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1. Absztrakt

Az agy miikddésének és betegségeinek megértése egy intenziven fejlédd teriilet,
melyhez elengedhetetlen 1j idegrendszeri képalkotd technikak felbukkanasa illetve a
régebbiek tovabbfejlesztése. Egyes modszerek (fMRI, PET) kiilonbo6z8 agyteriiletek
funkcionélis szerepére mutatnak ra, masok (EEG, elektrodas mérések) az idegse-
jtek elektromos jelenségének mérésen alapulnak. Az eddigi modszerek altalaban
idegsejtek populacidjdnak vagy idegsejtek kis részleteinek aktivitasat vizsgaltak,
holott példaul az extracellularis multielektrodas meérésekkel akar az egyes ideg-
sejtekben véghbemend folyamatok is tanulméanyozhatoak. Eddig a szakirodalom-
ban nem ismeretes olyan moédszer, mely kisérleti adatok alapjan egész idegsejtek
aramforrassiirtség eloszlasait rekonstruéalja. A sCSD [1] modszer extracellularis po-
tencidlok alapjan rekonstrualja az egyes idegsejtek aramforrasstriiségének tér- és
idébeli eloszlasat a Poisson-egyenlet inverz megoldaséara alapozva. A kapott aram-
forréassiirtiség eloszlasok eddig kisérletesen nem kimutatott jelenségek vizsgalatara ad
lehetgséget. Dolgozatomban ismertetem az sCSD analizis elméleti hatterét és alka-
Imazhatosagat, majd a mérési adatokra alkalmazva értelmezem a megfigyelhetd je-
lenségeket. Az sCSD moddszer hasznalatahoz sziikséges jelalakok megkeresésére, osz-
talyozasara, valogatasara és elGkészitésére, valamint az dramforrasstiriségek kisza-
molasara és a megjelenitésére egy programot készitettiink. Diplomamunkdmban a
program miikddését és az alkalmazott eljarasok elméleti hatterét is bemutatom. A
mérési adat az Alzheimer-kor kisérleti modelljével megbetegitett egér hippokam-
puszabol és neocortexébdl szarmazik. A mérés soran LTP-s kezelést hajtottak végre
mely megvéltoztatja az idegsejtek kapcsolatainak erdsségét féleg a tanulasban nagy
szerepet jatszo hippokampuszban, a kezelés el6tti és utani adatok sCSD analizissel
torténd elemzésével megfigyelhetGek a valtozasok. Az sCSD mobdszer lehetéve teszi
az idegsejtek elektomos tulajdonsagainak megvaltozidsanak kimutatasat, mely altal

a gyogszergyartas fontos diagnosztikai eszkdzévé valhat.
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1. dbra. Az idegsejt és a szinapszis dltaldnos felépitése [2]

2. Bevezetés

Réges-régen tugy gondoltak, hogy az agy csak a koponya kiparnazasara szolgal,
Kroténi Alkmaion mar az elme helyének tulajdonitotta, de Arisztotelész szerint csak
a vér hiitésére szolgalt. Azota kideriilt, hogy az agy a gerincesek kézponti idegrend-
szerének része, itt van a kozpontja az érzékelésnek, megismerésnek, figyelemnek,
memoridnak, felels a mozgas vezérléséért, a homeosztazis biztositasaért... De még

most sem ismerjiik teljesen az agy miikodését, hiszen rendkiviil Osszetett rendszer.

2.1. Az idegsejt tiizelésének folyamata

Az emberi agyban koriilbeliil 100 millidrd idegsejt taldlhato, melyeknek atlagosan
10 ezer szinaptikus kapcsolata van. Az idegsejtek rendkiviil valtozatos alakban jelen-
nek meg, de alapvetGen sejttestbdl és az abbol kiinduldé nytlvanyokbol, a dendritek-
bél illetve axonokbol allnak. Egy idegsejt tipikus felépitése a 1.4bran lathato.A
bemeneti jelek 6sszegytjtésére szolgél a dendritfa, melyen akar mikrométerenként 2
szinaptikus bemenet is lehet. A 10-50 mikrométeres szoéma segitségével az axon ini-
cidlis szegmentumon kialakult jel pedig az axonon terjed az axon termindlisig, ahol

az idegsejttel szinaptikus kapcsolatban all6 tobbi idegsejtre tovabhitodik a jel neuro-
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2. dbra. A) Az dbrdan lévd két piramissejt ldtszik, fekete szindek a dendritek és
a sejttest, piros szini az axon. A dendritek két csoportra oszthatéak, a sejttest
elettiek az apikdlisak, az az alattiak pedig a bazdlisak. A sdrga hdtterd kor eqy sz-
maptikus kapesolatol mutat, piros szin jeldli a preszinaptikus sejt axonjdt, zold a
posztszinaptikus sejt dendritjét, a nyil a jel terjedésének irdnydt jelzi. B) Kiilsd
inger (piros) hatdsdra megvdltozik a membrdanpotencidl, ha a depolarizdcio elér egy
kiiszébértéket kialakul az axonon végigterjedd akcids potencidl, megudltoznak az tonc-
satorndk dteresztoképességei (z0ld illetve kék gorbe jeloli a Na™ illetve Ka™-nak
megfeleld értékeket). Az dteresztdképességek vdltozdsa iondramldst eredményez a
membrdnon keresztil (transzmembrdn dram), elsészor kinyinak a Na™* csatorndk,
ezdltal Na™t ionok dramlanak a sejtbe (depolarizdcid), majd a megnivekedett mem-
branpotencidl hatdsdra kinyilnok a Ka™ csatorndk, a sejtbdl kidramlo Ka™ ionok

repolarizdljdk a sejtet. [3]

transzmitterek segitségével. Ezen folyamatok részletesebb megértéséhez sziikséges az
idegsejtben zajlo elektromos jelenségek targyalasa. Nyugalmi allapotban az idegsejt
belseje és a sejten kiviili tér kozott koriilbeliil -70 mV fesziiltség mérhetd (nyugalmi
membréanpotencial), melyet a membran két oldalan eltérs koncentracioban jelenlévs
ionok okoznak (Na*, K, Cl~, Ca*").

A korabban emlegetett ’jel’ a membranpotencial megvaltozasanak felel meg. A
dendritekben ezt a megvaltozast az ’jeladd’ idegsejttsl szdrmazd Gn. neurotran-
szmitterek okozzék. A dendriteken bekovetkezd membranpotencial valtozasok to-

vaterjednek a sejttesten keresztiil, mely folyamat soran Osszegzddnek. Ha a mem-



branpotencial az axon inicidlis szegmentumban elér egy kiiszobértéket, kialakul az
akcids potencial. Ezt a jelenséget tiizelésnek is nevezik. Az akcids potencial soran
a membranpotencidl +40 mV koriili értékre ugrik, majd a nyugalmi membranpo-
tencial ala siillyed, végiil visszadll a nyugalmi értékre. Ez a folyamat lathato a 2.
A) abran. A memranpotencidl idébeli valtozasat az id6 fiiggvényében abrazolva
tiiskeszeri jelalakot kapunk. A tiiske idébeli hossza 1 ms koriili és ezutan 2 ms-ig az
idegsejt még nem képes ezt megismételni (refrakter szakasz) és koriilbeliil 20 ms-ig
sokkal nagyobb kiiszobérték elérése sziikséges hozzé (relativ refrakter szakasz). A
borsztolés az a jelenség, mikor egy idegsejt egymas utan (2-10 ms-on beliil) tébbszor
ismételten tiizel, majd egy ideig hallgat. A legtobb sejt akkor borsztol, mikor a sejt
folyamatos ingerlés alatt all. Az egyes idegsejtek tiizelése soran felléps akcids po-
tencidlokbol mintegy azok eredGjeként an. agyhullamok alakulnak ki az agy egyes
teriiletein. Ezek frekvencidja az 1-2 Hz-t6l akar 100 Hz £61é is mehet, amplitudojuk
20-80 mV. Az akcios potencial kialakuldsa és terjedése 6nmagatol passziv modon
nem megy végbe, sziikség van fesziiltségfiiggd ioncsatornakra, melyek szelektiven
engedik 4t az ionokat. A Na™, KT ioncsatornak ateresztSképességének valtozasat

az akcios potencial alatt a 2. B) abran figyelhetjiik meg.

2.2. Fontos agyi rétegek attekintése

Eredményeink megértéséhez az neocortex V. és VI. rétegének, valamint a hip-
pokampusz felépitésének és sejtjeinek ismerete sziikséges, mivel a multielektroda

ezen rétegekben rogziti az extracellularis potencialokat.

