DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

Nanostrukturalt feliiletek
¢s 1degszoveti sejtek
kolcsonhatasanak vizsgalata

PhD értekezés

Sztyehlikné Bérces Zsofia

Témavezetok:
dr. Pongracz Anita
dr. Ivan Kristof

& -0
£, A
OI@S et (‘3"

PAZMANY PETER KATOLIKUS EGYETEM INFORMACIOS TECHNOLOGIAI ES
BIONIKAT KAR

ROSKA TAMAS MUSZAKI ES TERMESZETTUDOMANYI DOKTORI ISKOLA

2018.



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

1. Osszefoglalo

Az idegszovettel kommunikald eszk6zok technologidja, a mérd és az idegrendszer
miikddésébe elektromosan beavatkozo elektrédok fejlesztése napjainkban igen intenziven
kutatott teriiletek. Az ilyen eszkdzok lehetdvé teszik olyan stlyos neurologiai korképek
kezelését, mint példaul a Parkinson kor, dystonia, esszencidlis tremor vagy az epilepszia,
melyek esetében a hagyomanyos gyogyszeres terapia alkalmazasa nem vezet a kivant
eredményre révid, vagy hosszu tavon. Ezaltal javithato a paciensek életmindsége. Szintén
felhasznalhatéak olyan agy-gép interfészek alkotoelemeként, melyek segitségével tetraplég
vagy locked-in szindromas betegek képesek lehetnek a kdrnyezetiikkel kapcsolatot teremteni,
esetleg onmagukat részlegesen ellatni. Azonban az ilyen eszkdzok megbizhatd hasznalatahoz
szlikséges szdmos 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 elhelyezkedd elektrodok nagy mérete és a
szovettdl valo tavolsaga miatt atlagolodik. Emiatt sziikséges olyan eszk6zok hasznalata,
melyek a sejtekhez kozel, a szovetben képesek mérni az idegrendszer elektromos jeleit.
Azonban az ilyen invaziv eszkdzok, mint példaul a MEMS technologidval eldallitott, szilicium
alapt mikromegmunkalt elektrédok miikodési élettartama erdsen korlatozott az él6 szovet
védekezd mechanizmusa miatt. A beiiltetett eszkoz koriil hegszovet alakul ki, mely elektromos
szigeteloként funkcional az idegsejtek és az elektromos kontaktusok kozt, ezzel rontva a
jel/zaj viszonyt. Emellett a folyamatban résztvevd mikroglia és reaktiv asztroglia sejtek olyan
gyulladéskeltd és neurotoxikus faktorokat bocsatanak ki, melyek a kornyezd, még nem sériilt
neuronok pusztuldsat is okozzak, és gatoljak az idegi regeneraciot a sériilt szovetben. A
sériilés kornyezetében kialakuld szdveti védekezd reakcid ezért jelentOsen megneheziti az in
vivo mérések helyes interpretacigjat, mivel néhany nap vagy hét alatt csokkent
érzékenységhez, stabilitashoz, és gyakran végiil az eszkdz miikodésének ellehetetlenitéséhez

vezet.

A sejtek a nativ mikrokornyezetiikben az extracellularis matrix haromdimenzids nanoméretii
strukturaival érintkeznek, és azok is befolyasoljak miikodésiiket. Ezért az implantatumok
feliileti topografiajanak modositasa lehetGséget biztosithat a természetes kdrnyezetet imitalo

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

Munkam soran egy levilagité maszk hasznalata nélkiili mikrotechnologiai eljarassal késziilo
nanostruktiralasi moédszerrel, az Ggynevezett fekete-szilicium modszerrel foglalkoztam, és
annak az idegi implantatum feliiletére valo integralhatosaganak lehet6ségeit €s hatasait
vizsgaltam. A mély reaktiv ionmarassal késziild nanostruktarak gyartasa az elektrodgyartas

MEMS technolodgiai sordba integralhatd. A nanostrukturalt és fémmel bevont feliiletek a
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sikfeliiletiiné]l nagyobb fajlagos feliiletii kontaktalasi felszint nyujthatnak, ezaltal alacsonyabb

impedanciat és jobb jel/zaj viszonyt biztosithatnak a mérésekhez.

El6szor a nanostrukturak gyartasi paramétereinek a kialakulo felszin morfologiajara gyakorolt
hatasait ismertetem. Ezutan bemutatom az in vitro €s in vivo bioldgiai méréseink eredményeit.
In vitro vizsgaltuk egy neuroektrodermalis dssejtvonal (NE-4C) idegi Ossejtjei és az ezekbdl
fejlodo idegszoveti sejtek, valamint egy immortalizalt mikroglia sejtvonal (BV2) sejtjei és az
agyszovetbdl kozvetleniil izolalt asztroglia sejtek viselkedését sik felszinti €s 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 €16 agyszovetében vizsgaltuk a mikro- és nanostrukturalt feliiletek
kémidjanak és topografidjanak hatasat 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 implantatumok feliiletének modositasara, hogy ez altal

hosszabb tavi, megbizhatobb méréseket tegyenek lehetové. Megfigyeléseinket azonban

kronikus in vivo elektromos mérésekkel még sziikséges megerdsiteni.

