c o n pr o b es a n d tr a ns g e ni c i n vit r o sli c e r e c or di n gs. T h es e

m et h o ds mi g ht all o w f ut ur e r es e ar c h ers t o r e v e al a d diti o n al ( y et u n k n o w n) i nt er c o n n e cti o ns

b et w e e n i ntr a c ell ul ar e v e nts, fl u or es c e nt a cti viti es a n d hi g h- d e nsit y e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs. T h e

a p pli c ati o n of si m ult a n e o us, m ulti- m o d al m e as ur e m e nts mi g ht als o gi v e ris e t o n o v el fi n di n gs i n

d esi g ni n g f ut ur e br ai n- c o m p ut er i nt erf a c es.
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C h a p t e r 6

C o n cl u si o n s a n d o u tl o o k

6. 1 S u m m a r y of n o v el s ci e n ti fi c r e s ul t s wi t h r el a t e d p u bli c a ti o n

I. T h e si s g r o u p: D e v el o p m e nt a n d t e sti n g of a n o v el, m ulti- c h a n n el s pi k y p r o b e f o r e xt r a c ell ul a r r e c o r di n g s

T h e si s I a . I h a v e d e si g n e d a n o v el m ulti - c h a n n el, l a mi n a r i n vit r o sili c o n p r o b e

wit h p r ot r u di n g, ’ s pi k y’ c o nt a ct sit e s f o r i m p r o v e d b r ai n sli c e r e c o r di n g s. I h a v e

o pti c all y v e ri fi e d t h e f a b ri c at e d a r r o w h e a d s h a p e, p r ot r u di n g c o nt a ct sit e s u n d e r

s c a n ni n g el e ct r o n mi c r o s c o p y. M o r e o v e r, I h a v e c h a r a ct e ri s e d t h e el e ct r o c h e m -

i c al i m p e d a n c e m a g nit u d e s a n d p h a s e a n gl e s a s w ell a s t h e n oi s e l e v el o f t h e

s pi k y p r o b e i n p h y si ol o gi c al s ali n e s ol uti o n.

T h e s pi k y pr o b e c o m pris es a si n gl e sili c o n s h a n k c arr yi n g 3 2 pr otr u di n g P t / I r / I r O x c o nt a ct

sit es wit h t hr e e p ossi bl e s p a ci n g l a y o uts of 2 5 µ m, 5 0 µ m a n d 1 0 0 µ m.  Wit h t h e h el p of

t h e o pti m all y a n gl e d s h a n k, I h a v e s h o w n t h at t h e s pi k y pr o b es ar e c o m p ati bl e wit h l ar g e i n

vitr o, w at er-i m m ersi o n o bj e cti v es us e d t y pi c all y i n t w o- p h ot o n mi cr os c o p y i m a gi n g.

T h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 2 5 µ m) us e d i n t h e c o m p ar ati v e

t est s h o w e d a n a v er a g e i m p e d a n c e m a g nit u d e of 1. 2 7 ± 0. 1 M Ω at 1 k H z a cr oss all c o nt a ct

sit es wit h a n a v er a g e p h as e a n gl e of - 7 0 ± 5 ◦ . I n a d diti o n, I h a v e t est e d t h e r o b ust n ess a n d

r e- us a bilit y of s pi k y c o nt a ct sit es. I m p e d a n c e c h a n g es w er e i n v esti g at e d aft er a n e xt e nsi v e

us a g e ( 7 e x p eri m e nts wit h 1 7 s e p ar at e i ns erti o ns, i n t ot al) b y r e p e ati n g t h e i m p e d a n c e t est

aft er t h e l ast e x p eri m e nt. T h e a v er a g e i m p e d a n c e m a g nit u d e of all c o nt a ct sit es w as sli g htl y

i n cr e as e d aft er t h e l ast e x p eri m e nt t o 1. 5 ± 0. 1 M Ω. T h e i m p e d a n c e p h as e a n gl es di d n ot

c h a n g e si g ni fi c a ntl y a cr oss t his ti m e p eri o d (- 6 9 ± 5 ◦ aft er e xt e nsi v e t esti n g). I h a v e als o

m e as ur e d t h e r o ot m e a n s q u ar e n ois e l e v els f or t h e 3 2 c o nt a ct sit es. I n t h e s pi k e b a n d ( 5 0 0 –

5 0 0 0 H z) t h e n ois e l e v el w as o nl y 4. 6 3 ± 0. 5 1 µ V r m s . Pl a ci n g t h e pr o b e o nt o t h e br ai n sli c e

el e v at e d t h e m e as ur e d n ois e l e v el b y 1 0 - 2 0 %.
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6. 1 S u m m a r y of n o v el s ci e n ti fi c r e s ul t s wi t h r el a t e d p u bli c a ti o n

T h e si s I b .  Wit h t h e ai d o f p r ot r u di n g c o nt a ct sit e s I h a v e p r o v e n q u a ntit ati v el y

t h at t h e s pi k y p r o b e p r o vi d e s hi g h e r n e u r o n al yi el d a n d hi g h e r si g n al a m plit u d e

c o m p a r e d t o a c o m m e r ci al s u r f a c e p r o b e.   M o r e o v e r, I h a v e al s o s h o w n t h at

t h e hi g h - d e n sit y s pi k y p r o b e i s s uit a bl e f o r s e p a r ati n g si n gl e u nit cl u st e r s i nt o

p ut ati v e c ell t y p e s b a s e d o n a s p ati o -t e m p o r al a n al y si s o f t h ei r e xt r a c ell ul a r

w a v e f o r m s o v e r s a m pl e d b y m ulti pl e a dj a c e nt c o nt a ct sit e s.

T h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 2 5 µ m) w as c o m p ar e d t o a

c o m m er ci all y a v ail a bl e, l a mi n ar s urf a c e pr o b e c all e d ’ h o c k e y-sti c k’ (i n vitr o U-t y p e pr o b e,

Pl e x o n I n c., Te x as, U S A). T h e a v er a g e si n gl e u nit yi el d w as 6. 6 f or s pi k y pr o b e p er p ositi o n

a n d 3. 6 f or t h e h o c k e y-sti c k s urf a c e pr o b e. T h e a v er a g e si g n al a m plit u d e w as 1 3 9. 2 ± 9 6. 4

µ V i n t h e c as e of s pi k y pr o b e a n d 8 9. 0 8 ± 3 0. 2 µ V f or t h e h o c k e y-sti c k pr o b e. T h e m a xi m al

m e as ur e d si g n al a m plit u d e w as o nl y 1 6 2. 3 2 µ V f or t h e h o c k e y-sti c k pr o b e, w hil e t h e s pi k y

pr o b e h a d a m a xi m al a m plit u d e of 5 7 6. 7 9 µ V. C o nsist e nt wit h pri or st u di es, l ar g er a v er a g e

s pi k e a m plit u d es m a y c orr es p o n d t o cl os er c ells, si n c e e xtr a c ell ul ar s pi k es ar e d e cr e as e d a n d

fl att e n e d o v er dist a n c e [ 2, 6, 1 9, 5 8].

Usi n g t h e cl os e- p a c k e d c o nt a ct sit es of t h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e ( wit h 2 5 µ m i nt er- c o nt a ct

dist a n c es) I h a v e ill ustr at e d h o w t his pr o b e c a n s p ati o-t e m p or all y o v ers a m pl e si n gl e u nit

s pi k es. I h a v e i n v esti g at e d f urt h er p ar a m et ers i n t h e c as e of t w o r e pr es e nt ati v e si n gl e

u nits, n a m el y tr o u g h-t o- p e a k ti m e, pr es e n c e of t h e i niti al c a p a citi v e p e a k, f e at ur es i n t h e

a ut o c orr el o gr a m a n d s p ati al s pr e a d. I cl ust er e d t h e t w o r e pr es e nt ati v e u nits i nt o p ut ati v e

c ell t y p es usi n g t h es e e xt e n d e d, m ulti- c h a n n el l e v el crit eri a.

• P u bli c ati o n r el at e d t o t h e I. T h e si s g r o u p: [ 6 9].

II. T h e si s g r o u p: C o-l o c ali s e d, si m ult a n e o u s i nt r a- a n d l a mi n a r e xt r a c ell ul a r r e c o r di n g s wit h c o r r e-

s p o n di n g m o r p h ol o g y: g e n e r ati o n of a g r o u n d-t r ut h d at a s et

T h e si s I I a . I h a v e c r e at e d a n o v el m e a s u r e m e nt m et h o d p r o vi di n g g r o u n d -t r ut h

d at a f o r m ulti - c h a n n el el e ct r o p h y si ol o g y, i n vit r o. U si n g t hi s c o -l o c ali s e d a n d

si m ult a n e o u s e x p e ri m e nt al p r ot o c ol, b ot h i nt r a - a n d e xt r a c ell ul a r d at a c a n b e

a c q ui r e d r eli a bl y f r o m t a r g et e d n e u r o n s. I h a v e al s o p r o vi d e d st r u ct u r al i n f o r -

m ati o n f o r t h e g r o u n d -t r ut h el e ct r o p h y si ol o gi c al d at a b y t h e r e c o n st r u cti o n o f

t h e f ull 3 D n e u r o n al m o r p h ol o g y a n d c o r r e s p o n di n g c ell - el e ct r o d e di st a n c e s i n

t h e ti s s u e. F r o m t h e s e r e c o r di n g s I h a v e c o n st r u ct e d a n d r el e a s e d a n o nli n e,

o p e n - s o u r c e li b r a r y o f t h e r e c o r d e d c ell s t o g et h e r wit h all t h e p h y si ol o gi c al a n d

m o r p h ol o gi c al i n f o r m ati o n li st e d t h r o u g h o ut t h e t h e si s.  T h e li b r a r y a n d t h e

c o r r e s p o n di n g t a b ul a r g ui d e s e r v e s a s a n e v e r - e x p a n di n g, c o n st a ntl y u p d at e d

g r o u n d -t r ut h d at a c oll e cti o n.

I h a v e d es cri b e d t h e st e ps d e v el o p e d f or t h e r e c or di n g of c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us i ntr a-

a n d e xtr a c ell ul ar si g n als wit h s u b- millis e c o n d a c c ur a c y. E xtr a c ell ul ar r e c or di n gs w er e c o m-

pl e m e nt e d wit h a w h ol e- c ell p at c h- cl a m p r e c or di n g i n t h e cl os est vi ci nit y of t h e sili c o n pr o b e.

Si n c e t h es e i n vit r o e x p eri m e nts w er e d esi g n e d u n d er a t w o- p h ot o n mi cr os c o p e s yst e m, pr o p er

vis u al m o nit ori n g b ot h f or t h e el e ctr o d e a n d f or c ell p ositi o ns c o ul d b e a c hi e v e d. I n cl usi o n

crit eri a f or a s u c c essf ul si m ult a n e o us m e as ur e m e nt w er e t h e f oll o wi n g t hr e e c o n diti o ns:
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6. 1 S u m m a r y of n o v el s ci e n ti fi c r e s ul t s wi t h r el a t e d p u bli c a ti o n

• I e x p e ct e d d et e cti o n of at l e ast 1 0 0 s pi k e ti m es f or e a c h 3- mi n ut e r e c or di n g s essi o n t o

ass ur e r e as o n a bl e s pi k e c o u nt i n e v er y d at a fil e ( 1).

• H ol di n g c urr e nt i nj e ct e d f or m ai nt ai ni n g st a bl e s pi ki n g h a d t o r e m ai n c o nst a nt t hr o u g h-

o ut e a c h r e c or di n g s essi o n a n d wit hi n a p h ysi ol o gi c al r a n g e, i d e all y b el o w 3 0 0 p A ( 2).

• Aft er pr e- pr o c essi n g, s pi k es of t h e p at c h- cl a m p e d c ell s h o ul d b e d et e ct a bl e o n at l e ast

o n e e xtr a c ell ul ar c h a n n el i n t h e s pi k e-tri g g er e d a v er a g e f or m ( 3).

A d diti o n all y, I h a v e als o p erf or m e d a R a m p-t est i n t h e b e gi n ni n g of e a c h w h ol e- c ell p at c h-

cl a m p r e c or di n g t o c h ar a ct eris e p ut ati v e c ell t y p es a n d t o d et er mi n e v ari o us us ef ul i ntr a c el-

l ul ar p ar a m et ers of t h e p at c h e d c ell.

I n a d diti o n t o el e ctr o p h ysi ol o g y, c o n c urr e nt t w o- p h ot o n i m a gi n g w as i n cl u d e d i n t h e e x p eri-

m e nt al pr ot o c ol t o t a k e f ull a d v a nt a g e of t h e a v ail a bl e m ulti- m o d al s et- u p. T h e fi el d- of- vi e w

of t h e t w o- p h ot o n z-st a c k pr oj e cti o n w as s et t o c o v er b ot h t h e tr a c k of t h e sili c o n pr o b e a n d

m ai n c ell ul ar c o m p art m e nts (s o m a, a pi c al tr u n k r e gi o n, pr o xi m al a pi c al a n d b as al d e n drit es).

D e pt h l e v els ( z- di m e nsi o n) t y pi c all y r a n g e d fr o m - 2 0 0 µ m t o 0 µ m, ( w hi c h is t h e s urf a c e

of t h e sli c es). T h e r es ol uti o n of t h e z-st a c k ( or t h e st e p b et w e e n st a c ks) w as 2- 3 µ m, w hi c h

w as e n o u g h t o c a pt ur e s m all d e n driti c pr o c ess es al o n g t h e 3 D m or p h ol o g y. I n t h e e n d of t h e

e x p eri m e nt al pr ot o c ol, p at c h pi p ett e w as c ar ef ull y wit h dr a w n, sli c e w as r e m o v e d fr o m t h e

d u al p erf usi o n c h a m b er a n d fi x at e d i n p ar af or m al d e h y d e s ol uti o n f or p o st- h o c hist ol o gi c al

r e c o nstr u cti o n. P at c h- cl a m p e d c ells w er e p assi v el y fill e d wit h fl u or es c e nt m ar k ers ( Al e x a 5 9 4

a n d Fl u o- 4) a n d wit h hist ol o gi c al tr a c er m ol e c ul e ( N e ur o bi oti n) vi a di ff usi o n of t h e i ntr a c el-

l ul ar s ol uti o n. I n c as es w h er e all hist ol o gi c al st e ps ( fi x ati o n, r esli ci n g, a n d t h e pr e ci pit ati o n of

N e ur o bi oti n) w er e s u c c essf ul, n e ur o ns w er e c h os e n t o b e di git all y r e c o nstr u ct e d i n 3 D b y t h e

N e ur ol u ci d a s yst e m. Wit h t h e h el p of 3 D r e c o nstr u cti o ns, E u cli d e a n c ell- el e ctr o d e dist a n c es

b et w e e n c o nt a ct sit es a n d s u b- c ell ul ar c o m p art m e nts c o ul d b e c al c ul at e d pr o p erl y.

At t h e ti m e of s u b missi o n, a t ot al of # 1 6 n e ur o ns w er e s u c c essf ull y r e c or d e d fr o m # 1 2 a ni-

m als b y usi n g t h e si m ult a n e o us a n d c o-l o c alis e d pr ot o c ol i ntr o d u c e d h er e i n T h e si s II a ( 6. 1).

T his li br ar y b uil di n g is c urr e ntl y i n pr o gr ess a n d t o b e u p d at e d w h e n e v er a n e w s u c c essf ul,

c a n di d at e d at a b e c o m es a v ail a bl e.

T h e si s I I b .  Wit h t h e ai d o f m y a c q ui r e d si m ult a n e o u s el e ct r o p h y si ol o g y d at a s et,

a n o v el si n gl e - c ell s o u r c e l o c ali s ati o n m et h o d c all e d s k C S D ( d e v el o p e d i n a c ol -

l a b o r ati v e st u d y ) w a s fi r stl y t e st e d a n d v ali d at e d o n r e al e x p e ri m e nt al d at a wit h

r e c o n st r u ct e d n e u r o n al m o r p h ol o g y.

H a vi n g all t h es e str u ct ur al d at a t o g et h er wit h si m ult a n e o us el e ctr o p h ysi ol o g y m a d e p ossi bl e

t o s u p p ort m o d el- b as e d si n gl e- c ell c al c ul ati o ns wit h r e al e x p eri m e nt al v ali d ati o n. T his w as

t h e first ti m e i n lit er at ur e, w h e n r es e ar c h ers w er e a bl e t o c o m p ut e si n gl e- c ell l e v el c urr e nt

s o ur c e d e nsiti es ( or t h e tr a ns m e m br a n e s o ur c es of t h e e xtr a c ell ul arl y m e as ur e d p ot e nti als)

al o n g a d et ail e d, r e al n e ur o n al m or p h ol o g y. T h e o bs er v e d s p ati o-t e m p or al d y n a mi cs w as i n

a c c or d a n c e wit h pr e vi o usl y esti m at e d p att er ns, n a m el y t h at s o m ati c c urr e nts m ostl y d o mi-

n at e t h e pr o c ess of s pi k e g e n er ati o n a n d t h e y ar e b al a n c e d b y c orr es p o n di n g c o u nt er c urr e nts

al o n g t h e pr o xi m al d e n driti c tr e e. T his e x a m pl e d e m o nstr at e d t h e f e asi bilit y of t h e s k C S D

m et h o d o n r e c or d e d e x p eri m e nt al d at a a n d m a y h el p i n pl a n ni n g f urt h er e x p eri m e nts ( as

a n it er ati v e ’ e x p e ri m e nt- d at a a n al y si s c y cl e ’), ai mi n g t o r e v e al t h e s p ati al distri b uti o n a n d

t e m p or al d y n a mi cs of t h e s y n a pti c i n p ut c urr e nts w hi c h e v o k e t h e firi n g of a n e ur o n.

• P u bli c ati o n r el at e d t o t h e I I. T h e si s g r o u p: [ 6 2].
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6. 1 S u m m a r y of n o v el s ci e n ti fi c r e s ul t s wi t h r el a t e d p u bli c a ti o n

III. T h e si s g r o u p: C o m bi n ati o n of m ulti- c h a n n el e xt r a c ell ul a r r e c o r di n g s a n d t w o- p h ot o n l a s e r s c a n-

ni n g mi c r o s c o p y i m a gi n g f o r t h e e x p e ri m e nt al c h a r a ct e ri s ati o n of p h ot o el e ct ri c a rt ef a ct s

T h e si s I I I a . I h a v e d e si g n e d a n d c a r ri e d o ut e x p e ri m e nt s f o r a c q ui ri n g b ot h

l a s e r a rt e f a ct - f r e e a n d l a s e r c o nt a mi n at e d d at a i n o n e e x p e ri m e nt al s e s si o n.

M y g e n e r at e d d at a s et i s s uit a bl e f o r t h e c h a r a ct e ri s ati o n o f g e n e r at e d p h ot o el e c -

t ri c a rt e f a ct s a n d f o r t h e c o m p r e h e n si v e e v al u ati o n o f a n y a rt e f a ct s u p p r e s si o n

al g o rit h m.

Firstl y, I h a v e pr o v e d e x p eri m e nt all y, t h at t h e g e n er at e d p h ot o el e ctri c art ef a ct is n ot i d e n-

ti c al wit h a si m pl e s c a n n er n ois e a n d it h as a v ar yi n g n at ur e a cr oss m ulti pl e c o nt a ct sit es.

M or e o v er, I h a v e c arri e d si m ult a n e o us t w o- p h ot o n i m a gi n g a n d e xtr a c ell ul ar sili c o n pr o b e

r e c or di n gs i n t h e s a m e fi el d- of- vi e w. T w o- p h ot o n e x cit ati o n w as s et t o b e s u ffi ci e nt f or d e-

t e cti n g r eli a bl e tr a ns g e ni c C a 2 + si g n als wit h o ut c a usi n g d a m a g e o n t h e m et al- b as e d e xtr a-

c ell ul ar pr o b e. Wit h t h e ai d of t his e x p eri m e nt, m ulti- c ell ul ar C a 2 + si g n als a n d c o-l o c alis e d

e xtr a c ell ul arl y d et e ct e d u nits b e c o m e c o m p ar a bl e.

T h e si s I I I b . I h a v e s h o w n t h at si n gl e u nit cl u st e r s c a n b e d et e ct a bl e e v e n u n -

d e r c o nt a mi n at e d si g n al c o n diti o n s, a s w ell a s cl u st e r e d s pi k e s b e f o r e -, u n d e r -

a n d a ft e r l a s e r s c a n ni n g r e m ai n e d t r a ct a bl e b a s e d o n t h ei r si g n al a m plit u d e s,

w a v e f o r m s a n d a ut o c o r r el o g r a m s.