A hippokampusz egy félhold alaku struktura az agyban a diencephalon és a neo-
cortex kozott. Keét f6bb részre bonthatd: a dentate gyrusra (DG) illetve az ammon-
szarvra. Ez utobbit a CA1 (cornu Ammonis 1), a keskeny CA2 és a CA3 alrészek
alkotjak. A CA1 rétegei a kovetkezGek: stratum orines (so), stratum pyramidale
(sp), stratum radiatum (sr) és a stratum lacunosum moleculare (slm). A dentate
gyrus rétegei: molekularis réteg (mo), stratum granulosum (sg) és polimorfikus réteg
(po). A hippokampusz idegsejtjeit principalis sejtekre (fGsejtek) és interneuronokra
oszthatjuk. A fGsejtekhez a CA1l és CA3 rétegek piramissejtjei valamint a dentate
gyrus szemcsesejtjei tartoznak, jellemzé rajuk a gazdag dendritfa és a messzefuto
axon. Az interneuronok csak a hippokampuszon beliil valositanak meg kapcsola-
tokat a fGsejtekkel és egymassal. Ugyancsak a hippokampusz része az alveus (alv),

mely rétegben nem talalhatoak sejttestek [4].



3. abra. A hippokampusz principdlis sejtjei (feketék), azaz a piramissejtek (CA1,
CA2, CA3) és szemesesejtek (dentat gyrus), valamint interneurongjai (szinesek) és
szinaptikus idegpdlydi (Schaffer kollaterdlis (sc) a CAS3 idegsejtjeibdl, moha rostok
(mf) a dentate gyrusbol, perfordns pdalya az entorhindlis kéregbdl, fimbria pdlya (fim)
a kb6zépagybol és eqyéb régickbol. Az idegpdlydk €s a hippokampusz rétegeinek ismerete

segitségével megdllapithato az idegsejtek ‘bemeneti jeleinek’ eredete.) [5]



2.3. Extracellularis potenciilok biofizikai hattere [6]

Extracellularis potencidlnak nevezziik a sejteken kiviil mérhets potencialt, melyet
az el6z6 alfejezetben emlitett transzmembran dramok hoznak létre. Ez utdbbiak
aramforrasoknak tekinthetdek az extracellularis kozegben (térfogati vezetési elmélet).
Az r helyen kialakul6 extracellularis potencial az rq helyen 1év6 transzmembran aram

eredményeképpen:

1 Io(?)
d;(r,t) = ——-"—, 1
(x,1) 4o |r — 1o ()
ahol o az extracellularis vezetéképesség, amirdl feltessziik, hogy valds, skalar és
homogén, ® pedig a forrastol végteleniil tavol elttinik. A fenti egyenlet érvényessége

a kovetkezo feltevéseken alapul:

1. A Maxwell egyenletek kvazisztatikus kozelitésén: ez az elektromos E és mag-

neses tér B idGbeli valtozdsdnak elhanyagolasat jelenti:

0B
E=—=x 2
V x 5 0, (2)
. OE .
V X B = puoj + HoCoz = Hol, (3)

ahol g a kozeg magneses permeabilitasa, ¢y a dielektromos allandoja, j pedig
az dramsiriség. A fenti két képlet alapjan ez a kozelités az elektromos és mag-
neses tér szétcsatolodasat eredményezi. Igy az elektromos tér az extracellularis

potenciéllal kifejezve a kovetkez$ képlethez vezet:
E=-Vo. (4)

Az idegi aktivitasként megjelend frekvencidkra ez a kozelités jol megalapozot-
tnak tekinthets |[7]

2. Linearis extracellularis kozeg feltételezésén, tehat az aramstirtség és az elek-

tromos tér kapcsolata linearis:

j=oE. (5)

3. Az extracellularis kozeg ohmikus. A vezetSképesség képzetes részét nullanak
vessziik, vagyis a szovet kapacitiv hatasat elhanyagolhato a rezisztiv részéhez

képest. Ez a kozelités a relevans frekvencidkra ugyancsak teljesiil [8] (9]
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4. Izotrop extracellularis vezetGképesség. A vezetSképesség minden irdnyba meg-
egyezik. Kérgi mérések alapjan ez a sziirkedlloméanyra jo kozelités, a fehéral-

lomanyban viszont anizotropiat mutattak ki [8].

5. Frekvenciafiiggetlen extracellularis vezetSképesség. Ezen kozelités josdga még
nem eldontétt, egyes tanuméanyok elhanyagolhato frekvenciafiiggést mutattak
ki [8]| [10], de méas eredmények is vannak [11] [12].

6. Az extracellularis vezetéképesség homogenitasa. A kéreg sziirkeadllomanyaban
ez a feltételezés megfeleldnek tekinthets [8], mig a hippokampuszban megkérds-
jelezhets [13].

4 abran egy szimuldcié eredményei latszanak, mely sordn az akcids potencial
hataséara kialakulo extracellularis potencialokat vizsgaltal kiilonb6z6 helyein a térnek.
Az 1. egyenlet 1 pontforrasra adja meg az extracellularis potenciél értékét, a linear-

itas miatt N db pontforras esetén kialakult potencial :

Br.t) = > e (6)

A transzmembran aramokknak teljesitenie kell Kirchhoff els torvényét, azaz a

transzmemréan aramok elGjeles Gsszegének nullat kell adnia:

> L(t)=0. (7)

Ezért kompartmentalis idegsejtmodell felépitésekor legalabb 2 pontforrast kell
hasznalnunk. Kompartmentalis sejtmodell esetén a sejtet N db részre bontjuk, a
szegmensek transzmembrin dramét egy pontforrassal helyettesitjiik, melyet a kom-

partment kézepébe helyeziink.

2.4. Aramforrasstirtiség

Az 3.1. képlet a kovetkezs formaban is irhato:

P(r,t) = ﬁ/v// %d% ’, (8)

ahol C(r,t) az aramforras strtség:
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4. dbra. A) Szimuldcid az akcids potencidl hatdsdra kialakuld extracelluldris poten-
cidlra kiilonbézd helyein a térnek. Az akcids potencidlt az apikdlis dendritek ger-
jesztésével és a bazdlis dendritek gatldsdval érték el. Az idegsejt alakja az neocortex
5. rétegében taldlhato prramissejt modellje. A jelalakok 5 ms iddablakiak, a vékony
vonalasok amplitiddjinak skdldja 5 pV a vastagoké pedig 20 pV. B) A stimuldlds
hatdsdra szomatikus membrdnpotencidl, a bedgyazott kis dbra Sms-os iddskdlin mu-
tatja ugyanezt [14]
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Clr,t) =Y L(t)8*(r —ry) (9)

n=

Az aramforrés siirtiség az extracellularis kézeghdl ki- illetve belép6 aramok strt-
sége, mértékegysége A/m?>. Az inverz probléma is felithato, vagyis az az eset, mikor
az extracellularis potencialbol szeretnénk az aramforras stirtiséget kiszamolni. A

kontinuitasi egyenletet felirva:
Vjtot = V(O’E +J3) = O, (10)

ahol js az ionok koncentracidkiilonbségébdl szarmazé transzmembran dramstriség.

A 5. képletet felhasznalva a kovetkezd kifejezéshez jutunk:

o(r)Vo(r,t) = —C(r,t), (11)

ahol C(r,t) = —Vjs(r,t). Egyszeriibb alakra jutunk, ha feltessziik o izotropitasat

és homogenitasat:

oV2®(r,t) = —C(r,1). (12)

A 12. egyenlet a Poisson-egyenlet aramforras stirtiségekre felirt alakja.

2.5. Aramforras siirtiségek meghatarozasa az extracellularis
potencialbol (CSD eljaras)

A hagyomanyos CSD eljaras esetén linearis, tobbcsatornas elektréoda meérései
alapjan hatarozzidk meg par 10 pum-es nagysagu idegszovet atlagos transzmembran
aramsiiriségét. Az elektrodat a kéregre merglegesen (z irany) szarjak be, a z irAnyba
merGleges rétegekben a valtozas kicsi, az elektrodaval parhuzamos iranyban viszont
nagy. Emiatt x-y sik irAnyaban az extracellularis potencial valtozasat elhanyagoljak,
igy a 12. egyenlet a kovetkez6 alakra egyszertisodik:

2
0% = —C(z,1). (13)

Ez alapjan az aramforrassirtségeket a j. elektréda magassadgaban z; a kévetkezd
formulaval kozelithetjiik:

O(z; + h) —20(z;) — P(z; — h)
h? ’

h az elektrodék kozti tavolsag [15].
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2.6. Agyi képalkot6 moédszerek

A funkcionalis leképez6 technikédk két f6 csoportba oszthatéak az alapjan, hogy
milyen fizikai mennyiséget mérnek. Az egyikbe tartoznak azok, amelyek idegse-
jtek elektromos jeleinek mérésén illetve stimulalasan alapulnak, ide tartozik az EEG
(elektro-encefalografia), a MEG (mégneses encefalografia), Patch Clamp illetve MEA
(multielektrodas) mérések. A masodik csoportba azon eljarasok tartoznak, melyek
az idegsejtek aktivitdsaval Osszefiiggd véraramlast és vérosszetételt nézik. Ide tar-
tozik a PET (pozitron emisszios tomografia), a SPECT (egy-foton emisszios kom-
puter tomografia), az fMRI (funkcionalis magneses rezonancia) és a lokalis véraram-
last mérG NIRS (kozeli infravords spektroszkopia) modszerek |16].