II
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2. Abstract

Neural interface technologies, including the development of recording and stimulating
electrodes are highly investigated fields of biomedical engineering. Implanted devices aim to
treat patients with serious neurological disorders as Parkinson’s disease, essential tremor or
dystonia [1] which are non-responsive to drug treatments. Brain prostheses can be used also as
parts of brain machine interfaces (BMI) for patients with various disabilities. Recording
action potentials from individual neurons is impossible with non-invasive electrodes, like
EEG, because the neuronal spiking is lost by averaging and filtering across the scalp. The
lifetime of invasive recording devices such as microfabricated neural probes is, however,

limited by the foreign body response (FBR) of the central nervous system.

FBR results in a neuronal cell loss and the formation of a glial scar, which insulates neurons
from the recording sites electrically, which corresponds to the reduction of the Signal-to-Noise
Ratio (SNR) of signal acquisition, thus impairing the functionality of the device. Moreover,
reactive astrocytes release proinflammatory and neurotoxic factors that lead to neuronal death
and degeneration, and inhibit axonal regrowth and regeneration. The immune response around
the neural implant can modify the appropriate interpretation of in vivo recordings, since it

leads to reduced sensitivity, stability and very often to device failure.

As cells in their native microenvironment interact with 3D nanoscale structures of the
extracellular matrix, topographical modification of implant surfaces may provide an
alternative solution to the negative tissue response. Imitating the structure of the native

environment affects the attachment and behavior of neurons and glial cells.

In the presented PhD theses, I investigated a maskless cryogenic nanostructuring method, the
black silicon method and its possible application for tuning the topography of brain implant
surfaces. The advantage of the fabrication scheme is that it can be integrated into the
fabrication process of the MEMS microelectrodes. Nanostructured, metallised contact surfaces

provide a higher specific surface area and therefore a better SNR.

First, I discuss the effect of the fabrication parameters for producing the surface morphology
composed of black silicon regions. Next, I move on to the description and explanation of the
results regarding the in vitro and in vivo investigations on the interactions of the fabricated
surfaces with living cells and neural tissue. In vitro studies, the adhesive behaviour of NE4C
neural stem cells, BV2 immortalised microglia cells and primary astroglial cells are
investigated on flat and nanostructured silicon and platinum surfaces. In the chronic in vivo
study, the effects of the micro- and nanostructured surface topography and surface chemistry
were investigated on the development of the glial scar and on the number of surviving neurons

in the vicinity of the implant.

I
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My results suggest that the presented nanostructuring method may provide more reliable
neural electrodes for long-term applications, however, it should definitely be confirmed by

further studies focusing on the long-term quality of in vivo signals in the vicinity of the device.
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1. Bevezetés

1.1. Agyi potenciilok mérése

A kozponti idegrendszerben az idegsejtek egymassal — bar a jelatvitel jelentds része kémiai
ingeriilet atvitellel zajlik — elektromos jelekkel kommunikalnak. Ezek a jelek megfeleld
érzékelokkel mérhetéek, melyek Ilehetévé teszik, hogy informaciét nyerjiink az agy
mitkodésérdl fiziologias és patologias koriilmények kozt [2]. Napjainkra ennek szdmos
alkalmazasa van mind a kutatasban, mind klinikai vonatkozasokban. Lehet6ség nyilt az agy
kapcsolatrendszerének feltérképezésére, és kiillonbozo, akar igen specifikus, magas szintii
funkciok (példaul a memoria) miikodésének akar sejtszintli megismerésére. A klinikumban
kiilonféle korképek diagnozisara hasznalhatdo a nem invaziv EEG (Electroechephalogaphy,
Elektro-enkefalografia) monitorozas, és a koponya alad iiltetett elektrodokkal akar egy

epilepszids goc helyzete is meghatarozhato [3].

A szovetbe iiltethetd elektrodok fejlodésével lehetdség nyilt nemcsak a jelek monitorozasara,
de akéar beavatkozasra is. A szdvetbe bocsatott elektromos stimulusokkal mara tobb —
farmakoldgiai kezelésre nem reagald - korkép (Parkinson kor [4], esszencidlis tremor [5],
distonia [1]) tiineti kezelése megoldhat6. Az ugynevezett mély agyi ingerlés (DBS, Deep
Brain Stimulation) segitségével, jelent0s életmindségbeli javulast biztosithatunk a paciens

Szamara.

Természetesen minden, az é16 szovetbe keriilo anyag és eszkoz esetében szamos kritériumnak
kell teljesiilnie, melyek koziil elsédleges, hogy az ne legyen az €16 szervezet szadmara toxikus,
¢s a leheto legkisebb mértékben karositsa az egészséges szovetet. Ezen kiviil azonban az agyi
jeleket mérd beiiltethetd eszk6zok tervezésénél szamos tovabbi szempontot figyelembe kell
venni. Attol fiiggden, hogy milyen jeleket kell az eszk6zzel mérni, mas-mas lehet az eszkoz
mérete, az elektromos kontaktusok anyaga, mérete, szama és elhelyezkedése az eszkozon.
Ezek koziil felhasznalhatosag és biokompatibilitas szempontjabol a mérettulajdonsagok
kulcsfontossaguak. Mig egy az agyfelszinre, a koponya ala elhelyezett eszkdz esetében a
méret kevésbé jelentOs, addig egy, a szovetbe iiltetett elektrod esetén kiemelt fontossaggal bir,
mivel az eszk6z mérete meghatarozd az okozott szoveti sériilés mértékében [6]. Az eszkodz
mérete természetesen korlatozza a mérd, vagy ingerlé kontaktusok méretét is. Ezt azonban
befolyasolja a felhasznalds modja is. Mérokontaktusok esetében a minél kisebb €s minél tobb
kontaktus jobb térbeli felbontast tesz lehetové, egyuttal azonban a kontaktusméret
csokkenésével n6 a kontaktus impedancidja is, ami rontja a jel/zaj viszonyt. Ingerld
kontaktusok esetében az elektrodméret csokkentését limitalja az elérni kivant aramstriiség,
melynél az elektrod anyaganak toltésatadasi képességén til, a lehetséges szovetkarosodast is

figyelembe kell venni. A szovetbe bejuttatott stimulus ugyanakkor kisebb kontaktus
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hasznalataval célzottabb lehet, aminek kiilonos jelentdésége van a mély agyi magvak

ingerlésekor, ahol igen pontos lokalizacidra van sziikség.