S pi k e s ort e d si n gl e u nit a cti viti es r e m ai n e d tr a ct a bl e b ef or e a n d aft er t h e l as er s c a n ni n g

p eri o d aft er a p pl yi n g a n it er ati v e art ef a ct filt eri n g pr o c ess ( w hi c h al g orit h m w as d e v el o p e d

i n c oll a b or ati o n wit h ot h er c oll e a g u es).  H o w e v er, I als o p oi nt e d o ut t h at i n a f e w c as es

p h ot o el e ctri c art ef a ct ( d u e t o l as er s c a n ni n g) m a y h a v e s o m e e ff e cts o n t h e d y n a mi cs of

s c a n n e d c ells ( e. g. i n dir e ct e x cit ati o n m e di at e d b y p h ot o el e ctri c c urr e nts).

• P u bli c ati o n r el at e d t o t h e I I I. T h e si s g r o u p: [ 1 7 0].
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O p e n q u esti o ns a n d o p p ort u niti es r e g ar di n g e a c h T h esis gr o u p w er e d et ail e d i n c orr es p o n di n g

S e cti o n 5. All t h e t hr e e e x p eri m e nt al pr o bl e ms I h a v e a d dr ess e d t hr o u g h o ut t h e diss ert ati o n

ar e v er y a p pli c ati o n ori e nt e d, e v e n if t h eir c urr e nt st a g es of r e alis ati o n ar e di ff er e nt.

Firstl y, I h a v e pr es e nt e d a n d t est e d p e n etr ati n g a sili c o n- b as e d m ulti- c h a n n el s pi k y pr o b e.

W hil e t h e c urr e nt s h a n k d esi g n pr o v e d a si g ni fi c a nt i m pr o v e m e nt f or i n vit r o r e c or di n gs, it is

c ert ai nl y n ot d esi g n e d f or l o n g-t er m r e c or di n gs. F ut ur e d e v el o p m e nts m a y e n a bl e s u c h d e vi c es

t o b e f urt h er d esi g n e d i n b ot h c hr o ni c a n d a c ut e i n vi v o a p pli c ati o ns vi a s m all er m o di fi c ati o ns.

A n ot h er p ossi bl e f ut ur e a p pli c ati o n w o ul d b e t h e i n v esti g ati o n of di ff er e nt tiss u e s a m pl es usi n g

t h e s a m e pr o b es, e. g. p ost- o p er ati v e h u m a n i n vit r o tiss u e s a m pl es. Di m e nsi o ns of t h e s pi k y

pr o b es ar e v ari a bl e i n a wi d e r a n g e, a n d t h e l o n g est s pi k y v ersi o n ( e q ui p p e d wit h t h e l ar g est

i nt er- c o nt a ct dist a n c es of 1 0 0 µ m) w o ul d c o v er a s u ffi ci e ntl y l ar g e ar e a t o b e a p pli c a bl e f or

h u m a n n e o c orti c al sli c es a n d f or m ulti-l a y er e d str u ct ur es.

R e g ar di n g t h e s e c o n d T h esis gr o u p, m ulti pl e p ot e nti al c oll a b or at ors i n di c at e d t h eir i nt er est

i n usi n g m y d at as et c o nt ai ni n g c o-l o c alis e d a n d si m ult a n e o us i ntr a- a n d e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs

wit h c orr es p o n di n g m or p h ol o g y. H o w e v er, as I h a v e m e nti o n e d b ef or e, s o m e of t h e i ntr a c el-

l ul arl y p at c h- cl a m p e d c ells w er e n ot visi bl e i m m e di at el y o n t h e r a w e xtr a c ell ul ar si g n al, t h us

t h e y pr e v e nt e d t h e a p pli c ati o n of bli n d s pi k e s orti n g o n t h e e xtr a c ell ul ar si n gl e u nit a cti viti es.

I n t h es e c as es, t h e c al c ul ati o n of s pi k e tri g g er e d a v er a g es w as t h e o nl y w a y f or c o m p ari n g i ntr a-

a n d e xtr a c ell ul ar si g n als. As a p ossi bl e c o nti n u ati o n of t his st u d y, m y g o al will b e t o g et e v e n

cl os er t o t h e c ells wit h t h e sili c o n pr o b es b y f urt h er o pti mi zi n g t h e m e as ur e m e nt s et- u p a n d

pr o c ess a n d as a c o ns e q u e n c e, t o r e c or d m or e c ells wit h s ort a bl e s pi k e a m plit u d es. I will als o

f o c us o n r e c or di n g m or e i nt er n e ur o ns t o e x p a n d t h e us a bilit y of t h e gr o u n d-tr ut h d at as et. T h e

si m ult a n e o us e x p eri m e nt al pr ot o c ol c a n als o b e a p pli e d o n di ff er e nt r e gi o ns, s u c h as n e o c ort e x

or h u m a n p ost- o p er ati v e sli c es. T h e first c oll a b or ati v e a p pli c ati o n of t h e d at as et h as alr e a d y

o c c urr e d wit hi n t h e fr a m e w or k of t h e t h es es.  We h a v e s h o w n h o w t h e s eri es of e xtr a c ell ul ar

r e c or di n gs i n c o m bi n ati o n wit h n e ur o n al m or p h ol o g y c a n b e us e d t o esti m at e c urr e nt s o ur c e

d e nsiti es l o c at e d o n t h e c ell c o ntri b uti n g t o t h e r e c or d e d e xtr a c ell ul ar p ot e nti al. U nli k e si m pl e

s o m ati c p at c h- cl a m p r e c or di n gs, h er e w e ar e a bl e t o o bt ai n i ntr a c ell ul ar i nf or m ati o n al o n g t h e

w h ol e c ell ul ar m or p h ol o g y, n ot j ust at a si n gl e p oi nt. T his n e w a p pr o a c h m a y m o v e t h e fi el d

a bit f or w ar d b y o p e ni n g a n e w e x p eri m e nt al wi n d o w i nt o i nf or m ati o n pr o c essi n g b y si n gl e

c ells all o wi n g f or t h eir gl o b al m o nit ori n g, w hi c h w as n ot p ossi bl e pr e vi o usl y. It will b e e q u all y

i m p ort a nt fr o m t h e t h e or eti c al si d e, as t h e or eti c al p ar a di g ms ar e i nf or m e d b y w h at w e ar e a bl e

t o e xtr a ct fr o m a v ail a bl e m e as ur e m e nts. Si n c e it is n o w f e asi bl e e x p eri m e nt all y t o o bt ai n t h e

r el e v a nt d at a wit h t h e ai d of m y d e v el o p e d pr ot o c ol, I b eli e v e t h at t h e d at a pr o p os e d h er e m a y

fi n d its us es i n f ut ur e w or ks t o c o nstr ai n t h e bi o p h ysi c al pr o p erti es of t h e n e ur o n m e m br a n e,

as w ell as g ui d e n e w dis c o v eri es b y gi vi n g a c o h er e nt vi e w of t h e gl o b al s y n a pti c b o m b ar d m e nt

a n d r et ur n c urr e nts wit hi n a t ar g et e d n e ur o n.
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L astl y, I h a v e pr o p os e d a n e x p eri m e nt al s ol uti o n f or t h e i n v esti g ati o n a n d eli mi n ati o n of p h o-

t o el e ctri c art ef a cts i n c o-l o c alis e d t w o- p h ot o n i m a gi n g a n d e xtr a c ell ul ar sili c o n pr o b e r e c or di n gs.

T his st u d y s h o w e d t h at it is p ossi bl e t o g et i nsi g ht i nt o t h e e xtr a c ell ul ar a cti vit y e v e n u n d er

t w o- p h ot o n l as er s c a n ni n g. H o w e v er, I h a v e f o u n d p ut ati v e m o d ul ati o ns i n s pi ki n g b e h a vi o ur

c a us e d b y t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct w hi c h w er e u n d esir a bl e c o ns e q u e n c es of si m ult a n e o us s c a n-

ni n g. F urt h er i n v esti g ati o ns ar e t o b e p erf or m e d t o r es ol v e t h e i n dir e ct sti m ul ati o n e ff e ct of

l as er g e n er at e d art ef a cts. R e g ar di n g t h e a p pli c ati o n of t h e filt eri n g al g orit h m, it w o ul d b e b e n-

e fi ci al t o d e v el o p a n a ut o m at e d a n d m or e r o b ust s oft w ar e w hi c h is i n d e p e n d e nt of t h e t y p e of

sili c o n pr o b e us e d a n d c a n b e a p pli e d t o ot h er l a y o uts or di ff er e nt c h a n n el c o u nts. T h e gr e at est

c h all e n g e w o ul d b e t o s e ar c h f or c orr el ati o ns a n d c a us al r ol es b et w e e n c o-l o c alis e d fl u or es c e ntl y

a cti v e ( or ’ bli n ki n g’) c ells a n d e xtr a c ell ul arl y d et e ct e d si n gl e u nit s pi k es. Si mil arl y t o t h e s e c-

o n d T h esis gr o u p, t h e a p pli c ati o n of si m ult a n e o us, m ulti- m o d al m e as ur e m e nts m a y gi v e ris e t o

n o v el fi n di n gs i n d esi g ni n g i m pr o v e d n e ur al i nt erf a c es.
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C h a p t e r 7

R ef e r e n c e s

7. 1 A u t h o r’ s p u bli c a ti o n s r el a t e d t o t h e t h e s e s

P e e r- r e vi e w e d j o u r n al p u bli c ati o n s

• D. M es z é n a , B. P K er e k es, I. P ál, G. Or b á n, R. Fi á t h, T. H ol z h a m m er, P. R ut h er, I. Ul b ert a n d

G. M á rt o n. A sili c o n- b as e d s pi k y pr o b e pr o vi di n g i m pr o v e d c ell a c c essi bilit y f or i n vitr o br ai n

sli c e r e c or di n gs. S E N S O R S & A C T U A T O R S B – C H E M , 2 9 7 C, 1 2 6 6 4 9, 2 0 1 9. (I F: 6. 3 9,

Q 1 / D 1) D OI: 1 0. 1 0 1 6 /j.s n b. 2 0 1 9. 1 2 6 6 4 9 [ 6 9]

• G. Or b á n, D. M e s z é n a , K. R. T as n á d y, I. Ul b ert a n d G. M á rt o n. M et h o d f or s pi k e d et e cti o n fr o m

mi cr o el e ctr o d e arr a y r e c or di n gs c o nt a mi n at e d b y artif a cts of si m ult a n e o us t w o- p h ot o n i m a gi n g.

P L O S O N E , 1 4( 8): e 0 2 2 1 5 1 0, 2 0 1 9. (I F: 2. 7 8, Q 1) D OI: 1 0. 1 3 7 1 /j o ur n al. p o n e. 0 2 2 1 5 1 0 [ 1 7 0]

• D. Cs er p á n, D. M es z é n a , L. Witt n er, K. T ó t h, I. Ul b ert, Z. S o m o g y v á ri a n d D. W ój ci k. R e-

v e ali n g t h e distri b uti o n of tr a ns m e m br a n e c urr e nts al o n g t h e d e n driti c tr e e of a n e ur o n wit h

k n o w n m or p h ol o g y fr o m e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs. e L I F E , 6: e 2 9 3 8 4, 2 0 1 7. (I F: 7. 7 3, Q 1 / D 1)

D OI: 1 0. 7 5 5 4 / e Lif e. 2 9 3 8 4 [ 6 2]

7. 2 O t h e r p u bli c a ti o n s of t h e a u t h o r

P r e p ri nt s a n d w o r k s i n p r o g r e s s

• R. Fi á t h, D. M es z é n a , M. B o d a, P. B art h ó, P. R ut h er a n d I. Ul b ert. R e c or di n g sit e pl a c e m e nt

o n pl a n ar sili c o n- b as e d pr o b es a ff e cts n e ur al si g n al q u alit y: e d g e sit es e n h a n c e a c ut e r e c or di n g

p erf or m a n c e. S C I E N T I F I C R E P O R T S , 2 0 2 0. (I F: 4. 0 1, Q 1 / D 1) (U n d e r r e vi e w ) ( Pr e pri nt o n

Bi o R xi v ) D OI: 1 0. 1 1 0 1 / 2 0 2 0. 0 6. 0 1. 1 2 7 3 0 8

• G. Di mitri a dis, J. P. N et o, A. A arts, [. . . ] G. M art o n, D. M es z é n a , S. Mitr a, [. . . ] B. R a d u c a n u,

P. R ut h er, T. S c hr o e d er, W. Si n g er, P. Ti esi n g a, I. Ul b ert, S. W a n g, M. Wel k e n h u ys e n, A. R

K a m p ff. W h y n ot r e c or d fr o m e v er y c h a n n el wit h a C M O S s c a n ni n g pr o b e ? P N A S , 2 0 2 0. (I F:

9. 5 8, Q 1 / D 1) ( U n d e r r e vi e w ) ( Pr e pri nt o n Bi o R xi v ) D OI: 1 0. 1 1 0 1 / 2 7 5 8 1 8 [ 8 1]

• T. M ar e k, G. Or b á n, D. M es z é n a , G. M á rt o n, I. Ul b ert, G. M é s z á r o s a n d Zs. K er es zt es. O pti-

mi z ati o n As p e cts of El e ctr o d e p ositi o n of P h ot ol u mi n es c e nt C o n d u cti v e P ol y m er L a y er o nt o N e ur al

Mi cr o el e ctr o d e Arr a ys. M A T E R I A L S C H E M I S T R Y A N D P H Y S I C S , 2 0 2 0. (I F: 2. 7 8, Q 2)

(U n d e r r e vi e w )
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7. 2 O t h e r p u bli c a ti o n s of t h e a u t h o r

P e e r- r e vi e w e d j o u r n al p u bli c ati o n s

• G. M á rt o n, E. Z. T ó t h, L. Witt n er, R. Fi á t h, D. Pi n k e, G. Or b á n, D. M es z é n a , I. P ál, E. L. G y ő ri,

Z. B er e c z ki, Á. K a n dr á c s, K. T. H of er, A. P o n gr á c z, I. Ul b ert a n d K. T ó t h. T h e n e ur al tiss u e

ar o u n d S U- 8 i m pl a nts: a q u a ntit ati v e i n vi v o bi o c o m p ati bilit y st u d y. M A T E R I A L S S C I E N C E

& E N G I N E E R I N G C , 1 1 2 C, 1 1 0 8 7 0, 2 0 2 0. (I F: 4. 9 6, Q 1 / D 1) D OI: 1 0. 1 0 1 6 /j.s n b. 2 0 1 9. 1 2 6 6 4 9

[ 1 0 1]

• A. Z á t o n yi, G. Or b á n, R. M o di, G. M á rt o n, D. M es z é n a , I. Ul b ert, A. P o n gr á c z, M. E c k er, W. E.

V oit, A. J os hi-I mr e, a n d Z. Fe k et e. A s oft e ni n g l a mi n ar el e ctr o d e f or r e c or di n g si n gl e u nit a cti vit y

fr o m t h e r at hi p p o c a m p us. S C I E N T I F I C R E P O R T S , v ol. 9, n o. 1, p. 2 3 2 1, 2 0 1 9. (I F: 4. 1 2,

Q 1 / D 1) D OI: 1 0. 1 0 3 8 /s 4 1 5 9 8- 0 1 9- 3 9 8 3 5- 6 [ 1 0 4]

P at e nt

• I. Ul b ert, G. M á rt o n, D. M es z é n a , B. P. K er e k es, G. Or b á n, K. R. T as n á d y, D. Pi n k e. A d esi g n of a n

i o ni c c o n d u ct a n c e- b as e d m ulti el e ctr o d e s yst e m f or miti g ati n g p h ot o el e ctri c art ef a cts. H u n g ari a n

P at e nt A p pli c ati o n ( p e n di n g), R e gi st r ati o n n u m b e r: 4 5 B 0 1 F E F 1 C, Fil e n u m b e r: P 1 7 0 0 5 2 7,

D at e: 1 5t h D e c e m b e r 2 0 1 7.

S el e ct e d t al k s a n d p o st e r s

• D. M e s z é n a , G. O r b á n, K. R. T a s n á d y, I. Ul b e r t a n d G. M á r t o n.  T o w a r d s c o-l o c ali s e d mi c r o el e c t r o d e

a r r a y r e c o r di n g s a n d t w o- p h o t o n mi c r o s c o p y. H u n D o c 2 0 2 0 , S z e g e d, H u n g a r y, 2 0 2 0. (I n vi t e d t al k )

• Z. S o m o g y v á ri, D. M e s z é n a , D. C s e r p á n, L. Wi t t n e r a n d I. Ul b e r t. S p a ti o- t e m p o r al m e m b r a n e p o t e nti al

a n d r e si s ti v e c u r r e nt r e c o n s t r u c ti o n f r o m p a r all el m ul ti el e c t r o d e a r r a y a n d i nt r a c ell ul a r m e a s u r e m e nt s i n

si n gl e n e u r o n s. 1 0 t h I B R O W o rl d C o n g r e s s of N e u r o s ci e n c e , D a e g u, K o r e a, 2 0 1 9. ( P o s t e r )

• G. O r b á n, D. M e s z é n a , K. R. T a s n á d y, I. Ul b e r t a n d G. M á r t o n. T o w a r d s si m ul t a n e o u s mi c r o el e c t r o d e

a r r a y r e c o r di n g s a n d t w o- p h o t o n mi c r o s c o p y. X VI M e eti n g of t h e P o rt u g u e s e S o ci et y f o r N e u r o s ci e n c e ,

Li s b o n, P o r t u g al, 2 0 1 9. ( P o s t e r )

• R. Fi á t h, D. M e s z é n a , I. Ul b e r t. I m p a c t of t h e r e c o r di n g si t e l o c a ti o n o n t h e r e c o r di n g p e rf o r m a n c e of

sili c o n p r o b e s i n a c u t e e x p e ri m e nt s. F E N S R e gi o n al M e eti n g , B el g r a d e, S e r bi a, 2 0 1 9. ( P o s t e r )

• E. Z. T ó t h, D. M e s z é n a , A D u bl e c z, D. P ál fi, K. T ó t h, L. E r ő s s, A. B a g ó, D. F a b ó, I. Ul b e r t a n d L.

Wi t t n e r. B a c k- p r o p a g a ti n g a c ti o n p o t e nti al s i n h u m a n n e o c o r ti c al p y r a mi d al c ell s a n d i nt e r n e u r o n s: A

p r eli mi n a r y s t u d y. G o r d o n R e s e a r c h C o nf e r e n c e: D e n d rit e s , Ve nt u r a, C A, U S, 2 0 1 9. ( P o s t e r )

• D. M e s z é n a , I. P ál, B. P. K e r e k e s, G. M a r t o n, K. T ó t h, L. Wi t t n e r, Z. S o m o g y v á ri a n d I Ul b e r t. Si m ul t a-

n e o u s i nt r a- a n d li n e a r e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s wi t h c o r r e s p o n di n g m o r p h ol o g y: t o w a r d s a g r o u n d- t r u t h

d a t a f o r m ul ti c h a n n el el e c t r o d e s. Sf N N e u r o s ci e n c e 2 0 1 8 , S a n Di e g o, C A, U S 2 0 1 8. ( P o s t e r )

• K. T ó t h, E. Z. T ó t h, L.  Wi t t n e r, R. Fi á t h, D. M e s z é n a , I. P ál, E. L. G y ő ri, D. Pi n k e, Z. B e r e c z ki, G.

O r b á n, A. P o n g r á c z, I. Ul b e r t a n d G. M á r t o n. Bi o c o m p a ti bili t y of t h e S U- 8 i n t h e c e nt r al n e r v o u s s y s t e m.