Az fMRI a vér deoxihemoglobin koncentracidjat méri, mely Osszefiigg az adott
agyteriilet aktivitdsaval, kihasznalva annak paramagneses tulajdonsiagat. Ugyanc-
sak a lokalis véraramlast méri a NIRS technika, mely a molakulakotések gerjesztésén
alapul. A PET esetén kiilonféle pozitron emittalo izotopokat hasznalnak, melyeket
a véraramba juttatva a lokalis véraram, vagy az izotdppal jelolt anyag koncentra-
ci6ja mérhet6. Az emittalt pozitron néhany mm megtétele utan annihilalodik, a
keletkez6 fotonokat detektaljak. PET-hez hasonl6 a rosszabb felbontastd, am olc-
sobb SPECT, ahol a fotonok kozvetleniil az izotop bomlésabol szérmaznak. Az
EEG a fejre helyezett elektrodak segitségével méri az idegsejek csoportjainak tran-
szmemran aramabol szarmazo fesziiltségvaltozast. A MEG az EEG-hez hasonlo,
de itt magnetométerek segitségével a transzmembran aramoktol szarmazoé méagneses
mezGt mérik. A Patch Clamp soran egy adott idegsejtet szirnak meg maximum 2-3
elektrodakkal, igy akar egyes ioncsatorndk miikodése is vizsgalhatd, de a modszer
felhasznalasat korlatozza, hogy jelenleg maximum 2-3 elektrodéaval tudnak dolgozni,
igy az egész sejt elektromos jelenségei nem vizsgalhatdéak. Az elektrodas mérések
soran az elektrodat vagy multielektrodat az agy kiilonbo6zé teriileteibe szirva az ex-
tracellularis potencialok mérhetGek. Altalaban idegsejtek csoportjainak aktivitasat
mérik ezzel a technikéval, de kiilénb6z6 modszerek segitségével kivalogathatoak az
egyes idegsejtek jelei is, amit az idegsejt aktivitdsanak vizsgilatara hasznaltak.

A diplomamunkdmban bemutatott sCSD modszer [1] lehetévé teszi multielek-
trodéval mért extracellularis potencialokbol egyes idegsejtek aramforras stirtiségeinek
tér- és idébeli dinamikdjanak vizsgalatat, ezidaig nem volt olyan moédszer, ami ezt
lehet6vé tette volna. Az sCSD modszer tér- és idGbeli felbontasa a mintavételezési
frekvenciatol és a linearis multielektroda kontaktpontjai kozti tavolsagatol fiigg. Ez

dolgozatban bemutatott esetben 100 um-eres térbeli felbontas és 1/30-ad ms id6beli
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leképezd | térbeli idébeli
eljaras | felbontas | felbontas
PET 8-12mm | ~30-60s
SPECT 3-8 mm ~20s
NIRS ~Ccm 1ms
MEG/EEG ~cm 1ms
MRI 1-8 mm ls
MEA ~ 10 um ~ms

5. abra. Kiilonbozd agyi képalkoto eljdrdsok tér- és iddbeli felbontdsa

felbontést jelent. A 5.abran lathaté tablazatban az emlitett agyi képalkoté mod-
szerek tér- és idébeli felbontasai latszanak, ez alapjan egyes idegsejtek vizsgalatara
legalkalmasabb a multielektrodas mérés.

Habar a Patch-clamp tecknika segitségével akar egy ioncsatorna mikodését is
vizsgalhatjuk, tehat igen kicsiny tér- és idébeli felbontas érhetd el, de limitaciot
okoz az, hogy egy idegsejten mar két iivegelektroda hasznalata is igen nehézkes.
Az extracellularis multielektrodas mérések lehetévé teszik a nagyfrekvencias ada-
trogzitést nagy térbeli felbontésal, ezen méréseket hasznaljak az elektroda koriili
idegsejtpopulaciok aktivitasanak vizsgalatdra valamint egyes sejtektsl aktivitasa-
nak megfigyelésére, melyet a mért adatokon lathato akcios potencidlok "nyomaként"
lathato tiiskék jeleznek.

2.7. Az Alzheimer-kor

Az Alzheimer kor stlyos idegrendszeri betegség mely szellemi hanyatlassal, a gon-
dolkodési és kognitiv funkciok romlasaval, magatartaszavarral és biologiai leépiilés-
sel jar. A betegség kivalté oka nem ismert, kialakulasat okozhatja immunol6-
giai és anyagcserezavar, de a szocio-6kondmiai hatasok is fontos szerepet jatszhat-
nak. Elvaltozasokat, sorvadast és idegsejt degeneraciot okoz a halanték- és hom-
loklebenyben, a hippokampuszban, valamint megfigyelték az amiloid-béta fehérje
felszaporodasat és Osszepolimerizalodasat ugynevezett plakkokba. A betegség diag-
nosztizalasa pszichometriai tesztekkel valamint kiilonb6z6 idegrendszeri képalkotd

modszerekkel torténik. pl. CT, MRI, PET. A betegség modelljét egerekben allitjak
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6. abra. Az LTP illetve LTD jelenségét tanulmdnyozd kisérlet a mezdpotencidl am-
plitudojat figyelte kilonbozd frekvencidju stimuldlds esetén az 1dd fligguényében. A
mérést ey patkdny hippokampuszdinak CAl-es részébdl szdarmazd szeleten végezték.
A mezbpotencidl erdsiodése a szinaptikus kapcsolatok erdsédése miatt lép fel, igy a

kisérlettel a sejtek kozitti kapesolatok vdltozdsa tanulmdnyozhato. [17]

el6 genetikai iton, melynek hatadsara amiloid-béta tultermelés jelenik meg. Egy ilyen
modon megbetegitett egér agyszelete lathatd egy méretaranyos elektroda rajzaval a
9.4bran. A betegségre utal6é amilod-béta fehérje plakkokba valo feldasulasat a voros
foltok jelzik.

Dolgozatomban az Alzheimer-kor kisérleti modelljével meghetegitett egéren végzett

TP kezeléses méréseket elemeztem.

2.8. LTP

A tanulast és a memoriat vizsgalo kiilonbozo kisérletek alapjan ezen jelenségek
létrejottében alapvetd szerepet tolt be a szinaptikus plaszticitas, vagyis a szinaptikus
kapcsolatnak a valtozésa. A hippokampuszban, neocortexben és cerebellumban sik-
eriilt kimutatni a szinaptikus plaszticitdsnak az idegsejt-aktivitédssal valo kapcso-
latat. Egy ilyen kisérlet eredménye latszik a 6.4bran, melyet egy patkany hip-
pokampuszéanak CAl-es teriiletébdl szarmazo szeletén végeztek el.

A kisérletben kiilonb6z6 frekvenciaju stimulalas hatasara vizsgaltak a szinaptikus
erGsség valtozasat, aminek mérésére a mezépotencialt, azaz idegsejtek csoportjainak

aktivitasabol szarmazo potencialt hasznaltak. Az Abran alapjan 6sszehasonlithatjuk
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a kontroll-szinttel a nagy- és az alacsony frekvencids stimulalés tranziens és hosszt
tava hatasat. Az 1 masodpercig tar6 magas frekvencias, 100 Hz-es stimulalas hosszu
tavia (t6bb 10 percig) fennmaradé erdsodést okozott a szinaptikus kapcsolatokban
(an. LTP, azaz Long Time Potentiation), a hosszi ideig tarto alacsony frekvencias
(10 percig 2 Hz-es) stimulalas pedig gyengiilést eredményezett (an. LTD, vagyis

Long Time Depression).
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3. Az sCSD analizis

3.1. Az sCSD analizis elméleti hattere

A sCSD modszer segitségével az egyes idegsejtek aramforrassiiriiség eloszlasainak,
valamint az akciés potencial kialakulasanak tér- illetve id6beli dinamikaja vizsgal-
hato. A hagyomanyos CSD moddszer ezek meghatarozasara nem alkalmas, tekintve
hogy végtelen nagy, laminaris forraseloszlast feltételez, mely jol alkalmazhato6 idegse-
jtpopulacidok esetén, de nem hasznalhat6 egy neuronra. Ezért egy olyan modellre van
sziikség, mely alapjan egyes idegsejtek aramforrasstiriiségei is meghatarozhatoak az
extracellularis potencidlokbol, melyhez el6szor az inverz problémét kell definidlni.
Az inverz problémat tehdt az adramforrasok meghatirozasa jelenti esetiinkben az
elektrodaval mért potencidlokbol. Azonban ez nem egy egyértelmi feladat. Ko-
rabban lattuk, hogy az extracellularis potencial kielégiti a Poisson-egyenletet (12),
valamint, hogy N darab a transzmembran dramokat helyettesité pontforras esetén
az extracellularis tér i-vel indexelt pontjaban a potencial a pontforrasok silyozott