A kronikus alkalmazas szempontjabol tovabbi fontos szempont, hogy az eszkdz és az
implantacio koriilményei milyen hossz tavi hatast valtanak ki a szovetben. Az eszkdz
beiiltetésére, ahogy barmilyen mas sériilésre is, a szervezet egy 0sszetett védekez6 reakcidval
valaszol, melynek célja a sériilt sejtek eliminalasa, tovaterjed6 karosodasok megakadalyozasa,
¢s az idegen test ,.kilokése”, elszeparalasa a még ép szovettdl. A kozponti idegrendszerben
ennek a folyamatnak jelentds része a reaktiv gliodzis [7], [8]. A végeredményben sziiletd glialis
hegszovet nagy jelentoséggel bir a hosszi tdva hasznéalhatosagot illetéen, mivel elektromos

sziiroként viselkedik [9]-[11].

Az agyszdvetbe implantalhatd eszk6zok alkalmazasanal fontos figyelembe venni nemcsak az
eszkoz tulajdonsagainak, méretének, alakjanak, rugalmassaganak, csucstipusanak a szdveti
reakciora gyakorolt hatasat, hanem a beiiltetés helyének, modjanak kdvetkezményeit is [12]—
[18]. Ezen az igen intenziven kutatott teriileten szdmos eredmény sziiletett mar arrél, hogy
miként befolyasolja a beiiltetés mddja, sebessége, a miitét lefolydsa (agyhartydk megnyitasa),
a kronikusan beiiltetett eszkoz rogzitésének modja és a szoveti mikromozgasok a sériilés
mértékét [15], [19]-[21]. Kiemelt teriilet ezen beliil is, hogy milyen hatassal van a szovet
roncsolodasara, és ezaltal az eszkdz funkcionalitasara az implantacid soran megsértett

vérerekbol szarmazd vérzés [13], [22].

A gliareakcio kialakulasa, lefolyasa és a fennmaradé glia heg problémaja szamos kérdést vet
fel az eszkOztervezOk szamara. Milyen Ilehet6ségek vannak a gliareakcidba valo
beavatkozasra? Az eszkoz felszinére keriilo, esetleg az eszkdzon keresztiil bejuttatott kémiai
anyagok milyen modon tudjak befolyasolni az eszkdz hossza tava funkcionalitasat,
megbizhatésagat? Az implantditum fizikai tulajdonsagai, anyaga, merevsége, alakja,
topografiaja van-e befolyassal a gliareakcio lefolyasara? Egyaltalan célravezet6-e a szervezet

védelmi reakciojanak korlatozasa, megakadalyozasa?

1.2. Célkitiizés

Munkam soran egy levilagitd maszk haszndlata nélkiili mikrotechnologiai eljarassal késziild
nanostruktiralasi modszerrel, az tgynevezett fekete-szilicium modszerrel foglalkoztam, és
annak az idegi implantatum feliiletére vald integralhatdésaganak lehetbségeit és a szdvetre
gyakorolt hatésait vizsgaltam in vitro és in vivo modellkoriilmények kozt. A munka hosszl
tava célja, hogy olyan moédositott feliletli idegszovetbe lltethetd eszkodzt készitsiink, mely
segitségével lehetéség nyilhat az agyi jelek jelenleginél hosszabb tavi, megbizhatd

monitorozasara.
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1.3. A kozponti idegrendszer végdifferencialt sejtjei

1.3.1. Neuronok

A neuronok az idegrendszer ingeriilet-generalo és tovabbito sejtjei. Méretiik és morfologidjuk
az agyban ¢és az idegrendszer tobbi részén vald elhelyezkedésiiktdl fiiggden igen valtozatos.
Szamuk az idegrendszer egészét tekintve csupan 25%-ot tesz ki, mégis a {6 idegrendszeri
sejtek, mivel jelen ismereteink szerint ezek felelnek az idegi kommunikacioért. Felépitésiik
sejttestbol, szamos dendritbdl, és altalaban egy hosszu, elagazo axonbol all [23]. A sejt
tobbségében a sejttesten és dendritjein gyijti 0ssze a tobbi sejttdl szarmazd informacidkat,
melyek hatasara az axon eredésénél (axondomb) akcids potencial generalédhat. Ez az
ionaramokbol adodo elektromos jel az axon hosszan végighaladva annak végén kémiai
jelatviteli anyagok, neurotranszmitterek felszabadulasat eredményezi, melyek informaciot
kozvetitenek a haldzatba kapcsolt idegsejteknek [23], [24]. A jelatvitel szinapszisokon at
torténik. Az ugynevezett preszinaptikus sejt az axonvégébdl az akcids potencial hatasara
felszabadulo, sejttipusra jellemzO neurotranszmittereit a szinaptikus résbe iiriti, ahol a
posztszinaptikus sejt receptorai azokat érzékelik, és ennek megfelel ionaramokat hoznak létre
a posztszinaptikus sejt membranjan. Egyetlen sejt tobb szaz, tobb ezer posztszinapszisan
érkeznek ilyen informaciok, ezek ereddje altal johet 1étre ezen a sejten is akcids potencial, igy

tovabbitodik az informacid a kovetkezo sejtre [23].