Sf N N e u r o s ci e n c e 2 0 1 8 , S a n Di e g o, C A, U S 2 0 1 8. ( P o s t e r )

• G. O r b á n, T. M a r e k, D. M e s z é n a , B. P. K e r e k e s, K. R. T a s n á d y, I. Ul b e r t, G. M é s z á r o s, Z s. K e r e s z t e s,

G. M á r t o n. Fl u o r e s c e nt c o n d u c ti v e p ol y m e r c o a ti n g o n i m pl a nt e d mi c r o el e c t r o d e s f o r vi s u ali z a ti o n u n d e r

t w o- p h o t o n mi c r o s c o p e s. 1 1 t h F E N S F o r u m of N e u r o s ci e n c e , B e rli n, G e r m a n y, 2 0 1 8. ( P o s t e r )

• D. M e s z é n a , B. P. K e r e k e s, I. P ál, T. H ol z h a m m e r, P. R u t h e r, I. Ul b e r t a n d G. M á r t o n. A n o v el, sili c o n-

b a s e d s pi k y p r o b e p r o vi di n g i m p r o v e d c ell a c c e s si bili t y f o r i n vi t r o b r ai n sli c e r e c o r di n g s. G o r d o n R e s e a r c h

C o nf e r e n c e: N e u r o el e ct r o ni c I nt e rf a c e s , G al v e s t o n, Te x a s, U S, 2 0 1 8. ( P o s t e r )
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7. 2 O t h e r p u bli c a ti o n s of t h e a u t h o r

• D. C s e r p á n, D. M e s z é n a , L.  Wi t t n e r, K. T ó t h, I. Ul b e r t, Z. S o m o g y v á ri a n d D.  W ój ci k. R e v e ali n g t h e

Di s t ri b u ti o n of Tr a n s m e m b r a n e C u r r e nt s al o n g t h e D e n d ri ti c Tr e e of a N e u r o n wi t h K n o w n M o r p h ol o g y

f r o m E x t r a c ell ul a r R e c o r di n g s. 2 n d N e n c ki S y m p o si u m , W a r s a w, P ol a n d, 2 0 1 7. ( P o s t e r )

• D. M e s z é n a , I. P ál, B. P. K e r e k e s, G. M á r t o n, Z. S o m o g y v á ri a n d I. Ul b e r t. I nt e g r a ti v e e x p e ri m e nt al

d e si g n f o r si m ul t a n e o u s el e c t r o p h y si ol o g y a n d t w o- p h o t o n c al ci u m i m a gi n g i n t h e r a t hi p p o c a m p u s, i n

vi t r o, 1 0 t h F E N S F o r u m of N e u r o s ci e n c e , C o p e n h a g e n, D e n m a r k, 2 0 1 6. ( P o s t e r )

• I P ál, K T. H of e r, B. P. K e r e k e s, K. T ó t h, B. R ó z s a, D. M e s z é n a a n d I. Ul b e r t. M o d ul a ti o n of i nt e ri c t al-

li k e a n d s p o nt a n e o u s p o p ul a ti o n a c ti vi t y b y mi c r o s u r gi c al i nt e r v e nti o n i n r a t b r ai n sli c e s, 1 0 t h F o r u m of

N e u r o s ci e n c e , C o p e n h a g e n, D e n m a r k, 2 0 1 6. ( P o s t e r )

• D. M e s z é n a a n d I. Ul b e r t. Si m ul t a n e o u sl y r e c o r d e d m ul ti m o d al si g n al s i n t h e hi p p o c a m p al C A 1 r e gi o n, i n

vi t r o. E M B O P r a cti c al C o u r s e i n A d v a n c e d O pti c al Mi c r o s c o p y , M a ri n e Bi ol o gi c al A s s o ci a ti o n, Pl y m o u t h,

U ni t e d Ki n g d o m, 2 0 1 6. ( P o s t e r )

• D. M e s z é n a a n d I. Ul b e r t.  P a r a m e t e r e s ti m a ti o n a n d v ali d a ti o n of t h e si n gl e- c ell C S D m e t h o d u si n g

si m ul t a n e o u s el e c t r o d e r e c o r di n g s a n d t w o- p h o t o n mi c r o s c o p y, 3 r d B alti c- N o r di c S u m m e r S c h o ol o n N e u-

r oi nf o r m ati c s , T a r t u, E s t o ni a, 2 0 1 5. ( P o s t e r )

• D. M e s z é n a , E. L a k a t o s, G. S z e d e r k é n yi. S e n si ti vi t y a n al y si s a n d p a r a m e t e r e s ti m a ti o n of a h u m a n bl o o d

gl u c o s e r e g ul a t o r y s y s t e m m o d el. I n.: P r o c e e di n g s of t h e 1 1 t h I nt e r n ati o n al W o r k s h o p o n C o m p ut ati o n al

S y st e m s Bi ol o g y , TI S C P 6 4, p p. 2 8, Li s b o n, P o r t u g al, 2 0 1 4. ( T al k )

• E. L a k a t o s, D. M e s z é n a , G. S z e d e r k é n yi. I d e nti fi a bili t y a n al y si s a n d i m p r o v e d p a r a m e t e r e s ti m a ti o n of a

h u m a n bl o o d gl u c o s e c o nt r ol s y s t e m m o d el. L E C T U R E N O T E S I N C O M P U T E R S C I E N C E , A.

G u p t a a n d T. A. H e n zi n g e r ( E d s. ): C M S B 2 0 1 3, L N BI 8 1 3 0 S p ri n g e r, p p. 2 4 8- 2 4 9, 2 0 1 3. ( T al k ) (I F: 1. 1 2,

Q 2 ), D OI: 1 0. 1 0 0 7 / 9 7 8- 3- 6 4 2- 4 0 7 0 8- 6

• L. N é g y e s s y, J. Mi ni c h, D. M e s z é n a , A. B u z á s, B. J á kli, M. B á n y ai, E. P r o c y k, P. B a r o n e, F. B a z s ó. Fr o m

N e u r o n al C o m m u ni c a ti o n t o t h e Fl o w of I nf o r m a ti o n i n t h e C e r e b r al C o r t e x. 1 1 t h Di git al S p e e c h a n d

I m a g e P r o c e s si n g , K o v a ci c a, S e r bi a, 2 0 1 2. ( T al k )

I n A n n u al P r o c e e di n g s of t h e P P C U FI T B D o ct o r al S c h o ol

• D. M e s z é n a . T o w a r d s a b e t t e r u n d e r s t a n di n g of i nt r a- a n d e x t r a c ell ul a r n e u r al si g n al s a n d t h ei r r el a ti o n-

s hi p s. i n P h D P r o c e e di n g s A n n u al I s s u e s of t h e D o ct o r al S c h o ol, F a c ult y of I nf o r m ati o n Te c h n ol o g y a n d

Bi o ni c s, P á z m á n y P ét e r C at h oli c U ni v e r sit y – 2 0 1 7. G. P r ó s z é k y, P. S z ol g a y E d s. B u d a p e s t: P á z m á n y

U ni v e r si t y e P r e s s, 2 0 1 7, p p 2 7 – 2 7.

• D. M e s z é n a . T a r g e t e d si m ul t a n e o u s r e c o r di n g s o n r a t hi p p o c a m p al C A 1 c ell s, i n vi t r o. i n P h D P r o c e e di n g s

A n n u al I s s u e s of t h e D o ct o r al S c h o ol, F a c ult y of I nf o r m ati o n Te c h n ol o g y a n d Bi o ni c s, P á z m á n y P ét e r

C at h oli c U ni v e r sit y – 2 0 1 6. G. P r ó s z é k y, P. S z ol g a y E d s. B u d a p e s t: P á z m á n y U ni v e r si t y e P r e s s, 2 0 1 6,

p p 6 9 – 7 1.

• D. M e s z é n a . U si n g t w o- p h o t o n i m a gi n g c o m bi n e d wi t h si m ul t a n e o u s r e c o r di n g s t o v ali d a t e C S D a n al y si s.

i n P h D P r o c e e di n g s A n n u al I s s u e s of t h e D o ct o r al S c h o ol, F a c ult y of I nf o r m ati o n Te c h n ol o g y a n d Bi o ni c s,

P á z m á n y P ét e r C at h oli c U ni v e r sit y – 2 0 1 5. G. P r ó s z é k y, P. S z ol g a y E d s. B u d a p e s t: P á z m á n y U ni v e r si t y

e P r e s s, 2 0 1 5, p p 8 1 – 8 4.
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Li s t of Fi g u r e s

1. 1   M et a p h or of a n i m pl a nt a bl e n e ur al el e ctr o d e a n d s urr o u n di n g n e ur al tiss u e. E xtr a c ell ul ar

el e ctr o d e a n d c o-l o c alis e d, si m ult a n e o us i ntr a c ell ul ar p at c h- cl a m p r e c or di n gs ar e c ol o ur e d

i n bl u e a n d r e d, r es p e cti v el y. T h e t h e or y of t his a ni m ati o n is b as e d o n t h e r e vi e ws of

B u zs á ki, et al. ( 2 0 0 4, 2 0 1 2) [ 1, 2]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   2

1. 2 I nt er c o n n e cti o ns b et w e e n t h esis gr o u ps ( e d g es) a n d t o pi cs c o v er e d ( n o d es). . . . . . . . .   5

2. 1  T his ori gi n al dr a wi n g of C aj al s h o ws t h e hi p p o c a m p al s u b di visi o ns wit h t h eir m ai n c ell

t y p es a n d a x o n al p at h w a ys [ 2 3]. B ott o m l eft: T h e s c h e m a of cl assi c al i nf or m ati o n fl o w

wit hi n t h e hi p p o c a m p us. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   7

2. 2   G e n er al c o n n e cti vit y of a n e o c orti c al c ol u m n dr a w n b y J á n o s S z e nt á g ot h ai i n 1 9 7 1.

C ol o urs of t h e s k et c h ar e t h e f oll o wi n g: p yr a mi d al c ells (r e d), c orti c o- c orti c al a ff er e nt

fi b ers ( gr e e n), s p e ci fi c a ff er e nts ( bl u e), m ulti pl e i nt er n e ur o ns ( bl a c k) [ 3 0]. . . . . . . . . .   9

2. 3   Di ff er e n c es a n d si mil ariti es i n t h e pr o p orti o n a n d arr a n g e m e nt of h u m a n a n d r at br ai n

ar e as. Pl e as e n ot e t h e si g ni fi c a ntl y s m all er e xt e nt of t h e c er e br al c ort e x (s h o w n i n d ar k

bl u e) i n t h e c as e of t h e r at br ai n [ 3 1]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0

2. 4 S c h e m ati c c o urs e of a si n gl e i ntr a c ell ul ar a cti o n p ot e nti al (I A P). N u m b er e d st e ps ar e

d et ail e d i n t h e m ai n t e xt. ( Fi g ur e w as t a k e n fr o m t h e fr e el y a v ail a bl e A x o n G ui d e pr o vi d e d

b y M ulti c h a n n el S yst e ms Lt d.) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 1

2. 5 Ill ustr ati o n f or m at h e m ati c al f or m ul a i n E q. 2. 5. E C p ot e nti al m e as ur e d at t h e r e c or di n g

sit e is g e n er at e d b y t h e w ei g ht e d li n e ar s u m of n et tr a ns m e m br a n e c urr e nts al o n g a si n gl e

n e ur o n. T h e si z es a n d dir e cti o ns of t h e arr o ws ill ustr at e i n w ar d (r e d) a n d o ut w ar d ( bl u e)

tr a ns m e m br a n e c urr e nts, w h os e s u m is e q u als t o z er o i n e a c h ti m e st e p a c c or di n g t o t h e

c h ar g e c o ns er v ati o n l a w. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 6

2. 6  A v er a g e d I A P a n d E A P r e c or d e d fr o m C A 1 p yr a mi d al c ells, a n d t h e n e g ati v e of t h e first

d eri v ati v e of t h e I A P is s u p eri m p os e d [ 3] . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 9

2. 7 Ill ustr ati o n of t h e r o d e nt br ai n ( a) a n d a v ari et y of t e c h n ol o gi es fr o m E E G t o i ntr a c orti c al

mi cr o el e ctr o d es. ( b) Hi g h- d e nsit y s yst e ms wit h b uilt-i n a cti v e el e ctr o ni cs t o pr e- pr o c ess

l ar g e d at a str e a ms a n d r e d u c e t h e si z e of t h e c o n n e ct ors. S a m pl e el e ctri c al si g n als s h o w

t h e a m plit u d es of v ari o us si g n al s o ur c es. ( c) P ol yi mi d e s oft E C o G f or l ar g e ar e a m a p-

pi n g. ( d) A ’ Ut a h- arr a y’ ( e) Cl os e- p a c k e d c o nt a ct sit es o n a m ulti- c h a n n el sili c o n pr o b e

(f ) Mi cr o L E D o ptr o d e m a d e fr o m G a N o n sili c o n. ( g) P ar yl e n e E C o G wit h si n gl e- c ell

c a p a biliti es. ( h) C M O S i nt e gr ati o n (i) Mi cr o fl ui di c pr o b e f or dr u g d eli v er y. (j) A cti v e

3 D sili c o n pr o b e wit h fl e xi bl e p ar yl e n e i nt er c o n n e ct. Fi g ur e is t a k e n fr o m t h e r e vi e w of

S e y m o ur, Wis e a n d c oll e a g u es ( 2 0 1 7) [ 7 1]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 1

2. 8  A c ut e a n d c hr o ni c c ell ul ar e v e nts ar o u n d a n i m pl a nt e d sili c o n pr o b e. O n t h e l eft, i m m u n o-

hist o c h e mi c al s u b- fi g ur es s h o ws t h e distri b uti o n of d o mi n a nt c ell t y p es i n t h e vi ci nit y of

t h e pr o b e tr a c k. Fi g ur e is t a k e n fr o m t h e r e vi e w of J e ffr e y C a p a d o n a a n d c oll e a g u es ( 2 0 1 4)

[ 1 2 5]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6
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L I S T O F F I G U R E S

2. 9  L o g s c al e of Y o u n g’s m o d ul us f or m a n y s u bstr at es us e d i n i m pl a nt a bl e arr a ys. Pl e as e

n ot e, h o w f ar ar e e v e n t h e p ol y m er m at eri als fr o m t h e ori gi n al sti ff n ess ( or r at h er, fr o m

t h e s oft n ess) of br ai n tiss u e. Fi g ur e is t a k e n fr o m t h e r e vi e w of S e y m o ur, Wis e a n d

c oll e a g u es ( 2 0 1 7) [ 7 1]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 7

3. 1 ’ T h e h o c k e y- sti c k’ : Pl e x o n U-t y p e, 2 4- c h a n n el, a n gl e d s urf a c e pr o b e. . . . . . . . . . . . . 3 2

3. 2 ’ T h e c o m b’ : P ar a m et ers of t h e N e ur o N e x us c ust o m- d esi g n e d, 1 6-s h a n k pr o b e . . . . . . . 3 3

3. 3 ’ T h e s pi k y’ : N o v el, 3 2- c h a n n el s pi k y pr o b es pr es e nt e d wit hi n t his t h esis. D e ns est ( A) a n d

l o n g est ( B) v ersi o n wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 2 5 µ m a n d 1 0 0 µ m, r es p e cti v el y. . . . . 3 4

3. 4 S c h e m ati cs of t h e r e c or di n g arr a n g e m e nt. Pl e as e n ot e t h e ori e nt ati o n of t h e sli c e a n d t h e

C A 1 p yr a mi d al c ell c o m p ar e d t o t h e E C s pi k y pr o b e. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 7

3. 5 S c h e m ati c fl o w c h art of t h e si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n g s et- u p. N u m b ers r e pr es e nts t h e

f oll o wi n g i nstr u m e nts: 2 P mi cr os c o p e ( 1), r e c or di n g c h a m b er a n d br ai n sli c e ( 2), L N st a g e

a n d m a ni p ul at ors ( 3), p at c h- cl a m p ( 4), E C m ulti- c h a n n el pr o b e ( 5), A x o n pr e- a m pli fi er

( 6), A x o n M ulti cl a m p a m pli fi er ( 7), Di gi d at a A / D c o n v ert er ( 8), R H D 2 1 3 2 pr e- a m pli fi er

c hi p ( 9), R H D 2 0 0 0 F P G A- b as e d e v al u ati o n b o ar d ( 1 0), P o w er b a n k ( 1 1), L a pt o p ( 1 2),

M ai n P C ( 1 3).  Bl u e c ur v e s h o ws a n o c c asi o n al p ossi bilit y f or pr e cis e s y n c hr o nis ati o n

b et w e e n I C a n d E C d at a str e a ms. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 7

3. 6  Cl os e- u p vi e w of t h e si m ult a n e o us I C- E C r e c or di n g. N u m b ers r e pr es e nt t h e f oll o wi n g: 2 P

o bj e cti v e ( 1), p at c h- cl a m p ( 2), E C m ulti- c h a n n el pr o b e ( 3), br ai n sli c e a n d h ol d er ri n g

( 4), d u al- p erf usi o n c h a m b er ( 5), r ef er e n c e el e ctr o d e p ell et ( 6), o utl et of a C S F p erf usi o n ( 7). 3 8

3. 7   M ai n F P G A b o ar d of t h e I N T A N R H D 2 0 0 0 A c q uisiti o n S yst e m. Hi g hli g ht e d n u m b ers

ar e t h e f oll o wi n g: E C si g n als ( 1), O c c asi o n al a n al o g o us I C si g n al fr o m p at c h- cl a m p ( 2),

Di git al tri g g er si g n al fr o m t h e 2 P mi cr os c o p e ( 3), Gr o u n d c a bl e ( 4), P o w er s u p pl y ( 5) a n d

U S B c o n n e cti o n ( 6). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 9

4. 1  F a bri c ati o n of S i - b as e d s pi k y pr o b es. ( A) P E C V D i ns ul ati o n l a y er, ( B) s p utt er d e p ositi o n

of T i / A u / T i a n d p att er ni n g b y lift- o ff usi n g i m a g e r e v ers al r esist ( C & D) d e p ositi o n

a n d RI E p att er ni n g of P E C V D p assi v ati o n l a y er, ( E) d e p ositi o n a n d lift- o ff p att er ni n g

of P t / I r / I r O x m et alli z ati o n of c o nt a ct sit es usi n g d u al l a y er lift- o ff r esist, ( F) RI E

p att er ni n g of di el e ctri c l a y ers, ( G) D RI E of b ul k sili c o n, a n d ( H) r e ar si d e gri n di n g of S i

t o i nt e n d e d pr o b e t hi c k n ess of 5 0 µ m. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 5

4. 2 S c h e m ati cs of t h e e x p eri m e nt al d esi g n, as w ell as p a c k a gi n g a n d b o n di n g of s pi k y pr o b e

l a y o uts. P ositi o ni n g of t h e a n gl e d s h a n k b et w e e n i n vitr o pl at e a n d mi cr os c o p e o bj e cti v e

( A). T hr e e di ff er e nt v ersi o ns of t h e d e vi c e w hi c h di ff er fr o m e a c h ot h er o nl y i n t h e i nt er-

c o nt a ct dist a n c e ( B). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 6

4. 3   O pti c al p h ot o gr a p h a n d s c a n ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y ( S E M) i m a g es of t h e s pi k y pr o b e.