Osszegébdl adodik. A . képlet atirasaval a kovetkezd formulat kapjuk:

1« L) (15)

Ao = r; — 1

®; (r;) =

A fenti egyenletet a métrixformalizmus bevezetésével a kovetkezd formaba frhatjuk:

®=TI (16)

ahol I az N pontforrds aramerGsségét tartalmazo vektor, & az M mért poten-
cidlértéket tartalmazo, T pedig az dgynevezett M x N-es transzfer matrix, mely az
egyes pontforrasok altal generalt potencidlmintézatokat tartalmazza az elektrodanal
az adott kozegre és forrasgeometriara. A 16. egyenlet invertalasaval az inverz prob-
lémat kapjuk. Az invertalas altalaban végrehajthaté, amennyiben a mérések szama
nem kisebb a forrasok szamanal. Az sCSD egy olyan modell, mely a forras tulajdon-
sagaihoz illeszkedve biztositja az inverz probléma megoldasinak egyértelmiiségét.

Az idegsejt elektrodaval parhuzamos egyenes szakasszal valo kozelitése a szamita-
sokat nagyban leegyszertisiti, de a kérgi neuronok alapvets tulajdonsagait megérzi,
mint példaul a hosszikés alakot és a piramis sejtek tipikus iranyitottsagat. Feltéve,
hogy az extracellularis potencidl az elektrodaval parhuzamos szakaszon 1évé pont-

forrasok hatasara alakul ki, a transzfer matrix adott komponense a kovetkezGképpen
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7. dbra. Az elektoda és idegsejt eqymdshoz képesti helyzetének sematikus rajza

irhato:
1

J( ) 47TO'\/(I]_yz)2+d2

ahol d az elektroda és a forras kozotti tavolsag, x; és y; pedig az i-edik forrés és

(17)

a j-edik elektroda tavol-saga (14.aba). Tehat adott elektroda és forras alak esetén a

tiiske potencidlmintazata csak d-t6l fiigg:
O(d) =T(d)I (18)

A forrasok és az elektrodak szamat egyenlének vélasztva T négyzetes matrix lesz,

igy az inverzmegoldas alakja a kdvetkezd:
I(d)=T(d)"® (19)

A probléméat a megfelel6 d érték megtalalasaval lehet egyértelmiivé tenni, erre a
célra kiilonb6z6 mértékeket definialtunk. Tudjuk, hogy az akcios potencial kialakulasa-
nak helyén a sejtbe pozitiv ionok dramolnak be, illetve negativ ionok aramolnak ki,
de ezzel parhuzamosan a sejt tobbi részén egy ellentétes folyamat jatszodik le, tehat a
tobbi csatornan ellentétes el6jeld az dramforrassiiriiség, a sejtmembranon at dramlo
nettd aram az egész sejtre nézve 0. Az dramforrasstriség eloszlas rekonstrukciojanak
vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy kis tavolsagokra a fGcsatornaval szomszédos
csatorndkon is azonos elGjeld jeleket kapunk. A tavolsagot novelve természetesen né
a fécsatornan (ahol legnagyobb a jel amplitadoja) 16vé jel amplitudoja, a szomszé-
dosoké viszont egyre cstkken, majd atmegy ellentétes elGjelivé. Nagy tavolsagokra
a szomszédos csatorndkon nagy a fG6csatorna jelével ellentétes értékd aramforrasok
alakulnak ki, majd ezek szomszédos csatornain ezekkel ellentétes eljelt aramforra-
sok jelentek meg egy csikos mintazatot létrehozva, igy elGallitva a tiiskét. Az ilyen
"esikos" megoldasok biologiailag nem realisak.

A tavolsag meghatarozésara harom kiilonbéz6 mértéket vezettiink be:
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1. Az S1 mérték az dramforrasstirtiségek elGjeles tsszegének minimalizdlasan ala-
pul. Feltessziik, hogy a fécsatornan és a mellékesatornakon (a fécsatornan
kiviili csatornék) az aramforrasok ellentétes elGjeliiek. A mellékesatornak és
a f6csatorna tiiske idGtartama alatti aramforrasértékeinek (1, és Iy) abszolit
értékét kiilon-kiilon 6sszegezziik, kivonjuk 6ket egymasbol, majd silyozzuk, a
f6csatorna jelének amplitudojaval:

91— z’[m‘ _Z|If| (20)

max [y

Ebben az esetben a mérték legkisebb értéke hatarozza meg a sejt tavolsagat

az elektrodatol.

2. Az S2 mérték a "legtiiskésebb" aramforrasstiriiség eloszlis esetén adja a max-

imélis értéket. A kovetkezSképpen szamolhato:

.y y —T.
52 := max N] —{ NJ )
’ Zj:l Ij2 Zj:l ]j2

(21)

Ahol () az atlagot jeloli és a maximummal valamint az Osszegzésekkel egyiitt
a diszkrét aramforrasstrtségeken fut végig. A fenti mérték a 0 és 1 kozotti
értékeket veheti fel, 0 abban az esetben, mikor a maximum és az atlag meg-
egyezik, konstans aramforréssiirtiség eloszlas esetén, maximalis abban az es-
etben mikor egy éles csiics il egy sima jelen. A negativ elGjelre a tiiskének

megfelel6 negativ csics miatt van sziikség.

3. Az S3 mérték a tiiske id6tartama alatt vizsgalja a f6estornéan kiviili csatornakon
az aramforrassiriségek szordsanak a tiiske id6tartamara illetve a f6cstornan

kapott jelalak maximumanak hanyadosat:

D(/n)

max [’

S3 = (22)

ahol D jeloli a szorést. Ez a mérték kis értéket ad, ha a mellékcsatornakon
hasonléak az értékek, biinteti a "csikos" mintazatokat, valamint silyoz a fGc-
satorna jelalakjanak amplitidojaval. A sejt tévolsaganak meghatérozasahoz

itt is mérték legkisebb értékét keressiik.
Tehat az sCSD szamolasa az S2 meértéket hasznalva ( 8.4bra):

1. A transzfermatrix inverzének és az aramforrasstritiségek kiszamoléasa a relevans

tavolsagokra (1-200 pum) adott lépéskozokben
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I(d opl)

8. abra. Az dramforrdssiiriség eloszlds potencidleloszldsokbol valo meghatdrozdsdnak

lépéser

2. A maximalis mértékd megoldas kivalasztasa, amibdl az elektroda-sejt tavol-

saga adodik

3. A kapott tavolsagnak megfelels aramforrassiiriiség eloszlas kivalasztasa

3.2. Az sCSD mobdszer alkalmazhatésaga

A dendritek 3 pm koriili vastagsidga tipikusan kisebb, mint a megfigyelés tavol-
saga 0-60 pum, tehat ezen a skilan a dendritek hatasai kidtlagolédnak, az extracel-
lularis tér homogénnek tekinthets. A kozeg dielektromos tulajdonsagainak frekven-
ciafiiggését és az elektromos tér véges terjedési sebességét elhanyagoltuk. A modell
az idegsejtet egy egyenes szakasszal kozeliti, mely nagy mértéki leegyszertisitése

c 2z

parhuzamos voltanak feltételezése jol alkalmazhato a piramissejtekre.
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9. dbra. Az elektroda helyzete az egér agydban.