Az elektrédokkal ezek az elektromos jelek kiilonféle moédokon mérhetéek. A sejtkozti,
extracellularis térben, esetleg az idegszdvet, vagy akar a koponya felszinén szamos sejt
elektromos jelének Osszegzése, mint mezdpotencial mérhetd. Igen kis mérett elektroddal egy,
vagy néhany sejt kozelében akar az egysejt aktivitds is regisztralhat6, és kapillaris

mikroelektrodokkal egyetlen sejten beliili potencialvaltozasok is megfigyelhetoek [25].
1.3.2. Asztroglia sejtek

Az asztroglia sejtek altalanos definialasa igen nehéz feladat, mivel az idegrendszerben sok,
eltéré tulajdonsaggal rendelkezé sejtet sorolunk ez ala a gyljtéfogalom ala. Egységes

definialasat legjobb megkdzelitésben a kovetkezo kritériumok adjak [26]:
e Elektromosan nem serkenthetdek, nem generalnak akcios potencialt
e Membranpotencidljuk er6sen negativ (-80- -90 mV)

e GABA (Gamma-Aminobutyric Acid, Gamma- aminovajsav) és glutamat

transzportereket expresszalnak
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e Nagyszamll intermedier filamentum koteget tartalmaznak, amelyek jellegzetes
fehérje-komponense a glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP, Glial Fibrillary Acidic

Protein)
e Glikogén granulatumokat tartalmaznak
o Az érkdzeli sejtek nyulvanyai vérereket fonnak korbe és azokhoz kapcsolddnak
e Periszinaptikusan gazdag elagazodassal rendelkeznek

e A tobbi asztrocitdhoz réskapcsolatokkal kapcsolodnak (connexin 43 és/vagy 30

molekulakkal)

Az asztrocitaknak szamtalan tipusa létezik, melyek koziil sok specifikusan egyes agyi régiokra
jellemz6 (1. abra). Ezért az eszkoztervezés soran, a pontos cél figyelembevételével érdemes
dolgozni, ismerve a ritkabban eléforduld, de lokalis kdrnyezetiikben nagy jelentdséggel bird

alkotoelemeket is [27].

1. abra Kiilonféle agyi teriiletekrol szarmazo asztroglia sejtek, GFAP festéssel megjelenitve. (A) Entorhinalis
kéreg, (B) Hippokampusz, (C) Prefrontalis kéreg [27]

Az asztroglia sejtek jellemzdje, hogy réskapcsolatokon (gap junction) keresztiil a sejtek
»syncytiumot” alkotnak. Ez tulajdonképpen tobb sejtmagot tartalmazd sejtplazma egység,
vagyis tobb gliasejt folytonos kapcsolata a réskapcsolatokon keresztiil [28], [29] . A sejtek
egymassal Ca®* és Na' ionfluktuaciokbél adodé hullamokkal kommunikalnak [30], [31],

melyek terjedését a réskapcsolatok teszik lehetdvé.

Az asztrocitdk minden altalanosan eléfordulo ioncsatornat (fesziiltség figgetlen és —fliggd K*
csatorna, fesziiltség fiiggd Na* csatorna, TRP (Transient Receptor Potential) csatorndk (Ca®),
kiilonféle szabalyzasti anion csatornak) valamint aquaporinokat is kifejeznek [32], [33].
Azonban ezek koziil van olyan, mely fiziologias koriilmények kozt nem fordul el6 ezekben a
sejtekben, csupan egyes patologias esetekben jellemzé (pl. egyes fesziiltségfiiggd Ca**
csatorndk reaktiv gliozis soran[34], [35]) Nagyon érdekes, hogy tobb koziilik tenyésztett
asztrocitak esetében szintén fellelhetd, de in vivo funkcionalis expresszidjuk fiziologias
esetben jelen ismereteink szerint nem fordul elé [33], [34]. Ezek a sejtek nagymértéki

plaszticitast mutatnak mind in vitro, mind in vivo. Képesek expresszalni az Osszes
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neurotranszmitter receptorat (mind ionotrop, mint metabotroép receptorokat), melyet a
neuronok is, és a lokalis neurotranszmitter kornyezet szabalyozza a receptorok expresszidjat
[36]-[38]. Szerepet jatszanak a neurotranszmitter haztartasban, igy tobbek kozott az adenozin
altalanos szabalyozdja, illetve gyulladascsokkentd hatassal bir, valamint a kozponti
idegrendszer gyulladdsos folyamataiban fontos szerepet jatsz6 —mikroglia sejtek
mozgékonysaganak egyik regulatora [39]. Ez a molekula a kdzponti idegrendszerben a
pusztuld sejtekbdl és reaktiv asztroglia sejtekbdl szabadul fel nagyobb mennyiségben [40]. Az
asztrocitak fontos szerepet jatszanak az egészséges idegszovet glutamat anyagcseréjében is. A
glutamat a leggyakoribb serkentd jelatvivé anyag a kdzponti idegrendszerben, és felesleges

jelenléte erdsen neurotoxikus [41], [42].