Pi ct ur e of a f ull y ass e m bl e d d e vi c e s h o wi n g t h e m ai n pr o b e c o m p o n e nts fr o m ri g ht t o

l eft: a si n gl e sili c o n s h a n k ( gr e y a n d r e d), gl o p t o p pr ot e cti n g t h e b o n d wir e ( bl a c k),

t h e pri nt e d cir c uit b o ar d ( P C B, gr e e n) a n d t h e O m n eti cs ( w hit e) c o n n e ct or ( A). S E M

pi ct ur e of t h e m e di u m-si z e d s pi k y pr o b e v ersi o n ( wit h i nt er- c o nt a ct dist a n c e of 5 0 µ m)

a n d r el at e d wiri n g. C- D: S E M cl os e- u p vi e ws at t w o di ff er e nt ori e nt ati o ns. Pl e as e n ot e

t h e arr o w h e a d-s h a p e, pr otr u di n g c o nt a ct sit es. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 7

4. 4 Si m ul ati o n f or di ff er e nt c o nt a ct sit e di a m et ers a n d t h eir a v er a gi n g e ff e ct o n r e c or d e d si g n al

a m plit u d es [ 1 5 8]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 9

4. 5  R es ults f or i m p e d a n c e s p e ctr os c o p y. M e a n i m p e d a n c e m a g nit u d es ( A) a n d p h as e a n gl es

( B) wit h c orr es p o n di n g st a n d ar d d e vi ati o ns at di ff er e nt fr e q u e n ci es r a n gi n g fr o m 2 0 H z t o

5 k H z. Pl e as e n ot e t h e m o n ot o ni c all y d e cr e asi n g m a g nit u d es a n d p h as e a n gl e v al u es a n d

t h e s m all st a n d ar d d e vi ati o ns a cr oss c h a n n els. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 0

1 0 1
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4. 6 St a bilit y a n d r e- us a bilit y of s pi k y c o nt a ct sit es. I m p e d a n c e m a g nit u d es ( A) of all c o nt a ct

sit es ( at 1 k H z) b ef or e t h e first e x p eri m e nt ( gr e e n) a n d aft er s e v e n e x p eri m e nts ( 1 7 i ns er-

ti o ns), i n t ot al (r e d). P h as e a n gl es ( B) of all c o nt a ct sit es ( at 1 k H z) r e m ai n e d pr a cti c all y

i d e nti c al aft er t h e e xt e nsi v e us a g e. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 0

4. 7 I ns erti o n of t h e s pi k y pr o b e. A: P h ot o gr a p h of t h e e x p eri m e nt al s et- u p. N u m b ers r e p-

r es e nt t h e f oll o wi n g p arts: P C B ( 1), sili c o n s h a n k ( 2), w at er i m m ersi o n o bj e cti v e ( 3),

d u al- p erf usi o n c h a m b er ( 4), hi p p o c a m p al sli c e a n d t h e h ol d er gri d ( 5), o utl et of t h e a C S F

( 6). ( Pl e as e s e e Fi g ur e 3. 6 i n M et h o ds s e cti o n 3. 3. 2 f or d et ails.) B: E x a m pl e f or vis u al-

i zi n g of t h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e ( wit h 2 5 µ m i nt er- c o nt a ct dist a n c e) i n 2 P i m a gi n g

( T h y 1- G C a M P tr a ns g e ni c m o us e n e o c ort e x). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 1

4. 8 I n vitr o r e c or di n g c h ar a ct eristi cs of t h e s pi k y pr o b e. Hi p p o c a m p al L F P wit h pr o mi n e nt

S W R a cti vit y ( gr a y r e ct a n gl es) s h o w n o n t w el v e c h a n n els fr o m Wist ar r at C A 1 r e gi o n

( A). T h e wi d e b a n d si g n al w as filt er e d ( 0. 5 – 4 0 H z b a n d p ass) t o e xtr a ct t h e l o c al fi el d

p ot e nti al ( L F P). E x a m pl e f or vis u ali zi n g t h e s pi k y pr o b e i n bri g ht- fi el d c a m er a m o d e i n

t h e n e o c ort e x ( B). P h ot os a n d E C r e c or di n gs w er e t a k e n fr o m di ff er e nt r e c or di n g s es-

si o ns. R e pr es e nt ati v e 5-s e c o n d-l o n g S U A r e c or di n g a c q uir e d b y fift e e n a dj a c e nt c o nt a ct

sit es of t h e pr o b e ( C). T o e n h a n c e t h e visi bilit y of s pi k es, t h e r e c or d e d wi d e b a n d d at a

w as b a n d p ass filt er e d b et w e e n 5 0 0 a n d 5 0 0 0 H z. C ol or e d d as h e d r e ct a n gl es l o c at e d o n

t h e tr a c es m ar k a si n gl e s pi k e of t hr e e s a m pl e si n gl e u nits.  M e a n s pi k e w a v ef or ms a n d

a ut o c orr el o gr a ms ( bi n si z e, 1 ms) c orr es p o n di n g t o t h es e S U As ar e s h o w n o n t h e ri g ht. . . 5 3

4. 9   Q u a ntit ati v e c o m p aris o n of r e c or di n g p erf or m a n c es. B o x pl ots s h o wi n g t h e distri b uti o n of

t h e n u m b er of w ell-s e p ar at e d S U A cl ust ers ( A) a n d t h e distri b uti o n of t h e p e a k-t o- p e a k

a m plit u d e of s pi k e w a v ef or ms ( B) f or t h e hi g h- d e nsit y s pi k y pr o b e a n d t h e h o c k e y-sti c k

s urf a c e pr o b e (t ot al n u m b er of w ell-s e p ar at e d S U A f or e a c h pr o b e t y p e: s urf a c e pr o b e,

n = 3 2; s pi k y pr o b e, n = 1 1 2). O n t h e b o x pl ots, t h e mi d dl e li n e i n di c at es t h e m e di a n,

w hil e t h e b o x es c orr es p o n d t o t h e 2 5 t h a n d 7 5 t h p er c e ntil e. W his k ers m ar k t h e mi ni m u m

a n d m a xi m u m v al u es. T h e a v er a g e is d e pi ct e d wit h a bl u e d ot. Bl a c k d ots c orr es p o n d

t o i n di vi d u al m e as ur e m e nts. D at a o n p a n el ( B) ar e pl ott e d o n a l o g arit h mi c s c al e. * *

p = 0 .0 0 7 8; * * * p = 0 .0 0 0 0 0 4 9; Wel c h’ s t- t e s t . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 4

4. 1 0 Cl ust eri n g r es ults of p ut ati v e c ell t y p es b as e d o n t h eir r e c or d e d e xtr a c ell ul ar w a v ef or ms.

A v er a g e d E C tr a c es of a p ut ati v e i nt er n e ur o n (s h o w n i n bl u e) wit h c orr es p o n di n g a ut o-

c orr el o gr a m ( A a n d D). Bi m o d al distri b uti o n of tr o u g h-t o- p e a k ti m es of r e c or d e d S U A

w a v ef or ms ( B). Hi er ar c hi c al cl ust eri n g w as us e d t o s e p ar at e u nits (s h o w n i n bl a c k d as h e d

li n e) eit h er as n arr o w s pi ki n g ( bl u e) or as wi d e s pi ki n g (r e d) S U As. Ast eris ks r e pr es e nt

tr o u g h-t o- p e a k ti m es of t h e t w o s el e ct e d u nits. A v er a g e d E C tr a c es of a p ut ati v e p yr a-

mi d al c ell (s h o w n i n r e d) wit h c orr es p o n di n g a ut o c orr el o gr a m ( C a n d E). Ast eris ks n e xt

t o t h e s pi k e w a v ef or ms r e pr es e nt t h e s h ar p est si g n als ( p ossi bl y t h e cl os est c o nt a ct sit es t o

t h e s o m a). Pl e as e n ot e t h e di ff er e nt pr o p a g ati o n l e n gt hs a n d di ff er e nt s pi ki n g b e h a vi o ur

of t h e t w o p ut ati v e c ell t y p es. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 6

4. 1 1 P ar all el a n d l ess p ar all el arr a n g e m e nts of sili c o n pr o b es a n d t h e i ntr a c ell ul ar a xis i n dif-

f er e nt r e c or di n g s essi o ns. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 0

4. 1 2 1 0 c o n c at e n at e d s w e e ps of R a m p-t ests f or b ot h t w o c ell t y p es s h o w e d q u alit ati v el y di ff er e nt

s pi ki n g r es p o ns es a g ai nst i n cr e as e d h ol di n g c urr e nt i nj e cti o ns . . . . . . . . . . . . . . . . 6 5

4. 1 3 Q u a nti fi e d c h a n g es i n s pi ki n g b e h a vi o ur f or a n i nt er n e ur o n a n d a p yr a mi d al c ell d uri n g

R a m p-t est pr ot o c ol. Di ff er e n c e is cl e arl y visi bl e i n t h e s pi k e c o u nt r es p o ns es of t w o p ut a-

ti v e c ell t y p es ( A). C h a n g es i n s pi k e a m plit u d es c a us e d b y f ati g u e i n r es p o ns e t o i n cr e asi n g

h ol di n g c urr e nts ( B). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 6
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4. 1 4 I ntr a c ell ul ar w a v ef or m di ff er e n c es i n s pi ki n g a cti vit y of t h e t w o c ell t y p es u n d er s p o nt a-

n e o us, ’ g a p-fr e e’ r e c or di n g m o d e (i nj e cti n g s m all, c o nst a nt h ol di n g c urr e nt t o m ai nt ai n

t h eir m e m br a n e p ot e nti al sli g htl y a b o v e t h e s pi ki n g t hr es h ol d). I n v esti g at e d p ar a m et ers

ar e t h e f oll o wi n g: I C s pi k e h alf- wi dt h ( A, y ell o w), M a xi m al I C s pi k e a m plit u d e ( B, gr e e n),

I C s pi k e ris e ti m e ( C, or a n g e). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 7

4. 1 5 Gr o u n d-tr ut h r e c or di n g e x a m pl e. A v er a g e d I C w a v ef or m r e c or d e d b y p at c h- cl a m p ( A).

C urr e nt- cl a m p s p o nt a n e o us s pi ki n g a cti vit y i n g a p-fr e e r e c or di n g m o d e ( B). T hr e e c o n-

tri b uti n g E C c h a n n els ar e s el e ct e d a n d pl ott e d t o g et h er wit h c orr es p o n di n g I C e v e nts ( C).

S pi k e ti m es i n r e d ar e s h o w n i n t h e b ott o m r o w. I c o ul d i d e ntif y t h e E C c o ntri b uti o ns

of I C s pi ki n g o n m ulti pl e c h a n n els e v e n i n t h e r a w, u n filt er e d d at a ( E A Ps ar e hi g hli g ht e d

wit h r e d cir cl es). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 8

4. 1 6 E xtr a cti n g a v er a g e s pi ki n g a cti vit y ( S T As) fr o m gr o u n d-tr ut h r e c or di n gs. E p o c h of 2 0

c h a n n els o ut of t h e t ot al 3 2 ( A). T h e p at c h- cl a m p e d c ell is m ost visi bl e o n t h e 1 2 t h c h a n n el

( mi d dl e r o w, 4 t h c h a n n el fr o m l eft). Pl e as e n ot e t h e pr es e n c e of S W R a cti vit y gr a di e nt o n

m ulti pl e n ei g h b o uri n g c h a n n els w hi c h is p h as e-l o c k e d a n d pr e c e d es t h e I C s pi k e. S pi k e-

tri g g er e d a v er a g es ( S T As) f or t h e s a m e s el e ct e d 2 0 c h a n n els ( B). N e g ati v e E A P f o ot pri nt

of t h e p at c h- cl a m p e d c ell is l ar g est o n t h e 1 2 t h a n d d e c a ys i n b ot h dir e cti o ns. S a m e S T A

si g n als b ut o v erl ai d fr o m c h a n n el 9 t o c h a n n el 1 7 ( C). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0

4. 1 7 2- D s n a ps h ots of t w o c o m pl et e 3- D r e c o nstr u cti o ns of t h e c o m pl et e n e ur o n al m or p h ol o gi es

a n d c orr es p o n di n g E C pr o b e tr a c es. Pl e as e n ot e t h e e ff e ct of s m all b ut visi bl e tiss u e

dis pl a c e m e nt c a us e d b y t h e fi x ati o n a n d r e-sli ci n g pr o c ess es o n t h e li n e arit y of E C c o nt a ct

sit es.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 1

4. 1 8 s k C S D r e c o nstr u cti o n of s pi k e-tri g g er e d a v er a g e f or a C A 1 p yr a mi d al c ell. Ti m e c o urs e

of t h e E C p ot e nti als f or 5 s el e ct e d c h a n n els ( A). 2- D pr oj e cti o n of t h e c ell a n d sili c o n

pr o b e p ositi o ns wit h o v erl ai d E C p ot e nti al d y n a mi cs ( B). R e c o nstr u cti o n of c urr e nt s o ur c e

d e nsiti es b as e d o n t h e m e as ur e d E C p ot e nti als a n d m o d ell e d c ell ul ar m or p h ol o g y ( C). . . 7 4

4. 1 9 M o vi e: s k C S D r e c o nstr u cti o n of s pi k e-tri g g er e d a v er a g e f or a hi p p o c a m p al p yr a mi d al c ell

( cli c k a bl e i n di git al P D F v ersi o n, aft er all o wi n g p o p- u p c o n diti o ns) . . . . . . . . . . . . . 7 5

4. 2 0 2 0 mi n ut es l o n g g a p-fr e e r e c or di n g pr ot o c ol c o nsisti n g t hr e e s u b-s e cti o ns ( A) a n d t h e

i niti alis ati o n of t h e p h ot o el e ctri c art ef a ct wit h t w o i n cr e asi n g m a g ni fi c ati o ns ( B- C). . . . . 8 0

4. 2 1 I m a gi n g t h e cl os e vi ci nit y of t h e i m pl a nt e d sili c o n pr o b e i n a c o m bi n e d E C- 2 P r e c or di n g.

I m a gi n g r e v e als b ot h a cti viti es of s o m as a n d d e n dtrit es ( e x a m pl es ar e s h o w n o n t h e l eft)

i n t h e s a m e F o V of E C c o nt a ct sit es ( hi g hli g ht e d b y y ell o w cir cl es). . . . . . . . . . . . . . 8 1

4. 2 2 St e ps of t h e it er ati v e filt eri n g pr o c ess. Fl o w c h art f or c o m p ar ati v e a n al ysis of l as er n ois e-

fr e e a n d l as er- n ois y d at a ( A), p ar a m et er s etti n g al g orit h m ( B) a n d o n e r e pr es e nt ati v e filt er

m o d ul e ( C). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8 2

4. 2 3 F F T s p e ctr u m f or E C r e c or di n gs d uri n g 2 P i m a gi n g.  Hi g h m a g nit u d e h ar m o ni cs ar e

hi g hli g ht e d b el o w 1. 2 k H z ( C) a n d at hi g h er fr e q u e n ci es ( B). Pl e as e n ot e t h e o v erl a p

of t h e h ar m o ni cs ( B). R ej e ct e d 6 H z fr e q u e n c y r a n g es ( y ell o w) ar o u n d p eri o di c al p e a ks

wit hi n o n e filt er m o d ul e ( D). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8 3

4. 2 4 Fi n al filt er e d si g n al (r e d) is o v erl ai d o n t h e ori gi n al ( u n filt er e d, gr e e n) d at a. It is visi bl e

t h at t h e l as er g e n er at e d p h ot o el e ctri c art ef a ct w as si g ni fi c a ntl y r e d u c e d a n d S U As e m er g e d

fr o m t h e b a c k gr o u n d n ois e. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8 4

4. 2 5 R es ults of t h e f e at ur e e xtr a cti o n (fr o m t w o di ff er e nt vi e w p oi nts) f or t w o r e pr es e nt ati v e

S U A cl ust ers ( A). A v er a g e d s pi k e w a v ef or ms a n d a ut o c orr el o gr a ms f or t h es e t w o u nits

( B). Te m p or al c h a n g es of t h e s el e ct e d s pi k e f e at ur es a n d s pi k e c o u nt hist o gr a ms ( C).

L as er- o n p eri o ds ar e hi g hli g ht e d wit h r e d b ars. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8 4
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Li s t of T a bl e s

2. 1  O v er vi e w of all p u blis h e d att e m pts i n t h e lit er at ur e f or c o-l o c alis e d a n d si m ul-

t a n e o us I C- E C r e c or di n gs. A b br e vi ati o ns: e xtr a c ell ul ar ( E C), i ntr a c ell ul ar (I C),

m ulti- el e ctr o d e arr a y ( M E A), c h a n n el ( c h), p yr a mi d al c ell ( P C), i nt er n e ur o n

(I C), r eti n al g a n gli o n c ell ( R G C), j u xt a c ell ul ar ( J C), l o os e- p at c h ( L P), w h ol e-

c ell ( W C) r e c or di n gs. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 0

3. 1   M ulti- c h a n n el sili c o n pr o b es us e d f or e xtr a c ell ul ar r e c or di n gs a n d t h eir m ai n

r e c or di n g di m e nsi o ns: c h a n n el c o u nts, s p a ci n g (i nt er- c o nt a ct dist a n c e i n [ µ m])

a n d s a m pli n g ar e a (( c h a n n el c o u nt − 1) × s p a ci n g ) . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 4

1 0 4
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ci r c ui t s . N at u r e r e vi e w s n e u r o s ci e n c e , 1 4 ( 1 1): 7 7 0, 2 0 1 3. 3, 1 2, 1 3, 2 5, 5 4, 9 2

[ 7] Y o s hi n a o K a ji k a w a a n d C h a r l e s E S c h r o e d e r . H o w l o c al i s t h e l o c al fi el d p o t e n ti al ?

N e u r o n , 7 2 ( 5): 8 4 7 – 8 5 8, 2 0 1 1. 3, 1 3, 2 5

[ 8] K l a s H P e t t e r s e n, A n n a D e v o r, I s t v a n U l b e r t, A n d e r s  M D a l e, a n d G a u t e T

Ei n e v o l l . C u r r e n t- s o u r c e d e n si t y e s ti m a ti o n b a s e d o n i n v e r si o n of el e c t r o s t a ti c f o r-

w a r d s ol u ti o n: e ff e c t s of fi ni t e e x t e n t of n e u r o n al a c ti vi t y a n d c o n d u c ti vi t y di s c o n ti-

n ui ti e s . J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h o d s , 1 5 4 ( 1- 2): 1 1 6 – 1 3 3, 2 0 0 6. 3, 1 4, 1 7

[ 9] K l a s H P e t t e r s e n a n d G a u t e T Ei n e v o l l . A m pli t u d e v a ri a bili t y a n d e x t r a c ell ul a r

l o w- p a s s fil t e ri n g of n e u r o n al s pi k e s. Bi o p h y si c al j o u r n al , 9 4 ( 3): 7 8 4 – 8 0 2, 2 0 0 8. 3, 1 4

[ 1 0] K l a s H P e t t e r s e n, H e n ri k Li n d é n, A n d e r s M D a l e, a n d G a u t e T Ei n e v o l l . E x t r a-

c ell ul a r s pi k e s a n d C S D . H a n d b o o k of n e u r al a cti vit y m e a s u r e m e nt , 1 : 9 2 – 1 3 5, 2 0 1 2. 3, 1 2, 1 3,

1 7

[ 1 1] Ri c h á r d Fi á t h, B o g d a n C ri s ti a n R a d u c a n u, Si l k e M u s a, A l e x a n d r u A n d r ei, C a r-

o li n a  M o r a L o p e z,  C h ri s v a n H o o f, P a t ri c k R u t h e r,  A r n o A a r t s,  D o m o n k o s

H o r v á t h, a n d I s t v á n U l b e r t . A sili c o n- b a s e d n e u r al p r o b e wi t h d e n s el y- p a c k e d l o w-

i m p e d a n c e ti t a ni u m ni t ri d e mi c r o el e c t r o d e s f o r ul t r a hi g h- r e s ol u ti o n i n vi v o r e c o r d-

i n g s. Bi o s e n s o r s a n d bi o el e ct r o ni c s , 1 0 6 : 8 6 – 9 2, 2 0 1 8. 3, 1 9, 2 0

1 0 5
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[ 1 2] J o a n a P e r ei r a N e t o, P e d r o B ai ã o, G o n ç a l o L o p e s, J o ã o F r a z ã o, J o a n a N o g u ei r a,

E l vi r a F o r t u n a t o, P e d r o B a r q ui n h a, a n d A d a m R a y m o n d K a m p f f . D o e s i m p e d a n c e

m a t t e r w h e n r e c o r di n g s pi k e s wi t h p ol y t r o d e s ? Fr o nti e r s i n n e u r o s ci e n c e , 1 2 : 7 1 5, 2 0 1 8. 3,

2 0, 4 8

[ 1 3] L á s z l ó G r a n d, L u ci a  Wi t t n e r, S t a ni s l a v H e r wi k, E m m a n u e l l e G ö t h e li d, P a t ri c k

R u t h e r, S v e n O s c a r s s o n, H e r c u l e s N e v e s, B a l á z s D o m b o v á ri, Ri c h á r d C s e r c s a,

G y ö r g y K a r m o s, e t a l. S h o r t a n d l o n g t e r m bi o c o m p a ti bili t y of N e u r o P r o b e s sil-

i c o n p r o b e s. J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h o d s , 1 8 9 ( 2): 2 1 6 – 2 2 9, 2 0 1 0. 3, 2 6

[ 1 4] Z s ó fi a B é r c e s, Ki n g a T ó t h, G e r g e l y M á r t o n, I l di k ó P á l, B á li n t K o v á t s- M e g y e si,

Z o l t á n F e k e t e, I s t v á n U l b e r t, a n d A ni t a P o n g r á c z . N e u r o bi o c h e mi c al c h a n g e s i n

t h e vi ci ni t y of a n a n o s t r u c t u r e d n e u r al i m pl a n t . S ci e nti fi c r e p o rt s , 6 : 3 5 9 4 4, 2 0 1 6. 3

[ 1 5] T a k a s hi D Y K o z ai, A n d r e a S J a q ui n s- G e r s t l, A l b e r t o L V a z q u e z, A d ri a n C Mi c h a e l,

a n d X T r a c y C ui . B r ai n ti s s u e r e s p o n s e s t o n e u r al i m pl a n t s i m p a c t si g n al s e n si ti vi t y

a n d i n t e r v e n ti o n s t r a t e gi e s . A C S c h e mi c al n e u r o s ci e n c e , 6 ( 1): 4 8 – 6 7, 2 0 1 5. 3, 2 2, 2 6

[ 1 6] S t e v e n M W e l l m a n a n d T a k a s hi D Y K o z ai . U n d e r s t a n di n g t h e i n fl a m m a t o r y ti s s u e

r e a c ti o n t o b r ai n i m pl a n t s t o i m p r o v e n e u r o c h e mi c al s e n si n g p e rf o r m a n c e , 2 0 1 7. 3, 2 6

[ 1 7] N o r b e r t H a j o s, T o m m a s J E l l e n d e r, Ri t a Z e m a n k o vi c s, E d w a r d O M a n n, Ri c h a r d

E x l e y, S t e p h a ni e J C r a g g, T a m á s F F r e u n d, a n d O l e P a u l s e n . M ai n t ai ni n g n e t w o r k

a c ti vi t y i n s u b m e r g e d hi p p o c a m p al sli c e s: i m p o r t a n c e of o x y g e n s u p pl y . E u r o p e a n

j o u r n al of n e u r o s ci e n c e, 2 9 ( 2): 3 1 9 – 3 2 7, 2 0 0 9. 3, 3 6, 5 2

[ 1 8] A mi r S e g e v, F r a n ci s c o G a r ci a- O s c o s, a n d S a ı̈ d K o u r ri c h. W h ol e- c ell P a t c h- cl a m p

R e c o r di n g s i n B r ai n Sli c e s . J o V E ( J o u r n al of vi s u ali z e d e x p e ri m e nt s ) , 1 1 2 : e 5 4 0 2 4, 2 0 1 6. 3, 5 2

[ 1 9] M a ri e E n g e l e n e J O bi e n, K o s m a s D e li g k a ri s, T o r s t e n B u l l m a n n, D o u g l a s J B a k k u m,

a n d U r s F r e y . R e v e ali n g n e u r o n al f u n c ti o n t h r o u g h mi c r o el e c t r o d e a r r a y r e c o r di n g s .