4. Adatfeldolgozas

4.1. Meérési adatok

A kisérletet Hajos Mihaly csoportjaban (Pfizer Inc., Global Research Develop-
ment, USA) végezték el az Alzheimer-kor sejt szinti elvaltozasainak megfigyelése
céljabol. A mérést az Alzheimer kor kisérleti modelljével megbetegitett egéren
végezték 14030 mésodpercig. A mérés soran 10 méasodpercenként stimulaltak az
idegsejteket, valamint a 4650 és 5150 masodperc kozotti idGben nagyfrekvencias
( 300 Hz) LTP-s kezelés tortént ( 11.4bra). A mérésekhez hasznalt rad alaka mul-
tielektroda 16 csatornan rogzitette a potencidlokat. Az elektroda alakjat és elhe-
lyezkedését az agyban a 9.4bran lathatjuk, az elektréda rajzan a piros pottyck
jelolik az egyes csatorndkhoz tartozo kis elektrodakat, az agyban talalhato voros
foltok pedig az amiloid-3 plakkokat. Az elektroda mellett egy piramissejt sematikus

rajza lathato, a piros szind nytulvanyok a bazalis a kékek pedig az apikalis dendriteket

20
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10. abra. A 8. csatorndn régzitett extracelluldris potencidl a mérés 900. és 930.
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11. abra. A nagyfrekvencids LTP-s kezelés nagyobb (felsé dbrarészlet) illetve kisebb
(also dbrarészlet) iddbeli felbontdssal. A kék keretes részletek ugyanazt a két nagyfer-

ekvencids jelsorozatrészletet mutatjdak
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12. dbra. Az egér neocortexének és hippokampuszdnak rétegei. Tovdbba ldthatdak

az elektroda kontaktpontjai is, ez alapjin megbecsiilhetd, hogy melyik rétegek jelei
keriiltek rogzitésre. Az adott réteg principdlis sejtjei ismertek, ami segitséget nyujt

az dramforrdssiriség eloszldsok értelmezésében.
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jelolik. A ketts talalkozasanal van a sejttest, mely a hippokampuszban talalhato6 pi-
ramissejek sejttestét tartalmazo stratum pyramidale rétegben helyezkedik el, mely
sOtét savként jol megfigyelhets az abran. A multielektroda csatornai kozti tavolsag
100 pum,a mintavételezési frekvencia 30 kHz volt, ezek hatarozzak meg az sCSD maod-
szer tér és id6beli felbontasat. Az elektroda az neocortexre merélegesen helyezkedett
el, mely az sCSD modszer alkalmazhatdsdganak egyik feltétele. A multielektroda
linearis alakjabol kovetkez6en nem alkalmas a forras pontos térbeli meghatarozasara,
az elektroda sikjaval bezart szdg ismeretlen marad. Az elektréda behelyezésébdl
adodoan az agykérgi V. és VI. rétegében, valamint a hippokampusz CAl-es és den-
tate gyrus részeiben mért jelek keriiltek rogzitésre.

A multielektroda altal rogzitett extracellularis potencial rengeteg idegsejt aktiv-
itasanak eredménye, de csupan a kozelebbiek (< 60uV) elektromos aktivitasanak

amplitidoja elég nagy ahhoz, hogy a zajboél kiemelkedjenek.

4.2. Az elektroda csatornainak helyzetmeghatarozasa

Az elektroda behelyezése (12.4bra és a aramforrasstiriiségek elemzése alapjan
a csatornak helyzete megallapithato. Tudjuk, hogy az elektroda a hippokampusz
illetve neocortex jeleit rogziti. Ezenkiviil két tAampontunk van, az egyik az alveus,
a masik pedig a CA1 és dentate gyrus hatara. Az alveusba olyan csatornak esnek,
melyeken nem taldltunk tiiskét, hiszen ebben a rétegben nincsenek sejttestek. A
dentate gyrus és a CA1 hataran pedig az agyhullamokban fazisugrast kell latnunk.
Ezek alapjédn az alveusban a 12. és 13. csatorna talalhato a CA1 és dentate gyrus
hatara pedig az 5. csatorna koriil van. Tehat az 1-4. csatorndk a dentate gyrus
jeleit, az 5. és 11. kozottiek a CA1 jeleit, a 14-16 kozottiek pedig a neocortex jeleit
rogzitik. A csatorndk részletesebb elhelyezkedését az aramforrasstrtiség eloszlasok

kiértékelésénél mutatom be.

4.3. Meérési adatok elGkészitése

Ahhoz, hogy az sCSD analizist elvégezhessiik, sziikségiink van az egyes idegse-
jtek akcios potencialjaibol szarmazdé mért potencidlok (tiiskék) jelalakjara. Tehat
kiilon kell valasztanunk a jelalakokat aszerint, hogy mely sejtektsl szarmaznak,
valamint az sCSD-ben felhasznélt tavolsdgbecslé mérték zajra valo érzékenysége mi-
att novelni kell a jel/zaj aranyt. Az egyes sejtektdl szarmazo tiiskék alakja jellemzd

az adott sejtre, ezért az adott sejtektsl szarmazéd tiiskéket szétvalogathatjuk a je-

23



lalakok sajatossagai alapjan [18]. A jelalakok sajatossagainak meghatarozasara prin-
cipalis komponens analizissel (PCA) tortént. A jelalaksajatossagok meghatarozésa
utan a tiiskéket modell alapt klaszterezéssel klaszterekbe rendeztiik, majd az adott
klaszterekbe tartozo jelalakokbol kiszamoltuk a klaszteratlagot. Az igy kapott klasz-
teratlagok mar felhasznalhatoak sCSD analizisre, hiszen ezekben az egyes sejtektl
szarmazo atlagolt jelalak van, melyben a jel/zaj arany mar sokkal nagyobb, mint
az egyes tiiskékben. Bar elérhetéek tiiskevalogatasra, szilirésre, klaszterezésre al-
kalmas programok (SpikeOMatic [19]|, SpikeSol [20], ezek a klaszterezést csak egy
csatorna jelalakjai alapjan végzik, ezért irtunk egy olyan programot, mely elvégzi a
sziikséges szamitasokat és igényeinkhez alkalmazkodik, mind az alkalmazott modsz-
erekben, mind a megjelenitésben. Az extracellularis potencialok .nsb kiterjesztés
binaris fajlban voltak tarolva, melynek nagysaga 12,5 GB. Mivel szamitégépeink
memoridja joval kisebb volt, igy a mérési adat feldolgozasa 30 mésodperces szakas-
zonként tortént.

13.4bra fels6 részében a 8. csatornan rogzitett nyers adatbél kivagott 1 s
hosszisagt rész lathato, ezen szembetling egy nagy, koriilbeliil 200 4V amplitadoja
alacsonyfrekvencias (< 300 Hz) oszcillacio. A tiiskedetektalashoz ezen oszcillaciok
illetve a zaj eltavolitdsa, azaz a nyers adat sziirése elengedhetetlen. Az ateresztési
tartomanyt a szamunkra fontos események, azaz az akciés potencidl idGtartama
hatarozta meg, mely 0,5-2 s koriili, ennél egy kicsit szélesebb, 300 Hz és 3000 Hz
kozott ateresztd szlir6t hasznaltunk. Ezenkiviil sziikséges a 10 masodpercenként al-
kalmazott stimulalo jelek eltavolitasa is, ezért azok idéponta koriili id6ben a sztirt
adatot kinullaztuk.

A tiiskék kivalogatasa a mérési adatokbol minden csatornén egy kiiszobérték,
jelen esetben minden csatornan -30 pV, segitségével tortént eltarolva azt az idépon-
tot, amikor a jel éppen a kiiszob ald ment. A kiiszobérték egy kompromisszumot
jelent a nem detektalt tiiskék és a hamisan detektalt zaj kézott. Tovabbi hibat okoz
a kiiszobértékes tiiske detektalasban a tiiskék atfedésének jelensége [18].

A sziirt adatokbol a kiiszobérték segitségével kivalogatott tiiskék kiillonbozé alaki-
ak, a kiilonbozd alakok kiilonbozd idegsejttektdl szarmaznak. Az egyes idegsejtek
altal elGallitott akcios potencidloktdl szidrmazoé jelalakok Aaltaldban jellemzek az
adott sejtekre, ez alol kivételt képeznek a borsztols, azaz sorozatban tiizeld sejtek
jelalakjai ( 14.4bra), mert ilyenkor az akcios potencial alakja valtozik, amplitudoja
altalaban csokken. A tiiske jelakakjat féleg az elektrodahoz viszonyitott helyzete

hatarozza meg, de az idegsejt morfologiaja is befolyasolja. Felmeriil a kérdés, hogy
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mik azok a tulajdonsagok, amik alapjan a jelalakokat meg akarjuk kiilonboztetni.
A sejtek elkiilonitése els6 korben aszerint torténik, hogy melyik mérési csatornan
volt a legnagyobb tiiskéjének amplitidoja, vagyis milyen mélységben helyezkedik
el az axondombja. Azonban tobb sejt is lehet ugyanabban a magassaghan, tehat
tovabbi jellemzGk bevezetés sziikséges. Ilyen tulajdonsag lehetne példaul a tiiske
amplitidoja, de ez még nem elég, hiszen lehet tobb sejt is hasonld tavolsagban az
elektrodatol, borsztolés fellépésekor pedig egy sejttdl szarmazo tiiskéknek is valtozik
az amplitidoja. FEl&fordulhat az is, hogy van egy kis amplitidos tiiskéji sejt egy
csatornan, a szomszédos csatorna magassagaban egy nagy amplitidos sejt, melynek
jele az el6szor emlitett csatornan hasonlé amplitidoval megjelenhet. Ezen példak
szemléltetik, hogy a jelalakok jellemzésére valamilyen altalanosabb moédszer sziik-
séges. Ugyan egyszerii megoldas lenne egy adott idGablakkal kivagott tiiskék (pl. 1-2
ms) mérési pontonként valo 6sszehasonlitasa, de ez egy sokdimenziés probléméhoz
vezet, hiszen 1,5 ms esetén az adatpontok szama 3 csatorna esetén 135. Ezen prob-
léma dimenzioszamanak redukalasara alkalmas megoldas a f6komponensanalizis [18],
mely a f6komponenseket veszi a tiiskék jellemzésére szolgald tulajdonsagoknak és
ezek sulyozott Osszege adja vissza a tiiskéket. Egy tiiske (z(t)) esetén az i. f6kom-

