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1. Bevezetés

Az idegszovettel kommunikald eszk6zok technologidja, a méré és az idegrendszer miikddésébe
elektromosan beavatkoz6 elektrodok fejlesztése napjainkban igen intenziven kutatott teriiletek. Az
ilyen eszkdzok lehetévé teszik olyan stlyos neurologiai korképek kezelését, mint példaul a Parkinson
kor [1], dystonia [2] vagy az esszencialis tremor [3], melyek esetében a hagyomanyos gyogyszeres
terapia alkalmazasa nem vezet a kivant eredményre rovid, vagy hosszi tavon. Ezaltal javithato a
paciensek életmindsége. Szintén felhasznalhatéak olyan agy-gép interfészek alkotoelemeként, melyek
segitségével tetraplég [4] vagy locked-in szindromas betegek [5] képesek lehetnek a koérnyezetiikkel
kapcsolatot teremteni, esetleg 6nmagukat részlegesen ellatni. Azonban az ilyen eszk6zok megbizhatd
hasznalatdhoz sziikséges szamos lokalisan aktiv neuron-halozat, vagy akar egy-egy idegsejt egyedi
jelének regisztralasa. Ez a jelenlegi nem invaziv megoldasokkal, példaul EEG-vel nem lehetséges,
mivel a szamos idegsejt elektromos jele a skalpon elhelyezked6 elektrodok nagy mérete és a szovettdl
val6 tavolsaga miatt atlagolodik. [6]. Emiatt sziikséges olyan eszk6z6k hasznalata, melyek a sejtekhez
kozel, a szovetben képesek mérni az idegrendszer elektromos jeleit. Azonban az ilyen invaziv
eszkdzok, mint példaul a MEMS technoldgiaval eldallitott, szilicium alapu mikrofabrikalt elektrédok
milk6dési élettartama erdsen Korlatozott az €16 szovet védekezé mechanizmusa miatt [7]-[9]. A
beiiltetett eszkoz koriil hegszovet alakul ki, mely elektromos szigetel6ként funkcional az idegsejtek és
az elektromos kontaktusok kozt, ezzel rontva a jel/zaj viszonyt [10]. Emellett a folyamatban résztvevé
mikroglia €s reaktiv asztroglia sejtek olyan gyulladaskeltd és neurotoxikus faktorokat bocsatanak ki,
melyek a koérnyez6, még nem sériilt neuronok pusztuldsat is okozzak, és gatoljak az idegi regeneraciot
a sériilt szovetben [10]. A sériilés kornyezetében kialakuld szoveti védekezd reakcio ezért jelentésen
megneheziti az in vivo mérések helyes interpretaciojat [8], mivel idével csokkent szenzitivitashoz,

stabilitashoz, és gyakran végiil az eszkdz mitkodésének ellehetetlenitéséhez vezet [11].

A sejtek a nativ mikrokornyezetiikben az extracellularis matrix hdromdimenziés nanoméretii
strukthraival érintkeznek [12], és azok is befolyasoljak mitkodésiiket [13] . Ezért az implantatumok
feliileti topografidjanak modositasa lehetdséget biztosithat a természetes kornyezetet imitalo

mesterséges feliilet kialakitasara, és ez altal pozitivan hathat a sejtek viselkedésére.

Munkam soran egy maszk hasznalata nélkiili mikrotechnoldgiai eljarassal késziild nanostrukturalési
modszerrel, az ugynevezett fekete-szilicium modszerrel foglalkoztam, és annak az idegi implantatum
feliiletére vald integralhatosagénak lehetOségeit €s hatasait vizsgaltam. A mély reaktiv ionmarassal
késziilé6 nanostruktardk gyartasa az elektrodgyartdas MEMS technologiai soraba integralhatd. A
nanostrukturalt és fémmel bevont mintak a sik feliiletiinél nagyobb fajlagos feliiletii kontaktalasi
felszint nyutjthatnak, ezaltal alacsonyabb impedanciat és jobb jel/zaj viszont biztosithatnak a