Az asztrocitdk a kozponti idegrendszer f6 homeosztatikus sejtjei. Részt vesznek az agyi
mikrokeringés szabalyozdsadban [43], az agyi energetikai folyamatokban [44], és a viz- és
ionhaztartas fenntartasaban [45], [46]. Szerepiik van a neurogenezisben, az idegrendszer,s a
szinapszisok kifejlodésében [47] és azok szabalyozasidban [48], [49]. Strukturilis, ion- és
neurotranszmitter haztartas fenntartdo funkcidjuk van [50], [S1]. Bar az agy fejlédése soran
axon novekedést serkentd hatasuk is van [52], a mikro- vagy makrosériilések hatasara
reaktivva valo asztrocitak akadalyozzak az axon-novekedést, ami kiilonos jelentoséggel bir,
ugyanis az idegszovet sériillése nyoman kialakulo glialis hegszovet a f6 akadalya a késébbi

axon regeneracionak [27].
1.3.3. Mikroglia sejtek

A mikroglia sejtek a kozponti idegrendszer makrofagjai, és a szervrendszer védekezd
mechanizmusainak tobbségét biztositjak. Mezodermalis eredetiiek, és korai fejlodési
szakaszban keriilnek a kdzponti idegrendszerbe. A kifejlodott agyban, nyugalmi allapotukban,
erésen nyulvanyos morfologidt mutatnak. Mozgékony nyulvanyaikkal az agyszovet
meghatarozott, szigortian territorialis teriiletét monitorozzak, €s patologias esemény hatasara
aktivalodnak (2. abra). Az aktiv mikroglia amdboid format olt, és képes vandorlasra,
osztddasra és fagocitozisra [27], [53]. Szamuk az €l6lény koraval nd, valésziniileg osztodas

miatt (a vér-agy gaton at nem vandorol be tobb mikroglia az agy kifejlodését kovetden).
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2. abra Nyugalmi allapotban levé, nyulvanyos morfolégiaju (A) és aktivalt, amoboid format 6ltott (B)
mikroglia sejtek.[27]

Sejtkultirdban vizsgalt mikroglia gyakorlatilag mindig aktivalt allapotban van. Mivel ezek a
sejtek, funkciojukbol adoédodan kiilondsen érzékenyek a kdrnyezet valtozésaira, in vitro

koriilmények kozt sosem viselkednek fiziologias moédon [27].

A mikroglia sejtek a legtobb féle ioncsatornat expresszaljak, melyeket az asztrocitak és a
neuronok is, és ezek kifejezOdése aktivalt allapotukban emelkedik [54]. Neuralis
kornyezetiikh6z neurotranszmitter receptorok expresszalasaval alkalmazkodnak [55], [56].
Jellemzbéek rajuk a purinoreceptorok, melyek szabalyozzak a sejt motilitasat, nyulvany
novekedését, és gyulladaskeltd faktorok felszabaditasat, valamint a Ca** jeladast. A P2X;,
purinorceptor a szervezet altalanos immunsejt-jellemzd receptora, szintén megtalalhato a
mikroglia sejtek felszinén. E receptor aktivalddasahoz magas ATP szintre van sziikség, ami
miatt megfeleld jelz6je a kornyezd sejtpusztulasnak. Ezek a receptorok, kiemelkedd
funkciojukként a mikroglia aktivalast szabalyozzak, és a sejthalal altalanos szabalyzoi is [57].
A citokin és kemokin receptorok a mikroglialis motilitdst és kemotaxist szabalyozzak, és
befolyasolhatjak kiilonféle gyulladaskeltd faktorok felszabaditasat [55], [58]. A mikroglidlis
receptorok egy fontos fajtija a patologias mintdzatokat felismerd receptorcsalad (PAMP,
Pathogen-Associated Molecular Patterns), melyek a mikroglialis aktivaciot szabalyozzak tobb
féle intracelluldris jelatviteli utvonalon keresztiil. A mikroglidlis funkcidok szempontjabol
kiilonosen fontosak a Toll-like tipust receptorok, melyek kozvetleniil befolyasoljak a
mikroglia aktivaciot szamos neuropatoldgias helyzetben [59]. Hasonldan az elézéekhez, e
receptorok kifejezddése is megnd a sejtek aktivalt formajaban. Mindezeken kiviil sok mas
olyan receptor-rendszert is expresszalnak ezek a sejtek, melyek segitenek a monitorozo
funkcio végrehajtasaban. Ezek akkor aktivalédnak, amikor a vér-agy gat megsériil, ezért

kiilonos jelendségiik lehet a glidzisban [27].
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1.4. Reaktiv gliozis

1.4.1. A gliozis fogalma

A reaktiv gliozis az idegrendszer kiilonféle tipust sériiléseire adott tobblépéses, evolucidsan
konzervalt védekezd valasz. Fontos szerepet jatszanak benne az asztrocitdk kiilonféle
funkcionalis rendszerei, és a mikroglia sejtek, mint az idegrendszer kdrosodast érzékeld sejtjei
[60]-[62]. A glidzis ,,célja” a karosodott szovet egészségestdl vald elszigetelése, a sériilt vér-
agy gat helyreallitasa és a sériilés utani neuralis kapcsolatrendszer visszaallitasa,

ujraépitésének megkonnyitése [27], [62].