ponens stlyat (s;) a kovetkezs képlet szerint kaphatjuk meg:

si= Y a(t)z(t), (23)

t

ahol a szummaézas t-re, azaz idGablakon beliili mintavételezési id6pontokra megy.
A f6komponensek az adattomb kovarianciamatrixanak sajatvektorainak szamolasa-
val adodnak és aszerint vannak rendezve, hogy a tiiskék variabilitdsaban mekkora
szerepet jatszanak, tehat az elsd egynéhany f6komponenssel mar leirja az adat val-
tozatossaganak nagy részét. A fékomponensanalizist 3 csatornara végeztiik, ami
azt jelenti, hogy a kivalasztott csatornarol kivagtuk a tiiskét egy adott idéablakkal,
majd a detektélt tiiske jelalakja elé és mogé hozzafiiztiik a felett illetve alatta 1évs
csatornakon az adott idGablakban megjelend jelalakokat. Ez a lépés is a kiilonbo6zé
neuronoktol szarmazoé jelalakok jobb elkiilonitését segiti els. képletek stb.

A f6komponensanalizissel kapott komponensekbdl az els6 6 komponenst tekin-
tjik a tiiskék tulajdonsagainak, ezek alapjan valogatjuk szét Gket kiilonb6z6 csopor-
tokba. Klaszterezés soran objektumokat szeretnénk kiilonbo6z6é csoportokba, azaz
klaszterekbe valogatni a rajtuk végrehajtott tébb dimenzids megfigyelés alapjan egy
minimalizdlando6 veszteségfiiggvény segitségével. Az n darab objektumnak jelen es-

etben a tiiskék f6komponensekkel kifejezett alakjai felelnek meg. Klaszterezés sorén
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feltettiik, hogy a klaszterek Gaussos eloszlastak, majd alkalmaztuk a Gaussian Mix-
ture Based Clustering [21] eljarast. A klaszterezés soran minden klaszter Gaussos

eloszlasu:
O (x| i, Bi) = (2) P28 Peap{—1/2(xs — ) TS (xi — )}, (24)

Ahol x az adat, k a k. klaszter jelenti. A klaszterek ellipszoid alakiak, kozéppon-
tjuk a p atlagok, tovabbi geometriai alakjukat a > kovarianciamétrix hatarozza
meg. Minden kovarianciaméatrix sajatértékdekompozicioval van parametrizalva a
kovetkezs formaban:

Y = MeDpAp DY (25)

ahol a Dy a sajatvektorokbol allo ortogonalis matrix, Ay a diagonalis méatrix elemei
a X sajatértékeivel ardnyosak, A\, pedig skalar.

Programomban az Mclust fiiggvényt hasznaltam, melynek hdrom argumentu-
mot kell megadni: egy matrixot mely a megfigyeléseket tartalmazza, valamint a
klaszterek minimélis illetve maximalis szaméat. A jelenlegi esetben a megfigyeléseknek
a tiiskéknek az els¢ hat f6komponensre vett vetiilete felel meg, a minimalis klaszter-
szamot 3-nak, a maximalista pedig 10-nek valasztottam. A kovarianciaméatrix f6kom-
ponenseit, a siiriiségkonturt pedig A, hatarozza meg, az ellipszoid térfogata pedig
M| A |-val aranyos, ahol d az adat dimenzidja. Az eloszlas alakjat (irany, térfo-
gat, alak) az adat hatarozza meg, és megkovetelhetjiik ezen jellemzk megegyezését
vagy nem megegyezdségét a kiilonboz6 modellekben. A kiilénb6z6 modellek koziil
kivalasztjuk a legjobbat a BIC (Bayesian Information Criterion) kritérium alapjan,
mely kiilonb6z& paraméterszama modellek 6sszehasonlitasara alkalmas, ehhez a max-
imum likelihood fiiggvényt hasznalja, de bevezet egy biintetést, mely a modellben
szereplé paraméterek szamaval ardnyos. Ezen mérték alapjan az mclust eljaras
kivalasztja a legjobb modellt és klasszifikalja az elemeket. A 15-6s csatorna klasztere-
zése soran kapott klaszterek latszanak a 15.4bran. Ezen a csatornan egy borsztold
sejt talalhato, a borszt elsé tagja a legnagyobb amplitidoji, az utdna lévéké egyre
csokken. A borszt kiilonb6z6 tagjainak megfelel klaszterek a 6., az 1. és az 5. az
amplitidoé szerint csokkend sorrendben, melyek az abran egymas mellett helyezked-
nek el, a kisebb amplitadojuak kisebb értékeket vesznek fel.

Egy a komponensek klaszterezésével kapott klaszter az egy adott sejtt6l szar-
mazo tiiskéket tartalmazza, ha a klaszterezés jol miikodott, egy sejthez tobb klaszter
is tartozhat pl. borsztolés soran megjelend jelalakvaltozas miatt.  16.4bran a

14. csatornan talalhato tiiskéken elvégzett klaszterezés eredményeként az egyik
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klaszterbe tartozo tiiskékbdl az els6 50 darab. Szemmel lathatéan a tiiskék alakja
és amplitidoja nagyon hasonlé.

A klaszterezés mingségének egy egyszerii modszere az adott klaszterbe tartozo
tiiskék kozott eltelt idsk (Inter Spike Interval, ISI) vizsgalata. Amennyiben kisebb
id6kozok el6fordulnak, mint a refraktori id6 hossza, a klaszter nem tiszta. Ennek
szamszer méréséhez a 2 ms-on illetve 10 ms-on beliili tiiskék ardnyat vizsgaltuk.

Miutan csoportositottuk a tiiskéket a hozzajuk tartozé sejt szerint, a klaszterekbe
tartoz6 jelalakokbol egy jelatlag szamolhato, klaszteratlagnak nevezziik az Gsszes
csatornara vett atlagot, mely az ezen klaszterbe tartozo tiiskék id6pontjai alapjan
szamolhaté.  17.4brdn ugyanannak a klaszternek a klaszteratlaga lathatd, mint
amibe tartozo tiiskéket a 16 &bra mutat, tehat a 14-es csatornan figyelhetd meg
nagy amplitidoju tiiske, mely a 16 abran lathatoakhoz képest sokkal simabb az
atlagolads miatt. A szomszéd csatorndkon, f6leg a 15-0s6n még megfigyelhets egy
sokkal kisebb amplitudéjua tiiske, a tavoliabbokon mar nem beleolvad a zajba.

Az 4tlagoléssal a zaj aranya a jelhez képest csékken. Ezen atlagolt és igy sokkal
zajmentesebb klaszteratlag lesz az sCSD analizis alapja. A klaszteratlagot gyakor-
latilag egy tombként is tarolhato, aminek sorai a kiilonb&z6 csatorndknak, oszlopai a
kiilénb6z6 mérési pontoknak felelnek meg. A klaszteratlagnak egy ilyen dbrazolasa
latszik a 18.abran, melyen a szinek jelolik a jel nagysagat.

Az aramforrasstiriiség eloszlas és az extracellularis potencidlok klaszterdtlagai
kozott a transzfermatrix teremt kapcsolatot, ennek inverzével beszorozva a klaszterat-
lagot, megkapjuk az aramforrassiiriiség eloszlast. A transzfermatrixban szerepel a
sejt és az elektroda tavolsaga, mely ismeretlen, ezen probléma athidalasa a kiilon-
b6z6 mértékek bevezetésével tortént (Id. sCSD analizis elméleti hattere).

