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1. Absztrakt

Az agy m¶ködésének és betegségeinek megértése egy intenzíven fejl®d® terület,

melyhez elengedhetetlen új idegrendszeri képalkotó technikák felbukkanása illetve a

régebbiek továbbfejlesztése. Egyes módszerek (fMRI, PET) különböz® agyterületek

funkcionális szerepére mutatnak rá, mások (EEG, elektródás mérések) az idegse-

jtek elektromos jelenségének mérésen alapulnak. Az eddigi módszerek általában

idegsejtek populációjának vagy idegsejtek kis részleteinek aktivitását vizsgálták,

holott például az extracelluláris multielektródás mérésekkel akár az egyes ideg-

sejtekben végbemen® folyamatok is tanulmányozhatóak. Eddig a szakirodalom-

ban nem ismeretes olyan módszer, mely kísérleti adatok alapján egész idegsejtek

áramforráss¶r¶ség eloszlásait rekonstruálja. A sCSD [1] módszer extracelluláris po-

tenciálok alapján rekonstruálja az egyes idegsejtek áramforráss¶r¶ségének tér- és

id®beli eloszlását a Poisson-egyenlet inverz megoldására alapozva. A kapott áram-

forráss¶r¶ség eloszlások eddig kísérletesen nem kimutatott jelenségek vizsgálatára ad

lehet®séget. Dolgozatomban ismertetem az sCSD analízis elméleti hátterét és alka-

lmazhatóságát, majd a mérési adatokra alkalmazva értelmezem a meg�gyelhet® je-

lenségeket. Az sCSD módszer használatához szükséges jelalakok megkeresésére, osz-

tályozására, válogatására és el®készítésére, valamint az áramforráss¶r¶ségek kiszá-

molására és a megjelenítésére egy programot készítettünk. Diplomamunkámban a

program m¶ködését és az alkalmazott eljárások elméleti hátterét is bemutatom. A

mérési adat az Alzheimer-kór kísérleti modelljével megbetegített egér hippokam-

puszából és neocortexéb®l származik. A mérés során LTP-s kezelést hajtottak végre

mely megváltoztatja az idegsejtek kapcsolatainak er®sségét f®leg a tanulásban nagy

szerepet játszó hippokampuszban, a kezelés el®tti és utáni adatok sCSD analízissel

történ® elemzésével meg�gyelhet®ek a változások. Az sCSD módszer lehet®vé teszi

az idegsejtek elektomos tulajdonságainak megváltozásának kimutatását, mely által

a gyógszergyártás fontos diagnosztikai eszközévé válhat.
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1. ábra. Az idegsejt és a szinapszis általános felépítése [2]

2. Bevezetés

Réges-régen úgy gondolták, hogy az agy csak a koponya kipárnázására szolgál,

Krotóni Alkmaión már az elme helyének tulajdonította, de Arisztotelész szerint csak

a vér h¶tésére szolgált. Azóta kiderült, hogy az agy a gerincesek központi idegrend-

szerének része, itt van a központja az érzékelésnek, megismerésnek, �gyelemnek,

memóriának, felel®s a mozgás vezérléséért, a homeosztázis biztosításáért... De még

most sem ismerjük teljesen az agy m¶ködését, hiszen rendkívül összetett rendszer.

2.1. Az idegsejt tüzelésének folyamata

Az emberi agyban körülbelül 100 milliárd idegsejt található, melyeknek átlagosan

10 ezer szinaptikus kapcsolata van. Az idegsejtek rendkívül változatos alakban jelen-

nek meg, de alapvet®en sejttestb®l és az abból kiinduló nyúlványokból, a dendritek-

b®l illetve axonokból állnak. Egy idegsejt tipikus felépítése a 1.ábrán látható.A

bemeneti jelek összegy¶jtésére szolgál a dendritfa, melyen akár mikrométerenként 2

szinaptikus bemenet is lehet. A 10-50 mikrométeres szóma segítségével az axon ini-

ciális szegmentumon kialakult jel pedig az axonon terjed az axon terminálisig, ahol

az idegsejttel szinaptikus kapcsolatban álló többi idegsejtre továbbítódik a jel neuro-
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2. ábra. A) Az ábrán lév® két piramissejt látszik, fekete szín¶ek a dendritek és

a sejttest, piros szín¶ az axon. A dendritek két csoportra oszthatóak, a sejttest

elettiek az apikálisak, az az alattiak pedig a bazálisak. A sárga hátter¶ kör egy sz-

inaptikus kapcsolatot mutat, piros szín jelöli a preszinaptikus sejt axonját, zöld a

posztszinaptikus sejt dendritjét, a nyíl a jel terjedésének irányát jelzi. B) Küls®

inger (piros) hatására megváltozik a membránpotenciál, ha a depolarizáció elér egy

küszöbértéket kialakul az axonon végigterjed® akciós potenciál, megváltoznak az ionc-

satornák átereszt®képességei (zöld illetve kék görbe jelöli a Na+ illetve Ka+-nak

megfelel® értékeket). Az átereszt®képességek változása ionáramlást eredményez a

membránon keresztül (transzmembrán áram), els®ször kinyílnak a Na+ csatornák,

ezáltal Na+ ionok áramlanak a sejtbe (depolarizáció), majd a megnövekedett mem-

bránpotenciál hatására kinyílnak a Ka+ csatornák, a sejtb®l kiáramló Ka+ ionok

repolarizálják a sejtet. [3]

transzmitterek segítségével. Ezen folyamatok részletesebb megértéséhez szükséges az

idegsejtben zajló elektromos jelenségek tárgyalása. Nyugalmi állapotban az idegsejt

belseje és a sejten kívüli tér között körülbelül -70 mV feszültség mérhet® (nyugalmi

membránpotenciál), melyet a membrán két oldalán eltér® koncentrációban jelenlév®

ionok okoznak (Na+, K+, Cl−, Ca2+).

A korábban emlegetett 'jel' a membránpotenciál megváltozásának felel meg. A

dendritekben ezt a megváltozást az 'jeladó' idegsejtt®l származó ún. neurotran-

szmitterek okozzák. A dendriteken bekövetkez® membránpotenciál változások to-

vaterjednek a sejttesten keresztül, mely folyamat során összegz®dnek. Ha a mem-
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bránpotenciál az axon iniciális szegmentumban elér egy küszöbértéket, kialakul az

akciós potenciál. Ezt a jelenséget tüzelésnek is nevezik. Az akciós potenciál során

a membránpotenciál +40 mV körüli értékre ugrik, majd a nyugalmi membránpo-

tenciál alá süllyed, végül visszaáll a nyugalmi értékre. Ez a folyamat látható a 2.

A) ábrán. A memránpotenciál id®beli változását az id® függvényében ábrázolva

tüskeszer¶ jelalakot kapunk. A tüske id®beli hossza 1 ms körüli és ezután 2 ms-ig az

idegsejt még nem képes ezt megismételni (refrakter szakasz) és körülbelül 20 ms-ig

sokkal nagyobb küszöbérték elérése szükséges hozzá (relatív refrakter szakasz). A

börsztölés az a jelenség, mikor egy idegsejt egymás után (2-10 ms-on belül) többször

ismételten tüzel, majd egy ideig hallgat. A legtöbb sejt akkor börsztöl, mikor a sejt

folyamatos ingerlés alatt áll. Az egyes idegsejtek tüzelése során fellép® akciós po-

tenciálokból mintegy azok ered®jeként ún. agyhullámok alakulnak ki az agy egyes

területein. Ezek frekvenciája az 1-2 Hz-t®l akár 100 Hz fölé is mehet, amplitúdójuk

20-80 mV. Az akciós potenciál kialakulása és terjedése önmagától passzív módon

nem megy végbe, szükség van feszültségfügg® ioncsatornákra, melyek szelektíven

engedik át az ionokat. A Na+, K+ ioncsatornák átereszt®képességének változását

az akciós potenciál alatt a 2. B) ábrán �gyelhetjük meg.

2.2. Fontos agyi rétegek áttekintése

Eredményeink megértéséhez az neocortex V. és VI. rétegének, valamint a hip-

pokampusz felépítésének és sejtjeinek ismerete szükséges, mivel a multielektróda

ezen rétegekben rögzíti az extracelluláris potenciálokat.