A folyamat csoportosithatd morfologiai megjelenés vagy sulyossag alapjan. Morfologia
alapjan két csoportra oszthatd. Izomorf gliozisban a gliasejtek megndnek, és emelkedik a
GFAP és vimentin expressziojuk, de nem valtoztatjdk meg a szoveti elrendezést, és nem
bontjak meg az asztroglialis territoridlis elrendezddést. Tamogatjak az axonndvekedést €s a
szinapszisképzést, tehat segitik a neuronhaldzat ujrakialakitdsat. A sériiléstdl tavolabb
jellemz6 ez a morfologia. Anizomorf morfologia esetén a nagymérték sejtnovekedés, GFAP
¢s vimentin szint emelkedés mellett a sejtek elkezdenek osztddni, és megsziinik a territorialis
elrendezddés. A sejtek olyan faktorokat expresszalnak (chondroitin és kreatin), melyek
gatoljak az axonnovekedést, hogy ezzel megakadalyozzak a nyulvanyok sériilt teriiletre
torténd bejutasat. A folyamat végére a szovet teljesen atrendezddik és tartos glialis hegszovet

alakul ki. [27], [63]

Stlyossag alapjan megkiilonboztethetiink enyhe és kozepes, és erds (diffuz) asztrogliozist. Az
enyhe és kdzepes sulyossagt gliozis jellemzoi gyakorlatilag az izomorf formaval egyezo jelek.
Ez enyhe trauma esetében, pl. altalanos immunvalasz (virusok, baktériumok) esetén, a
sériiléstdl tavolabb fordul el. A veszély megsziinése utan a sejtek visszatérnek normalis
morfologiajukhoz és funkcidjukhoz. Az erds/ diffuz asztroglidzis szintén sejttest novekedéssel
sejtek territoridlis elrendez6dése. Az eredménye a szdvet hosszl tava atrendezédése, mely
diffizan kiterjedhet tavolabbi régidkba is. A szoveti valtozas gyakorlatilag végleges. Erds
fokalis sériilés és kronikus neurodegenerativ teriiletek vagy fertézés kornyékén alakul ki ez a
valasz. Igen sllyos esetben jelentkezik a glidlis hegszovet kialakulasa. Szintén
sejtnovekedéssel, GFAP és vimentin expresszio novekedéssel, osztodassal jar. Ekkor a sejtek
fiziologias elrendez6dése megsziinik, és azok kompakt hatarvonalat képeznek a sériilt,
fert6zott, neurodegenerativ teriilet koriil. A hegszovet kialakitasaban részt vesznek az aktivalt
mikroglia sejtek, NG2 sejtek és fibromeningealis sejtek. Ezek olyan extracellularis matrix
faktorokat valasztanak ki, melyek gatoljak az axonnodvekedést. A kialakult hegszdvet

végleges. [60], [63]
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A reaktiv gliozist beindito faktorok a sériilt sejtekbdl vagy sériilt vér-agy gat feldl érkeznek.
Lehetnek neurotranszmitterek (ATP, glutamat) citokinek, adhéziés molekuldk, novekedési
faktorok, vér elemek, és relativ koncentracidjuk hatarozza meg a gliareakcio tipusat. Annak
folyamata, ahogy a fiziologias asztrocitakbol reaktiv glia sejtek lesznek, pontosan nem ismert.
Lehetséges, hogy az aktivalt sejtek asztroglialis prekurzorokbdl sziiletnek, de az is lehet, hogy

féleg a plazmas asztrocitakbol szarmaznak [27].
1.4.2. A gliozis lefolyasa

A glidzis lefolyasanak kiilonféle fazisai hatdrozhatok meg attél fiiggden, hogy milyen
folyamatok domindlnak. Meg kell azonban jegyezni, hogy a szakaszok kozt nincs éles
hatarvonal, egymdassal részben parhozamosan zajlanak, és egymasra jelentds hatéssal is

vannak [64]-[66].
Gyulladasos fazis

A sériilést kovetden eldszor, nagyjabol két nap idétartamig, a mikroglia sejtek jutnak jelentds
szerephez. Mint a kozponti idegrendszer makrofagjai, a szervezet barmely mas teriiletén
bekovetkezo sériilésre adott makrofag reakciohoz hasonld funkcidval birnak. A szovetsériilést
szamos olyan anyag felszabaduldsa koveti, melyek elsésorban a mikroglia sejteket aktivaljak
[67]. Az aktivalodas hatasara a mikrogliaban expresszalodnak a makrofag-markerek, és
szamos olyan faktort termelnek, melyek fokozzak a gyulladasos allapotot. Citotoxikus
hatastiak és aktivaljak az asztroglia sejteket, vannak azonban koztiik neuroprotektiv hatast

anyagok is. [65]

A mikroglia sejtek fagocitald alakot vesznek fel (aktivalt mikroglia), és eltavolitjak a sériilt
szovetdarabokat, és a véralvadékot. Kiilondsen nyilt sériilés esetén - és az implantacid ilyen —
megkezdik a véddreakciot, és szdmos olyan faktort valasztanak ki, mely a szervezet tobbi
részén is a gyulladasos folyamatokra jellemzd. Az idegszovet fokalis sériilése esetében
azonban ezek tobbsége felelds az asztroglia aktivalodasaért [67]. Jelenleg nem ismert
pontosan, hogy van-e a kiilonféle sejttipusok aktivalodasanak pontos iiteme, de az vilagos,
hogy a végbemend folyamatok egymasra erdsen hatnak, és a védekezd reakcid
inicializaciojakor altaldban egymast erdsitik. Az aktivalt asztroglia sejtek altal kivalasztott

faktorok a mikroglia aktivaciot is tovabb serkentik. [68], [69]