Fr o nti e r s i n n e u r o s ci e n c e , 8 : 4 2 3, 2 0 1 5. 3, 2 0, 2 7, 4 8, 5 4, 9 2

[ 2 0] W o o d r o w L S h e w, Ti m o t h y B e l l a y, a n d Di e t m a r P l e n z .  Si m ul t a n e o u s  m ul ti-

el e c t r o d e a r r a y r e c o r di n g a n d t w o- p h o t o n c al ci u m i m a gi n g of n e u r al a c ti vi t y . J o u r n al

of n e u r o s ci e n c e m et h o d s , 1 9 2 ( 1): 7 5 – 8 2, 2 0 1 0. 3, 7 8

[ 2 1] A n d r é  M a r q u e s- S mi t h, J o a n a P e r ei r a N e t o,  G o n c a l o L o p e s, J o a n a N o g u ei r a,

L o r e n z a C a l c a t e r r a, J o ã o F r a z ã o, D a n b e e Ki m, M a t t h e w G P hi l li p s, G e o r g e Di mi-

t ri a di s, a n d A d a m K a m p f f . R e c o r di n g f r o m t h e s a m e n e u r o n wi t h hi g h- d e n si t y C M O S

p r o b e s a n d p a t c h- cl a m p: a g r o u n d- t r u t h d a t a s e t a n d a n e x p e ri m e n t i n c oll a b o r a ti o n.

Bi o R xi v , p a g e 3 7 0 0 8 0, 2 0 1 8. 3, 2 9, 3 0, 8 7, 8 9

[ 2 2] B ri a n D A l l e n, C a r o li n e M o o r e- K o c h l a c s, J a c o b G B e r n s t ei n, J u s ti n P Ki n n e y,

J o r g S c h o l vi n, L u ı́ s F S e o a n e, C h ri s C h r o n o p o u l o s, C h a r li e L a m a n ti a, S u h a s a B

K o d a n d a r a m ai a h, M a x T e g m a r k, e t a l. A u t o m a t e d i n vi v o p a t c h- cl a m p e v al u a ti o n of

e x t r a c ell ul a r m ul ti el e c t r o d e a r r a y s pi k e r e c o r di n g c a p a bili t y . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y ,

1 2 0 ( 5): 2 1 8 2 – 2 2 0 0, 2 0 1 8. 3, 2 9, 3 0, 6 3, 8 7, 8 9

[ 2 3] S a n ti a g o R a m ó n y C a j a l . Hi s t ol o gi e d u s y s t é m e n e r v e u x d e l’ h o m m e a n d d e s

v e r t é b r é s. M al oi n e ( P a ri s ) , 2 : 8 9 1 – 9 4 2, 1 9 1 1. 6, 7, 1 0 0

1 0 6
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[ 2 4] F r e d e ri c o A C A z e v e d o, L u d mi l a R B C a r v a l h o, L e a T G ri n b e r g, J o s é M a r c e l o F a r-

f e l, R e n a t a E L F e r r e t ti, R e n a t a E P L ei t e,  Wi l s o n J a c o b Fi l h o, R o b e r t o L e n t,

a n d S u z a n a H e r c u l a n o- H o u z e l . E q u al n u m b e r s of n e u r o n al a n d n o n n e u r o n al c ell s

m a k e t h e h u m a n b r ai n a n i s o m e t ri c all y s c al e d- u p p ri m a t e b r ai n . J o u r n al of c o m p a r ati v e

n e u r ol o g y , 5 1 3 ( 5): 5 3 2 – 5 4 1, 2 0 0 9. 6

[ 2 5] G y ö r g y B u z s á ki . T w o- s t a g e m o d el of m e m o r y t r a c e f o r m a ti o n: a r ol e f o r ” n oi s y ”

b r ai n s t a t e s . N e u r o s ci e n c e , 3 1 ( 3): 5 5 1 – 5 7 0, 1 9 8 9. 7

[ 2 6] T a m a s F F r e u n d a n d G y o r g y B u z s a ki . I n t e r n e u r o n s of t h e hi p p o c a m p u s . Hi p p o c a m p u s ,

6 ( 4): 3 4 7 – 4 7 0, 1 9 9 6. 8

[ 2 7] T h o m a s K l a u s b e r g e r a n d P e t e r S o m o g yi . N e u r o n al di v e r si t y a n d t e m p o r al d y n a mi c s:

t h e u ni t y of hi p p o c a m p al ci r c ui t o p e r a ti o n s . S ci e n c e , 3 2 1 ( 5 8 8 5): 5 3 – 5 7, 2 0 0 8. 8

[ 2 8] P S o m o g yi e t a l. A s p e ci fi c ‘ a x o- a x o n al’i n t e r n e u r o n i n t h e vi s u al c o r t e x of t h e r a t .

B r ai n r e s , 1 3 6 ( 2): 3 4 5 – 3 5 0, 1 9 7 7. 8

[ 2 9] E s z t e r B o l d o g, T r y g v e E B a k k e n, R e b e c c a D H o d g e, M a r k N o v o t n y, B ri a n D A e v-

e r m a n n, J u di t h B a k a, S á n d o r B o r d é, J e n ni e L C l o s e, F r a n ci s c o Di e z- F u e r t e s, S o n g-

Li n Di n g, e t a l. Tr a n s c ri p t o mi c a n d m o r p h o p h y si ol o gi c al e vi d e n c e f o r a s p e ci ali z e d

h u m a n c o r ti c al G A B A e r gi c c ell t y p e . N at u r e n e u r o s ci e n c e , 2 1 ( 9): 1 1 8 5 – 1 1 9 5, 2 0 1 8. 8

[ 3 0] J á n o s S z e n t á g o t h ai . T h e m o d ul a r a r c hi t e c t o ni c p ri n ci pl e of n e u r al c e n t e r s . R e vi e w s of

p h y si ol o g y, bi o c h e mi st r y a n d p h a r m a c ol o g y , 9 8 : 1 1 – 6 1, 1 9 8 3. 9, 1 0 0

[ 3 1] B a r t E l l e n b r o e k a n d Ji u n Y o u n . R o d e n t m o d el s i n n e u r o s ci e n c e r e s e a r c h: i s i t a r a t

r a c e ? Di s e a s e M o d el s & M e c h a ni s m s , 9 ( 1 0): 1 0 7 9 – 1 0 8 7, 2 0 1 6. 1 0, 1 0 0

[ 3 2] A l a n L H o d g ki n a n d A n d r e w F H u x l e y . A q u a n ti t a ti v e d e s c ri p ti o n of m e m b r a n e c u r-

r e n t a n d i t s a p pli c a ti o n t o c o n d u c ti o n a n d e x ci t a ti o n i n n e r v e . T h e j o u r n al of p h y si ol o g y ,

1 1 7 ( 4): 5 0 0 – 5 4 4, 1 9 5 2. 1 1, 1 4

[ 3 3] G r e g J S t u a r t a n d B e r t S a k m a n n . A c ti v e p r o p a g a ti o n of s o m a ti c a c ti o n p o t e n ti al s

i n t o n e o c o r ti c al p y r a mi d al c ell d e n d ri t e s. N at u r e , 3 6 7 ( 6 4 5 8): 6 9, 1 9 9 4. 1 2

[ 3 4] G y ö r g y B u z s á ki a n d A d a m K a n d e l . S o m a d e n d ri ti c b a c k p r o p a g a ti o n of a c ti o n p o t e n-

ti al s i n c o r ti c al p y r a mi d al c ell s of t h e a w a k e r a t . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y , 7 9 ( 3): 1 5 8 7 –

1 5 9 1, 1 9 9 8. 1 2, 1 3

[ 3 5] R a f a e l d e N O L O R E N T E . A n al y si s of t h e di s t ri b u ti o n of t h e a c ti o n c u r r e n t s of n e r v e

i n v ol u m e c o n d u c t o r s. St u di e s f r o m t h e R o c k ef ell e r i n stit ut e f o r m e di c al r e s e a r c h. R e p ri nt s.

R o c k ef ell e r I n stit ut e f o r M e di c al R e s e a r c h , 1 3 2 : 3 8 4 – 4 7 7, 1 9 4 7. 1 2

[ 3 6] W H F r e y g a n g a n d K F r a n k . E x t r a c ell ul a r p o t e n ti al s f r o m si n gl e s pi n al m o t o n e u r o n s .

T h e j o u r n al of g e n e r al p h y si ol o g y , 4 2 ( 4): 7 4 9 – 7 6 0, 1 9 5 9. 1 2, 2 8, 3 0

[ 3 7] A l e s si o P a o l o B u c ci n o, Mi r o s l a v K u c h t a, K a r o li n e H o r g m o J a e g e r, T o r b j o r n V e f-

f e r s t a d N e s s, Pi e r r e B e r t h e t, K e n t- A n d r e M a r d a l, G e r t C a u w e n b e r g h s, a n d A s l a k

T v ei t o . H o w d o e s t h e p r e s e n c e of n e u r al p r o b e s a ff e c t e x t r a c ell ul a r p o t e n ti al s ? J o u r n al

of n e u r al e n gi n e e ri n g , 1 6 ( 2): 0 2 6 0 3 0, 2 0 1 9. 1 2

[ 3 8] H e n ri k Li n d é n, T o m T e t z l a f f, T o bi a s C P o t j a n s, K l a s H P e t t e r s e n, S o n j a G r ü n,

M a r k u s Di e s m a n n, a n d G a u t e T Ei n e v o l l . M o d eli n g t h e s p a ti al r e a c h of t h e L F P .

N e u r o n , 7 2 ( 5): 8 5 9 – 8 7 2, 2 0 1 1. 1 3

1 0 7
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[ 3 9] A ni t a K a m o n di, L a s z l o A c s a d y, a n d G y ö r g y B u z s á ki . D e n d ri ti c s pi k e s a r e e n h a n c e d

b y c o o p e r a ti v e n e t w o r k a c ti vi t y i n t h e i n t a c t hi p p o c a m p u s . J o u r n al of n e u r o s ci e n c e ,

1 8 ( 1 0): 3 9 1 9 – 3 9 2 8, 1 9 9 8. 1 3

[ 4 0] C a r l G o l d, D a r r e l l A H e n z e, C h ri s t o f K o c h, a n d G y ö r g y B u z s á ki . O n t h e o ri gi n

of t h e e x t r a c ell ul a r a c ti o n p o t e n ti al w a v ef o r m: a m o d eli n g s t u d y . J o u r n al of n e u r o p h y s-

i ol o g y, 9 5 ( 5): 3 1 1 3 – 3 1 2 8, 2 0 0 6. 1 4

[ 4 1] C a r l G o l d, D a r r e l l A H e n z e, a n d C h ri s t o f K o c h . U si n g e x t r a c ell ul a r a c ti o n p o t e n-

ti al r e c o r di n g s t o c o n s t r ai n c o m p a r t m e n t al m o d el s . J o u r n al of c o m p ut ati o n al n e u r o s ci e n c e ,

2 3 ( 1): 3 9 – 5 8, 2 0 0 7. 1 4, 1 5

[ 4 2] H e n ri k Li n d é n, K l a s H P e t t e r s e n, a n d G a u t e T Ei n e v o l l . I n t ri n si c d e n d ri ti c fil-

t e ri n g gi v e s l o w- p a s s p o w e r s p e c t r a of l o c al fi el d p o t e n ti al s . J o u r n al of c o m p ut ati o n al

n e u r o s ci e n c e , 2 9 ( 3): 4 2 3 – 4 4 4, 2 0 1 0. 1 4

[ 4 3] I s a b e l D e l g a d o R u z a n d Si m o n R S c h u l t z . L o c ali si n g a n d cl a s sif yi n g n e u r o n s f r o m

hi g h d e n si t y M E A r e c o r di n g s . J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h o d s , 2 3 3 : 1 1 5 – 1 2 8, 2 0 1 4. 1 4

[ 4 4] C h a r l e s Ni c h o l s o n a n d J o h n A F r e e m a n . T h e o r y of c u r r e n t s o u r c e- d e n si t y a n al y si s

a n d d e t e r mi n a ti o n of c o n d u c ti vi t y t e n s o r f o r a n u r a n c e r e b ell u m . J o u r n al of n e u r o p h y si-

ol o g y , 3 8 ( 2): 3 5 6 – 3 6 8, 1 9 7 5. 1 4, 1 7

[ 4 5] U l l a Mi t z d o r f . C u r r e n t s o u r c e- d e n si t y m e t h o d a n d a p pli c a ti o n i n c a t c e r e b r al c o r t e x:

i n v e s ti g a ti o n of e v o k e d p o t e n ti al s a n d E E G p h e n o m e n a. P h y si ol o gi c al r e vi e w s , 6 5 ( 1): 3 7 –

1 0 0, 1 9 8 5. 1 4, 1 7

[ 4 6] J o h n C l a r k a n d R o b e r t P l o n s e y . A m a t h e m a ti c al e v al u a ti o n of t h e c o r e c o n d u c t o r

m o d el . Bi o p h y si c al j o u r n al , 6 ( 1): 9 5 – 1 1 2, 1 9 6 6. 1 4

[ 4 7] Wi l f ri d R a l l . El e c t r o p h y si ol o g y of a d e n d ri ti c n e u r o n m o d el . Bi o p h y si c al j o u r n al ,

2 ( 2): 1 4 5 – 1 6 7, 1 9 6 2. 1 4

[ 4 8] Wi l f ri d R a l l a n d G o r d o n M S h e p h e r d . T h e o r e ti c al r e c o n s t r u c ti o n of fi el d p o t e n ti al s

a n d d e n d r o d e n d ri ti c s y n a p ti c i n t e r a c ti o n s i n olf a c t o r y b ul b. J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y ,

3 1 ( 6): 8 8 4 – 9 1 5, 1 9 6 8. 1 4

[ 4 9] C a r l e s Ni c h o l s o n a n d R o d o l f o L li n a s . Fi el d p o t e n ti al s i n t h e alli g a t o r c e r e b ell u m a n d

t h e o r y of t h ei r r el a ti o n s hi p t o P u r ki nj e c ell d e n d ri ti c s pi k e s. J o u r n al of N e u r o p h y si ol o g y ,

3 4 ( 4): 5 0 9 – 5 3 1, 1 9 7 1. 1 4

[ 5 0] H a ri l a l P a r a s u r a m, Bi pi n N ai r, E gi di o D’ A n g e l o, Mi c h a e l Hi n e s, Gi o v a n ni N a l di,

a n d S h y a m Di w a k a r . C o m p u t a ti o n al m o d eli n g of si n gl e n e u r o n e x t r a c ell ul a r el e c t ri c

p o t e n ti al s a n d n e t w o r k l o c al fi el d p o t e n ti al s u si n g L F P si m . Fr o nti e r s i n c o m p ut ati o n al

n e u r o s ci e n c e , 1 0 : 6 5, 2 0 1 6. 1 4

[ 5 1] H e n ri k Li n d é n, E s p e n H a g e n, S z y m o n L e s ki, Ei vi n d S N o r h ei m, K l a s H P e t t e r s e n,

a n d G a u t e T Ei n e v o l l . L F P y: a t o ol f o r bi o p h y si c al si m ul a ti o n of e x t r a c ell ul a r p o-

t e n ti al s g e n e r a t e d b y d e t ail e d m o d el n e u r o n s . Fr o nti e r s i n n e u r oi nf o r m ati c s , 7 : 4 1, 2 0 1 4.

1 4

[ 5 2] E s p e n H a g e n, S o l v ei g N a e s s, T o r b j o r n V N e s s, a n d G a u t e T Ei n e v o l l . M ul ti m o d al

M o d eli n g of N e u r al N e t w o r k A c ti vi t y: C o m p u ti n g L F P, E C o G, E E G, a n d M E G Si g-

n al s  Wi t h L F P y 2. 0 . Fr o nti e r s i n n e u r oi nf o r m ati c s , 1 2 , 2 0 1 8. 1 4

1 0 8
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[ 5 3] E s p e n H a g e n, S o l v ei g N a e s s, T o r b j o r n V N e s s, a n d G a u t e T Ei n e v o l l . L F P y: m ul-

ti m o d al m o d eli n g of e x t r a c ell ul a r n e u r o n al r e c o r di n g s i n P y t h o n . Bi o R xi v , p a g e 6 2 0 2 8 6,

2 0 1 9. 1 4

[ 5 4] T o r b j o r n V N e s s, C h ai t a n y a C hi n t a l u ri, J a n P o t w o r o w s ki, S z y m o n L e s ki, H e l e n a

G l a b s k a, D a ni e l K W o j ci k, a n d G a u t e T Ei n e v o l l . M o d elli n g a n d a n al y si s of el e c t ri-

c al p o t e n ti al s r e c o r d e d i n mi c r o el e c t r o d e a r r a y s ( M E A s ) . N e u r oi nf o r m ati c s , 1 3 ( 4): 4 0 3 –

4 2 6, 2 0 1 5. 1 5

[ 5 5] Ni k o s K L o g o t h e ti s, C h ri s t o p h K a y s e r, a n d A x e l O e l t e r m a n n . I n vi v o m e a s u r e m e n t

of c o r ti c al i m p e d a n c e s p e c t r u m i n m o n k e y s: i m pli c a ti o n s f o r si g n al p r o p a g a ti o n . N e u-

r o n , 5 5 ( 5): 8 0 9 – 8 2 3, 2 0 0 7. 1 6

[ 5 6] C l a u d e B é d a r d a n d A l ai n D e s t e x h e . G e n e r ali z e d t h e o r y f o r c u r r e n t- s o u r c e- d e n si t y

a n al y si s i n b r ai n ti s s u e . P h y si c al r e vi e w E , 8 4 ( 4): 0 4 1 9 0 9, 2 0 1 1. 1 6

[ 5 7] E s p e n H a g e n, D a vi d D a h m e n,  M a ri a L S t a v ri n o u, H e n ri k Li n d é n, T o m T e t z l a f f,

S a c h a J v a n A l b a d a, S o n j a G r ü n, M a r k u s Di e s m a n n, a n d G a u t e T Ei n e v o l l . H y b ri d

s c h e m e f o r m o d eli n g l o c al fi el d p o t e n ti al s f r o m p oi n t- n e u r o n n e t w o r k s . C e r e b r al c o rt e x ,

p a g es 1 – 3 6, 2 0 1 6. 1 7

[ 5 8] Z o l t á n S o m o g y v á ri, L á s z l ó Z a l á n yi, I s t v á n U l b e r t, a n d P é t e r É r di . M o d el- b a s e d

s o u r c e l o c ali z a ti o n of e x t r a c ell ul a r a c ti o n p o t e n ti al s . J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h o d s ,

1 4 7 ( 2): 1 2 6 – 1 3 7, 2 0 0 5. 1 7, 5 4, 5 7, 8 9, 9 2

[ 5 9] S z y m o n L e s ki, K l a s H P e t t e r s e n, B e t h T u n s t a l l, G a u t e T Ei n e v o l l, J o h n Gi g g, a n d

D a ni e l K W ó j ci k . I n v e r s e c u r r e n t s o u r c e d e n si t y m e t h o d i n t w o di m e n si o n s: i nf e r ri n g

n e u r al a c ti v a ti o n f r o m m ul ti el e c t r o d e r e c o r di n g s . N e u r oi nf o r m ati c s , 9 ( 4): 4 0 1 – 4 2 5, 2 0 1 1. 1 7,

8 8

[ 6 0] J a n P o t w o r o w s ki, Wi t J a k u c z u n, S z y m o n L e s ki, a n d D a ni e l W ó j ci k . K e r n el c u r r e n t

s o u r c e d e n si t y m e t h o d . N e u r al c o m p ut ati o n , 2 4 ( 2): 5 4 1 – 5 7 5, 2 0 1 2. 1 7, 8 8

[ 6 1] D a ni e l K W ó j ci k . C u r r e n t s o u r c e d e n si t y ( C S D ) a n al y si s . E n c y cl o p e di a of c o m p ut ati o n al

n e u r o s ci e n c e , p a g es 9 1 5 – 9 2 2, 2 0 1 5. 1 7

[ 6 2] D o r o t t y a C s e r p á n, D o m o k o s M e s z é n a, L u ci a Wi t t n e r, Ki n g a T ó t h, I s t v á n U l b e r t,

Z o l t á n S o m o g y v á ri, a n d D a ni e l K W ó j ci k . R e v e ali n g t h e di s t ri b u ti o n of t r a n s m e m-

b r a n e c u r r e n t s al o n g t h e d e n d ri ti c t r e e of a n e u r o n f r o m e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s . e Lif e ,

6 : e 2 9 3 8 4, 2 0 1 7. 1 7, 1 8, 7 2, 9 3, 9 7

[ 6 3] E ri k  W S c h o m b u r g, C o s t a s A A n a s t a s si o u, G y ö r g y B u z s á ki, a n d C h ri s t o f K o c h .

