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Streszczenie

Jednoczesna wielopunktowa rejestracja potencjatéw czynnosciowych
i polowych jest kluczem do zrozumienia mechanizmoéw dziatania mézgu
[1]. Postgp w technologiach mikroobrobki oraz produkcji uktadow scalo-
nych o duzym stopniu integracji pozwolily na budowg systemow umozli-
wiajacych rejestracje aktywnosci moézgu z kilkuset punktéw. W pracy
zaprezentowano system pomiarowy do rejestracji in vitro sygnatéw neuro-
nowych przy pomocy plaskiej matrycy elektrod ostrzowych o rozmiarze
16 na 16 elektrod.

Stowa kluczowe: Pomiary neurobiologiczne, wielokanalowe systemy
pomiarowe, zintegrowane uktady scalone, VLSI, matryce mikroelektrod.

A system for in vitro multichannel recording
of field and action potentials using planar
array of microelectrodes

Abstract

Simultaneous multi-point recording of activity of living neural networks is
the key to understanding the mechanisms of the brain operation [1].
Advances in micromachining technology and production of integrated
circuits with a high degree of integration made it possible to build systems
capable of recording brain activity of electrode arrays containing up to
several hundred points [2]. Neural signal recording methods can be
divided into in vivo and in vitro. In vivo method consists in introducing the
electrode into the brain through a hole in the skull The animal under
anesthesia may be mounted in the holder (acute neural recording) or can

move freely (chronic neural recording). In the in vitro method previously
extracted piece of brain tissue is arranged on a matrix of electrodes (Fig.
2) placed in a container of liquid with a suitable composition and
temperature. The in vitro method allows direct injection of chemicals and
is more accurate than the method for in vivo determination of the signal
origin. The paper presents a system for in vitro recording of neural signals
by using a planar array of 256 electrodes (16x16). The system consists of
a life-support system (temperature, nutrient fluid) (Fig. 3) and a recording
system. The recording system is based on a specially designed integrated
circuit fabricated in CMOS 0.18 pm technology [4]. Initial tests confirmed
that the system is capable of recording both field and action potentials.

Keywords: neural recording, multipoint recording systems, integrated
circuits, VLSI, microelectrodes array.

1. Metody rejestracji sygnatéw neuronowych

Metody rejestracji sygnatdow neuronowych mozna podzieli¢ na
in vivo 1 in vitro. W metodzie in vivo elektroda wprowadzana jest
do moézgu zwierzgcia przez przygotowany uprzednio otwor
w czaszce. Zwierze moze by¢ pod narkoza zamocowane
w uchwycie (tzw. pomiary ,,ostre”’) lub moze poruszaé si¢ swo-
bodnie (pomiary ,,chroniczne”). W metodzie in vitro elektroda
przyktadna jest do wypreparowanego wczesniej skrawka tkanki
moézgowej umieszczonego w pojemniku z ptynem o odpowiednim
sktadzie i temperaturze. Metoda in vivo ma tg zalet¢ w poroéwna-
niu do in vitro, ze tkanka mézgowa znajduj¢ si¢ w swoich natural-
nych warunkach i nie wymaga specjalnych zabiegéw do utrzyma-
nia jej przy zyciu. Metoda in vitro pozwala na bezposrednie po-
dawanie substancji chemicznych oraz na dokladniejsze niz
w przypadku metody in vivo ustalanie miejsca rejestracji sygnahu.

2. Matryce mikroelektrod

Podstawowym narzgdziem do pomiaréw wewnetrznej aktywno-
$ci mozgu jest elektroda wolframowa w szklanej otulinie (rys. 1).
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Rys. 1. Przekr6j mikroelektrody szklanej
Fig. 1. Glass microelectrode cross section

Srednica koficowki pomiarowej elektrody (ostrza) wynosi zwy-
kle okoto kilku mikrometrow a impedancja nie przekracza zwykle
IMQ dla czestotliwoséci 1kHz. Rejestracja sygnalow jednoczesnie
z wiecej niz jednej elektrod jest utrudniona ze wzgledu na znaczne
rozmiary catej elektrody oraz konieczno$¢ mocowania kazdej
elektrody na specjalnym mikromanipulatorze.

Wraz z postgpem technik mikroobrobki opartych na fotolitogra-
fii trawieniu anizotropowym, mozliwym stato si¢ wytwarzanie
ptaskich matryc mikroelektrod [2, 3]. Typowa matryca (rys. 2)
umieszczona jest na szklanej plytce i sklada si¢ z elektrod pota-
czonych $ciezkami z wyprowadzeniami znajdujacymi si¢ na kra-
wedziach ptytki.