mérésekhez.
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ismertetem. Ezutan bemutatom az in vitro és in vivo bioldgiai méréseink eredményeit. In vitro
vizsgaltuk egy neurocktrodermalis 6ssejtvonal (NE-4C) idegi Ossejtjei és az ezekbdl fejlédd
idegszoveti sejtek, valamint egy immortalizalt mikroglia sejtvonal (BV2) sejtjei és az agyszovetbdl
kozvetleniil izolalt asztroglia sejtek viselkedését sik felszinli és nanostrukturalt, szilicium és platina
modellfeliileteken. Ugy talaltam, hogy a sejtek tapadasi és osztodasi tulajdonsagai, és ezaltal
¢életképessége sejttipus, valamint felszini kémia és topografia-fiiggd -eltéréseket mutatnak.
Dolgozatomban ismertetem a kronikus in vivo méréseink eredményét, amelynek soran patkany él16
agyszovetében vizsgaltuk a mikro- és nanostrukturalt feliiletek kémidjanak és topografiajanak hatésat

a gliareakcio kialakulasara és az implantatum kozelében 1évo idegsejtek tulélésére.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az ismertetett nanostrukturalasi modszer alkalmas
lehet a MEMS alapu idegi implantdtumok feliiletének moddositasara, hogy ez altal hosszabb tavu,
megbizhatobb méréseket tegyenek lehetévé. Megfigyeléseinket azonban kronikus in vivo elektromos

mérésekkel még sziikséges megerdsiteni.

2. Modszerek

2.1. A nanostrukturak gyartasanak és vizsgalatinak modszerei

o Egykristalyos, illetve két féle homérsékleten (610 °C, 630°C) levalasztott polikristalyos
szilicium feliileteken mély reaktiv ionmarassal az ugynevezett fekete szilicium modszerrel
[14] alakitottunk ki nanostruktarakat.

e A DRIE maras kiilonféle paraméterei mellett késziiltek mintak. A valtoztatott paramétereket

az 1. tablazat mutatja.

Minta poliSi 0O, Marasi Pre[W] | Mintatelitettség
elnevezése | levalasztasi térfogataram hémérséklet [96]
héomérséklet | [sccm] [°C]
poliSi-A 630°C
. -110, -100,
poliSi-B 610°C 10,15 % 2,3 10,90
c-Si -

1. tablazat A munka soran felhasznalt nanostrukturalt mintak kiilonféle marasi paramétereinek osszefoglalasa. Az
osszes kisérletben allandéak voltak az alabbi paraméterek: SFg térfogataram= 40sccm; Kamranyomas: 40mTorr;
Marasi ido=1 perc; P,cp=700W

crer

o Az elkésziilt feliiletek morfologidjat LEO XB1540 pasztazé elektronmikroszkoppal vizsgaltuk
¢és a feliileteken két paramétert, az atlagos oszlopmagassagot, és az egységnyi teriiletre eso
oszlopstiriséget mértiik. Ezek valtozasat a marasi paraméterek valtoztatasanak fliggvényében

vizsgaltuk.



e A kialakitott feliileteket 15nm Ti €s 100nm Pt bevonattal lattuk el, majd az igy kialakitott
elektrodokon harom elektrodos standard elektrokémiai celldban Ag/AgCl referencia és Pt
ellenelektroddal ciklikus voltammetria (CV) és elektrokémiai impedancia-spektroszkéopias
(EIS) méréseket végeztiink. El6bbibdl a fajlagos feliiletnovekedést szamitottuk [15], utobbi
segitségével az elektrodok impedancidjanak csokkenését hatdroztuk meg a sikfeliiletii Pt

elektrédhoz képest.

e A munkdban szereplé minden minta gyartdsa és karakterizalasa az MTA EK MFA
Mikrotechnologia Osztalyinak MEMS laborjaban zajlott. A felilletek pasztazo
elektronmikroszkopos vizsgalataban dr. Toth Attila, dr. 1llés Levente és Straszner Andras

segitettek, az elektrokémiai mérésekben Horvath Agoston vett részt.

2.2. Invitro idegi 6ssejtek és immortalizalt mikroglia sejtek vizsgalati
modszerei

e Az in vitro sejttenyészetekben torténé mérésekhez két féle mintat terveztiink. Egyik tipus
feliilete vagy egységesen nanostrukturalt, vagy sima feliiletli szilicium vagy platina. A masik
tipusi mintak feliilletén kiilonféle mintdzatokban helyezkedik el e négy féle feliilet
valamelyike (1. abra). A mintdk a MEMS technoldgia standard eljarasaival késziiltek, és a
sejtek kitiltetése el6tt etanolban és holegsterilizatorban sterilizaltuk oket. Bioaktiv bevonatot a
mérésekben nem alkalmaztunk. Referenciaként szintén bevonat nélkiili {iveglemezt

hasznaltunk.