T h e s pi ki n g c o m p o n e n t of o s cill a t o r y e x t r a c ell ul a r p o t e n ti al s i n t h e r a t hi p p o c a m p u s .

J o u r n al of n e u r o s ci e n c e , 3 2 ( 3 4): 1 1 7 9 8 – 1 1 8 1 1, 2 0 1 2. 1 8

[ 6 4] D o u g l a s J B a k k u m, U r s F r e y, Mi l o s R a di v o j e vi c, T h o m a s L R u s s e l l, J a n M ü l l e r,

Mi c h e l e Fi s c e l l a, Hi r o k a z u T a k a h a s hi, a n d A n d r e a s Hi e r l e m a n n . Tr a c ki n g a x o n al

a c ti o n p o t e n ti al p r o p a g a ti o n o n a hi g h- d e n si t y mi c r o el e c t r o d e a r r a y a c r o s s h u n d r e d s

of si t e s . N at u r e c o m m u ni c ati o n s , 4 : 2 1 8 1, 2 0 1 3. 1 9

[ 6 5] J o z s e f C si c s v a ri,  H a ji m e Hi r a s e,  A n d r á s C z u r k ó,  A ki r a  M a mi y a, a n d  G y ö r g y

B u z s á ki . O s cill a t o r y c o u pli n g of hi p p o c a m p al p y r a mi d al c ell s a n d i n t e r n e u r o n s i n

t h e b e h a vi n g r a t . J o u r n al of n e u r o s ci e n c e , 1 9 ( 1): 2 7 4 – 2 8 7, 1 9 9 9. 1 9, 5 6, 5 7

1 0 9
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[ 6 6] P e t e r B a r t h ó, H a ji m e Hi r a s e, L e n ai c M o n c o n d ui t,  Mi c h a e l Z u g a r o, K e n n e t h D

H a r ri s, a n d G y ö r g y B u z s á ki . C h a r a c t e ri z a ti o n of n e o c o r ti c al p ri n ci p al c ell s a n d i n-

t e r n e u r o n s b y n e t w o r k i n t e r a c ti o n s a n d e x t r a c ell ul a r f e a t u r e s . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y ,

9 2 ( 1): 6 0 0 – 6 0 8, 2 0 0 4. 1 9, 4 1, 5 6, 5 7

[ 6 7] H e r n a n G o n z a l o R e y, C a r l o s P e d r ei r a, a n d R o d ri g o Q ui a n Q ui r o g a . P a s t, p r e s e n t

a n d f u t u r e of s pi k e s o r ti n g t e c h ni q u e s . B r ai n r e s e a r c h b ull eti n , 1 1 9 : 1 0 6 – 1 1 7, 2 0 1 5. 1 9

[ 6 8] Xi a o x u a n Ji a, J o s h u a H. Si e g l e, C o r b e t t B e n n e t t, S a m u e l D. G a l e, D a ni e l J. D e n-

m a n, C h ri s t o f K o c h, a n d S h a w n R. O l s e n . Hi g h- d e n si t y e x t r a c ell ul a r p r o b e s r e v e al

d e n d ri ti c b a c k p r o p a g a ti o n a n d f a cili t a t e n e u r o n cl a s si fi c a ti o n . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y ,

1 2 1 ( 5): 1 8 3 1 – 1 8 4 7, 2 0 1 9. 1 9

[ 6 9] D o m o k o s M e s z é n a, B á li n t P é t e r K e r e k e s, I l di k ó P á l, G á b o r O r b á n, Ri c h á r d Fi á t h,

T o bi a s H o l z h a m m e r, P a t ri c k R u t h e r, I s t v á n U l b e r t, a n d G e r g e l y M á r t o n . A sili c o n-

b a s e d s pi k y p r o b e p r o vi di n g i m p r o v e d c ell a c c e s si bili t y d u ri n g i n vi t r o sli c e r e c o r di n g s .

S e n s o r s a n d a ct u at o r s B: C h e mi c al , 2 9 7 : 1 2 6 6 4 9, 2 0 1 9. 1 9, 9 2, 9 7

[ 7 0] P a t ri c k R u t h e r a n d O li v e r P a u l . N e w a p p r o a c h e s f o r C M O S- b a s e d d e vi c e s f o r l a r g e-

s c al e n e u r al r e c o r di n g . C u r r e nt o pi ni o n i n n e u r o bi ol o g y , 3 2 : 3 1 – 3 7, 2 0 1 5. 2 0

[ 7 1] J o h n P S e y m o u r, F a n W u, K e n s a l l D Wi s e, a n d E ui si k Y o o n . S t a t e- of- t h e- a r t M E M S

a n d mi c r o s y s t e m t o ol s f o r b r ai n r e s e a r c h . Mi c r o s y st e m s a n d n a n o e n gi n e e ri n g , 3 : 1 6 0 6 6, 2 0 1 7.

2 0, 2 1, 2 2, 2 7, 1 0 0, 1 0 1

[ 7 2] D a vi d H H u b e l . T u n g s t e n mi c r o el e c t r o d e f o r r e c o r di n g f r o m si n gl e u ni t s . S ci e n c e ,

1 2 5 ( 3 2 4 7): 5 4 9 – 5 5 0, 1 9 5 7. 2 0

[ 7 3] I s t v á n  U l b e r t,  E ri c  H a l g r e n,   G a r y  H ei t,  a n d  G e o r g e  K a r m o s .    M ul ti pl e

mi c r o el e c t r o d e- r e c o r di n g s y s t e m f o r h u m a n i n t r a c o r ti c al a p pli c a ti o n s . J o u r n al of n e u-

r o s ci e n c e m et h o d s , 1 0 6 ( 1): 6 9 – 7 9, 2 0 0 1. 2 0, 3 1, 3 2

[ 7 4] I s t v a n U l b e r t, G a r y H ei t, J o s e p h M a d s e n, G e o r g e K a r m o s, a n d E ri c H a l g r e n . L a mi-

n a r a n al y si s of h u m a n n e o c o r ti c al i n t e ri c t al s pi k e g e n e r a ti o n a n d p r o p a g a ti o n: c u r r e n t

s o u r c e d e n si t y a n d m ul ti u ni t a n al y si s i n vi v o . E pil e p si a , 4 5 : 4 8 – 5 6, 2 0 0 4. 2 0, 3 1, 3 2

[ 7 5] C h a r l e s M G r a y, P e d r o E M a l d o n a d o, M a t h e w  Wi l s o n, a n d B r u c e M c N a u g h t o n .

T e t r o d e s m a r k e dl y i m p r o v e t h e r eli a bili t y a n d yi el d of m ul ti pl e si n gl e- u ni t i s ol a ti o n

f r o m m ul ti- u ni t r e c o r di n g s i n c a t s t ri a t e c o r t e x. J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h o d s , 6 3 ( 1-

2): 4 3 – 5 4, 1 9 9 5. 2 0

[ 7 6] K e n n e t h D H a r ri s, D a r r e l l A H e n z e, J o z s e f C si c s v a ri, H a ji m e Hi r a s e, a n d G y o r g y

B u z s a ki . A c c u r a c y of t e t r o d e s pi k e s e p a r a ti o n a s d e t e r mi n e d b y si m ul t a n e o u s i n t r a-

c ell ul a r a n d e x t r a c ell ul a r m e a s u r e m e n t s . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y , 8 4 ( 1): 4 0 1 – 4 1 4, 2 0 0 0.

2 0

[ 7 7] A r a s h A F o m a ni a n d R a a f a t R M a n s o u r . F a b ri c a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n of t h e

fl e xi bl e n e u r al mi c r o p r o b e s wi t h i m p r o v e d s t r u c t u r al d e si g n . S e n s o r s a n d a ct u at o r s A:

P h y si c al , 1 6 8 ( 2): 2 3 3 – 2 4 1, 2 0 1 1. 2 0

[ 7 8] Ti m o t h y J B l a n c h e, M a r ti n A S p a c e k, J a mi l l e F H e t k e, a n d Ni c h o l a s V S wi n d a l e .

P ol y t r o d e s: hi g h- d e n si t y sili c o n el e c t r o d e a r r a y s f o r l a r g e- s c al e m ul ti u ni t r e c o r di n g .

J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y , 9 3 ( 5): 2 9 8 7 – 3 0 0 0, 2 0 0 5. 2 0, 5 1

1 1 0
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[ 7 9] A n t a l B e r é n yi, Z o l t á n S o m o g y v á ri, A n e t t J N a g y, Li s a R o u x, J o h n D L o n g,

S hi g e y o s hi F u ji s a w a, E r a n S t a r k,  A n t h o n y L e o n a r d o, Ti m o t h y D H a r ri s, a n d

G y ö r g y B u z s á ki . L a r g e- s c al e, hi g h- d e n si t y ( u p t o 5 1 2 c h a n n el s ) r e c o r di n g of l o c al

ci r c ui t s i n b e h a vi n g a ni m al s . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y , 1 1 1 ( 5): 1 1 3 2 – 1 1 4 9, 2 0 1 3. 2 0

[ 8 0] B o g d a n C R a d u c a n u, R e f e t F Y a zi ci o g l u, C a r o li n a M L o p e z, M a r c o B a l li ni, J a n

P u t z e y s, S hi w ei W a n g, A l e x a n d r u A n d r ei, V e r o ni q u e R o c h u s, M a r l e e n W e l k e n h u y-

s e n, Ni c k v a n H e l l e p u t t e, e t a l. Ti m e m ul ti pl e x e d a c ti v e n e u r al p r o b e wi t h 1 3 5 6

p a r all el r e c o r di n g si t e s . S e n s o r s , 1 7 ( 1 0): 2 3 8 8, 2 0 1 7. 2 0, 2 1

[ 8 1] G e o r g e Di mi t ri a di s, J o a n a P N e t o, A r n o A a r t s, A n d r ei A l e x a n d r u, M a r c o B a l li ni,

F r a n c e s c o B a t t a g li a, L o r e n z a C a l c a t e r r a, F r a n c oi s D a vi d, Ri c h a r d Fi a t h, J o a o

F r a z a o, e t a l. W h y n o t r e c o r d f r o m e v e r y c h a n n el wi t h a C M O S s c a n ni n g p r o b e ?

Bi o R xi v , p a g e 2 7 5 8 1 8, 2 0 1 8. 2 0, 9 7

[ 8 2] J a m e s J J u n, Ni c h o l a s A S t ei n m e t z, J o s h u a H Si e g l e, D a ni e l J D e n m a n,  M a ri u s

B a u z a, B ri a n B a r b a ri t s, A l b e r t K L e e, C o s t a s A A n a s t a s si o u, A l e x a n d r u A n d r ei,

C a g a t a y A y dı n, e t a l. F ull y i n t e g r a t e d sili c o n p r o b e s f o r hi g h- d e n si t y r e c o r di n g of

n e u r al a c ti vi t y . N at u r e , 5 5 1 ( 7 6 7 9): 2 3 2, 2 0 1 7. 2 0, 2 1

[ 8 3] J o z s e f C si c s v a ri, D a r r e l l A H e n z e, B ri a n J a mi e s o n, K e n n e t h D H a r ri s, A n t o n

Si r o t a, P é t e r B a r t h ó, K e n s a l l D  Wi s e, a n d G y o ö r g y B u z s á ki . M a s si v el y p a r all el

r e c o r di n g of u ni t a n d l o c al fi el d p o t e n ti al s wi t h sili c o n- b a s e d el e c t r o d e s . J o u r n al of

n e u r o p h y si ol o g y , 9 0 ( 2): 1 3 1 4 – 1 3 2 3, 2 0 0 3. 2 0, 5 6

[ 8 4] L á s z l ó G r a n d, A ni t a P o n g r á c z, É v a V á z s o n yi, G e r g e l y M á r t o n, D o r o t t y a G u b á n,

Ri c h á r d Fi á t h, B á li n t P é t e r K e r e k e s, G y ö r g y K a r m o s, I s t v á n U l b e r t, a n d G á b o r

B a t ti s ti g . A n o v el m ul ti si t e sili c o n p r o b e f o r hi g h q u ali t y l a mi n a r n e u r al r e c o r di n g s .

S e n s o r s a n d a ct u at o r s A: P h y si c al , 1 6 6 ( 1): 1 4 – 2 1, 2 0 1 1. 2 0

[ 8 5] K a r s t e n S ei d l, Mi c h a e l S c h w a e r z l e, I s t v a n U l b e r t, H e r c P N e v e s, O li v e r P a u l, a n d

P a t ri c k R u t h e r . C M O S- b a s e d hi g h- d e n si t y sili c o n mi c r o p r o b e a r r a y s f o r el e c t r o ni c

d e p t h c o n t r ol i n i n t r a c o r ti c al n e u r al r e c o r di n g – c h a r a c t e ri z a ti o n a n d a p pli c a ti o n . J o u r-

n al of mi c r o el e ct r o m e c h a ni c al s y st e m s , 2 1 ( 6): 1 4 2 6 – 1 4 3 5, 2 0 1 2. 2 0

[ 8 6] J ö r g S c h o l vi n, J u s ti n P Ki n n e y, J a c o b G B e r n s t ei n, C a r o li n e M o o r e- K o c h l a c s,

N a n c y K o p e l l, C li f t o n G F o n s t a d, a n d E d w a r d S B o y d e n . Cl o s e- p a c k e d sili c o n mi-

c r o el e c t r o d e s f o r s c al a bl e s p a ti all y o v e r s a m pl e d n e u r al r e c o r di n g . I E E E Tr a n s a cti o n s o n

bi o m e di c al e n gi n e e ri n g , 6 3 ( 1): 1 2 0 – 1 3 0, 2 0 1 6. 2 0, 3 0

[ 8 7] T o m T o r f s, A r n o A a r t s, M e h m e t A E ri s mi s, J u n ai d A s l a m, R e f e t Fi r a t Y a zi ci o g l u,

K a r s t e n S ei d l, S t a ni s l a v H e r wi k, I s t v a n U l b e r t, B a l á z s D o m b o v a ri, Ri c h á r d Fi á t h,

e t a l. T w o- di m e n si o n al m ul ti- c h a n n el n e u r al p r o b e s wi t h el e c t r o ni c d e p t h c o n t r ol .

I E E E t r a n s a cti o n s o n bi o m e di c al ci r c uit s a n d s y st e m s , 5 ( 5): 4 0 3 – 4 1 2, 2 0 1 1. 2 0

[ 8 8] A b d a l r a h m a n S a y e d H e r b a wi, O l a f C h ri s t, L u k a s Ki e s s n e r, S o h ei l M o t t a g hi, U l-

ri c h G H o f m a n n, O li v e r P a u l, a n d P a t ri c k R u t h e r . C M O S N e u r al P r o b e Wi t h 1 6 0 0

Cl o s e- P a c k e d R e c o r di n g Si t e s a n d 3 2 A n al o g O u t p u t C h a n n el s . J o u r n al of mi c r o el e c-

t r o m e c h a ni c al S y st e m s, 2 7 ( 6): 1 0 2 3 – 1 0 3 4, 2 0 1 8. 2 0

[ 8 9] M o h a m a d H a j j H a s s a n, V a m s y C h o d a v a r a p u, a n d S a m M u s a l l a m . N e u r o M E M S: n e u r al

p r o b e mi c r o t e c h n ol o gi e s . S e n s o r s , 8 ( 1 0): 6 7 0 4 – 6 7 2 6, 2 0 0 8. 2 1

1 1 1
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[ 9 0] K e n s a l l D  Wi s e, D a vi d J A n d e r s o n, J a mi l l e F H e t k e, D a r y l R Ki p k e, a n d K h a li l

N a j a fi . Wi r el e s s i m pl a n t a bl e mi c r o s y s t e m s: hi g h- d e n si t y el e c t r o ni c i n t e rf a c e s t o t h e

n e r v o u s s y s t e m . P r o c e e di n g s of t h e I E E E , 9 2 ( 1): 7 6 – 9 7, 2 0 0 4. 2 1

[ 9 1] P a t ri c k K C a m p b e l l, K e l l y E J o n e s, R o b e r t J H u b e r, K e n n e t h  W H o r c h, a n d

Ri c h a r d A N o r m a n n . A sili c o n- b a s e d, t h r e e- di m e n si o n al n e u r al i n t e rf a c e:  m a n uf a c-

t u ri n g p r o c e s s e s f o r a n i n t r a c o r ti c al el e c t r o d e a r r a y . I E E E Tr a n s a cti o n s o n bi o m e di c al

e n gi n e e ri n g , 3 8 ( 8): 7 5 8 – 7 6 8, 1 9 9 1. 2 1

[ 9 2] E m ı́ li a Tó t h, D á ni e l F a b ó, L á s z l ó E n t z, I s t v á n U l b e r t, a n d L o r á n d E r ö s s . I n t r a c r a-

ni al n e u r o n al e n s e m bl e r e c o r di n g s a n d a n al y si s i n e pil e p s y . J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h-

o d s , 2 6 0 : 2 6 1 – 2 6 9, 2 0 1 6. 2 1, 3 1, 3 2

[ 9 3] U r s F r e y, U E g e r t, F H e e r, S H a fi z o vi c, a n d A n d r e a s Hi e r l e m a n n . Mi c r o el e c t r o ni c

s y s t e m f o r hi g h- r e s ol u ti o n m a p pi n g of e x t r a c ell ul a r el e c t ri c fi el d s a p pli e d t o b r ai n

sli c e s . Bi o s e n s o r s a n d bi o el e ct r o ni c s , 2 4 ( 7): 2 1 9 1 – 2 1 9 8, 2 0 0 9. 2 2

[ 9 4] L u c a B e r d o n di ni, P D V a n D e r W a l, O li vi e r G u e n a t, Ni c o l a a s F d e R o oi j, Mi l e n a

K o u d e l k a- H e p, P S ei t z, R K a u f m a n n, P M e t z l e r, N B l a n c, a n d S R o h r . Hi g h- d e n si t y

el e c t r o d e a r r a y f o r i m a gi n g i n vi t r o el e c t r o p h y si ol o gi c al a c ti vi t y . Bi o s e n s o r s a n d bi o el e c-

t r o ni c s, 2 1 ( 1): 1 6 7 – 1 7 4, 2 0 0 5. 2 2

[ 9 5] A M a c ci o n e, A Si mi, T Ni e u s, M G a n d o l f o, K I m f e l d, E F e r r e a, E S e r n a g o r, a n d

L B e r d o n di ni . S e n si n g a n d a c t u a ti n g el e c t r o p h y si ol o gi c al a c ti vi t y o n b r ai n ti s s u e a n d

n e u r o n al c ul t u r e s wi t h a hi g h- d e n si t y C M O S- M E A . I n 2 0 1 3 Tr a n s d u c e r s a n d E u r o s e n s o r s

X X VII: T h e 1 7t h I nt e r n ati o n al C o nf e r e n c e o n S oli d- St at e S e n s o r s, A ct u at o r s a n d Mi c r o s y st e m s

( T R A N S D U C E R S a n d E U R O S E N S O R S X X VII ) , p a g es 7 5 2 – 7 5 5. I E E E, 2 0 1 3. 2 2

[ 9 6] D a vi d T s ai, D a ni e l S a w y e r, A d ri a n B r a d d, R a f a e l Y u s t e, a n d K e n n e t h L S h e p a r d . A

v e r y l a r g e- s c al e mi c r o el e c t r o d e a r r a y f o r c ell ul a r- r e s ol u ti o n el e c t r o p h y si ol o g y . N at u r e

c o m m u ni c ati o n s , 8 ( 1): 1 8 0 2, 2 0 1 7. 2 2

[ 9 7] M a r c O li vi e r H e u s c h k e l, Mi c h a e l F e j t l, M a ri o R a g g e n b a s s, D a ni e l B e r t r a n d, a n d

P hi li p p e R e n a u d . A t h r e e- di m e n si o n al m ul ti- el e c t r o d e a r r a y f o r m ul ti- si t e s ti m ul a ti o n

a n d r e c o r di n g i n a c u t e b r ai n sli c e s . J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h o d s , 1 1 4 ( 2): 1 3 5 – 1 4 8, 2 0 0 2.