Rys. 2. Matryca mikroelektrod Smm x Smm z natozonym skrawkiem tkanki
mozgowej
Fig. 2. Microelectrodes matrix (Smm x Smm) with piece of brain tissue

Elektrody wykonane sa z azotku tytanu i majg ksztalt cienkiego
krazka o $rednicy 40pm. Wykonane z tytanu i pokryte azotkiem
krzemu (izolacja) $ciezki doprowadzaja sygnat z elektrod do
wyprowadzen. Plytka z matryca elektrod zamontowana jest na
obwodzie drukowanym pozwalajacym na polaczenie jej z elektro-
nikg pomiarowa.

Ze wzgledu na ksztalt elektrody dzielimy na ptaskie i 3D. Elek-
trody ptaskie maja, jak juz wspomniano, ksztalt ptaskiego krazka
i uzywane sg do rejestracji sygnatow z sieci neuronowej wyhodo-
wanej na matrycy. Elektrody 3D maja ksztalt ostrza i uzywane sa
do rejestracji sygnatow ze skrawka tkanki mozgowej umieszczo-
nego na elektrodzie. Wspomniany ksztatt pozwala elektrodzie
wnikna¢ w tkanke co jest o tyle wazne, ze podczas przygotowania
skrawka neurony na jego powierzchni zostaja zniszczone.

3. System pomiarowy
W ponizszych rozdziatach opisany zostanie system pomiarowy

do rejestracji sygnatlow neuronowych z plaskiej matrycy zawiera-
jacej 256 elektrod 3D (rys. 3).
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Rys. 3.  Schemat systemu pomiarowego do rejestracji sygnatéw neuronowych
z wykorzystaniem plaskiej matrycy mikroelektrod

Fig. 3.  Diagram of the measuring system for recording neuronal signals using
a planar array of microelectrodes

3.1. System podtrzymania zycia

Skrawek formacji hipokampa o grubos$ci 500um umieszczony
jest na matrycy elektrod a nastgpnie doci$nigty za pomoca nylo-
nowej siatki. Utrzymanie przy zyciu skrawkow tkanki mozgowe;j
wymaga dostarczania im odpowiednio natlenionego sztucznego
ptynu mézgowo-rdzeniowego (o odpowiednim sktadzie jonowym
oraz zawarto$ci substancji odzywczych) oraz utrzymanie ich
w temperaturze 35 stopni Celciusza +/-0.25 stopnia. Ptyn dostar-
czany jest grawitacyjnie poprzez zawér do regulacji przeptywu
oraz podgrzewacz do pojemnika, ktorego dno stanowi podstawa
szklana matrycy elektrod a $cianki boczne kohierz silikonowy.
Zuzyty ptyn jest odsysany za pomoca rurki umieszczonej po dru-
giej stronie pojemnika. Odpowiednia temperatura skrawka utrzy-
mywana jest poprzez podgrzewanie od spodu szklanej ptytki, na
ktérej umieszczona jest matryca. Ptytka podgrzewana jest przez
element grzejny za posrednictwem mosi¢znego bloku. Pomaga on
w stabilizacji temperatury i rownomiernym rozprowadzeniu cie-
pta. Poprawna interpretacja zmierzonych sygnatow wymaga usta-
lenia miejsca na tkance, z ktorego zostaly zebrane. W tym celu
nad matryca elektrod umieszczono kamere wraz z optyka zapew-
niajacg odpowiednie powickszenie (elektrody umieszczone sa
w kwadracie 5 na 5 milimetréw). Tkanka podswietlana jest od
spodu poprzez szklany pret umieszczony w otworze wydrazonym
w mosi¢znym bloku. Obwod drukowany elektrody taczy si¢ za
pomoca specjalnego zlacza z obwodem drukowanym elektroniki
odczytu do ktorej podpigte sg moduly z ukladami scalonymi,
ktorych opis znajduje si¢ w dalszej czgsci artykutu.

3.2. Wielokanalowy scalony uktad
kondycjonowania

Omoéwione w poprzednim rozdziale matryce mikroelektrod po-
zwalaja na pomiar sygnatéow z przestrzeni miedzykomorkowe;.
Z tego wzgledu amplitudy rejestrowanych napigé wynosza nie-
rzadko niewiele powyzej 100nV. Dodatkowo impedancja samych
elektrod osigga zwykle wartosci setek kiloomoéw. Do rejestracji
pojedynczych sygnatow (elektrody szklane) uzywa si¢ wzmacnia-
czy zbudowanych z elementow dyskretnych. Jednoczesna reje-
stracja sygnalow z matryc zawierajacych dziesiatki a nawet setki
elektrod wymaga uzycia dedykowanych uktadow scalonych wiel-
kiej skali integracji. Zastosowany w prezentowanym systemie
pomiarowym uktad scalony [4] zawiera 64 kanaly kondycjonowa-
nia, ktorych zadaniem jest wzmocnienie i przefiltrowanie sygnatu.
W celu odcigcia napigcia offsetu wystepujacego zazwyczaj na
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zlaczu elektroda tkanka na wejSciu wzmacniacza zastosowano
sprzezenie pojemnosciowe. Wyjscia wzmacniaczy podlaczone
zostato do multipleksera analogowego co pozwolito ograniczy¢ do
minimum liczbe przewodow koniecznych do wspotpracy uktadu
scalonego z uktadem akwizycji. Multiplekser sterowany jest sy-
gnalami resetu i zegara. Sygnal resetu powoduje podiaczenie
wyjscia multipleksera do pierwszego kanalu kondycjonujacego.
Kazde zbocze opadajace sygnalu zegara powoduje podiaczanie
wyijs$cia multipleksera do wyj$¢ kolejnych kanatow.