1. abra In vitro tesztchipek felépitése

o A kialakitott mintakon GFP NE-4C neuroektodermalis Ossejteket, valamint BV2 immortalizalt
egér mikrogliasejteket tenyészettiink Minimal Essential Mediumban (Sigma Aldrich Corp,
USA), 10% borju szérum albuminnal (Gibco BRL Life Technologies UK) 4h illetve 24h
tenyésztési idokkel 37°C hémérsékletli inkubatorban, 5%CO, atmoszféraban. A tenyészeteken
mikroszkopos illetve kvantitativ fotometrias méréseket végeztiink.

e A mikroszkopos vizsgalatokhoz a GFP NE-4C tenyészeteket a kijelolt idétartamot kdvetden

4% wi/v paraformaldehid tartalmi PBS-sel fixaltuk, majd Bisbenzimide tartalmi Mowiollal



targylemezre rogzitettik. A lemezek fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatahoz Zeiss
AxioVertAl-és berendezést hasznaltunk Zeiss Zen Blue Edition szoftverrel és egy Zeiss
Axiovert200M berendezést, AxioVision 4.8 szoftverrel (Jena, Németorszag) és AxioCam
digitalis kameraval. A felvételek alapjan a sejtek kiilonféle feliileteken vald viselkedésérol
morfoldgiai jellemzdik alapjan vontunk le kdvetkeztetést.

Egyes mintakat a tenyésztési id6t kovetéen MTT életképességi vizsgalatnak vetettiik ala [16].
A mintdhoz MTT-t (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2-5-dyphenil-tetrazolium bromide, Sigma-
Aldrich Corp. USA) adva a képz6d6 formazan kristalyokat 0,08N HCI — izopropilalkohol
oldatban oldottuk fel, és a keletkez6 oldatot fényabszorpcioval vizsgaltuk Tecan F50 plate
olvasoban (Miannerdorf, Svajc) 570 nm mérd és 630 nm referencia megvilagitassal.

Egyes mintdkon a t0léld sejtek szamanak kvantitativ Osszehasonlitasat a sejtmagok
fluorometrids mérésével vizsgaltuk. A tenyészetekben a sejtmagokat DAPI-val (4’-6-
diamidino-2-phenilindole; Sigma-Aldrich) festettiik, majd fluoreszenciajat 360 nm-es
gerjesztési hullamhosszal, 460 nm-en mértiik egy TECAN SPARK 20 olvasoéval.

A GFP-NE-4C neuroektrodermalis &ssejtek differencialodasat a feliileteken alltransz-
retinsavas (RA) indukcié utan 9 napos tenyésztési id6t kovetéen vizsgaltuk. Az indukalt
tenyészeteket szintén 4% w/v paraformaldehid tartalmu PBS-sel fixaltuk, majd a mintakat
neuron specifikus IlIB-tubulinnal festettiik anti-111-B tubulin (egér, IgG, Exbio, Praga) és
Alexa Fluo594-hez kotott kecske-anti egér IgG masodlagos antitestek (Invitrogen, Thermo
Fischer Sci Corp., USA) felhasznalasaval. A festett mintakat Bisbenzimide tartalmua
Mowiollal targylemezhez rogzitettiik, és a kialakult neuron nyulvanyok elhelyezkedését és
feliilet-preferenciajat kvalitativ médon, fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

A GFP NE-4C sejtek és BV2 sejtek tenyésztése és fixalasa, valamint az MTT fotometrias
mérések és a fluoreszcens mikroszkopos vizsgédlatok az MTA KOKI Neuroimmunologia
csoportjanak laborjaiban késziiltek dr. Madardsz Emilia vezetésével. A tenyészeteket Jady
Attila, Pomothy Judit és K6hidi Timea készitették. A sejtmagok kvantitativ fluoreszcens
vizsgalata a PPKE ITK-n késziilt.

2.3. In vitro primer asztroglia sejtek vizsgalatanak modszerei

CD1 vad tipust 0-4 napos egerek agyabol izolalt primer asztroglia sejteket tenyésztettiink 24h
illetve 48h tenyésztési idokkel az 1. abran ismertetett mintakon, 10%FCS-t (Gibco) és 2mM
glutamin-t (Sigma) tartalmazo6 HDMEM (Sigma) oldatban, 40upg/ml gentamicinnel
(Hungaropharma, Budapest, Magyarorszag), és 2,5ug/ml amfotericin B-vel (Sigma), 37°C-on,
5% CO, tartalmi atmoszféra mellett.