2 2

[ 9 8] Mi c h a E S pi r a a n d A vi a d H ai . M ul ti- el e c t r o d e a r r a y t e c h n ol o gi e s f o r n e u r o s ci e n c e a n d

c a r di ol o g y . N at u r e n a n ot e c h n ol o g y , 8 ( 2): 8 3, 2 0 1 3. 2 2

[ 9 9] A n e A l t u n a,  E li s a B e l li s t ri,  E l e n a Ci d,  P a l o m a Ai v a r,  B e a t ri z  G a l, J a vi e r

B e r g a n z o, G e m m a G a b ri e l, A n t o n G ui m e r á, R o s a Vi l l a, L ui s J F e r n á n d e z, e t a l.

S U- 8 b a s e d mi c r o p r o b e s f o r si m ul t a n e o u s n e u r al d e p t h r e c o r di n g a n d d r u g d eli v e r y

i n t h e b r ai n. L a b o n a c hi p , 1 3 ( 7): 1 4 2 2 – 1 4 3 0, 2 0 1 3. 2 2

[ 1 0 0] Z o l t á n F e k e t e a n d A ni t a P o n g r á c z . M ul tif u n c ti o n al s of t i m pl a n t s t o m o ni t o r a n d

c o n t r ol n e u r al a c ti vi t y i n t h e c e n t r al a n d p e ri p h e r al n e r v o u s s y s t e m: A r e vi e w . S e n s o r s

a n d a ct u at o r s B: C h e mi c al , 2 4 3 : 1 2 1 4 – 1 2 2 3, 2 0 1 7. 2 2

[ 1 0 1] G e r g e l y M á r t o n, E s ti l l a Z s ó fi a T ó t h, L u ci a  Wi t t n e r, Ri c h á r d Fi á t h, D o m o n k o s

Pi n k e, G á b o r O r b á n, D o m o k o s  M e s z é n a, I l di k ó P á l, E di t L e l l e G y ö ri, Z s ó fi a

B e r e c z ki, Á g n e s K a n d r á c s, K a t h a ri n a T. H o f e r, A ni t a P o n g r á c z, I s t v á n U l b e r t,

a n d Ki n g a T ó t h . T h e n e u r al ti s s u e a r o u n d S U- 8 i m pl a n t s:  A q u a n ti t a ti v e i n vi v o

bi o c o m p a ti bili t y s t u d y . M at e ri al s s ci e n c e a n d e n gi n e e ri n g: C , p a g e 1 1 0 8 7 0, 2 0 2 0. 2 2, 9 8

1 1 2
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[ 1 0 2] M a ri a V o m e r o, E li s a C a s t a g n o l a, F r a n c e s c a Ci a r p e l l a, E m m a M a g gi o li ni, N o a h

G o s hi, E l e n a Z u c c hi ni, S t e f a n o C a r li, L u ci a n o F a di g a, S a m K a s s e g n e, a n d D a vi d e

Ri c ci . Hi g hl y s t a bl e gl a s s y c a r b o n i n t e rf a c e s f o r l o n g- t e r m n e u r al s ti m ul a ti o n a n d

l o w- n oi s e r e c o r di n g of b r ai n a c ti vi t y. S ci e nti fi c r e p o rt s , 7 ( 1): 1 – 1 4, 2 0 1 7. 2 2

[ 1 0 3] M a ri a V o m e r o, E l e n a Z u c c hi ni, E m a n u e l a D e l fi n o, C a l o g e r o G u e li, N o r m a C a r-

o li n a M o n d r a g o n, S t e f a n o C a r li, L u ci a n o F a di g a, a n d T h o m a s S ti e g li t z . Gl a s s y c a r-

b o n el e c t r o c o r ti c o g r a p h y el e c t r o d e s o n ul t r a- t hi n a n d fi n g e r-li k e p ol yi mi d e s u b s t r a t e:

P e rf o r m a n c e e v al u a ti o n b a s e d o n di ff e r e n t el e c t r o d e di a m e t e r s . M at e ri al s , 1 1 ( 1 2): 2 4 8 6,

2 0 1 8. 2 2

[ 1 0 4] A ni t a Z á t o n yi, G á b o r O r b á n, R o mi l M o di, G e r g e l y M á r t o n, D o m o k o s M e s z é n a,

I s t v á n U l b e r t, A ni t a P o n g r á c z, M e l a ni e E c k e r, W a l t e r E V oi t, A l e x a n d r a J o s hi-

I m r e, a n d Z o l t á n F e k e t e . A s of t e ni n g l a mi n a r el e c t r o d e f o r r e c o r di n g si n gl e u ni t

a c ti vi t y f r o m t h e r a t hi p p o c a m p u s . S ci e nti fi c r e p o rt s , 9 ( 1): 2 3 2 1, 2 0 1 9. 2 2, 2 7, 9 8

[ 1 0 5] S h r u ti N a m bi a r a n d J o h n T W Y e o w . C o n d u c ti v e p ol y m e r- b a s e d s e n s o r s f o r bi o m e d-

i c al a p pli c a ti o n s. Bi o s e n s o r s a n d Bi o el e ct r o ni c s , 2 6 ( 5): 1 8 2 5 – 1 8 3 2, 2 0 1 1. 2 2

[ 1 0 6] S u b r a m a ni a m V e n k a t r a m a n, J e f f r e y H e n d ri c k s, Z a c h a r y A Ki n g, A n d r e w J S e r e n o,

S a r a h Ri c h a r d s o n- B u r n s, D a vi d M a r ti n, a n d J o s e M C a r m e n a . I n vi t r o a n d i n vi v o

e v al u a ti o n of P E D O T mi c r o el e c t r o d e s f o r n e u r al s ti m ul a ti o n a n d r e c o r di n g . I E E E

t r a n s a cti o n s o n n e u r al s y st e m s a n d r e h a bilit ati o n e n gi n e e ri n g, 1 9 ( 3): 3 0 7 – 3 1 6, 2 0 1 1. 2 2

[ 1 0 7] P a t ri c k J R o u s c h e, D a vi d S P e l li n e n, D a vi d P Pi vi n, J u s ti n C Wi l li a m s, Ri o J V e t-

t e r, a n d D a r y l R Ki p k e . Fl e xi bl e p ol yi mi d e- b a s e d i n t r a c o r ti c al el e c t r o d e a r r a y s wi t h

bi o a c ti v e c a p a bili t y . I E E E Tr a n s a cti o n s o n bi o m e di c al e n gi n e e ri n g , 4 8 ( 3): 3 6 1 – 3 7 1, 2 0 0 1. 2 2

[ 1 0 8] J o n g- M o S e o, S u n g J u n e Ki m, H u m C h u n g, E ui T a e Ki m, H y e o n g G o n Y u, a n d

Y o u n g S u k Y u . Bi o c o m p a ti bili t y of p ol yi mi d e mi c r o el e c t r o d e a r r a y f o r r e ti n al s ti m-

ul a ti o n . M at e ri al s S ci e n c e a n d E n gi n e e ri n g: C , 2 4 ( 1- 2): 1 8 5 – 1 8 9, 2 0 0 4. 2 2

[ 1 0 9] Wi n f ri e d D e n k, J a m e s H S t ri c k l e r, a n d W a t t W W e b b . T w o- p h o t o n l a s e r s c a n ni n g

fl u o r e s c e n c e mi c r o s c o p y . S ci e n c e , 2 4 8 ( 4 9 5 1): 7 3 – 7 6, 1 9 9 0. 2 3

[ 1 1 0] K a r e l S v o b o d a, Wi n f ri e d D e n k, D a vi d K l ei n f e l d, a n d D a vi d W T a n k . I n vi v o d e n-

d ri ti c c al ci u m d y n a mi c s i n n e o c o r ti c al p y r a mi d al n e u r o n s . N at u r e , 3 8 5 ( 6 6 1 2): 1 6 1, 1 9 9 7.

2 3

[ 1 1 1] G e r g e l y K a t o n a, G e r g e l y S z a l a y, P á l M a á k, A t ti l a K a s z á s, M á t é V e r e s s, D á ni e l

Hi l li e r, B a l á z s C hi o vi ni, E S y l v e s t e r Vi zi, B o t o n d R o s k a, a n d B a l á z s R ó z s a . F a s t

t w o- p h o t o n i n vi v o i m a gi n g wi t h t h r e e- di m e n si o n al r a n d o m- a c c e s s s c a n ni n g i n l a r g e

ti s s u e v ol u m e s . N at u r e m et h o d s , 9 ( 2): 2 0 1, 2 0 1 2. 2 3

[ 1 1 2] J o s é- A n g e l C o n c h e l l o a n d J e f f W Li c h t m a n . O p ti c al s e c ti o ni n g mi c r o s c o p y . N at u r e

m et h o d s , 2 ( 1 2): 9 2 0 – 9 3 1, 2 0 0 5. 2 3

[ 1 1 3] K a r e l S v o b o d a a n d R y o h ei Y a s u d a . P ri n ci pl e s of t w o- p h o t o n e x ci t a ti o n mi c r o s c o p y

a n d i t s a p pli c a ti o n s t o n e u r o s ci e n c e . N e u r o n , 5 0 ( 6): 8 2 3 – 8 3 9, 2 0 0 6. 2 4

[ 1 1 4] G e r g e l y S z a l a y, Li n d a J u d á k, G e r g e l y K a t o n a, K a t a li n Ó c s ai, G á b o r J u h á s z, M á t é

V e r e s s, Z o l t á n S z a d ai, A n d r á s F e h é r, T a m á s T o m p a, B a l á z s C hi o vi ni, e t a l. F a s t

3 D i m a gi n g of s pi n e, d e n d ri ti c, a n d n e u r o n al a s s e m bli e s i n b e h a vi n g a ni m al s . N e u r o n ,

9 2 ( 4): 7 2 3 – 7 3 8, 2 0 1 6. 2 4
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[ 1 1 5] H o d D a n a, T s ai- W e n C h e n, A m y H u, B r e n d a C S hi e l d s, C ai yi n g G u o, L o r e n L

L o o g e r, D o u g l a s S Ki m, a n d K a r e l S v o b o d a . T h y 1- G C a M P 6 t r a n s g e ni c mi c e f o r

n e u r o n al p o p ul a ti o n i m a gi n g i n vi v o . Pl o S o n e , 9 ( 9): e 1 0 8 6 9 7, 2 0 1 4. 2 4, 3 5, 7 9

[ 1 1 6] Mi c h a e l Z Li n a n d M a r k J S c h ni t z e r . G e n e ti c all y e n c o d e d i n di c a t o r s of n e u r o n al

a c ti vi t y . N at u r e n e u r o s ci e n c e , 1 9 ( 9): 1 1 4 2, 2 0 1 6. 2 5

[ 1 1 7] Vi n c e n t Vi l l e t t e, M a ri y a C h a v a r h a, I v a n K Di m o v, J o n a t h a n B r a d l e y, L a g n a j e e t

P r a d h a n, B e n j a mi n M a t hi e u, S t e p h e n W E v a n s, Si m o n C h a m b e r l a n d, D o n g qi n g S hi,

R e n z hi Y a n g, e t a l. Ul t r af a s t t w o- p h o t o n i m a gi n g of a hi g h- g ai n v ol t a g e i n di c a t o r i n

a w a k e b e h a vi n g mi c e . C ell , 1 7 9 ( 7): 1 5 9 0 – 1 6 0 8, 2 0 1 9. 2 5

[ 1 1 8] E d w a r d S B o y d e n, F e n g Z h a n g, E r n s t B a m b e r g, G e o r g N a g e l, a n d K a r l D ei s s e r o t h .

Milli s e c o n d- ti m e s c al e, g e n e ti c all y t a r g e t e d o p ti c al c o n t r ol of n e u r al a c ti vi t y . N at u r e

n e u r o s ci e n c e , 8 ( 9): 1 2 6 3 – 1 2 6 8, 2 0 0 5. 2 5

[ 1 1 9] G y ö r g y B u z s á ki, E r a n S t a r k, A n t a l B e r é n yi, Di o n K h o d a g h o l y, D a r y l R Ki p k e,

E ui si k Y o o n, a n d K e n s a l l D  Wi s e . T o ol s f o r p r o bi n g l o c al ci r c ui t s: hi g h- d e n si t y

sili c o n p r o b e s c o m bi n e d wi t h o p t o g e n e ti c s . N e u r o n , 8 6 ( 1): 9 2 – 1 0 5, 2 0 1 5. 2 5

[ 1 2 0] Mi c h a e l H ä u s s e r . O p t o g e n e ti c s: t h e a g e of li g h t . N at u r e m et h o d s , 1 1 ( 1 0): 1 0 1 2, 2 0 1 4. 2 5

[ 1 2 1] O s c a r H e r r e r a s . L o c al fi el d p o t e n ti al s:  m y t h s a n d mi s u n d e r s t a n di n g s . Fr o nti e r s i n

n e u r al ci r c uit s , 1 0 : 1 0 1, 2 0 1 6. 2 5

[ 1 2 2] K e n n e t h D H a r ri s,  R o d ri g o Q ui a n Q ui r o g a, J e r e m y F r e e m a n, a n d S p e n c e r L

S mi t h . I m p r o vi n g d a t a q u ali t y i n n e u r o n al p o p ul a ti o n r e c o r di n g s . N at u r e n e u r o s ci e n c e ,

1 9 ( 9): 1 1 6 5, 2 0 1 6. 2 5, 2 7, 2 8, 6 3

[ 1 2 3] Ni c h o l a s A S t ei n m e t z, C h ri s t o f K o c h, K e n n e t h D H a r ri s, a n d  M a t t e o C a r a n-

di ni . C h all e n g e s a n d o p p o r t u ni ti e s f o r l a r g e- s c al e el e c t r o p h y si ol o g y wi t h N e u r o pi x el s

p r o b e s . C u r r e nt o pi ni o n i n n e u r o bi ol o g y , 5 0 : 9 2 – 1 0 0, 2 0 1 8. 2 5

[ 1 2 4] T a k a s hi D Y K o z ai, J a m e s R E l e s, A l b e r t o L V a z q u e z, a n d X T r a c y C ui . T w o- p h o t o n

i m a gi n g of c h r o ni c all y i m pl a n t e d n e u r al el e c t r o d e s: S e ali n g m e t h o d s a n d n e w i n si g h t s .

J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h o d s , 2 5 8 : 4 6 – 5 5, 2 0 1 6. 2 6

[ 1 2 5] M e h di J o r fi, J o h n L S k o u s e n, C h ri s t o p h W e d e r, a n d J e f f r e y R C a p a d o n a . P r o g r e s s

t o w a r d s bi o c o m p a ti bl e i n t r a c o r ti c al mi c r o el e c t r o d e s f o r n e u r al i n t e rf a ci n g a p pli c a-

ti o n s . J o u r n al of n e u r al e n gi n e e ri n g , 1 2 ( 1): 0 1 1 0 0 1, 2 0 1 4. 2 6, 1 0 0

[ 1 2 6] S t e v e n M  W e l l m a n, J a m e s R E l e s, Ki p A L u d wi g, J o h n P S e y m o u r, Ni c h o l a s J

Mi c h e l s o n,  Wi l li a m E M c F a d d e n, A l b e r t o L V a z q u e z, a n d T a k a s hi D Y K o z ai . A

m a t e ri al s r o a d m a p t o f u n c ti o n al n e u r al i n t e rf a c e d e si g n . A d v a n c e d f u n cti o n al m at e ri al s ,

2 8 ( 1 2): 1 7 0 1 2 6 9, 2 0 1 8. 2 6

[ 1 2 7] Ni c h o l a s A S t ei n m e t z, C h ri s ti n a B u e t f e ri n g, J e r o m e L e c o q, C h ri s ti a n R L e e, A n-

d r e w J P e t e r s, E li n a A K J a c o b s, P hi li p C o e n, D o u g l a s R O l l e r e n s h a w, M a t t h e w T

V a l l e y, S a s ki a E J D e V ri e s, e t a l. A b e r r a n t c o r ti c al a c ti vi t y i n m ul ti pl e G C a M P 6-

e x p r e s si n g t r a n s g e ni c m o u s e li n e s . e N e u r o , 2 0 1 7. 2 7

[ 1 2 8] T o s hi o Mi y a s hi t a, Y u R S h a o, J a s o n C h u n g, O li vi a P o u r zi a, a n d D a n F e l d m a n . L o n g-

t e r m c h a n n el r h o d o p si n- 2 ( C h R 2 ) e x p r e s si o n c a n i n d u c e a b n o r m al a x o n al m o r p h ol o g y

a n d t a r g e ti n g i n c e r e b r al c o r t e x . Fr o nti e r s i n n e u r al ci r c uit s , 7 : 8, 2 0 1 3. 2 7

1 1 4
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[ 1 2 9] Mi c h a e l W e h r, J o h n S P e z a ri s, a n d M a n e e s h S a h a ni . Si m ul t a n e o u s p ai r e d i n t r a c ell u-

l a r a n d t e t r o d e r e c o r di n g s f o r e v al u a ti n g t h e p e rf o r m a n c e of s pi k e s o r ti n g al g o ri t h m s.