A hippokampusz egy félhold alakú struktúra az agyban a diencephalon és a neo-

cortex között. Két f®bb részre bontható: a dentate gyrusra (DG) illetve az ammon-

szarvra. Ez utóbbit a CA1 (cornu Ammonis 1), a keskeny CA2 és a CA3 alrészek

alkotják. A CA1 rétegei a következ®ek: stratum orines (so), stratum pyramidale

(sp), stratum radiatum (sr) és a stratum lacunosum moleculare (slm). A dentate

gyrus rétegei: molekuláris réteg (mo), stratum granulosum (sg) és polimor�kus réteg

(po). A hippokampusz idegsejtjeit principális sejtekre (f®sejtek) és interneuronokra

oszthatjuk. A f®sejtekhez a CA1 és CA3 rétegek piramissejtjei valamint a dentate

gyrus szemcsesejtjei tartoznak, jellemz® rájuk a gazdag dendritfa és a messzefutó

axon. Az interneuronok csak a hippokampuszon belül valósítanak meg kapcsola-

tokat a f®sejtekkel és egymással. Ugyancsak a hippokampusz része az alveus (alv),

mely rétegben nem tálalhatóak sejttestek [4].
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3. ábra. A hippokampusz principális sejtjei (feketék), azaz a piramissejtek (CA1,

CA2, CA3) és szemcsesejtek (dentat gyrus), valamint interneuronjai (színesek) és

szinaptikus idegpályái (Scha�er kollaterális (sc) a CA3 idegsejtjeib®l, moha rostok

(mf) a dentate gyrusból, perforáns pálya az entorhinális kéregb®l, �mbria pálya (�m)

a középagyból és egyéb régiókból. Az idegpályák és a hippokampusz rétegeinek ismerete

segítségével megállapítható az idegsejtek 'bemeneti jeleinek' eredete.) [5]

.
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2.3. Extracelluláris potenciálok bio�zikai háttere [6]

Extracelluláris potenciálnak nevezzük a sejteken kívül mérhet® potenciált, melyet

az el®z® alfejezetben említett transzmembrán áramok hoznak létre. Ez utóbbiak

áramforrásoknak tekinthet®ek az extracelluláris közegben (térfogati vezetési elmélet).

Az r helyen kialakuló extracelluláris potenciál az r0 helyen lév® transzmembrán áram

eredményeképpen:

Φi(r, t) =
1

4πσ

I0(t)

|r− r0|
, (1)

ahol σ az extracelluláris vezet®képesség, amir®l feltesszük, hogy valós, skalár és

homogén, Φ pedig a forrástól végtelenül távol elt¶nik. A fenti egyenlet érvényessége

a következ® feltevéseken alapul:

1. A Maxwell egyenletek kvázisztatikus közelítésén: ez az elektromos E és mág-

neses tér B id®beli változásának elhanyagolását jelenti:

∇× E = −∂B
∂t
≈ 0, (2)

∇×B = µ0j + µ0ε0
∂E

∂t
≈ µ0j, (3)

ahol µ0 a közeg mágneses permeabilitása, ε0 a dielektromos állandója, j pedig

az árams¶r¶ség. A fenti két képlet alapján ez a közelítés az elektromos és mág-

neses tér szétcsatolódását eredményezi. Így az elektromos tér az extracelluláris

potenciállal kifejezve a következ® képlethez vezet:

E = −∇Φ. (4)

Az idegi aktivitásként megjelen® frekvenciákra ez a közelítés jól megalapozot-

tnak tekinthet® [7]

2. Lineáris extracelluláris közeg feltételezésén, tehát az árams¶r¶ség és az elek-

tromos tér kapcsolata lineáris:

j = σE. (5)

3. Az extracelluláris közeg ohmikus. A vezet®képesség képzetes részét nullának

vesszük, vagyis a szövet kapacitív hatását elhanyagolható a rezisztív részéhez

képest. Ez a közelítés a releváns frekvenciákra ugyancsak teljesül [8] [9]
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4. Izotróp extracelluláris vezet®képesség. A vezet®képesség minden irányba meg-

egyezik. Kérgi mérések alapján ez a szürkeállományra jó közelítés, a fehérál-

lományban viszont anizotrópiát mutattak ki [8].

5. Frekvenciafüggetlen extracelluláris vezet®képesség. Ezen közelítés jósága még

nem eldöntött, egyes tanumányok elhanyagolható frekvenciafüggést mutattak

ki [8][ [10], de más eredmények is vannak [11] [12].

6. Az extracelluláris vezet®képesség homogenitása. A kéreg szürkeállományában

ez a feltételezés megfelel®nek tekinthet® [8], míg a hippokampuszban megkérd®-

jelezhet® [13].

4 ábrán egy szimuláció eredményei látszanak, mely során az akciós potenciál

hatására kialakuló extracelluláris potenciálokat vizsgáltál különböz® helyein a térnek.

Az 1. egyenlet 1 pontforrásra adja meg az extracelluláris potenciál értékét, a linear-

itás miatt N db pontforrás esetén kialakult potenciál :

Φ(r, t) =
1

4πσ

N∑
n=1

In(t)

|r− rn|
. (6)

A transzmembrán áramokknak teljesítenie kell Kirchho� els® törvényét, azaz a

transzmemrán áramok el®jeles összegének nullát kell adnia:

N∑
n=1

In(t) = 0. (7)

Ezért kompartmentális idegsejtmodell felépítésekor legalább 2 pontforrást kell

használnunk. Kompartmentális sejtmodell esetén a sejtet N db részre bontjuk, a

szegmensek transzmembrán áramát egy pontforrással helyettesítjük, melyet a kom-

partment közepébe helyezünk.

2.4. Áramforráss¶r¶ség

Az 3.1. képlet a következ® formában is írható:

Φ(r, t) =
1

4πσ

∫∫∫
V

C(r, t)

|r− rn|
d3x ′, (8)

ahol C(r, t) az áramforrás s¶r¶ség:
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4. ábra. A) Szimuláció az akciós potenciál hatására kialakuló extracelluláris poten-

ciálra különböz® helyein a térnek. Az akciós potenciált az apikális dendritek ger-

jesztésével és a bazális dendritek gátlásával érték el. Az idegsejt alakja az neocortex

5. rétegében található piramissejt modellje. A jelalakok 5 ms id®ablakúak, a vékony

vonalasok amplitúdójának skálája 5 µV a vastagoké pedig 20 µV . B) A stimulálás

hatására szomatikus membránpotenciál, a beágyazott kis ábra 5ms-os id®skálán mu-

tatja ugyanezt [14]
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C(r, t) =
N∑
n=

In(t)δ3(r− rn) (9)

Az áramforrás s¶r¶ség az extracelluláris közegb®l ki- illetve belép® áramok s¶r¶-

sége, mértékegysége A/m3. Az inverz probléma is felírható, vagyis az az eset, mikor

az extracelluláris potenciálból szeretnénk az áramforrás s¶r¶séget kiszámolni. A

kontinuitási egyenletet felírva:

∇jtot = ∇(σE + js) = 0, (10)

ahol js az ionok koncentrációkülönbségéb®l származó transzmembrán árams¶r¶ség.

A 5. képletet felhasználva a következ® kifejezéshez jutunk:

σ(r)∇Φ(r, t) = −C(r, t), (11)

ahol C(r, t) = −∇js(r, t). Egyszer¶bb alakra jutunk, ha feltesszük σ izotropitását

és homogenitását:

σ∇2Φ(r, t) = −C(r, t). (12)

A 12. egyenlet a Poisson-egyenlet áramforrás s¶r¶ségekre felírt alakja.