A tenyésztési id6 letelte utan a sejteket 4% paraformaldehid (TAAB) tartalma PBS-sel
fixaltuk, majd immunhisztokémiai festéseket végeztiink rajtuk GFAP-ra (anti-GFAP

ellenanyag; 1:1000; egér, monoklonalis; Sigma, majd anti-egér-Alexa488; 1:500; Molecular
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Probes), ¢és aktin filamentumokra (Alexa546 konjugalt falloidin;1:300; Molecular Probes).
A sejtmagok festésére Mowiol 4.88-ban (Polysciences, Hamburg, Németorszag) oldott DAPI-t
hasznaltunk. A mintakat Zeiss Axio Observer Z1 mikroszkoéppal, Zeiss Colibri white LED
megvilagitasi rendszer segitségével vizsgaltuk. A mikroszkopos felvételeket AxioCamMR3
kameraval készitettiik.

A mintakrol 10x nagyitasu mozaikfelvételeket készitettiink, melyek segitségével a kiilonféle
feliileteken az egységnyi feliiletre jutd sejtszdmokat hataroztuk meg és hasonlitottuk 6ssze.

A mintdkrdl késziilt 20x és 40x nagyitasu fluoreszcens mikroszkopos felvételek alapjan a
sejtek viselkedésére és életképességére utald morfoldgiai jegyeket vizsgaltunk kvalitativ
modon.

Egyes mintakat pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz készitettiink elé: a sejteket
2,5% glutaraldehid (Sigma) és 5% szachardz tartalmt 0,1M kakodilat puffer oldatban fixaltuk,
majd a tenyészeteket felszallo alkoholsorban dehidrataltuk (50%, 65%, 70%, 90%, 96%). Ezt
kovetden szobahdmérsékleten amil-acetatot parologtattunk el a mintdkrol. A fixalt mintak
felilletére 20nm aranyréteget porlasztottunk, majd LEO XB1540 elektronmikroszkoppal
kiilonféle feliiletekhez vald tapadasi pontjait tanulméanyoztuk.

A primer asztrocita tenyészetek izolalasa és tenyésztése, valamint a tenyészetek fixalasa és
fluoreszcens mikroszkopos vizsgalata az ELTE TTK Elettani és Neurobiologiai tanszékén
késziilt dr. Schlett Katalin vezetésével. A sejtek izolalasat, gondozasat, fixalasat Liliom Hanna
végezte, a mikroszkopos vizsgalatokon Csernyus Bence dolgozott. A pasztazo
elektronmikroszkopos vizsgalatok elokészitésében dr. Low Péter mitkodott kozre, a SEM

felvételek az MTA EK MFA-ban késziiltek.

2.4. Nanostrukturak és €16 agyszovet kolcsonhatasanak vizsgalati modszerei

Az in vivo vizsgalatokhoz tervezett két féle minta a 2. abran lathatd. Az eszk6zok a MEMS
technologia standard 1épéseivel késziiltek, a nanostrukturalas a 2.1. szakaszban ismertetett
modszerrel, az eszkéz kontirmarasa, mely a mikro-polimer feliiletet eredményezte, Bosch

eljarassal késziilt.



Referencia Nanostrukturalt

Si szelet hatoldala
<2 um érdesség

mikroSi -

Nanostrukturalt Si eléoldal
520-800 nm magas kupok

Polikristalyos szilicium
100-200 nm szemcseméret

Bosch eljarassal mart oldalfalak,1-2 ym
érdesség, fluorokarbon-polimer bevonattal

2. abra In vivo vizsgalathoz hasznalt mintak és kiilonféle feliileteik

e Az in vivo méréseket 3 Wistar patkany agyszovetében végeztiik, 6 nanostrukturalt és 6
referencia eszkozt implantaltunk, és a szoveteket 8 hét utan vizsgaltuk. Az allatkisérletek az
MTA Természettudomanyi Kutatokozpontjanak Kognitiv Idegtudomanyi és Pszichologiai
Intézetében zajlottak. A perfuziot kovetden az agyszovetbdl Leical200S Vibratome
segitségével 60 um vastag horizontalis metszetek késziiltek, melyeken GFAP (GFAP-fehérje
specifikus egér monoklonalis antitest; GFAP, Millipore, clone GA5, 1:2000) és NeuN
(NeuN, Millipore, clone A60, 1:2000) immunhisztokémiai festést végeztiink. A targylemezre
rogzitett metszetekrél Zeiss Axio Scope Al mikroszképpal és egy Jai GO-5000M-PGE
digitalis kameraval fénymikroszkopos felvételeket készitettiink 10x-es nagyitdsban egy Zeiss
EC Epiplan 10x/0,1HD objektivvel, 5 ms expozicids idovel.

