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Az alabbi beszamoldé harom olyan részeredményt mutat be roviden, melyek az agy-gép
interfészekben hasznosithatd mdodon lehetévé teszik a neocortexben 1évé neuronok jeleinek
egyideji regisztracidjat nagy slriiségli mikroelektrod rendszerekkel ¢és kétfoton
mikroszkdpiaval. Az eredmények kozott szerepelnek a mikroszkdp geometridjahoz optimalizalt
késziilt multielektrodok, a fotoelektromos hatasbol eredd, a hasznos jeleknél nagysagrendekkel
nagyobb amplituddji miitermékeket eliminald algoritmus, valamint olyan modern mesterséges
neurdlis halok, melyek az elektrofizioldgiai és kétfoton mikroszképos jelfolyamokban
sejtektivitasokat taldlnak és kiilonboztetnek meg. Ezekbdl az eredményekbdl 3 db olyan
nemzetkozi, lektoralt, impakt faktorral rendelkezé, Q1 besorolast folydiratcikk sziiletett,
melyben a projektvezetd utolso szerzként szerepel. Az 6sszefoglald végén emlitésre keriilnek
a kutatés tovabbi, még nem publikalt hatdsai. Példaul a mérések végzésére kiilonbozo hatraltato
tényezok miatt nem alkalmas holtidékben tobbek k6zott az agy-gép interfészek szakirodalmat
attekint6 cikk megirasaba kezdtiink.



1. Kétfoton mikroszkoéppal torténd egyidejii  hasznalatra
optimalizalt MEMS mikroelektrodok

Az in vitro hasznalatra fejlesztett MEMS eszkozrol részletesebb leiras talalhatd az alabbi
publikacidoban: Meszéna Domokos, Kerekes Balint Péter, Pal Ildiko, Orban Gébor, Fiath

Richard, Holzhammer Tobias, Ruther Patrick, Ulbert Istvan, Marton Gergely: A silicon-based

spiky probe providing improved cell accessibility during in vitro slice recordings, Sensors And
Actuators B-Chemical 297 Paper: 126649 (2019), impakt faktor: 6,393

Az ebben a tanulmanyban bemutatott
32-csatornas, 25 um-t6l 100 pm-ig
terjedd raszteri multielektrodokkal az
egy sorban kidllo érzékelofeliileteket
enyhén az agyszeletek felszine ala
tudjuk juttatni, és az eszk6zok minden
egyes felhasznalasa soran olyan egysejt
aktivitasokat mértiink, melyek az un.
¢les hullam (”sharp wave”) populacios
aktivitasokat kisérték. A kialakitas
elénye, hogy az un vakfolt problémat
(’dead spot problem”) megoldja, Ez a
probléma akkor jelentkezik, amikor az
érzékelodfeliiletek az elektrodtestek ¢létol
vagy hegyétdl tul tavol helyezkednek el.
Ez megneheziti vagy ellehetetleniti azt,
hogy pl. egy iivegpipettaval szimultan
tudjunk a kozeli sejtekbdl jeleket
elvezetni. Az Ujonnan Kkifejlesztett
»tiskés” (spiky) multielektrodjainkkal
sikeresen  végeztink ilyen  péros
méréseket, két-foton mikroszkop
objektiv alatt. Ezek a mérések validalt
("ground truth”) adatokat szolgal-
tathatnak az egyes neuronaktivitasok
detektalasdhoz és sejtenkénti
szétvalogatasdhoz. A multielektrddrol
késziilt  képek és  részletek a
hasznalataval kapott eredményekbdl az
1-2. 4bran lathatoak.
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1. abra: A kétfoton mikroszkop objektiv alatti
haszndlatra tervezett , tiiskés” (spiky) 32-
csatornds MEMS mikroelektrod
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2. abra: az ujonnan kifejlesztett tiiskés
mikorelektroddal mért jelek osszehasonlitisa
hagyomanyos in vitro haszndlatos elektrod
jeleivel.  Elobbivel  nagyobb  szamu  és
amplitudoju egysejt aktivitas mérheto.



In vivo hasznélatra szant MEMS eszkozoket terveztiink és gyartattunk a freiburgi Institut fiir
Mikrosystemtechnik (IMTEK) intézettel kooperacioban. Az eszkdzoket hdromféle elektrod-
elrendezéssel alakittattuk ki. Ezek mindegyike 32 csatornat tartalmaz, négy szaron. Késziiltek
linedris — 900 pm ¢és 1800 pm hosszan elosztott konstrukcidk, valamint a 3. és 5. kortikalis
réteget c€lzo tetrodokat tartalmazoak (3. dbra). A kész implantdtumokrol elézetesen pasztazéd
elektronmikroszkopos képeket készitettiink, valamint elézetes impedancia-teszteket végeztiink
sooldatban, hogy meggydzddjlink a hasznalhatésdgukrdl. A tesztek soran nem tapasztaltunk
anomaliat. A beiiltetéseket végeztiink GCaMP6f fehérjét expresszald génmoddositott egerek
neocortex agyi régioiba, azonban a kisérletek alacsony szdma miatt ezeket a méréseket még
nem talaltuk kozlésre alkalmasnak.