2.5. Áramforrás s¶r¶ségek meghatározása az extracelluláris

potenciálból (CSD eljárás)

A hagyományos CSD eljárás esetén lineáris, többcsatornás elektróda mérései

alapján határozzák meg pár 10 µm-es nagyságú idegszövet átlagos transzmembrán

árams¶r¶ségét. Az elektródát a kéregre mer®legesen (z irány) szúrják be, a z irányba

mer®leges rétegekben a változás kicsi, az elektródával párhuzamos irányban viszont

nagy. Emiatt x-y sík irányában az extracelluláris potenciál változását elhanyagolják,

így a 12. egyenlet a következ® alakra egyszer¶södik:

σ
d2Φ(z, t)

dz2
= −C(z, t). (13)

Ez alapján az áramforráss¶r¶ségeket a j. elektróda magasságában zj a következ®

formulával közelíthetjük:

C(zj) = −σΦ(zj + h)− 2Φ(zj)− Φ(zj − h)

h2
, (14)

h az elektródák közti távolság [15].
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2.6. Agyi képalkotó módszerek

A funkcionális leképez® technikák két f® csoportba oszthatóak az alapján, hogy

milyen �zikai mennyiséget mérnek. Az egyikbe tartoznak azok, amelyek idegse-

jtek elektromos jeleinek mérésén illetve stimulálásán alapulnak, ide tartozik az EEG

(elektro-encefalográ�a), a MEG (mágneses encefalográ�a), Patch Clamp illetve MEA

(multielektródás) mérések. A második csoportba azon eljárások tartoznak, melyek

az idegsejtek aktivitásával összefügg® véráramlást és vérösszetételt nézik. Ide tar-

tozik a PET (pozitron emissziós tomográ�a), a SPECT (egy-foton emissziós kom-

puter tomográ�a), az fMRI (funkcionális mágneses rezonancia) és a lokális véráram-

lást mér® NIRS (közeli infravörös spektroszkópia) módszerek [16].

Az fMRI a vér deoxihemoglobin koncentrációját méri, mely összefügg az adott

agyterület aktivitásával, kihasználva annak paramágneses tulajdonságát. Ugyanc-

sak a lokális véráramlást méri a NIRS technika, mely a molakulakötések gerjesztésén

alapul. A PET esetén különféle pozitron emittáló izotópokat használnak, melyeket

a véráramba juttatva a lokális véráram, vagy az izotóppal jelölt anyag koncentrá-

ciója mérhetó. Az emittált pozitron néhány mm megtétele után annihilálódik, a

keletkez® fotonokat detektálják. PET-hez hasonló a rosszabb felbontású, ám olc-

sóbb SPECT, ahol a fotonok közvetlenül az izotóp bomlásából származnak. Az

EEG a fejre helyezett elektródák segítségével méri az idegsejek csoportjainak tran-

szmemrán áramából származó feszültségváltozást. A MEG az EEG-hez hasonló,

de itt magnetométerek segítségével a transzmembrán áramoktól származó mágneses

mez®t mérik. A Patch Clamp során egy adott idegsejtet szúrnak meg maximum 2-3

elektródákkal, így akár egyes ioncsatornák m¶ködése is vizsgálható, de a módszer

felhasználását korlátozza, hogy jelenleg maximum 2-3 elektródával tudnak dolgozni,

így az egész sejt elektromos jelenségei nem vizsgálhatóak. Az elektródás mérések

során az elektródát vagy multielektródát az agy különböz® területeibe szúrva az ex-

tracelluláris potenciálok mérhet®ek. Általában idegsejtek csoportjainak aktivitását

mérik ezzel a technikával, de különböz® módszerek segítségével kiválogathatóak az

egyes idegsejtek jelei is, amit az idegsejt aktivitásának vizsgálatára használtak.

A diplomamunkámban bemutatott sCSD módszer [1] lehet®vé teszi multielek-

tródával mért extracelluláris potenciálokból egyes idegsejtek áramforrás s¶r¶ségeinek

tér- és id®beli dinamikájának vizsgálatát, ezidáig nem volt olyan módszer, ami ezt

lehet®vé tette volna. Az sCSD módszer tér- és id®beli felbontása a mintavételezési

frekvenciától és a lineáris multielektróda kontaktpontjai közti távolságától függ. Ez

dolgozatban bemutatott esetben 100 µm-eres térbeli felbontás és 1/30-ad ms id®beli
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5. ábra. Különböz® agyi képalkotó eljárások tér- és id®beli felbontása

felbontást jelent. A 5.ábrán látható táblázatban az említett agyi képalkotó mód-

szerek tér- és id®beli felbontásai látszanak, ez alapján egyes idegsejtek vizsgálatára

legalkalmasabb a multielektródás mérés.

Habár a Patch-clamp tecknika segítségével akár egy ioncsatorna m¶ködését is

vizsgálhatjuk, tehát igen kicsiny tér- és id®beli felbontás érhet® el, de limitációt

okoz az, hogy egy idegsejten már két üvegelektróda használata is igen nehézkes.

Az extracelluláris multielektródás mérések lehet®vé teszik a nagyfrekvenciás ada-

trögzítést nagy térbeli felbontásal, ezen méréseket használják az elektróda körüli

idegsejtpopulációk aktivitásának vizsgálatára valamint egyes sejtekt®l aktivitásá-

nak meg�gyelésére, melyet a mért adatokon látható akciós potenciálok "nyomaként"

látható tüskék jeleznek.

2.7. Az Alzheimer-kór

Az Alzheimer kór súlyos idegrendszeri betegség mely szellemi hanyatlással, a gon-

dolkodási és kognitív funkciók romlásával, magatartászavarral és biológiai leépülés-

sel jár. A betegség kiváltó oka nem ismert, kialakulását okozhatja immunoló-

giai és anyagcserezavar, de a szocio-ökonómiai hatások is fontos szerepet játszhat-

nak. Elváltozásokat, sorvadást és idegsejt degenerációt okoz a halánték- és hom-

loklebenyben, a hippokampuszban, valamint meg�gyelték az amiloid-béta fehérje

felszaporodását és összepolimerizálódását úgynevezett plakkokba. A betegség diag-

nosztizálása pszichometriai tesztekkel valamint különböz® idegrendszeri képalkotó

módszerekkel történik. pl. CT, MRI, PET. A betegség modelljét egerekben állítják
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6. ábra. Az LTP illetve LTD jelenségét tanulmányozó kísérlet a mez®potenciál am-

plitúdóját �gyelte különböz® frekvenciájú stimulálás esetén az id® függvényében. A

mérést ey patkány hippokampuszának CA1-es részéb®l származó szeleten végezték.

A mez®potenciál er®södése a szinaptikus kapcsolatok er®södése miatt lép fel, így a

kísérlettel a sejtek közötti kapcsolatok változása tanulmányozható. [17]

el® genetikai úton, melynek hatására amiloid-béta túltermelés jelenik meg. Egy ilyen

módon megbetegített egér agyszelete látható egy méretarányos elektróda rajzával a

9.ábrán. A betegségre utaló amilod-béta fehérje plakkokba való feldúsulását a vörös

foltok jelzik.

Dolgozatomban az Alzheimer-kór kísérleti modelljével megbetegített egéren végzett

LTP kezeléses méréseket elemeztem.

2.8. LTP

A tanulást és a memóriát vizsgáló különböz® kísérletek alapján ezen jelenségek

létrejöttében alapvet® szerepet tölt be a szinaptikus plaszticitás, vagyis a szinaptikus

kapcsolatnak a változása. A hippokampuszban, neocortexben és cerebellumban sik-

erült kimutatni a szinaptikus plaszticitásnak az idegsejt-aktivitással való kapcso-

latát. Egy ilyen kísérlet eredménye látszik a 6.ábrán, melyet egy patkány hip-

pokampuszának CA1-es területéb®l származó szeletén végeztek el.