N e u r o c o m p uti n g , 2 6 : 1 0 6 1 – 1 0 6 8, 1 9 9 9. 2 8, 3 0

[ 1 3 0] C o s t a s A A n a s t a s si o u,  R o d ri g o P e ri n,  G y ö r g y B u z s á ki,  H e n r y  M a r k r a m, a n d

C h ri s t o f K o c h . C ell t y p e- a n d a c ti vi t y- d e p e n d e n t e x t r a c ell ul a r c o r r el a t e s of i n t r a-

c ell ul a r s pi ki n g . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y , 1 1 4 ( 1): 6 0 8 – 6 2 3, 2 0 1 5. 2 9, 3 0, 8 9

[ 1 3 1] F e li x F r a n k e, R o b e r t P r ö p p e r, H e n ri k A l l e, P hi li p p M ei e r, J ö r g R P G ei g e r, K l a u s

O b e r m a y e r, a n d M a t t hi a s H J M u n k . S pi k e s o r ti n g of s y n c h r o n o u s s pi k e s f r o m l o c al

n e u r o n e n s e m bl e s . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y , 1 1 4 ( 4): 2 5 3 5 – 2 5 4 9, 2 0 1 5. 2 9, 3 0

[ 1 3 2] F e li x F r a n k e, Mi c h a l N a t o r a, C l e m e n s B o u c s ei n, M a t t hi a s H J M u n k, a n d K l a u s

O b e r m a y e r . A n o nli n e s pi k e d e t e c ti o n a n d s pi k e cl a s si fi c a ti o n al g o ri t h m c a p a bl e of

i n s t a n t a n e o u s r e s ol u ti o n of o v e rl a p pi n g s pi k e s. J o u r n al of c o m p ut ati o n al n e u r o s ci e n c e , 2 9 ( 1-

2): 1 2 7 – 1 4 8, 2 0 1 0. 2 9

[ 1 3 3] R o ni V a r di, A mi r G o l d e n t a l, S hi r a S a r di, A n t o n S h ei ni n, a n d I d o K a n t e r . Si m ul-

t a n e o u s m ul ti- p a t c h- cl a m p a n d e x t r a c ell ul a r- a r r a y r e c o r di n g s: Si n gl e n e u r o n r e fl e c t s

n e t w o r k a c ti vi t y . S ci e nti fi c r e p o rt s , 6 : 3 6 2 2 8, 2 0 1 6. 2 9, 3 0

[ 1 3 4] D a vi d J ä c k e l, D o u g l a s J B a k k u m, T h o m a s L R u s s e l l, J a n M ü l l e r, Mi l o s R a di v o j e-

vi c, U r s F r e y, F e li x F r a n k e, a n d A n d r e a s Hi e r l e m a n n . C o m bi n a ti o n of hi g h- d e n si t y

mi c r o el e c t r o d e a r r a y a n d p a t c h cl a m p r e c o r di n g s t o e n a bl e s t u di e s of m ul ti s y n a p ti c

i n t e g r a ti o n. S ci e nti fi c r e p o rt s , 7 ( 1): 9 7 8, 2 0 1 7. 2 9, 3 0

[ 1 3 5] Pi e r r e Y g e r, Gi u li a L B S p a m pi n a t o, E l ri c E s p o si t o, B a p ti s t e L e f e b v r e, S t é p h a n e

D e n y, C h ri s t o p h e G a r d e l l a,  M a r c e l S ti m b e r g, F l o ri a n J e t t e r, G u e n t h e r Z e c k,

S e r g e Pi c a u d, e t a l. A s pi k e s o r ti n g t o ol b o x f o r u p t o t h o u s a n d s of el e c t r o d e s v al-

i d a t e d wi t h g r o u n d t r u t h r e c o r di n g s i n vi t r o a n d i n vi v o. e Lif e , 7 : e 3 4 5 1 8, 2 0 1 8. 2 9,

3 0

[ 1 3 6] J o a n a P N e t o, G o n c a l o L o p e s, J o ã o F r a z ã o, J o a n a N o g u ei r a, P e d r o L a c e r d a,

P e d r o B ai ã o, A r n o A a r t s, A l e x a n d r u A n d r ei, Si l k e  M u s a, E l vi r a F o r t u n a t o,

e t a l. V ali d a ti n g sili c o n p ol y t r o d e s wi t h p ai r e d j u x t a c ell ul a r r e c o r di n g s:  m e t h o d

a n d d a t a s e t . J o u r n al of n e u r o p h y si ol o g y , 1 1 6 ( 2): 8 9 2 – 9 0 3, 2 0 1 6. 2 9, 3 0, 8 7, 8 9

[ 1 3 7] D a ni e l Fi n e E n g li s h, S a m M c K e n zi e, T a l f a n E v a n s, K a n g h w a n Ki m, E ui si k Y o o n,

a n d G y ö r g y B u z s á ki . P y r a mi d al c ell-i n t e r n e u r o n ci r c ui t a r c hi t e c t u r e a n d d y n a mi c s

i n hi p p o c a m p al n e t w o r k s. N e u r o n , 9 6 ( 2): 5 0 5 – 5 2 0, 2 0 1 7. 2 9, 3 0

[ 1 3 8] D a vi d L H u n t, C h o n g xi L ai, Ri c h a r d D S mi t h, A l b e r t K L e e, Ti m o t h y D H a r ri s,

a n d M l a d e n B a r bi c . M ul ti m o d al i n vi v o b r ai n el e c t r o p h y si ol o g y wi t h i n t e g r a t e d gl a s s

mi c r o el e c t r o d e s . N at u r e bi o m e di c al e n gi n e e ri n g , p a g e 1, 2 0 1 9. 2 9, 3 0

[ 1 3 9] I v a n C o h e n a n d Ri c h a r d Mi l e s . C o n t ri b u ti o n s of i n t ri n si c a n d s y n a p ti c a c ti vi ti e s t o

t h e g e n e r a ti o n of n e u r o n al di s c h a r g e s i n i n vi t r o hi p p o c a m p u s . T h e j o u r n al of p h y si ol o g y ,

5 2 4 ( 2): 4 8 5 – 5 0 2, 2 0 0 0. 3 0

[ 1 4 0] E di t h C h o r e v a n d Mi c h a e l B r e c h t . I n vi v o d u al i n t r a- a n d e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s

s u g g e s t bi di r e c ti o n al c o u pli n g b e t w e e n C A 1 p y r a mi d al n e u r o n s . J o u r n al of n e u r o p h y si-

ol o g y , 1 0 8 ( 6): 1 5 8 4 – 1 5 9 3, 2 0 1 2. 3 0

1 1 5
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[ 1 4 1] D á ni e l F a b ó, Z s ó fi a M a g l ó c z k y, L u ci a Wi t t n e r, Á g n e s P é k, L o r á n d E r ő s s, S a n d o r

C zi r j a k, J a n o s V a j d a, A n d r á s S ó l y o m, G y ö r g y R á s o n yi, A n n a S z ű c s, e t a l. P r o p e r-

ti e s of i n vi v o i n t e ri c t al s pi k e g e n e r a ti o n i n t h e h u m a n s u bi c ul u m . B r ai n , 1 3 1 ( 2): 4 8 5 – 4 9 9,

2 0 0 8. 3 1

[ 1 4 2] Ri c h á r d C s e r c s a, B a l á z s D o m b o v á ri, D á ni e l F a b ó, L u ci a  Wi t t n e r, L o r á n d E r ö s s,

L á s z l ó E n t z, A n d r á s S ó l y o m, G y ö r g y R á s o n yi, A n n a S z ű c s, A n n a K e l e m e n, e t a l.

L a mi n a r a n al y si s of sl o w w a v e a c ti vi t y i n h u m a n s . B r ai n , 1 3 3 ( 9): 2 8 1 4 – 2 8 2 9, 2 0 1 0. 3 1, 3 2

[ 1 4 3] J o s e M I b a r z, G u g li e l m o F o f f a ni, E l e n a Ci d, M a ri o n I n o s t r o z a, a n d Li s e t M e n e n d e z

d e l a P ri d a . E m e r g e n t d y n a mi c s of f a s t ri p pl e s i n t h e e pil e p ti c hi p p o c a m p u s . J o u r n al

of n e u r o s ci e n c e , 3 0 ( 4 8): 1 6 2 4 9 – 1 6 2 6 1, 2 0 1 0. 3 2

[ 1 4 4] I v a n F e r n a n d e z- L a m o, D a ni e l G o m e z- D o mi n g u e z, A l b e r t o S a n c h e z- A g ui l e r a, A z a-

h a r a O li v a, Ai x a Vi c t o ri a M o r a l e s, M a n u e l V a l e r o, E l e n a Ci d, A n t a l B e r e n yi,

a n d Li s e t M e n e n d e z d e l a P ri d a . P r o xi m o di s t al o r g a ni z a ti o n of t h e C A 2 hi p p o c a m-

p al a r e a . C ell r e p o rt s , 2 6 ( 7): 1 7 3 4 – 1 7 4 6, 2 0 1 9. 3 2

[ 1 4 5] L u ci a  Wi t t n e r, Gi l l e s H u b e r f e l d, S t é p h a n e C l é m e n c e a u, L o r á n d E r ö s s, E d o u a r d

D e z a mi s, L á s z l ó E n t z, I s t v á n U l b e r t,  Mi c h e l B a u l a c, T a m á s F F r e u n d, Z s ó fi a

M a g l ó c z k y, e t a l. T h e e pil e p ti c h u m a n hi p p o c a m p al c o r n u a m m o ni s 2 r e gi o n g e n e r-

a t e s s p o n t a n e o u s i n t e ri c t al-li k e a c ti vi t y i n vi t r o . B r ai n , 1 3 2 ( 1 1): 3 0 3 2 – 3 0 4 6, 2 0 0 9. 3 5

[ 1 4 6] B á li n t P é t e r K e r e k e s, Ki n g a T ó t h, A t ti l a K a s z á s, B a l á z s C hi o vi ni, Z o l t á n S z a d ai,

G e r g e l y S z a l a y, D é n e s P á l fi, A t ti l a B a g ó, K l a u di a S pi t z e r, B a l á z s R ó z s a, e t a l.

C o m bi n e d t w o- p h o t o n i m a gi n g, el e c t r o p h y si ol o gi c al, a n d a n a t o mi c al i n v e s ti g a ti o n of

t h e h u m a n n e o c o r t e x i n vi t r o . N e u r o p h ot o ni c s , 1 ( 1): 0 1 1 0 1 3, 2 0 1 4. 3 5, 3 6, 4 3, 4 4

[ 1 4 7] J o n a t h a n T Ti n g, T a n y a L D ai g l e, Qi a n C h e n, a n d G u o pi n g F e n g . A c u t e b r ai n sli c e

m e t h o d s f o r a d ul t a n d a gi n g a ni m al s: a p pli c a ti o n of t a r g e t e d p a t c h cl a m p a n al y si s

a n d o p t o g e n e ti c s . I n P at c h- cl a m p m et h o d s a n d p r ot o c ol s , p a g es 2 2 1 – 2 4 2. S pri n g er, 2 0 1 4. 3 6

[ 1 4 8] K a t h a ri n a T H o f e r, Á g n e s K a n d r á c s, I s t v á n U l b e r t, I l di k ó P á l, C si l l a S z a b ó,

L á s z l ó H é j a, a n d L u ci a  Wi t t n e r . T h e hi p p o c a m p al C A 3 r e gi o n c a n g e n e r a t e t w o

di s ti n c t t y p e s of s h a r p w a v e- ri p pl e c o m pl e x e s, i n vi t r o . Hi p p o c a m p u s , 2 5 ( 2): 1 6 9 – 1 8 6,

2 0 1 5. 3 6, 4 1

[ 1 4 9] M a ri u s P a c hi t a ri u, Ni c h o l a s A S t ei n m e t z, S h a b n a m N K a di r, M a t t e o C a r a n di ni, a n d

K e n n e t h D H a r ri s . F a s t a n d a c c u r a t e s pi k e s o r ti n g of hi g h- c h a n n el c o u n t p r o b e s wi t h

Kil o S o r t . I n A d v a n c e s i n N e u r al I nf o r m ati o n P r o c e s si n g S y st e m s , p a g es 4 4 4 8 – 4 4 5 6, 2 0 1 6. 4 0

[ 1 5 0] M a ri u s P a c hi t a ri u, Ni c h o l a s S t ei n m e t z, S h a b n a m K a di r,  M a t t e o C a r a n di ni, a n d

K e n n e t h D H a r ri s . Kil o s o r t: r e al ti m e s pi k e- s o r ti n g f o r e x t r a c ell ul a r el e c t r o p h y si-

ol o g y wi t h h u n d r e d s of c h a n n el s . Bi o R xi v , p a g e 0 6 1 4 8 1, 2 0 1 6. 4 0

[ 1 5 1] Ri c h á r d Fi á t h, A d ri e n n Li l l a M á r t o n, F e r e n c M á t y á s, D o m o n k o s Pi n k e, G e r g e l y

M á r t o n, Ki n g a T ó t h, a n d I s t v á n U l b e r t . Sl o w i n s e r ti o n of sili c o n p r o b e s i m p r o v e s

t h e q u ali t y of a c u t e n e u r o n al r e c o r di n g s . S ci e nti fi c r e p o rt s , 9 ( 1): 1 1 1, 2 0 1 9. 4 0

[ 1 5 2] J o e H W a r d J r . Hi e r a r c hi c al g r o u pi n g t o o p ti mi z e a n o b j e c ti v e f u n c ti o n . J o u r n al of t h e

A m e ri c a n st ati sti c al a s s o ci ati o n , 5 8 ( 3 0 1): 2 3 6 – 2 4 4, 1 9 6 3. 4 1

1 1 6
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[ 1 5 3] B a l á z s C hi o vi ni, G e r g e l y F T u ri, G e r g e l y K a t o n a, A t ti l a K a s z á s, F e r e n c E r d é l yi,

G á b o r S z a b ó, H a n n a h M o n y e r, A t ti l a C s á k á n yi, E S y l v e s t e r Vi zi, a n d B a l á z s R ó z s a .

E n h a n c e d d e n d ri ti c a c ti o n p o t e n ti al b a c k p r o p a g a ti o n i n p a r v al b u mi n- p o si ti v e b a s k e t

c ell s d u ri n g s h a r p w a v e a c ti vi t y . N e u r o c h e mi c al r e s e a r c h , 3 5 ( 1 2): 2 0 8 6 – 2 0 9 5, 2 0 1 0. 4 2

[ 1 5 4] B a l á z s C hi o vi ni, G e r g e l y F T u ri, G e r g e l y K a t o n a, A t ti l a K a s z á s, D é n e s P á l fi,

P á l M a á k, G e r g e l y S z a l a y,  M á t y á s F o ri á n S z a b ó, G á b o r S z a b ó, Z o l t á n S z a d ai,

e t a l. D e n d ri ti c s pi k e s i n d u c e ri p pl e s i n p a r v al b u mi n i n t e r n e u r o n s d u ri n g hi p p o c a m-

p al s h a r p w a v e s . N e u r o n , 8 2 ( 4): 9 0 8 – 9 2 4, 2 0 1 4. 4 2

[ 1 5 5] Yi L u, T a n y u a n W a n g, Z h e n g x u C ai, Y u li a n g C a o, H a n xi Y a n g, a n d Y a n w e n Y D u a n .

A n o di c all y el e c t r o d e p o si t e d i ri di u m o xi d e fil m s mi c r o el e c t r o d e s f o r n e u r al mi c r o s ti m-

ul a ti o n a n d r e c o r di n g . S e n s o r s a n d a ct u at o r s B: C h e mi c al , 1 3 7 ( 1): 3 3 4 – 3 3 9, 2 0 0 9. 4 5

[ 1 5 6] S H e r wi k, O P a u l, a n d P R u t h e r . Ul t r a t hi n sili c o n c hi p s of a r bi t r a r y s h a p e b y e t c hi n g

b ef o r e g ri n di n g . J o u r n al of mi c r o el e ct r o m e c h a ni c al s y st e m s , 2 0 ( 4): 7 9 1 – 7 9 3, 2 0 1 1. 4 5

[ 1 5 7] F r a n z L ä r m e r a n d A n d r e a U r b a n . C h all e n g e s, d e v el o p m e n t s a n d a p pli c a ti o n s of

sili c o n d e e p r e a c ti v e i o n e t c hi n g . Mi c r o el e ct r o ni c e n gi n e e ri n g , 6 7 : 3 4 9 – 3 5 5, 2 0 0 3. 4 5

[ 1 5 8] L ui s A C a m u ñ a s- M e s a a n d R o d ri g o Q ui a n Q ui r o g a . A d e t ail e d a n d f a s t m o d el of

e x t r a c ell ul a r r e c o r di n g s . N e u r al c o m p ut ati o n , 2 5 ( 5): 1 1 9 1 – 1 2 1 2, 2 0 1 3. 4 8, 4 9, 1 0 1

[ 1 5 9] R Q ui a n Q ui r o g a, Z o l t a n N a d a s d y, a n d Y o r a m B e n- S h a u l . U n s u p e r vi s e d s pi k e d e t e c-

ti o n a n d s o r ti n g wi t h w a v el e t s a n d s u p e r p a r a m a g n e ti c cl u s t e ri n g . N e u r al c o m p ut ati o n ,

1 6 ( 8): 1 6 6 1 – 1 6 8 7, 2 0 0 4. 6 3

[ 1 6 0] T a k a s hi D Y K o z ai a n d A l b e r t o L V a z q u e z . P h o t o el e c t ri c a r t ef a c t f r o m o p t o g e n e ti c s

a n d i m a gi n g o n mi c r o el e c t r o d e s a n d bi o el e c t r o ni c s: n e w c h all e n g e s a n d o p p o r t u ni ti e s .

J o u r n al of m at e ri al s c h e mi st r y B , 3 ( 2 5): 4 9 6 5 – 4 9 7 8, 2 0 1 5. 7 7, 9 0

[ 1 6 1] T o n g s h e n g Z h a n g a n d Y o s hi o O k a d a . R e c u r si v e a r tif a c t wi n d o w e d – si n gl e t o n e e x-

t r a c ti o n m e t h o d ( R A W – S T E M ) a s p e ri o di c n oi s e fil t e r f o r el e c t r o p h y si ol o gi c al si g n al s

wi t h i n t e rf e ri n g t r a n si e n t s . J o u r n al of n e u r o s ci e n c e m et h o d s , 1 5 5 ( 2): 3 0 8 – 3 1 8, 2 0 0 6. 7 8

[ 1 6 2] Vi n c e n t W u, I s r a e l M B a r b a s h, K a ni s h k a R a t n a y a k a, C h ri s ti n a E S ai k u s, M e r di m

S o n m e z, O z g u r K o c a t u r k, R o b e r t J L e d e r m a n, a n d A n t h o n y Z F a r a n e s h . A d a p ti v e

n oi s e c a n c ell a ti o n t o s u p p r e s s el e c t r o c a r di o g r a p h y a r tif a c t s d u ri n g r e al- ti m e i n t e r v e n-

ti o n al M R I . J o u r n al of m a g n eti c r e s o n a n c e i m a gi n g , 3 3 ( 5): 1 1 8 4 – 1 1 9 3, 2 0 1 1. 7 8

[ 1 6 3] A n n a C h a b u d a, Pi o t r D u r k a, a n d J a r o s l a w Ż y gi e r e wi c z . Hi g h f r e q u e n c y S S V E P-

B C I wi t h h a r d w a r e s ti m uli c o n t r ol a n d p h a s e- s y n c h r o ni z e d c o m b fil t e r . I E E E Tr a n s a c-

ti o n s o n n e u r al s y st e m s a n d r e h a bilit ati o n e n gi n e e ri n g, 2 6 ( 2): 3 4 4 – 3 5 2, 2 0 1 7. 7 8

[ 1 6 4] D u y g u K u z u m, H a ji m e T a k a n o, E ui j a e S hi m, J a s o n C R e e d, H a l v o r J u u l, A n d r e w G

Ri c h a r d s o n, J u li u s D e V ri e s, H a n k Bi n k, M a r c A Di c h t e r, Ti m o t h y H L u c a s, e t a l.

Tr a n s p a r e n t a n d fl e xi bl e l o w n oi s e g r a p h e n e el e c t r o d e s f o r si m ul t a n e o u s el e c t r o p h y s-

i ol o g y a n d n e u r oi m a gi n g. N at u r e c o m m u ni c ati o n s , 5 : 5 2 5 9, 2 0 1 4. 7 8

[ 1 6 5] D o n g- W o o k P a r k, S a r a h K B r o d ni c k, J a r e d P N e s s, F a ri d A t r y, Li s a K r u g n e r-

Hi g b y, A m e li a S a n d b e r g, S o l o m o n  Mi k a e l, T h o m a s J Ri c h n e r, J o s e p h N o v e l l o,

H y u n g s o o Ki m, e t a l. F a b ri c a ti o n a n d u tili t y of a t r a n s p a r e n t g r a p h e n e n e u r al el e c-

t r o d e a r r a y f o r el e c t r o p h y si ol o g y, i n vi v o i m a gi n g, a n d o p t o g e n e ti c s . N at u r e p r ot o c ol s ,

1 1 ( 1 1): 2 2 0 1, 2 0 1 6. 7 8
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[ 1 6 6] A Z á t o n yi, Z s B o r h e g yi, M S ri v a s t a v a, D C s e r p á n, Z S o m o g y v á ri, Z Ki s v á r d a y, a n d

Z F e k e t e . F u n c ti o n al b r ai n m a p pi n g u si n g o p ti c al i m a gi n g of i n t ri n si c si g n al s a n d

si m ul t a n e o u s hi g h- r e s ol u ti o n c o r ti c al el e c t r o p h y si ol o g y wi t h a fl e xi bl e, t r a n s p a r e n t

mi c r o el e c t r o d e a r r a y . S e n s o r s a n d a ct u at o r s B: C h e mi c al , 2 7 3 : 5 1 9 – 5 2 6, 2 0 1 8. 7 8, 8 6

[ 1 6 7] Yi Qi a n g, Pi e t r o A r t o ni, K y u n g Ji n S e o, S t a ni s l a v C u l a c lii, Vi c t o ri a H o g a n, X u a n yi

Z h a o, Yi di n g Z h o n g, X u n H a n, P o- Mi n W a n g, Yi- K ai L o, e t a l. Tr a n s p a r e n t a r r a y s of

bil a y e r- n a n o m e s h mi c r o el e c t r o d e s f o r si m ul t a n e o u s el e c t r o p h y si ol o g y a n d t w o- p h o t o n

i m a gi n g i n t h e b r ai n. S ci e n c e a d v a n c e s , 4 ( 9): e a at 0 6 2 6, 2 0 1 8. 7 8
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