3. dbra: Az in vivo hasznadlatra fejlesztett eszkoz mikrotechnologiai
maszkterve (fent) és a legydrtott eszkoz mikroszkopos felvétele (lent).



2. A Kkétfoton lézer altal gerjesztett fotoelektromos miitermék
elektrofiziol6giai jelbdl torténd elmiminalasa

Errdl a részeredményrol részletesebb leiras talalhatd az alabbi publikacioban: Orban Gabor,
Meszéna Domokos, Tasnady Kinga Réka, Rézsa Baldzs, Ulbert Istvan, Marton Gergely:
Method for spike detection from microelectrode array recordings contaminated by artifacts of
simultaneous two-photon imaging, PLOS ONE 14 : 8 p. €0221510 (2019), impakt faktor: 2,776.

Korabbi publikaciok szerint a szimultdn végzett két-foton képalkotds ¢és MEMS
multielektrodokkal torténd elektrofizioldgiai mérések kdzben a fotoelektromos zaj stlyos
problémat okoz. Sajat, GCaMP6f fehérjét expresszald génmoddositott egerek agyszovetében
végzett kisérleteink alapjan, amikor az elektrodok a két-foton ablakon beliil helyezkednek el, a
képalkoto 1ézer a legnagyobb egysejt aktivitasoknal koriilbeliil 50-szer nagyobb amplitadoja
miutermékeket generdl, és az Osszetett spektrummal rendelkezé fotoelektromos zaj egyszerii
szlirdkkel nem kiiszobolhetd ki. Szerencsére azonban egy un. fésiisziird (“comb filter”) alapu,
adaptiv algoritmussal sikeresen elimindlni tudtuk a miitermékeket, olyan mértékben, hogy a
két-foton mikroszképidval szimultan mért elektrofoziologiai jelekbdl lehetdségiink legyen
egysejt aktivitasok detektalasdra, sot, sejtek szerinti elkiilonitésére (“spike sorting”). A szfirt
jelekben kis amplitadoju, tiiskeszerli miitermékek még maradtak, melyek szinkronban voltak a
1ézerzajjal, de ezek az egysejt aktivitasok tobbségénél mar joval kisebbek voltak. Ezt a sz{ir6t
azokra a jel-részletekre is alkalmaztuk, melyeknél a képalkoto 1ézer ki volt kapcsolva, hogy
ezek megfeleld referencidt szolgaltathassanak annak megéllapitdsara, a moddszer valoban
alkalmas a sejtaktivitasok elkiilonitése a 1ézerzajjal terhelt jelekben. Az adaptiv féstisziirével
szurt elektrofiziologiai jelekbol detektalt egysejt aktivitasokat jellemz6 vonasok (”feature”-0k)
stabilitdsat megvizsgaltuk aszerint, hogy valtoznak idében és a 1ézerzaj hatdsara: a kisérletek
soran egy-egy 8 perces két-foton képalkotas-mentes felvétel utdn bekapcsoltuk a két-foton
mikroszkopot ¢s a MEMS multielektrod kornyezetében 1évo szdvetet pasztaztuk 8 percen
keresztiil, majd a 4 percre ujra kikapcsoltuk a mikroszkopot. A kifejlesztett algoritmusunkat
alkalmazva, a sejtatkivitasok elkiilonitéséhez hasznalt vonasokat nem befolyasolta a két-foton
mikroszkop altal kibocsatott 1ézerfény, ezek az egymaés utdn kovetkezd zajos €s zajmentes
mérések alatt stabilak maradtak (1d. 4. abra a kdvetkez6 oldalon). Ezzel a modszerrel legjobb
tudasunk szerint elsOként valtunk képessé arra, hogy egy szimultan két-foton mikroszkopias €s
MEMS multielektrodos mérésekben egysejt-aktivitasokat detektaljunk és kiilonitsiink el egyes
idegsejtek szerint. Az Gjonnan kifejlesztett modszernek hatranyai is akadnak: alkalmazéasédhoz
“tiszta”, lézerzajmentes felvételeket kell késziteni a szovetbdl a szimultdn mérés eldtt (és
célszerlien utana is), hogy verifikalhatdak legyenek az egysejt aktivitdsok vondsai. Tovabba, az
alkalmazott fésliszlir6 jobban torzitja az egysejt aktivitdsokat, mint pl. az &ltaldnosabban
hasznalt 300 Hz ¢és 3000 Hz kozotti savateresztd sziird. A modszer tovabbfejleszthetd
komplexebb szoftverré, mely figyelembe veszi a lézerzaj periodicitasat és nemcsak
frekvenciatartomanyban, hanem id6tartomanyban is sziiri azt.
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4. dbra. Szimultan elektrofiziologiai és kétfoton mikroszkopos mérések
reprezentativ eredményei. A vizsgalt jeleket szolgaltato elektrodok a kétfoton
képablakban helyezkedtek el (A). Az abra B-D része két példat szemléltet a
megkiilonboztetett egysejt aktivitasokra. Potencialis egysejt aktivitasok
jellemzo vonasok szerint abrazolva a feésiisziirovel sziirt jelekbol (B), azok
dtlagos jelalakja és autokorrelogramja (C). A fellelt aktivitasok
stabilitasanak validaciojat a kétfoton lézer mentes és a lézerrel terhelt
idoszakokban az abra D része mutatja be.