A kísérletben különböz® frekvenciájú stimulálás hatására vizsgálták a szinaptikus

er®sség változását, aminek mérésére a mez®potenciált, azaz idegsejtek csoportjainak

aktivitásából származó potenciált használták. Az ábrán alapján összehasonlíthatjuk
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a kontroll-szinttel a nagy- és az alacsony frekvenciás stimulálás tranziens és hosszú

távú hatását. Az 1 másodpercig taró magas frekvenciás, 100 Hz-es stimulálás hosszú

távú (több 10 percig) fennmaradó er®södést okozott a szinaptikus kapcsolatokban

(ún. LTP, azaz Long Time Potentiation), a hosszú ideig tartó alacsony frekvenciás

(10 percig 2 Hz-es) stimulálás pedig gyengülést eredményezett (ún. LTD, vagyis

Long Time Depression).
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3. Az sCSD analízis

3.1. Az sCSD analízis elméleti háttere

A sCSDmódszer segítségével az egyes idegsejtek áramforráss¶r¶ség eloszlásainak,

valamint az akciós potenciál kialakulásának tér- illetve id®beli dinamikája vizsgál-

ható. A hagyományos CSD módszer ezek meghatározására nem alkalmas, tekintve

hogy végtelen nagy, lamináris forráseloszlást feltételez, mely jól alkalmazható idegse-

jtpopulációk esetén, de nem használható egy neuronra. Ezért egy olyan modellre van

szükség, mely alapján egyes idegsejtek áramforráss¶r¶ségei is meghatározhatóak az

extracelluláris potenciálokból, melyhez el®ször az inverz problémát kell de�niálni.

Az inverz problémát tehát az áramforrások meghatározása jelenti esetünkben az

elektródával mért potenciálokból. Azonban ez nem egy egyértelm¶ feladat. Ko-

rábban láttuk, hogy az extracelluláris potenciál kielégíti a Poisson-egyenletet (12),

valamint, hogy N darab a transzmembrán áramokat helyettesít® pontforrás esetén

az extracelluláris tér i-vel indexelt pontjában a potenciál a pontforrások súlyozott

összegéb®l adódik. A . képlet átírásával a következ® formulát kapjuk:

Φi (ri) =
1

4πσ

N∑
j=1

Ij(t)

|ri − rj|
(15)

A fenti egyenletet a mátrixformalizmus bevezetésével a következ® formába írhatjuk:

Φ = TI (16)

ahol I az N pontforrás áramer®sségét tartalmazó vektor, Φ az M mért poten-

ciálértéket tartalmazó, T pedig az úgynevezett M ×N -es transzfer mátrix, mely az

egyes pontforrások által generált potenciálmintázatokat tartalmazza az elektródánál

az adott közegre és forrásgeometriára. A 16. egyenlet invertálásával az inverz prob-

lémát kapjuk. Az invertálás általában végrehajtható, amennyiben a mérések száma

nem kisebb a források számánál. Az sCSD egy olyan modell, mely a forrás tulajdon-

ságaihoz illeszkedve biztosítja az inverz probléma megoldásának egyértelm¶ségét.

Az idegsejt elektródával párhuzamos egyenes szakasszal való közelítése a számítá-

sokat nagyban leegyszer¶síti, de a kérgi neuronok alapvet® tulajdonságait meg®rzi,

mint például a hosszúkás alakot és a piramis sejtek tipikus irányítottságát. Feltéve,

hogy az extracelluláris potenciál az elektródával párhuzamos szakaszon lév® pont-

források hatására alakul ki, a transzfer mátrix adott komponense a következ®képpen
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7. ábra. Az elektóda és idegsejt egymáshoz képesti helyzetének sematikus rajza

írható:

Tij(d) =
1

4πσ
√

(xj − yi)2 + d2
(17)

ahol d az elektróda és a forrás közötti távolság, xi és yj pedig az i-edik forrás és

a j-edik elektróda távol-sága (14.ába). Tehát adott elektróda és forrás alak esetén a

tüske potenciálmintázata csak d-t®l függ:

Φ(d) = T (d)I (18)

A források és az elektródák számát egyenl®nek választva T négyzetes mátrix lesz,

így az inverzmegoldás alakja a következ®:

I(d) = T (d)−1Φ (19)

A problémát a megfelel® d érték megtalálásával lehet egyértelm¶vé tenni, erre a

célra különböz® mértékeket de�niáltunk. Tudjuk, hogy az akciós potenciál kialakulásá-

nak helyén a sejtbe pozitív ionok áramolnak be, illetve negatív ionok áramolnak ki,

de ezzel párhuzamosan a sejt többi részén egy ellentétes folyamat játszódik le, tehát a

többi csatornán ellentétes el®jel¶ az áramforráss¶r¶ség, a sejtmembránon át áramló

nettó áram az egész sejtre nézve 0. Az áramforráss¶r¶ség eloszlás rekonstrukciójának

vizsgálata során azt tapasztaltuk, hogy kis távolságokra a f®csatornával szomszédos

csatornákon is azonos el®jel¶ jeleket kapunk. A távolságot növelve természetesen n®

a f®csatornán (ahol legnagyobb a jel amplitúdója) lév® jel amplitúdója, a szomszé-

dosoké viszont egyre csökken, majd átmegy ellentétes el®jel¶vé. Nagy távolságokra

a szomszédos csatornákon nagy a f®csatorna jelével ellentétes érték¶ áramforrások

alakulnak ki, majd ezek szomszédos csatornáin ezekkel ellentétes el®jel¶ áramforrá-

sok jelentek meg egy csíkos mintázatot létrehozva, így el®állítva a tüskét. Az ilyen

"csíkos" megoldások biológiailag nem reálisak.

A távolság meghatározására három különböz® mértéket vezettünk be:
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1. Az S1 mérték az áramforráss¶r¶ségek el®jeles összegének minimalizálásán ala-

pul. Feltesszük, hogy a f®csatornán és a mellékcsatornákon (a f®csatornán

kívüli csatornák) az áramforrások ellentétes el®jel¶ek. A mellékcsatornák és

a f®csatorna tüske id®tartama alatti áramforrásértékeinek (Im és If ) abszolút

értékét külön-külön összegezzük, kivonjuk ®ket egymásból, majd súlyozzuk, a

f®csatorna jelének amplitúdójával:

S1 :=

∑
|Im| −

∑
|If |

max If
(20)

Ebben az esetben a mérték legkisebb értéke határozza meg a sejt távolságát

az elektródától.

2. Az S2 mérték a "legtüskésebb" áramforráss¶r¶ség eloszlás esetén adja a max-

imális értéket. A következ®képpen számolható:

S2 := max
j

−Ij√∑N
j=1 Ij

2
− 〈 −Ij√∑N

j=1 Ij
2
〉 (21)

Ahol 〈〉 az átlagot jelöli és a maximummal valamint az összegzésekkel együtt

a diszkrét áramforráss¶r¶ségeken fut végig. A fenti mérték a 0 és 1 közötti

értékeket veheti fel, 0 abban az esetben, mikor a maximum és az átlag meg-

egyezik, konstans áramforráss¶r¶ség eloszlás esetén, maximális abban az es-

etben mikor egy éles csúcs ül egy sima jelen. A negatív el®jelre a tüskének

megfelel® negatív csúcs miatt van szükség.

3. Az S3 mérték a tüske id®tartama alatt vizsgálja a f®cstornán kívüli csatornákon

az áramforráss¶r¶ségek szórásának a tüske id®tartamára illetve a f®cstornán

kapott jelalak maximumának hányadosát:

S3 :=
D(Im)

max If
, (22)

ahol D jelöli a szórást. Ez a mérték kis értéket ad, ha a mellékcsatornákon

hasonlóak az értékek, bünteti a "csíkos" mintázatokat, valamint súlyoz a f®c-

satorna jelalakjának amplitúdójával. A sejt távolságának meghatározásához

itt is mérték legkisebb értékét keressük.

Tehát az sCSD számolása az S2 mértéket használva ( 8.ábra):

1. A transzfermátrix inverzének és az áramforráss¶r¶ségek kiszámolása a releváns

távolságokra (1-200 µm) adott lépésközökben
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8. ábra. Az áramforráss¶r¶ség eloszlás potenciáleloszlásokból való meghatározásának

lépései

2. A maximális mérték¶ megoldás kiválasztása, amib®l az elektróda-sejt távol-

sága adódik

3. A kapott távolságnak megfelel® áramforráss¶r¶ség eloszlás kiválasztása

3.2. Az sCSD módszer alkalmazhatósága

A dendritek 3 µm körüli vastagsága tipikusan kisebb, mint a meg�gyelés távol-

sága 0-60 µm, tehát ezen a skálán a dendritek hatásai kiátlagolódnak, az extracel-

luláris tér homogénnek tekinthet®. A közeg dielektromos tulajdonságainak frekven-

ciafüggését és az elektromos tér véges terjedési sebességét elhanyagoltuk. A modell

az idegsejtet egy egyenes szakasszal közelíti, mely nagy mérték¶ leegyszer¶sítése

az idegsejt morfológiájának, azonban ez az egyszer¶sítés és az idegsejt elektródával

párhuzamos voltának feltételezése jól alkalmazható a piramissejtekre.
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9. ábra. Az elektróda helyzete az egér agyában.