Az sCSD modszer segitségével tehat a sejtek elektrodatol mért tévolsagat is
megkapjuk, ez latszik a 19.abra fels6 részén. Az dbra alsé részén az adott tavolségra

1évo sejtek tiiskéinek amplitidoja latszik.
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17. &bra. A 10. csatorna 2. klaszterének dtlaga csatorndnként megjelenitve 4 ms-o0s
1ddablakkal. Jol megfigyelhetd, hogy a jel amplitiddja a 10. csatorndn a legnagyobb,

a 7. és 13. csatorndkon még éppen latszik eqy kis jel.
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18. abra. A 10. csatorna 2. klaszterdtlaga ellentétes eldjellel dbrazolva nemlinedris
szinskdlds dabrdan. Ez az dbrdzolismdd lehetévé teszi a linedris skdlan nem ldthato
kis jelek megfigyelését is, valamint kénnyebbé teszi az dramforrdssiridségekkel valo

osszehasonlitasdt.
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5. Eredmények

5.1. Az osszefoglalé abrak értelmezése

Az 6sszefoglald abrékon kiilonb6z6 csatorndk adott klaszterei esetén lathatoak
az elsG sorban az atlagolt tiiskejelalakok (klaszteratlagok) a fGcsatornéan illetve a
két szomszédos csatornan, a masodik sorban az atlagolt potencialeloszlés szinkodolt
abrazolasmodban, a harmadik sorban pedig a potencidleloszlasokbdl szamolt aram-
forrasstirtiség eloszlasok ugyancsak szinkodolva. Az atlagokat megjelenité dbrakon
a fekete szin tartozik a f&csatornahoz, narancssarga az eggyel alatta 1év6, lila pedig
az eggyel felette 1év6 csatorndhoz. A szinskédla arcustangens alapt, mely el6nye,
hogy a nagy értékl kelek mellett latszanak a kis valtozésok is, melyek szamunkra
fontosak lehetnek. Az aramforrasstiriiség eloszlasos abrakon a piros szin a pozitivan
toltott ionok sejtbe torténs bedramlasanak illetve a negativan toltott ionok sejt-
bél torténd kidramlasanak felel meg. Erdemes Gsszevetni az aramforrassiriiség- és
potenciéleloszlasos dbrakon lathaté mintazatokat, ennek megkdnnyitése érdekében a
potencidlatlagos és potencidleloszlasos dbrakon az eddig hasznélt konvenci6 ellentet-
tjét abrazoltuk, azaz a tiiskéknek pozitiv csiicsok felelnek meg. Mivel a elektromos
jelek tér- és id6beli dinamikajan kiviil érdemes a kezelés hatasara torténg valtoza-
sokat is megfigyelni, a klasztereket 2 részre bontottuk, az els6 részbe tartoztak az
Itp el6tti tiiskék a masodikban pedig az Itp utani tiiskék, ezeknek az els§ és a méa-
sodik oszlop felel meg. A harmadik oszlopban pedig pedig a kezelés hatasara torténé
valtozas latszik, azaz az ltp utani eloszlasok és az Itp el6tti eloszlasok kiilonbsége.

A negyedik sor els6 abréjan a bevezetett mértékek értékei latszanak a tavolsdgok
fiiggvényében. Az S1 és S3 mértékek esetén a minimumbhely hatarozza meg a tévol-
sadgot, az S2 mérték esetén pedig a maximum. A részabran a mérték neve utani e’
bett jelzi azt, hogy ezen tavolsagbecsléshez a klaszter 1tp el6tti tiiskéit hasznéltuk,
'u’ betd pedig, hogy az azuténit. A mértékek tgy lettek skaladzva, hogy a kapott
maximalis illetve minimalis érték abszolutértékének maximuma egy legyen.

A sejt borsztolési tulajdonsagaira és a klaszter tisztasagara is utal az ISI hisz-
togram, mely az egy klaszterbe tartozo tiiskék kozott eltelt idéket mutatja. A hisz-
togrammok 20 ms-ig mutatjak az idékoézoket. A 2 ms-on illetve 10 ms-on beliili
id6kozok szamanak (N, és Nigms)aranya abban az esetben, ha véletlenszerten, de
egyenletesen oszlanak el a tiiskék:

Azon esetekben, mikor 10 ms-os tiizelési id6kozon beliil kevesebb, mint harom

elem volt, a hisztogrammok abrazolasara nem keriilt sor.
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Itp elbtt ltp utan

ch k I Ieum Im N NZ’!I: 10ms sz:m 10ms N szl Nmm: szlm 10ms amp"tl:ldu-
21|42 | 47 | 37 | 225 0 4 | 0 82 0 0 NA 1440
3| 1]|305| 31| 30 | 577 2 22 0.091 160 1 1 1 1149
41|36 44 ] 28 | 104 0 1 0 39 0 0 NA 1256
5|1 |305] 38| 23 | 191 2 5 0.4 75 0 1 0 986
61|45 | 53 | 37 | 440 6 24 0.25 90 0 3 0 1690
6|2 |52 72| 32 | 163 0 16 0 28 0 5 0 2128
70117 | 15| 19 | 216 6 49 0.122 579 8 60 0.133 919
7|2 |135]| 14| 13 711 20 135 0.148 645 5 66 0076 485
73 (245 22 | 27 | 228 19 82 0.232 42 3 8 0.375 1284
70437 | 33| 41 |1748 57 368 0.155 629 11 74 0.149 1565
75|13 | 10| 16 | 1508 77 402 0.192 108 2 25 0.08 743
8|1]|34]| 34| 34 | 1707 55 378 0.146 308 12 69 0.174 1931
8| 2|21 | 26| 16 | 1232 38 302 0.126 |[1221] 24 164 0.146 875
8| 3 |355]| 38 | 33 200 14 77 0.182 26 3 13 0231 2081
84|16 | 21| 11 | 893 23 156 0.147 258 1 132 0.008 1196
85|23 |29 | 17 | 891 20 157 0.127 424 11 39 0.282 1522
8|6 |36)| 39| 33 | 1199 41 260 0.158 943 8 118 0.067 1340
9| 1]|335| 34| 33 | 1715 17 139 0.122 |[2235] 39 358 0.109 1242
92|21 23] 19 | 218 5 29 0.172 104 1 12 0.083 699
9| 3|21 )| 20| 22 | 450 2 29 0.069 |4691| 41 445 0.092 659
9|/4]|21| 23| 19 | 288 6 40 0.15 103 6 21 0.286 623
9|5 |605| 60 | 61 | 292 L 38 0.184 423 15 76 0.197 2446
9|6 |315| 29 | 34 | 520 9 72 0.125 527 7 63 0111 1382
10( 1 |485| 59 | 38 | 1728 23 209 0.11 743 6 45 0.133 2060
10 2 | 14 | 14 | 14 | 1840 12 148 0.081 |[1095 1 36 0.028 878
10 3 | 32 | 31 | 33 | 957 16 110 0.145 434 0 27 0 1176
10( 4 |175]| 15| 20 | 308 5 50 0.1 49 0 6 0 1073
11/ 1 | 47 | 37 | 57 A0 0 1 0 7 0 1 0 2542
11 2 | 39 | 41 | 37 36 0 0 NA 19 1 1 1 1237
11 3 | 12| 23 1 64 0 2 0 4 0 0 NA 361
11/ 4 | 44 | 38 | 50 | 159 1 3 0.333 49 0 1 0 1721
11| 6 |505| 35 | 66 | 119 0 3 0 3 0 0 NA 3118
14/ 1 | 85| B8 8 91 2 31 0.065 85 3 32 0.094 314
14/ 2 | 77 | 150 4 218 1 51 0.02 312 0 118 0 1253
14| 3 | 24 | 31 | 17 | 1410 14 240 0.058 [1841] 19 A76 0.04 889
15/ 1 | 55| 6 5 715 28 407 0.069 65 5 56 0.089 933
15/ 3| 1 1 1 14 13 13 1 8 8 8 1 33
15/ 4 | 20 | 23 | 17 | 617 12 162 0.074 748 14 218 0.064 735
15/ 5 | 55| 5 6 766 7 494 0.014 844 8 534 0.015 443
15/ 6 [ 45| 6 3 1 0 1 0 554 27 320 0.084 1057

21. abra. A tdbldzat a kilonbozd klaszterek ltp eldtti és utdni jellemzdit mutatja. Az
elsd oszlopban a csatornaszdm (ch), a mdsodikban a klaszterszam (k) szerepel. A
klaszterekhez tartozo sejtek ltp eldtt (lay) és utdn (Lun) S1 mérték alapjin szamolt
tavolsagdt a 4. illetve 5. oszlopban taldljuk, az ezek dtlagaként kapott tdvolsdgot (1)a
3. oszlopban taldljuk. A klaszter LTP eldtti és utdani elemszdmdt a megfeleld "N"-
nel jelolt oszlopok, a 2 és 10 ms-on beliil esd elemek szamdt az "Nops" €s "Nigms "
nevt, ezek ardnydt pedig az "Noys/Nioms " nevii oszlopok mutatjik. A 10-nél kisebb

elemszdamokata piros szin, a 100-ndl kisebbeket pedig a kék szin jelzi. Az utolso oszlop

az dramforrdssiriséqg tiskéjének egységekben mért amplitidojdt mutatja.
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N2ms
NlOms
Tehat elvaras az, hogy elég nagy tiiskeszam esetén a klaszterekben ez az arany

=02 (26)

0.2-nél kisebb legyen.
A f6komponensanalizist a fGcsatornéara és a szomszédos csatornaira végeztiik, igy

a legelss és legutolso csatorna jeleit nem elemeztem.