o A felvételeket altalunk definialt mérési teriiletekre osztottuk (3. abra) Azemi és munkatarsai
munkaja alapjan [10]. A glidzis mértékét a GFAP-val festett metszeteken az egyes ROI-kban
mérheté atlagos pixelintenzitassal hataroztuk meg, €s az implantatum helyétdl vald tavolsag
fliggvényében abrazoltuk. Az implantatum kornyezetében bekovetkezd sejtpusztulas
mértékének meghatarozasara a szart csatorna koriil életben maradt, NeuN-nel festett neuronok
egységnyi teriiletre eso atlagos szamat hasznaltuk. Az értékeket mind a pixelintenzitas, mind a
neuronszam esetében a szirt sebtél 400-500um tavolsagban talalhatd, referenciaként tekintett
terliletek jellemzOihez normaltuk. Az eredményeket a teljes képkonyvtaron atlagoltunk
tavolsag-intervallumonként. A statisztikai elemzést IBM SPSS Statistics 22 szoftverrel

vegeztik.
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3. abra GFAP-val (A) és NeuN-nel (B) festett szeletek fénymikroszkéopos felvételén ImageJ szoftverrel kijelolt mérési

tartomanyok az implantatum helye koriil

Az in vivo vizsgilatok az MTA TTK PKI Osszehasonlito Pszichofizioldgiai
Kutatdocsoportjaval kézosen, dr. Ulbert Istvan vezetésével késziiltek. Az implantaciokat dr.
Marton Gergely végezte a metszeteket és az immunhisztokémiai festéseket dr. Toth Kinga
készitette. A mikroszkopos vizsgalatok €s a képelemzés az MTA EK MFA-ban késziiltek,
ezekben Kovats-Megyesi Balint miikodott kozre.



3. Uj tudomanyos eredmények

3.1. A plazmamarassal kialakul6 nanostrukturak morfolégidjanak gyartasi
paraméter-fiiggése
A fekete szilicium nanostruktirak eldallitasa mély reaktiv ionmarassal (DRIE) torténik, az eljaras az
agyi elektrodok gyartasi 1épései kozé egyszerlien integralhato. Ezaltal lehetové valik az eszkdzok
szelet szintl felilletmodositasa. A fekete szilicium nanostrukturak kialakulasaban szamos technologiai
tényezé hatassal van az elkésziilt felillet morfologiajara. A nanostrukturalt, platinaval bevont
kontaktusok nagyobb fajlagos feliilettel rendelkeznek, a hagyomanyos, sikfeliiletli kontaktusokkal
szemben, igy a biologiai mérésekhez jobb jel/zaj viszonyt biztosithatnak. Technologiai kisérleteinkben

az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

e A nanostruktirak kialakitasanak technologiai paraméterei, az alapanyag kristaly-orientacidja,
(melyet a polikristalyos szilicium levalasztasi hdmérséklete befolyéasol), a DRIE maras soran
alkalmazott O, térfogataram, a marasi hémérséklet, az RF teljesitmény, valamint a feliilet
nanostrukturalt mintaval valo lefedettsége hogyan befolyasoljak a kialakulé nano-oszlopok
slirliségét, ¢s magassagat?

e A nanostrukturalt feliilletekre platinaréteg levalasztasaval kialakitott —elektromos

kontaktusoknak milyen mértékben ndvekszik a fajlagos feliilete a sik feliilethez képest?
TEZISEK

l. Plazmamarasi technikaval vékonyréteg polikristalyos sziliciumbél szabalyozott médon
alakitottam ki nanostrukturalt feliiletet, és az alkalmazott eljaras integralhaté agyi
elektrodok gyartasi soraba. [I]

l.a. Megallapitottam, hogy a fekete szilicium nanostrukturdk atlagos oszlopmagassaga és
oszlopsiiriisége a maras paramétereinek valtoztatasaval az aldbbiak szerint hangolhatd. Az
egykristalyos szilicium minték esetében a vizsgalt marasi paraméterek (homérséklet: -90 °C,-100
°C, -110 °C, O, térfogatiram:10 sccm, 15 scem, RF teljesitmény: 2 W,3 W, mardsi idé: 1 perc)
mellett az oszlopmagassag 690 nm+76 nm ¢és 1973 nm*131 nm ko6zé, az oszlopsiriiség pedig

7,6£2,5 és 22,5+5,9 db/um® kozé esik.