4. Adatfeldolgozás

4.1. Mérési adatok

A kísérletet Hajós Mihály csoportjában (P�zer Inc., Global Research Develop-

ment, USA) végezték el az Alzheimer-kór sejt szint¶ elváltozásainak meg�gyelése

céljából. A mérést az Alzheimer kór kísérleti modelljével megbetegített egéren

végezték 14030 másodpercig. A mérés során 10 másodpercenként stimulálták az

idegsejteket, valamint a 4650 és 5150 másodperc közötti id®ben nagyfrekvenciás

( 300 Hz) LTP-s kezelés történt ( 11.ábra). A mérésekhez használt rúd alakú mul-

tielektróda 16 csatornán rögzítette a potenciálokat. Az elektróda alakját és elhe-

lyezkedését az agyban a 9.ábrán láthatjuk, az elektróda rajzán a piros pöttyök

jelölik az egyes csatornákhoz tartozó kis elektródákat, az agyban található vörös

foltok pedig az amiloid-β plakkokat. Az elektróda mellett egy piramissejt sematikus

rajza látható, a piros szín¶ nyúlványok a bazális a kékek pedig az apikális dendriteket
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10. ábra. A 8. csatornán rögzített extracelluláris potenciál a mérés 900. és 930.

másodperce között

11. ábra. A nagyfrekvenciás LTP-s kezelés nagyobb (fels® ábrarészlet) illetve kisebb

(alsó ábrarészlet) id®beli felbontással. A kék keretes részletek ugyanazt a két nagyfer-

ekvenciás jelsorozatrészletet mutatják
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12. ábra. Az egér neocortexének és hippokampuszának rétegei. Továbbá láthatóak

az elektróda kontaktpontjai is, ez alapján megbecsülhet®, hogy melyik rétegek jelei

kerültek rögzítésre. Az adott réteg principális sejtjei ismertek, ami segítséget nyújt

az áramforráss¶r¶ség eloszlások értelmezésében.
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jelölik. A kett® találkozásánál van a sejttest, mely a hippokampuszban található pi-

ramissejek sejttestét tartalmazó stratum pyramidale rétegben helyezkedik el, mely

sötét sávként jól meg�gyelhet® az ábrán. A multielektróda csatornái közti távolság

100 µm,a mintavételezési frekvencia 30 kHz volt, ezek határozzák meg az sCSD mód-

szer tér és id®beli felbontását. Az elektróda az neocortexre mer®legesen helyezkedett

el, mely az sCSD módszer alkalmazhatóságának egyik feltétele. A multielektróda

lineáris alakjából következ®en nem alkalmas a forrás pontos térbeli meghatározására,

az elektróda síkjával bezárt szög ismeretlen marad. Az elektróda behelyezéséb®l

adódóan az agykérgi V. és VI. rétegében, valamint a hippokampusz CA1-es és den-

tate gyrus részeiben mért jelek kerültek rögzítésre.

A multielektróda által rögzített extracelluláris potenciál rengeteg idegsejt aktiv-

itásának eredménye, de csupán a közelebbiek (< 60µV ) elektromos aktivitásának

amplitúdója elég nagy ahhoz, hogy a zajból kiemelkedjenek.

4.2. Az elektróda csatornáinak helyzetmeghatározása

Az elektróda behelyezése (12.ábra és a áramforráss¶r¶ségek elemzése alapján

a csatornák helyzete megállapítható. Tudjuk, hogy az elektróda a hippokampusz

illetve neocortex jeleit rögzíti. Ezenkívül két támpontunk van, az egyik az alveus,

a másik pedig a CA1 és dentate gyrus határa. Az alveusba olyan csatornák esnek,

melyeken nem találtunk tüskét, hiszen ebben a rétegben nincsenek sejttestek. A

dentate gyrus és a CA1 határán pedig az agyhullámokban fázisugrást kell látnunk.

Ezek alapján az alveusban a 12. és 13. csatorna található a CA1 és dentate gyrus

határa pedig az 5. csatorna körül van. Tehát az 1-4. csatornák a dentate gyrus

jeleit, az 5. és 11. közöttiek a CA1 jeleit, a 14-16 közöttiek pedig a neocortex jeleit

rögzítik. A csatornák részletesebb elhelyezkedését az áramforráss¶r¶ség eloszlások

kiértékelésénél mutatom be.

4.3. Mérési adatok el®készítése

Ahhoz, hogy az sCSD analízist elvégezhessük, szükségünk van az egyes idegse-

jtek akciós potenciáljaiból származó mért potenciálok (tüskék) jelalakjára. Tehát

külön kell választanunk a jelalakokat aszerint, hogy mely sejtekt®l származnak,

valamint az sCSD-ben felhasznált távolságbecsl® mérték zajra való érzékenysége mi-

att növelni kell a jel/zaj arányt. Az egyes sejtekt®l származó tüskék alakja jellemz®

az adott sejtre, ezért az adott sejtekt®l származó tüskéket szétválogathatjuk a je-
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lalakok sajátosságai alapján [18]. A jelalakok sajátosságainak meghatározására prin-

cipális komponens analízissel (PCA) történt. A jelalaksajátosságok meghatározása

után a tüskéket modell alapú klaszterezéssel klaszterekbe rendeztük, majd az adott

klaszterekbe tartozó jelalakokból kiszámoltuk a klaszterátlagot. Az így kapott klasz-

terátlagok már felhasználhatóak sCSD analízisre, hiszen ezekben az egyes sejtekt®l

származó átlagolt jelalak van, melyben a jel/zaj arány már sokkal nagyobb, mint

az egyes tüskékben. Bár elérhet®ek tüskeválogatásra, sz¶résre, klaszterezésre al-

kalmas programok (SpikeOMatic [19], SpikeSol [20], ezek a klaszterezést csak egy

csatorna jelalakjai alapján végzik, ezért írtunk egy olyan programot, mely elvégzi a

szükséges számításokat és igényeinkhez alkalmazkodik, mind az alkalmazott módsz-

erekben, mind a megjelenítésben. Az extracelluláris potenciálok .ns5 kiterjesztés¶

bináris fájlban voltak tárolva, melynek nagysága 12,5 GB. Mivel számítógépeink

memóriája jóval kisebb volt, így a mérési adat feldolgozása 30 másodperces szakas-

zonként történt.

13.ábra fels® részében a 8. csatornán rögzített nyers adatból kivágott 1 s

hosszúságú rész látható, ezen szembet¶n® egy nagy, körülbelül 200 µV amplitúdójú

alacsonyfrekvenciás (< 300 Hz) oszcilláció. A tüskedetektáláshoz ezen oszcillációk

illetve a zaj eltávolítása, azaz a nyers adat sz¶rése elengedhetetlen. Az áteresztési

tartományt a számunkra fontos események, azaz az akciós potenciál id®tartama

határozta meg, mely 0,5-2 s körüli, ennél egy kicsit szélesebb, 300 Hz és 3000 Hz

között átereszt® sz¶r®t használtunk. Ezenkívül szükséges a 10 másodpercenként al-

kalmazott stimuláló jelek eltávolítása is, ezért azok id®ponta körüli id®ben a sz¶rt

adatot kinulláztuk.

A tüskék kiválogatása a mérési adatokból minden csatornán egy küszöbérték,

jelen esetben minden csatornán -30 µV , segítségével történt eltárolva azt az id®pon-

tot, amikor a jel éppen a küszöb alá ment. A küszöbérték egy kompromisszumot

jelent a nem detektált tüskék és a hamisan detektált zaj között. További hibát okoz

a küszöbértékes tüske detektálásban a tüskék átfedésének jelensége [18].