3. Elektrofiziologiai mérésekkel és kétfoton mikroszkopiaval
kapott adatokat feldolgozo neuralis halok fejlesztése

Errdl a részeredményrdl részletesebb leiras talalhatd az alabbi publikacioban: Racz Melinda,
Liber Csaba, Németh Erik, Fiath Richard, Rokai Janos, Harmati Istvan, Ulbert Istvan, Marton
Gergely: Spike detection and sorting with deep learning, Journal of Neural Engineering AiP
(2019), impakt faktor: 4,551.

Felismerve, hogy a konvolacids neurdlis halék az utdobbi években rohamos mértékben
hoditanak teret a jelfeldolgozas kiilonboz6 teriiletein, sejtaktivitasok automatikus felismerésére
alkalmas neurdlis halokat fejlesztettink mind a kétfoton mikroszképidval, mind az
elektrofiziologiai mérésekkel kapott jelek szdmara. Az elektrofiziologiai jeleket feldolgozo
halokbol sziiletett a fent emlitett publikdcio, melyben bemutatjuk rovid-hossza tava
memoriaval (Long short term memory, LSTM) kiegészitett konvoluciés neurdlis halok
teljesitményét. Az eredmények aldtdmasztjak, hogy a halok alkalmasak valds idében pontos
akcios potencial érzékelésre és klasszifikaciora, ami egy agy-gép interfész vezérld szoftverének
gerincét alkothatja.
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5. dbra: egy akcids pontecial haromdimenzios képe és az érzékelés
eredmeénye. A jelolt pozitiv szakasz (z6ld vonalak, kérokkel jelolve) és
az LSTM-mel kiegészitett neurdlis halo altal érzékelt adatpontok
(vékony fekete vonalak, haromszogekkel jelolve).



4. A projekt tovabbi hatasai

A mar elfogadott publikaciokon tul az aldbbi témakat tervezziik folyoiratcikkben kdzolni.

Simultaneous use of two-photon microscopy and 128-channel microelectrode arrays.
(Racz Melinda, Meszéna Domokos, Orban Gabor, Rokai Janos, Fiath Richard, Ulbert Istvan,
Marton Gergely)

A fotoelektromos zaj elimindlasara kifejlesztett modszert sikeresen alkalmaztuk 128-
csatornas multielektrodok esetében is. A kétfoton mikroszkopidval kapott és az
elektrofiziologiai jeleket korrelaltattuk egymassal.

Brain-comupter interfaces: a review. (Nanasi Tibor, Orban Gébor, Racz Melinda, Kollod
Csaba, Ulbert Istvan, Marton Gergely)

A projekt sordn elére nem tervezett holtidok addédtak olyan okokbol, mint a kiilonb6zd
multielektrodok elkészitésének elhuzodasa, a kétfoton mikroszkop szervizelésére —
utobbi miatt 2019-ben 5 hénapig nem volt lehetdségiink méréseket végezni. Ezek a
holtid6k viszont lehetdséget adtak arra, hogy az adatelemzésen tul az agy-gép interfészek
kutatasi teriiletét 6sszefoglalo cikk megirasaba fogjunk.

Fluorescent conductive polymer coating on implanted microelectrodes for visualization in
two-photon microscopes. (Orban Gabor, Marek Tamas, Meszéna Domokos, Kerekes Balint
Péter, Tasnady Kinga Réka, Ulbert Istvan, Mészaros Géabor, Keresztes Zs6fia, Marton Gergely)

A kétfoton mikroszkopban fluoreszcens PEDOT bevonattal ellatott elektrodokkal kapott
elézetes eredményeket konferencian kozoltiik, a témat folyodiratcikké tervezziik
fejleszteni.