A polikristalyos szilicium mintak esetében 1 um vastag rétegbdl kiindulva az oszlopmagassag
355 nm+6 nm és 783 nm116 nm kozé esik, az oszlopsiiriiség pedig 9,442.2 db/um? és 71,7+14
db/um®kozt valtozik. A kiindulasi polikristalyos Si réteg levélasztasi hdmérsékletétdl jelentésen
levalasztasi hdmérséklet 610 °C -rol 630 °C -ra torténd valtozasaval a csdokkend O, térfogataram

mindkét esetben oszlopsiiriség csokkenést és magassag ndvekedést eredményez, azonban a 630
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°C-n levalasztott minta esetében mindkét valtozas jelentdsen kisebb meértékli, vagyis ez a

kiindulasi feliilet kevésbé érzékeny e paraméter valtoztatasara.

I.b. Megmutattam, hogy a fekete szilicium nanostruktirak kialakitdsa az agyba implantalhato
multielektrodok gyartasi soraba illeszthetd, és fém réteggel bevonva (15 nm Ti, 100 nm Pt)
kontaktusfeliiletként funkcionalhat. Tovabba a nanostruktirak marasi paramétereitol fiiggden
akar 44x-es fajlagos feliiletndvekedés is elérhet ezzel a modszerrel, mely éltal az elektrodok

impedancidja csokkenthetd.
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3.2. Invitro neuralis ssejtekkel és immortalizalt mikroglia sejtekkel végzett

mérések eredményei
In vitro modellben teszteltiik olyan nanostrukturalt és sima szilicium és platina feliileteket, melyek
elkészitése egyszeriien integralhatd agyszovetbe implantalhatd szilicium alapi eszkdzok gyartasi
soraba. Vizsgalatainkhoz a citoplazmajukban GFP-t expresszalo neuroektodermalis Gssejteket (GFP

NE-4C) és immortalizalt mikroglia sejteket (BV2) hasznaltunk. Arra kerestiik a valaszt, hogy

o Avizsgalt feliiletek toxikusak-e a két sejttipusra nézve?

o A feliletek anyagi mindsége és topografidgja befolyasolja-e a sejtek tapadasat és
¢letképességét?

o Az idegi 6ssejtek képesek-e a vizsgalt feliileten neuronna differencidlodni?

o A vizsgalt felilletek hatassal vannak-e a differencidlodasra és a differencialt tenyészetek

viselkedésére?
TEZISEK

1. Megmutattam, hogy a fekete-szilicium, és platinaval bevont fekete-szilicium feliiletek
befolyasoljak az idegi eredetii sejtek tapadasat és életképességét, és a feliiletek anyagi

minésége és morfologidja mas-mas hatast valt ki kiilonféle sejttipusok esetében. [1I]

Il.a. Belattam, hogy a vizsgalt feliiletek (bioaktiv bevonat nélkiili polikristalyos szilicium sik
felszin és nanostruktirdk: 70-110 darab oszlop/um®, dtlagosan 600 nm magassag, random
elhelyezkedés a feliileten, és ugyanilyen feliileti tulajdonsdagu, 15 nm Ti/30 nm Pt bevont feliiletek)

sem az NE-4C, sem a BV2 sejttipusra nem gyakorolnak kozvetlen toxikus hatast.

I1.b. Megallapitottam, hogy 4 oras életképesség vizsgalat soran, az NE-4C sejtvonal sejtjei
nagyobb szamban tapadnak le és maradnak életben a nanostrukturalt szilicium és sikfeliiletii
szilicium feliileteken p=0,05 szignifikancia szinten a platinaval bevont feliiletekkel szemben. A
feliileteken talalhato sejtek szama 24 ora inkubalas utan végzett mosas alatt jelent0sen lecsokken,
ami a sejtek igen gyenge tapadasara utal. A legkisebb mértékli sejtszam csdkkenés a vizsgalt

feliiletek koziil a nanostrukturalt szilicium feliileten figyelheté meg.