A gyulladasos fazis része, és kovetkezménye az ugynevezett masodlagos neuronkarosodas. A
sériilés periférigjan még egészséges neuronok is aldozataul esnek a gyulladasos reakcio

kovetkeztében kialakuld kedvezotlen molekularis kérnyezetnek [70].
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Asztrogliozis

A sériilést kovetd 3-14. napon az aktivalt asztroglia sejtek jellegzetes morfologiai valtozason
mennek keresztiil. A GFAP mennyisége és immunoreaktivitasa nd, és a sériiléshez kozeli
nyulvanyokban kimutathat6 a nesztin és vimentin jelenléte. E16szor az tgynevezett anizomorf
fazis figyelhet6é meg, mely esetében a nyulvanyok fejlédésének nincs kiterjedt iranya. Ezt
koveti az izomorf fazis, mely soran a sériiléshez kozel elhelyezkedd asztroglia nyulvanyok a
sériilés irdnydba megnytlnak, ezaltal képesek a sériilés teriiletét az egészséges szovettdl
elszepardlni. A sériilés kozvetlen kozelében megfigyelhetd anizomorf gliareakcid mellett az
agynak akar tavolabbi teriiletein (akar az ellenoldali agyfélteke megfeleld teriiletén) enyhébb,

izomorf reakcid is el6fordul, mely valdszintileg neuroprotektiv hatast [65].
Glia heg kialakuldsa

Az izomorf fazis vezet a gliareakcid harmadik fazisaig, mely eredménye, a glia heg
val6szinlileg végleges, vagy legaldbbis igen hossz(i tava valtozas az agyszovetben. A
hegszovet kialakuldsanak elsé lépései mar az elsé napokban megkezdddnek, eldszor egy
fibroblasztokbol 4llo6 mag jelenik meg a sériilés koriil, melyre valaszként az asztroglia sejtek
laminint, és kollagént termelnek. A sériiléshez kozel talalhatd asztrogliak végtalpai ehhez

kapcsolodnak, és ezzel kialakitanak egy a bazalis membranhoz hasonld hatarréteget. [65]

Természetesen nem minden kdzponti idegrendszeri sériilés esetén marad vissza glia heg, ez
foleg a ,,nyilt”, vér-agy gatat jelentdsen karositod sériilésekre jellemzd. A dolgozatban szerepld
implantaciot, mint szart sériilést kovetden a fenti jellemzokkel irhatd le az agy védelmi

valaszreakcidja.

Reaktiv gliozis sordn az asztroglia sejtek normalis haztartast fenntartd rendszereinek
mitkodései is részt vesznek a patoldgias mintdzatok kialakitasaban. A vizhaztartasért felelds
aquaporinok az 0démaért, a K' csatorndk az extracellularis K ion felgylilemlésért, a
connexinek a sejthalalra utasito jel terjedéséért feleldsek [71]. Altalanosan elmondhat6, hogy a
reaktiv asztrocitak glialis prekurzorokhoz hasonlé tulajdonsadgokat is mutatnak, és azokra
jellemzo fehérjéket expresszalnak [62]. Vitatott azonban, hogy a gliareakcidoban résztvevd
reaktiv asztroglidk honnan szarmaznak. Legvaldszintibb, hogy a rezidens gliapopuléci6 adja a
reaktiv glia nagy részét, a benne végbemend foleg, de nem kizardlag citoszkeletalis valtozasok
nyoman. Azonban kimutattak, hogy az asztroglia sejtek egy része ismét osztodo alakot vesz
fel, és igy a reaktiv sejtek egy része proliferacio utjan jon létre [72], [73]. Ugyanakkor
mutatnak jelek arra is, hogy a kifejlett agyban, a szubventrikularis zonaban jelenlevd 6ssejtek,
melyek képesek megfeleld kornyezeti hatdsra mind neuronalis, mind glialis irdnyba fejlédni, a

sériilés hatasara asztrogliava differencialédhatnak [74], [75].
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A kiterjedt, harmadik, hegképzd fazisig eljutott gliareakciot kovetden a sériilt agyszovet
lokalis regeneracioja gatolt. Bar a sériilés kornyezetében tuléld idegsejteken megjelennek az

axonnodvekedési kupok, a névekedés a glia heg mentén ,,megtorpan”.

1.5. Idegi 6ssejtek szerepe gliozisban és a regeneracioban

Napjainkban ismert tény, hogy a felnétt agyban is talalhatéak Ossejtek, melyek az ugynevezett
masodlagos germinativ zonakbol szdrmaznak, és kiillonbozd fejlédési allapotokban az agyi
parenchima sok pontjdn helyezkednek el. Ezek az idegrendszer tobb sejttipusava képesek
differencialédni [76]. Egyes funkcidik mdara jol ismertek. Egy résziikbol a szaglohdmba
vandorlé Ujabb és tUjabb idegsejtek sziiletnek az egyed teljes élete soran, masok pedig

differencialodva a hippokampuszban szemcsesejtként funkcionalnak [77], [78].