A sz¶rt adatokból a küszöbérték segítségével kiválogatott tüskék különböz® alakú-

ak, a különböz® alakok különböz® idegsejttekt®l származnak. Az egyes idegsejtek

által el®állított akciós potenciáloktól származó jelalakok általában jellemz®ek az

adott sejtekre, ez alól kivételt képeznek a börsztöl®, azaz sorozatban tüzel® sejtek

jelalakjai ( 14.ábra), mert ilyenkor az akciós potenciál alakja változik, amplitúdója

általában csökken. A tüske jelakakját f®leg az elektródához viszonyított helyzete

határozza meg, de az idegsejt morfológiája is befolyásolja. Felmerül a kérdés, hogy
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13. ábra. A 8. csatornán rögzített nyers adat 1 másodperces része (felül), illetve

annak sávátereszt® sz¶r®vel sz¶rt változata

14. ábra. A 15. csatornán meg�gyelhet® a börsztölés jelensége
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mik azok a tulajdonságok, amik alapján a jelalakokat meg akarjuk különböztetni.

A sejtek elkülönítése els® körben aszerint történik, hogy melyik mérési csatornán

volt a legnagyobb tüskéjének amplitúdója, vagyis milyen mélységben helyezkedik

el az axondombja. Azonban több sejt is lehet ugyanabban a magasságban, tehát

további jellemz®k bevezetés szükséges. Ilyen tulajdonság lehetne például a tüske

amplitúdója, de ez még nem elég, hiszen lehet több sejt is hasonló távolságban az

elektródától, börsztölés fellépésekor pedig egy sejtt®l származó tüskéknek is változik

az amplitúdója. El®fordulhat az is, hogy van egy kis amplitúdós tüskéj¶ sejt egy

csatornán, a szomszédos csatorna magasságában egy nagy amplitúdós sejt, melynek

jele az el®ször említett csatornán hasonló amplitúdóval megjelenhet. Ezen példák

szemléltetik, hogy a jelalakok jellemzésére valamilyen általánosabb módszer szük-

séges. Ugyan egyszer¶ megoldás lenne egy adott id®ablakkal kivágott tüskék (pl. 1-2

ms) mérési pontonként való összehasonlítása, de ez egy sokdimenziós problémához

vezet, hiszen 1,5 ms esetén az adatpontok száma 3 csatorna esetén 135. Ezen prob-

léma dimenziószámának redukálására alkalmas megoldás a f®komponensanalízis [18],

mely a f®komponenseket veszi a tüskék jellemzésére szolgáló tulajdonságoknak és

ezek súlyozott összege adja vissza a tüskéket. Egy tüske (x(t)) esetén az i. f®kom-

ponens súlyát (si) a következ® képlet szerint kaphatjuk meg:

si =
∑
t

ci(t)x(t), (23)

ahol a szummázás t-re, azaz id®ablakon belüli mintavételezési id®pontokra megy.

A f®komponensek az adattömb kovarianciamátrixának sajátvektorainak számolásá-

val adódnak és aszerint vannak rendezve, hogy a tüskék variabilitásában mekkora

szerepet játszanak, tehát az els® egynéhány f®komponenssel már leírja az adat vál-

tozatosságának nagy részét. A f®komponensanalízist 3 csatornára végeztük, ami

azt jelenti, hogy a kiválasztott csatornáról kivágtuk a tüskét egy adott id®ablakkal,

majd a detektált tüske jelalakja elé és mögé hozzáf¶ztük a felett illetve alatta lév®

csatornákon az adott id®ablakban megjelen® jelalakokat. Ez a lépés is a különböz®

neuronoktól származó jelalakok jobb elkülönítését segíti el®. képletek stb.

A f®komponensanalízissel kapott komponensekb®l az els® 6 komponenst tekin-

tjük a tüskék tulajdonságainak, ezek alapján válogatjuk szét ®ket különböz® csopor-

tokba. Klaszterezés során objektumokat szeretnénk különböz® csoportokba, azaz

klaszterekbe válogatni a rajtuk végrehajtott több dimenziós meg�gyelés alapján egy

minimalizálandó veszteségfüggvény segítségével. Az n darab objektumnak jelen es-

etben a tüskék f®komponensekkel kifejezett alakjai felelnek meg. Klaszterezés sorén

26



feltettük, hogy a klaszterek Gaussos eloszlásúak, majd alkalmaztuk a Gaussian Mix-

ture Based Clustering [21] eljárást. A klaszterezés során minden klaszter Gaussos

eloszlású:

Φk(x|µk,Σk) = (2π)−p/2|Σk|−1/2exp{−1/2(xi − µk)TΣ−1k (xi − µk)}, (24)

Ahol x az adat, k a k. klaszter jelenti. A klaszterek ellipszoid alakúak, középpon-

tjuk a µk átlagok, további geometriai alakjukat a Σk kovarianciamátrix határozza

meg. Minden kovarianciamátrix sajátértékdekompozícióval van parametrizálva a

következ® formában:

Σk = λkDkAkD
T
k , (25)

ahol a Dk a sajátvektorokból álló ortogonális mátrix, Ak a diagonális mátrix elemei

a Σk sajátértékeivel arányosak, λk pedig skalár.

Programomban az Mclust függvényt használtam, melynek három argumentu-

mot kell megadni: egy mátrixot mely a meg�gyeléseket tartalmazza, valamint a

klaszterek minimális illetve maximális számát. A jelenlegi esetben a meg�gyeléseknek

a tüskéknek az els® hat f®komponensre vett vetülete felel meg, a minimális klaszter-

számot 3-nak, a maximálista pedig 10-nek választottam. A kovarianciamátrix f®kom-

ponenseit, a s¶r¶ségkontúrt pedig Ak határozza meg, az ellipszoid térfogata pedig

λdk|Ak|-val arányos, ahol d az adat dimenziója. Az eloszlás alakját (irány, térfo-

gat, alak) az adat határozza meg, és megkövetelhetjük ezen jellemz®k megegyezését

vagy nem megegyez®ségét a különböz® modellekben. A különböz® modellek közül

kiválasztjuk a legjobbat a BIC (Bayesian Information Criterion) kritérium alapján,

mely különböz® paraméterszámú modellek összehasonlítására alkalmas, ehhez a max-

imum likelihood függvényt használja, de bevezet egy büntetést, mely a modellben

szerepl® paraméterek számával arányos. Ezen mérték alapján az mclust eljárás

kiválasztja a legjobb modellt és klasszi�kálja az elemeket. A 15-ös csatorna klasztere-

zése során kapott klaszterek látszanak a 15.ábrán. Ezen a csatornán egy börsztöl®

sejt található, a börszt els® tagja a legnagyobb amplitúdójú, az utána lév®ké egyre

csökken. A börszt különböz® tagjainak megfelel® klaszterek a 6., az 1. és az 5. az

amplitúdó szerint csökken® sorrendben, melyek az ábrán egymás mellett helyezked-

nek el, a kisebb amplitúdójúak kisebb értékeket vesznek fel.

Egy a komponensek klaszterezésével kapott klaszter az egy adott sejtt®l szár-

mazó tüskéket tartalmazza, ha a klaszterezés jól m¶ködött, egy sejthez több klaszter

is tartozhat pl. börsztölés során megjelen® jelalakváltozás miatt. 16.ábrán a

14. csatornán található tüskéken elvégzett klaszterezés eredményeként az egyik
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15. ábra. A 15. csatorna klasztereinek els® két f®tengelyre vett vetülete.

16. ábra. A 10. klaszterbe tartozó els® 50 tüske.

28



klaszterbe tartózó tüskékb®l az els® 50 darab. Szemmel láthatóan a tüskék alakja

és amplitúdója nagyon hasonló.

A klaszterezés min®ségének egy egyszer¶ módszere az adott klaszterbe tartozó

tüskék között eltelt id®k (Inter Spike Interval, ISI) vizsgálata. Amennyiben kisebb

id®közök el®fordulnak, mint a refraktori id® hossza, a klaszter nem tiszta. Ennek

számszer¶ méréséhez a 2 ms-on illetve 10 ms-on belüli tüskék arányát vizsgáltuk.