Il.c. Megéllapitottam, hogy az immortalizalt mikroglia (BV2) sejtek a négy vizsgalt feliiletet

tekintve a sikfeliileti platinan a tobbi feliilethez viszonyitva nagyobb szamban tapadnak le.

I1.d. Megallapitottam, hogy az NE-4C sejtek mind a négyféle feliileten képesek retinsavas

indukci6 mellett neuronna differencialddni.
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3.3. Invitro primer asztroglia sejtekkel végzett mérések eredményei
A mikrotechnologiai eljarasokkal késziilt és fekete szilicium nanostruktardkkal mintazott, részben
platindval boritott feliilleteken (1. 4bra) primer asztroglia sejteket tenyészettiink 24h illetve 48h

inkubacids 1dovel. A kisérletekkel a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Az asztroglia sejtek, mint a glidzisban fOszerepet jatszo sejtek letapadasat befolyasolja-e a
feliiletek anyagi mindsége ¢és morfologidja, megfigyelheté-e sejtszdmbeli kiilonbség a
kiilonboz6 feliileteket vizsgalva?

o A letapadt sejtek morfoldgiajabol milyen tapadasi és életképességi jellemzOkre
kovetkeztethetiink a szilicium és a platina feliiletek esetén?

o A feliiletek nanostrukturaltsaga befolyasolja-e a sejtek tapadasi tulajdonsagait?
TEZISEK

1. Megmutattam, hogy a primer egér asztroglia sejtek statisztikailag kimutathaté
kiilonbséget tesznek a tenyészté feliiletek kozt annak feliileti anyaga alapjin, de a

strukturaltsaga alapjan nem. [I11]

I11.a. Megallapitottam, hogy a primer asztroglia sejtek a sziliciumfeliilethez viszonyitva nagyobb
szamban tapadnak le és élnek til a platinafeliileteken, a feliileti topografiatdl fiiggetleniil p=0,05
szignifikancia szinten. Megfigyeltem, hogy a primer asztroglia sejtek sejtvaz-fehérjéinek
elrendezddése, a sejtmag morfologidja, illetve sejtfelszini morfoldgiai jegyek arra utalnak, hogy a
sejtek a sziliciumfeliileteken nem jol tapadnak, és gyakran apoptotikus jeleket mutatnak. Ezzel
szemben, azonos paramétereket vizsgalva a platinafeliileteken a sejtek egészséges morfologiat

mutatnak, €s a feliilethez valo jo tapadas jelei figyelhetdek meg rajtuk.

I11.b. Megallapitottam, hogy a sejtek felszinének elektronmikroszkopos vizsgalata alapjan a
primer asztroglia sejtek a sima felszineket (100-200 nm szemcseméretii polikristalyos Si
alapréteg) részesitik elényben a nanostrukturalthoz (70-110 darab oszlop/um?, dtlagosan 600 nm
magassdg, random elhelyezkedés a feliileten) képest, utobbiakra gyengén tapadnak, azokat

igyekeznek elkertilni.
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3.4. Nanostruktirak és az agyszovet in vivo kdlesonhatasanak vizsgalati

eredményei
Az altalunk vizsgalt nanostrukturalt szilicium tesztfelillet €16 szOvetre vald hatasat patkany
agykérgébe, 8 hetes kronikus betiltetés utan vizsgaltuk. A nanostrukturalt szilicium feliiletet sik, illetve
mikron méreti szemcsés szilicium feliilettel, valamint mikroméreti mintakkal rendelkezd,
fluorokarbon-polimerrel bevont feliiletekkel hasonlitottuk 6ssze. Szamszertsitettiik a kialakulé gliozis
sulyossagat a szovet GFAP festésével, majd kvantitativ képelemzéssel, valamint az implantatum
kiilonféle feliiletei kdzelében tuléld sejtek szamat a szovet NeuN festésével, €s a sejtek szamolasaval
az implantatum helyétdl mért kiillonbozo tavolsagokban. Kisérleteink soran a kovetkezd kérdésekre

kerestiik a valaszt:

o A kiilonféle implantatum-feliiletek befolyasoljak-e a gliareakcid sulyossagat?
o A kiilonféle implantatum-feliiletek befolyasoljak-e az implantatum kdzelében t0lél6 idegsejtek

szamat?
TEZISEK

V. Belattam, hogy patkany agyaba iiltetett kiilonféle kémiaji és morfolégiaju oldalfalakkal
rendelkezé eszkoz kiilonbozé feliiletii oldalfalai mellett a GFAP festodés erdéssége, és az
életképes idegsejtek szama p=0,05 szignifikancia szinten kiilonb6zé. [IV]