3.3. Uklad akwizycji

Sygnaly rejestrowane z zywej tkanki mozgowej dzielimy na po-
tencjaly polowe i czynnos$ciowe. Potencjaly polowe sa to napigcia
generowane przez pracujace synchronicznie grupy neurondw.
Maja one czgstotliwos§¢ rzgdu dziesigtek Hz. Potencjaty czynno-
Sciowe maja posta¢ impulséw o szerokosci ok. 0.5 milisekundy
i czestotliwosciach powtarzania dochodzacych do 100Hz. Prawi-
dlowe odwzorowanie zarejestrowanych potencjaléow czynno$cio-
wych wymaga probkowania sygnatu z czestotliwoscia 20kHz
i minimum 8-bitowa rozdzielczo$cig. Schemat ukladu akwizycji
pokazano na rysunku 4. W obecnej wersji uklad sklada sig
z dwoch scalonych uktadéw odczytu, z ktorych kazdy zawiera 64
kanaty kondycjonowania oraz jeden multiplekser analogowy.
Sygnat resetu i zegara dla multipleksera generowany jest przez
mikrokontroler. Za przetwarzanie sygnatow do postaci cyfrowej
odpowiada dwukanatowa karta oscyloskopowa. Czestotliwos¢
taktowania multipleksera wynosi 2MHz. Czgstotliwos¢ probko-
wania karty oscyloskopowej wynosi 20kS/s. Daje to 10 probek na
jeden kanal. Czgé¢ probek rejestrowana w czasie przelaczania sig
multipleksera z poprzedniego kanatu (stan nieustalony) jest odrzu-
cana. Pozostate probki sa usredniane. Karta synchronizowana jest
z multiplekserem sygnatem resetu (wejscie ,,trig”).
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Rys. 4.  Schemat blokowy uktadu do akwizycji sygnatow neuronowych
z wykorzystaniem wielokanatowych scalonych uktadéw odczytu

Fig.4.  Block diagram of the neural signal acquisition system using a multichannel
integrated circuits for neural signal recording

4. Wstepne wyniki pomiarow

W celu przetestowania systemu zarejestrowano aktywnos¢
skrawkow formacji hipokampa o grubosci 500um. Na rysunku 5
pokazano fragment zapisu aktywnosci polowej wywotanej roztwo-
rem 50pum karbacholu (agonista receptoréw cholinergicznych)
w plynie mozgowo rdzeniowym. Na goérnym panelu widoczne
pojedyncze wytadowania epileptyczne, ktore w dalszej czgsci
zapisu ulegaja synchronizacji w aktywnos¢ rytmiczng (rytm theta -
widoczny na dolnym panelu).

i
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Rys. 5. Fragment zapisu aktywnos$ci polowej skrawka formacji hipokampa
Fig. 5. Fragment of the field activity of the hippocampus slice

Na rysunku 6 pokazano fragment zapisu aktywnosci pojedyn-
czych neuronéw towarzyszacej rejestrowanym polowo wyltado-
waniom epileptycznym wywotanym roztworem 50um karbacholu
w skrawkach formacji hipokampa (gérny panel).

Na dolnym panelu pokazano seri¢ potencjatéw czynnosciowych
wygenerowanych przez pojedynczy neuron na szczycie rejestro-
wanego polowo wytadowania epileptycznego.
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Rys. 6. Fragment zapisu aktywnosci pojedynczych neurondéw skrawka formacji
hipokampa
Fig. 6.  Fragment of the activity of single neurons of hippocampal formation slice

5. Podsumowanie

W pracy opisano system do rejestracji aktywnos$ci elektrycznej
tkanki mézgowej z matryc mikroelektrod z wykorzystaniem sca-
lonych uktadéw odczytu. Ztozono$¢ systemu wynika zar6wno ze
specyfiki (male amplitudy sygnatéw, duze impedancje elektrod)
oraz duzej ilosci sygnatéw jak i z koniecznos$ci utrzymania przy
zyciu fragmentu tkanki mézgowej. Rezultaty wstepnych pomia-
row pokazuja, ze opisane wyzej problemy zostaly rozwigzane
w stopniu pozwalajacym na wielopunktowa rejestracje sygnatow
o jakosci zblizonej do przeprowadzanych dotad za pomoca elek-
trod szklanych rejestracji jednopunktowych.
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