Miután csoportosítottuk a tüskéket a hozzájuk tartozó sejt szerint, a klaszterekbe

tartozó jelalakokból egy jelátlag számolható, klaszterátlagnak nevezzük az összes

csatornára vett átlagot, mely az ezen klaszterbe tartozó tüskék id®pontjai alapján

számolható. 17.ábrán ugyanannak a klaszternek a klaszterátlaga látható, mint

amibe tartozó tüskéket a 16 ábra mutat, tehát a 14-es csatornán �gyelhet® meg

nagy amplitúdójú tüske, mely a 16 ábrán láthatóakhoz képest sokkal simább az

átlagolás miatt. A szomszéd csatornákon, f®leg a 15-ösön még meg�gyelhet® egy

sokkal kisebb amplitúdójú tüske, a távoliabbokon már nem beleolvad a zajba.

Az átlagolással a zaj aránya a jelhez képest csökken. Ezen átlagolt és így sokkal

zajmentesebb klaszterátlag lesz az sCSD analízis alapja. A klaszterátlagot gyakor-

latilag egy tömbként is tárolható, aminek sorai a különböz® csatornáknak, oszlopai a

különböz® mérési pontoknak felelnek meg. A klaszterátlagnak egy ilyen ábrázolása

látszik a 18.ábrán, melyen a színek jelölik a jel nagyságát.

Az áramforráss¶r¶ség eloszlás és az extracelluláris potenciálok klaszterátlagai

között a transzfermátrix teremt kapcsolatot, ennek inverzével beszorozva a klaszterát-

lagot, megkapjuk az áramforráss¶r¶ség eloszlást. A transzfermátrixban szerepel a

sejt és az elektróda távolsága, mely ismeretlen, ezen probléma áthidalása a külön-

böz® mértékek bevezetésével történt (ld. sCSD analízis elméleti háttere).

Az sCSD módszer segítségével tehát a sejtek elektródától mért távolságát is

megkapjuk, ez látszik a 19.ábra fels® részén. Az ábra alsó részén az adott távolságra

lév® sejtek tüskéinek amplitúdója látszik.
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17. ábra. A 10. csatorna 2. klaszterének átlaga csatornánként megjelenítve 4 ms-os

id®ablakkal. Jól meg�gyelhet®, hogy a jel amplitúdója a 10. csatornán a legnagyobb,

a 7. és 13. csatornákon még éppen látszik egy kis jel.
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18. ábra. A 10. csatorna 2. klaszterátlaga ellentétes el®jellel ábrázolva nemlineáris

színskálás ábrán. Ez az ábrázolásmód lehet®vé teszi a lineáris skálán nem látható

kis jelek meg�gyelését is, valamint könnyebbé teszi az áramforráss¶r¶ségekkel való

összehasonlítását.
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19. ábra. A sejtek elektródától mért távolsága

20. ábra. Az egyes klasztereknek megfelel® idgsejtek akciós potenciáljai során

kialakuló áramforráss¶r¶ségek amplitúdói
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5. Eredmények

5.1. Az összefoglaló ábrák értelmezése

Az összefoglaló ábrákon különböz® csatornák adott klaszterei esetén láthatóak

az els® sorban az átlagolt tüskejelalakok (klaszterátlagok) a f®csatornán illetve a

két szomszédos csatornán, a második sorban az átlagolt potenciáleloszlás színkódolt

ábrázolásmódban, a harmadik sorban pedig a potenciáleloszlásokból számolt áram-

forráss¶r¶ség eloszlások ugyancsak színkódolva. Az átlagokat megjelenít® ábrákon

a fekete szín tartozik a f®csatornához, narancssárga az eggyel alatta lév®, lila pedig

az eggyel felette lév® csatornához. A színskála arcustangens alapú, mely el®nye,

hogy a nagy érték¶ kelek mellett látszanak a kis változások is, melyek számunkra

fontosak lehetnek. Az áramforráss¶r¶ség eloszlásos ábrákon a piros szín a pozitívan

töltött ionok sejtbe történ® beáramlásának illetve a negatívan töltött ionok sejt-

b®l történ® kiáramlásának felel meg. Érdemes összevetni az áramforráss¶r¶ség- és

potenciáleloszlásos ábrákon látható mintázatokat, ennek megkönnyítése érdekében a

potenciálátlagos és potenciáleloszlásos ábrákon az eddig használt konvenció ellentet-

tjét ábrázoltuk, azaz a tüskéknek pozitív csúcsok felelnek meg. Mivel a elektromos

jelek tér- és id®beli dinamikáján kívül érdemes a kezelés hatására történ® változá-

sokat is meg�gyelni, a klasztereket 2 részre bontottuk, az els® részbe tartoztak az

ltp el®tti tüskék a másodikban pedig az ltp utáni tüskék, ezeknek az els® és a má-

sodik oszlop felel meg. A harmadik oszlopban pedig pedig a kezelés hatására történ®

változás látszik, azaz az ltp utáni eloszlások és az ltp el®tti eloszlások különbsége.

A negyedik sor els® ábráján a bevezetett mértékek értékei látszanak a távolságok

függvényében. Az S1 és S3 mértékek esetén a minimumhely határozza meg a távol-

ságot, az S2 mérték esetén pedig a maximum. A részábrán a mérték neve utáni 'e'

bet¶ jelzi azt, hogy ezen távolságbecsléshez a klaszter ltp el®tti tüskéit használtuk,

'u' bet¶ pedig, hogy az azutánit. A mértékek úgy lettek skálázva, hogy a kapott

maximális illetve minimális érték abszolútértékének maximuma egy legyen.

A sejt börsztölési tulajdonságaira és a klaszter tisztaságára is utal az ISI hisz-

togram, mely az egy klaszterbe tartozó tüskék között eltelt id®ket mutatja. A hisz-

togrammok 20 ms-ig mutatják az id®közöket. A 2 ms-on illetve 10 ms-on belüli

id®közök számának (N2ms és N10ms)aránya abban az esetben, ha véletlenszer¶en, de

egyenletesen oszlanak el a tüskék:

Azon esetekben, mikor 10 ms-os tüzelési id®közön belül kevesebb, mint három

elem volt, a hisztogrammok ábrázolására nem került sor.

33



21. ábra. A táblázat a különböz® klaszterek ltp el®tti és utáni jellemz®it mutatja. Az

els® oszlopban a csatornaszám (ch), a másodikban a klaszterszám (k) szerepel. A

klaszterekhez tartozó sejtek ltp el®tt (leltt) és után (lutn) S1 mérték alapján számolt

távolságát a 4. illetve 5. oszlopban találjuk, az ezek átlagaként kapott távolságot (l)a

3. oszlopban találjuk. A klaszter LTP el®tti és utáni elemszámát a megfelel® "N"-

nel jelölt oszlopok, a 2 és 10 ms-on belül es® elemek számát az "N2ms" és "N10ms"

nev¶, ezek arányát pedig az "N2ms/N10ms" nev¶ oszlopok mutatják. A 10-nél kisebb

elemszámokata piros szín, a 100-nál kisebbeket pedig a kék szín jelzi. Az utolsó oszlop

az áramforráss¶r¶ség tüskéjének egységekben mért amplitúdóját mutatja.
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N2ms

N10ms

= 0.2 (26)

Tehát elvárás az, hogy elég nagy tüskeszám esetén a klaszterekben ez az arány

0.2-nél kisebb legyen.

A f®komponensanalízist a f®csatornára és a szomszédos csatornáira végeztük, így

a legels® és legutolsó csatorna jeleit nem elemeztem.

5.2. Kiértékelés

Az els® négy csatorna a hippokampusz dentate gyrus tartományába esik. Az

ezeken a csatornákon található tüskék amplitúdója alig haladja meg a 30 µV -ot,

azaz a detektálási küszöböt és mind egy klaszterbe esnek. Ezen réteg principális

sejtjei a granuláris sejtek és az interneuronok.