5.2. Kiértékelés

Az els6 négy csatorna a hippokampusz dentate gyrus tartoméanyaba esik. Az
ezeken a csatorndkon talalhat6 tiiskék amplitiidoja alig haladja meg a 30 uV-ot,
azaz a detektalasi kiiszobot és mind egy klaszterbe esnek. Ezen réteg principalis
sejtjei a granularis sejtek és az interneuronok.

Kiilonosen érdekes a 4. csatorn 1. klasztere, itt ugyanis megfigyelhetéek a be-
meneti jelek is. Ez a jelenség leginkabb a 22.4bra ’Aramforrasstirtiség eloszlas LTP
utan’ cimd részabrajan latszik az als6 négy csatornan egy vilagosabb szinekbdl allo
forditott "V’elsg felének formajaban. A bemeneti jelek a szomaig terjednek, majd
az axon inicidlis szegmentumon létrehozva az akcids potencidlt, a dendritikus vis-
szaterjedés figyelhet§ meg, ez adja a forditott 'V’ masik, kicsit rovidebb agat. "Az
aramforrassiirtiség eloszlas kiilonbsége’ cimi &dbra alapjan azt mondhatjuk, hogy a
bemeneti jelek erdssége az LTP hatasara nétt. Az LTP el6tti tiiskék alapjan sza-
molt sejttavolsag kicsit nagyobb, mint az LTP utédnié. A klaszter tisztasagét, jelzi,
hogy egy szomszédos tiizelések kozotti id6 sem esik 2 ms ala. A potencidleloszlasos
abréakon megfigyelhets a dentate gyrus és CAl rétegek hatara, mely a piros és kék
teriiletek talalkozasanal van.

A 9. és 10. csatorna a stratum pyramidale jeleit rogziti, erre utal, hogy min-
den csatornan taldlhato olyan klaszter, melybe tarztozo6 tiiskék szama meghaladja
az 1000-et LTP el6tt és utan is. A 8. csatornan is taldlhato ilyen klaszter, am
abba a 9. csatornan maximalis amplitadoja jelek tartoznak. A 10. csatorna 2.
klaszterében LTP el6tt és LTP utdn is tobb, mint 1000 tiiske tartozik, ez meg
is latszik a potencialatlagok "simasagan". FEz a sejt valészintleg egy CAl-es pi-
ramissejt, melynek sejtteste a stratum pyramidale-ba esik. Az aramforrasstiriiség
eloszlasokon jol megfigyelhetGek az akcios potencial hatasara kialakulo dendritikus

visszaterjedések apikalis (9. csatorna) és bazalis (11.csatorna) irdnyba is.
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22. dbra. A J. csatorna 1. klaszterének dsszefoglalo dbrdja. Az dramforrdssiriséges

abrakon megfigyelhetdek a dendritikus visszaterjedés mellett a bemeneti jelek is.
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valoszinileg eqy piramissejt jeleit tartalmazza.
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borsztold neocortext piramissejt jeleit tartalmazza. Jol latszik, hogy ebben a klaszter-

ben vannak a borszt elsd, azaz legnagyobb amplitidds tagjai, hiszen a nem ldtszanak

kisebb tiskék a nagy tiske eldtt.
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25. abra. Az 5. csatorna 1. klaszterének dsszefoglalo dbrdja. Ez a klaszter eqy
borsztéld neocortexi piramissejt jeleit tartalmazza. Ez a Klaszter kisebb amplitudoji

jeleket tartalmaz.
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26. abra. Az 5. csatorna 5. klaszterének dsszefoglalo dbrdja. Ez a klaszter eqy

borsztold neocortexi piramissejt jeleit tartalmazza.
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A 14-16. csatorndk a neocortex als§ rétegeiben taldlhatok, ahol piramissejtek
jelenléte jellemz6. A 15. csatornan talalhato klaszterekhez tartozo téavolsdgok az 1.
(25.4bra), 5. (26.4bra), és 6. (24.abra) klaszterek esetén megegyeznek, a klaszterbe
tartozoé jelalakok amplitidojukban kiilonb6znek.Ezen klaszterekbe tartozo jelalakok
tehéat egy borsztols sejttdl szarmaznak, igy valtoznak a mért tiiskék amplitidoi. A
15. csatorna 5. klasztere, mely valoszintileg egy neocortexi piramissejtek jeleit tar-
talmazza, j6 példa a borsztolés bemutatasara. Mar a potenciadlatlagokon latszanak a
f6csatornan a tiiske el6tt és utan is koriilbeliil 4 ms-al kisebb tiiskék. Ezek a kisebb
tiiskék a borszt tobbi tagjanak atlagolt verzioja. A kis tiiskék amplitidéja nem
egyezik meg az idGablak kozepén 1év§ tiiskéjével, mert nem minden esetben van a
borsztben el6z6, illetve kovetkezd tag.A borsztolés legszembetinébb mutatéoja ter-
mészeten az IST hisztogramm, melyen mindkét esetben csticsot talalunk 4 ms koriil,
tehat pont akkora idékiilonbségnél, mint ami a potencialeloszlasos abrakon a piros
csucsok kozott van. Az akcios potencial a 15. csatornan alakul ki, visszaterjedés a
14. csatorna felé latszik. A tévolsagbecslés minden mérték esetén kozelitSleg egy-
beesik, a hisztogrammok ltp el6tt és utan hasonld eloszlast mutatnak, valamint a
klaszter tisztasagat jelzik azzal, hogy 2 ms-os idén beliil a gyakorlatilag nincs tiiske.

Az LTP kezelés hatasarol altalanosan elmondhat6, hogy noévelte a tiiske el6tti

jeleket, azaz a sejtek populacidjanak kapcsolatai erdsodtek.
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6. Osszefoglalas

Diplomamunkimban egyes idegsejtek aramforrasstriiség eloszldsainak meghatéro-
zasat és értelmezését mutattam be mikroelektroda rendszer mérései alapjan. Tovabbé
részletesen elemeztem a mérési eredmények feldolgazasara és a sCSD kiszamolasara
irt programot.

A bevezetésben az idegsejtek felépitésének és alapvets miikodésének bemutatéisa
utan attekintettem az extracellularis potencialok biofizikai hatterét, annak szamolasa
soran alkalmazott kozelitéseket, valamint az agyi képalkoto eljarasokat, az LTP jelen-
ségét és az Alzheimer-kort. Bevezettem az dramforrasstiriség fogalméat, majd az an-
nak meghatarozasara hagyomanyosan hasznalt CSD modszert. Mig a CSD modszer
csak agyi rétegek dramforrasstriiségének szamolasara alkalmas a mért extracellularis
potencidlokbdl, az sCSD analizis segitségével egyes idegsejtek aramforras striisége
is kiszamolhat6. A tévolsig meghatarozasara kiilonboz6 mértékeket vezettiink be,
igy a Poisson-egyenlet inverz megoldasa egyértelmivé valt. Az sCSD modszert al-
kalmaztam Alzheimer-kor kisérleti modelljével megbetegitett egér neocortexében és
hippokampuszaban mért extracellularis potencidlokon. A kapott aramforrassiiriiség
eloszlédsok felbontasat a mintavételezési frekvencia és az elektroda kontaktpontjai
kozti tdvolsag hatarozza meg, a hasznalta adatokban ez 30 kHz és 100 um volt.
A kiilénb6z6 neocortexi és hippokampuszi idegsejtek dramforrassiriség eloszlasain
tobbféle jelenség is megfigyelhets, példaul az akcios potencial kialakulasanak helye, a
dendritikus visszaterjedés, a bemeneti jelek, a borsztolés jelensége és az LTP kezelés
hatéasa.

Ahhoz, hogy az extracellularis potenciadlokra alkalmazzuk az sCSD modszert,
sziikség volt az akciés potencidlok 'myomaként’ lathatd tiiskék megkeresésére és
szétvalogatasara a jel alakja alapjan, hiszen a tiiskén alapul a tavolsig becslésére
hasznalt mérték és az idegsejtektsl szarmazé jelek csoportositasa. A tiiskék detek-
talasa a savateresztd sziirGvel szlirt adaton egy kiiszdbérték segitségével tortént, a
jelalak szerinti csoportositas pedig f6komponensanalizis és modell alapu klaszterezés
felhasznalasaval.

Az sCSD modszer tehat lehetévé teszi eddig nem megfigyelt jelenségek megfi-
gyelésére, mely mind az idegsejtek miikédésének megértésében, mind a kiilonbo6zé
kezelések (LTP, gyogyszeres) hatasanak megfigyelésében fontos eredményeket je-
lenthet. A modszer kiillonb6z§ mérési adatokon valod alkalmazasan kiviil tovabbi

célkittizéseink kozott szerepel alkalmazhatosaganak szimulaciokkal valo igazolasa is.
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Eziton szeretném megkoszonni témavezetGmnek, Somogyvari Zoltannak, a diplo-
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