IV.a. Megmutattam, hogy a GFAP fest6dés mértéke Wistar patkany agyaban, 8 hét implantacios
1d6t kovetden, az implantatum kozvetlen kozelében (50 um) fiiggetlen a feliilet topografiajatol és
kémiajatol a négy vizsgalt felilletet (nanostrukturdlt polikristalyos szilicium: 70-110 darab
oszlop/um’®, dtlagosan 600 nm magassdg, random elhelyezkedés; - nanoSi; mikrostrukturdlt,
fluorokarbon polimerrel bevont feliilet- mikro-polimer; polikristdalyos szilicium, 100-200 nm
szemcsemérettel — Si; és nem polirozott szilicium feliilet- mikroSi) tekintve.

Megallapitottam, hogy az implantalas helyétdél 50 pm - 400 um tavolsagokban a GFAP festddés
erésebb a mikro-polimer feliilet kozelében, mint a mikroSi, valamint a nanoSi feliiletek
kornyezetében. Ugyanakkor az implantalas helyétél mért 50 pm tavolsagban p=0,05
szignifikancia szinten kiilonbségek figyelhetéek meg a feliiletek kozelében talélo, NeuN festéssel
vizualizal6d6 neuronok szamat tekintve. Szignifikans kiilonbség adodott a mikro-polimer feliilet
és a mikroSi, valamint nanoSi feliiletek kozt, és a Si és nanoSi feliiletek kozt, és az utdbbiak

kozelében talalhato tobb tuléld sejt.
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4. Hasznosithatésag

Vizsgalataink eredményei alapjan az idegi dssejtek képesek az igy nanostrukturalt
implantatumfeliileteken neuronnd differencidlodni, és az igy kialakult idegsejtek halozatokat képezni.
Azonban a platina feliiletekr6l a létrejott ,,szovetkezdemény” levalik, feltehetéen azért, mert a sejtek
kozti adhézio erdsebb a sejtek és a feliilet kdzti kapcsolatnal, ami a hegszovet egy jellemzdje is. A
BV2 immortalizalt mikroglia sejtek és a primer asztroglia sejtek platina felillet felé mutatott
preferenciaja is arra enged kovetkeztetni, hogy a hosszi tavi biokompatibilitds szempontjabdl a
platina, mint implantatumfelillet nem optimalis valasztds. Azt is lathattuk azonban, hogy
megfigyelhetd, hogy a glidézisban résztvevé asztroglia sejtek platina-preferenciajat a feliilet
nanostrukturalasa némileg csokkenti. Az in vivo mérések soran megallapitottuk, hogy a
nanostrukturalt szilicium feliilettdl jelregisztralas szempontjabdl relevans tavolsagban tobb idegsejt €l

tal, mint a sik referencia Si feliilet mellett.

Az eredmények felhasznalhatéak lehetnek az in vivo mérések hatékonysaganak javitasahoz is. A
fentiek alapjan az implantatum feliilet nanostrukturalasa elonyds hatasokkal birhat. Mivel a platina
nem toxikus fém és impedanciaja viszonylag alacsony, igy gyakran hasznalt kontaktusfeliilet az idegi
implantatumok esetében. Az altalunk végzett megfigyelések soran mutatkozo, platinat illet6 negativ
hatasok a nanostrukturalas altal biztositott fajlagos feliiletndvekedés, igy impedancia-csokkenés miatt
részben kompenzalddhatnak. Egy olyan eszkdz, mely esetében implantatum feliiletén csupan a
kontaktusok anyaga nanostrukturalt platina, az ezen kiviili, jelentésen nagyobb Si (nativ szilicium-
oxid) vagy polikristadlyos Si implantitumfeliilet pedig szintén nanostrukturalt, hossza tavon
megbizhatobban miikodhet, mint a sik felszinli implantadtum. Az eszkdz hossza tava hasznalatanal
tovabbi elényt jelenthet az oldalfalak technologiabol ado6dd fluorokarbon polimer rétegének
eltavolitasa, a beiiltetést kisérd szoveti sériilés minimalizalas érdekében pedig megfontolando lehet az
eszkOz vastagsaganak csokkentése. Az eszkdz modositasi javaslatainak el6nyeit kronikus in vivo

jelregisztralas igazolhatja.
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