Különösen érdekes a 4. csatorn 1. klasztere, itt ugyanis meg�gyelhet®ek a be-

meneti jelek is. Ez a jelenség leginkább a 22.ábra 'Áramforráss¶r¶ség eloszlás LTP

után' cím¶ részábráján látszik az alsó négy csatornán egy világosabb színekb®l álló

fordított 'V'els® felének formájában. A bemeneti jelek a szómáig terjednek, majd

az axon iniciális szegmentumon létrehozva az akciós potenciált, a dendritikus vis-

szaterjedés �gyelhet® meg, ez adja a fordított 'V' másik, kicsit rövidebb ágát. 'Az

áramforráss¶r¶ség eloszlás különbsége' cím¶ ábra alapján azt mondhatjuk, hogy a

bemeneti jelek er®ssége az LTP hatására n®tt. Az LTP el®tti tüskék alapján szá-

molt sejttávolság kicsit nagyobb, mint az LTP utánié. A klaszter tisztaságát, jelzi,

hogy egy szomszédos tüzelések közötti id® sem esik 2 ms alá. A potenciáleloszlásos

ábrákon meg�gyelhet® a dentate gyrus és CA1 rétegek határa, mely a piros és kék

területek találkozásánál van.

A 9. és 10. csatorna a stratum pyramidale jeleit rögzíti, erre utal, hogy min-

den csatornán található olyan klaszter, melybe tarztozó tüskék száma meghaladja

az 1000-et LTP el®tt és után is. A 8. csatornán is található ilyen klaszter, ám

abba a 9. csatornán maximális amplitúdójú jelek tartoznak. A 10. csatorna 2.

klaszterében LTP el®tt és LTP után is több, mint 1000 tüske tartozik, ez meg

is látszik a potenciálátlagok "simaságán". Ez a sejt valószín¶leg egy CA1-es pi-

ramissejt, melynek sejtteste a stratum pyramidale-ba esik. Az áramforráss¶r¶ség

eloszlásokon jól meg�gyelhet®ek az akciós potenciál hatására kialakuló dendritikus

visszaterjedések apikális (9. csatorna) és bazális (11.csatorna) irányba is.
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22. ábra. A 4. csatorna 1. klaszterének összefoglaló ábrája. Az áramforráss¶r¶séges

ábrákon meg�gyelhet®ek a dendritikus visszaterjedés mellett a bemeneti jelek is.
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23. ábra. Az 10. csatorna 2. klaszterének összefoglaló ábrája. Ez a klaszter

valószín¶leg egy piramissejt jeleit tartalmazza.
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24. ábra. Az 5. csatorna 6. klaszterének összefoglaló ábrája. Ez a klaszter egy

börsztöl® neocortexi piramissejt jeleit tartalmazza. Jól látszik, hogy ebben a klaszter-

ben vannak a börszt els®, azaz legnagyobb amplitúdós tagjai, hiszen a nem látszanak

kisebb tüskék a nagy tüske el®tt.
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25. ábra. Az 5. csatorna 1. klaszterének összefoglaló ábrája. Ez a klaszter egy

börsztöl® neocortexi piramissejt jeleit tartalmazza. Ez a klaszter kisebb amplitúdójú

jeleket tartalmaz.
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26. ábra. Az 5. csatorna 5. klaszterének összefoglaló ábrája. Ez a klaszter egy

börsztöl® neocortexi piramissejt jeleit tartalmazza.
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A 14-16. csatornák a neocortex als® rétegeiben találhatók, ahol piramissejtek

jelenléte jellemz®. A 15. csatornán található klaszterekhez tartozó távolságok az 1.

(25.ábra), 5. (26.ábra), és 6. (24.ábra) klaszterek esetén megegyeznek, a klaszterbe

tartozó jelalakok amplitúdójukban különböznek.Ezen klaszterekbe tartozó jelalakok

tehát egy börsztöl® sejtt®l származnak, így változnak a mért tüskék amplitúdói. A

15. csatorna 5. klasztere, mely valószín¶leg egy neocortexi piramissejtek jeleit tar-

talmazza, jó példa a börsztölés bemutatására. Már a potenciálátlagokon látszanak a

f®csatornán a tüske el®tt és után is körülbelül 4 ms-al kisebb tüskék. Ezek a kisebb

tüskék a börszt többi tagjának átlagolt verziója. A kis tüskék amplitúdója nem

egyezik meg az id®ablak közepén lév® tüskéjével, mert nem minden esetben van a

börsztben el®z®, illetve következ® tag.A börsztölés legszembet¶n®bb mutatója ter-

mészeten az ISI hisztogramm, melyen mindkét esetben csúcsot találunk 4 ms körül,

tehát pont akkora id®különbségnél, mint ami a potenciáleloszlásos ábrákon a piros

csúcsok között van. Az akciós potenciál a 15. csatornán alakul ki, visszaterjedés a

14. csatorna felé látszik. A távolságbecslés minden mérték esetén közelít®leg egy-

beesik, a hisztogrammok ltp el®tt és után hasonló eloszlást mutatnak, valamint a

klaszter tisztaságát jelzik azzal, hogy 2 ms-os id®n belül a gyakorlatilag nincs tüske.

Az LTP kezelés hatásáról általánosan elmondható, hogy növelte a tüske el®tti

jeleket, azaz a sejtek populációjának kapcsolatai er®södtek.
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6. Összefoglalás

Diplomamunkámban egyes idegsejtek áramforráss¶r¶ség eloszlásainak meghatáro-

zását és értelmezését mutattam be mikroelektróda rendszer mérései alapján. Továbbá

részletesen elemeztem a mérési eredmények feldolgázására és a sCSD kiszámolására

írt programot.

A bevezetésben az idegsejtek felépítésének és alapvet® m¶ködésének bemutatása

után áttekintettem az extracelluláris potenciálok bio�zikai hátterét, annak számolása

során alkalmazott közelítéseket, valamint az agyi képalkotó eljárásokat, az LTP jelen-

ségét és az Alzheimer-kórt. Bevezettem az áramforráss¶r¶ség fogalmát, majd az an-

nak meghatározására hagyományosan használt CSD módszert. Míg a CSD módszer

csak agyi rétegek áramforráss¶r¶ségének számolására alkalmas a mért extracelluláris

potenciálokból, az sCSD analízis segítségével egyes idegsejtek áramforrás s¶r¶sége

is kiszámolható. A távolság meghatározására különböz® mértékeket vezettünk be,

így a Poisson-egyenlet inverz megoldása egyértelm¶vé vált. Az sCSD módszert al-

kalmaztam Alzheimer-kór kísérleti modelljével megbetegített egér neocortexében és

hippokampuszában mért extracelluláris potenciálokon. A kapott áramforráss¶r¶ség

eloszlások felbontását a mintavételezési frekvencia és az elektróda kontaktpontjai

közti távolság határozza meg, a használta adatokban ez 30 kHz és 100 µm volt.

A különböz® neocortexi és hippokampuszi idegsejtek áramforráss¶r¶ség eloszlásain

többféle jelenség is meg�gyelhet®, például az akciós potenciál kialakulásának helye, a

dendritikus visszaterjedés, a bemeneti jelek, a börsztölés jelensége és az LTP kezelés

hatása.

Ahhoz, hogy az extracelluláris potenciálokra alkalmazzuk az sCSD módszert,

szükség volt az akciós potenciálok 'nyomaként' látható tüskék megkeresésére és

szétválogatására a jel alakja alapján, hiszen a tüskén alapul a távolság becslésére

használt mérték és az idegsejtekt®l származó jelek csoportosítása. A tüskék detek-

tálása a sávátereszt® sz¶r®vel sz¶rt adaton egy küszöbérték segítségével történt, a

jelalak szerinti csoportosítás pedig f®komponensanalízis és modell alapú klaszterezés

felhasználásával.

Az sCSD módszer tehát lehet®vé teszi eddig nem meg�gyelt jelenségek meg�-

gyelésére, mely mind az idegsejtek m¶ködésének megértésében, mind a különböz®

kezelések (LTP, gyógyszeres) hatásának meg�gyelésében fontos eredményeket je-

lenthet. A módszer különböz® mérési adatokon való alkalmazásán kívül további

célkit¶zéseink között szerepel alkalmazhatóságának szimulációkkal való igazolása is.
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