Megfigyelték a kifejlett emlés agy tobbi részén is Uj neuronok beépiilését, mely folyamat
agykéreg teljes teriiletén helyezkednek el tigynevezett nyugvo Ossejtek, melyek funkcidja
maig ismeretlen [79]. In vitro kisérleti koriilmények kozt belathatod, hogy ezek a sejtek a
megfeleld kornyezeti hatasok és jelek mellett képesek mind neuronokka, mind asztroglia
sejtekké fejlédni [79]-[81]. Egyes feltételezések szerint a glidzis soran megjelend
megndvekedett GFAP pozitivitas részben az igy keletkezett Uj gliasejteknek koszonhetd [74].
Ezen asztroglia sejtek, és a masodlagos germinativ zénaban taldlhato idegi Ossejtek nagy
valoszintiséggel jelen vannak és szerepet vallalnak a reaktiv gliozis lefolyasiban. fgy az is
elképzelhetd, hogy ezek a sejtek, tekintve, hogy képesek neuronokkd differencidlodni [82]—
[84], részt tudnak venni a sériilést kovetd idegi regeneracidban Uj interneuronokka
differencialodva, ezzel segitve a sériilt agyi haldzatok helyreallasat. In vitro korilmények kozt
vizsgalhato, hogy milyen fizikai és kémiai koriilmények sziikségesek e sejtek neuronna torténd
fejlédéséhez, azonban nem tudjuk, hogy az ¢l szovetben megtorténik-e ez a folyamat, és ha
igen, milyen modon. Azonban, ha el6allithaté olyan mesterséges kdrnyezet, melyben az idegi
Ossejtek nagy valosziniiséggel idegsejtté differencialodnak, és az erre alkalmas koriilmények

(fizikai, morfologiai és kémiai feltételek), a sériilt szovetben is megvalosithatoak, az

crer

1.6. Biokompatibilitas

A sejtek természetes kornyezetiikben a nanométer mérettartomanyba es¢ feliiletekkel, az
extracellularis matrix (ECM, Extracellular Matrix) alkotoelemeivel, illetve mas sejtek

felszinének fehérjéivel érintkeznek [85]. Funkcidjuk szempontjabdl kulcsfontossagu, hogy a
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sejtek milyen modon kapcsolddnak, tapadnak egymashoz és az ECM-hez. Az ECM strukturai
esetekben (példaul rakos sejtek kornyezetében) az ECM atrendezddik, és ezzel befolyasolja a
kornyezo sejtek miikodését [87]. Amikor a szovetbe idegen testet, implantatumot iiltetiink, az
a cél, hogy az eszkoz minél inkabb ,,észrevétlen” maradjon a szovet szamara, és minél inkabb
olyan jeleket vizsgalhassunk, melyek az intakt szovetre, sejtekre jellemzok. Ez az eszkozzel
szemben tamasztott igény a biokompatibilitds. Szamos olyan megfontoland¢ tulajdonsaga van
a sejtek természetes kornyezetének, amelyek felhaszndlhatdak lehetnek egy biokompatibilis

eszkoz fejlesztésében.

Ismert, hogy a sejtek viselkedésére az ¢él6 szoveten beliil szdmos kémiai faktor hat. Ezek
részben a szomszédos sejtek felszinén taldlhatd fehérjék, részben a sejt kozotti térbe
kivalasztott molekuldk, melyek a sejteken beliil kiilonféle jelatvitel utvonalakon keresztiil
hatnak a sejtek génkifejez6désére, fehérjetermelésére, viselkedésére [88]-[91]. A teljes
rendszer pontos feltérképezése a benne résztvevd molekuldk nagy szama és az alkotéelemek
egymassal szamos ponton kolcsonhatasba 1épd jelatviteli utvonalai miatt azonban igen
nehézkes. Az esetek tobbségében a mind id6ében, mind térben tavolabbi kdvetkezmények nem
belathatok (gondoljunk csak a gyogyszerekre, és azok minden esetben 1étezé mellékhatasaira).
Szamos Ujabb eredmény mutat azonban arra, hogy a szoveti kornyezet fizikai tulajdonsagai,
feliileti motivumai, érdessége, szabalyos és szabalytalan mintazatai, rugalmassaga szintén
nagy jelentdséggel birnak [92]-{96]. Torténtek in vitro vizsgalatok arra nézve, hogy hogyan
befolyasolja a ,,szilard kdrnyezet” topografiaja a sejtek tapadasat, mozgasat, vandorlasat és a
differencialodast [97]. E felileti tulajdonsagok, és egyes sejttipusokra gyakorolt hatasuk

megismerése ezért hasznos eszkoz lehet az implantatumok tervezdinek kezében.

A fog, iziileti és egyéb csontprotézisek esetében évtizedek ota intenziven kutatott teriilet a
szOoveti integraci6 ¢és a funkcionalitds hosszii tdvi megbizhatosaganak javitasa az
implantatumok feliileti érdességének modositasaval [95], [98]-[100]. Arra is fény deriilt, hogy
a kiilonbozd sejttipusok in vitro masként reagalnak kiilonféle érdességti feliiletekre [101]-
[106], azonban csupan az utobbi két évtizedben keriilt ez a megkozelités elétérbe az agyi

implantatumok esetében is.

Turner ¢és munkatarsai 1997-ben publikaltdk elsd eredményeiket agyi eredeti sejtek és
nanostrukturalt feliiletek kolcsonhatasarol [107]. Méréseikben immortalizalt és primer
asztroglia sejtek feliiletpreferencigjat, tapadasat vizsgaltdk, és a két kiilonféle sejttipust
vizsgalva eltéré eredményre jutottak. A kisérletben felhasznalt immortalizalt sejtvonal
(LRMS5S5) egy patkany kozponti idegrendszeri tumor sejt, mely a rakos mutacié kovetkeztében
korlatlan osztodasra képes. Ezaltal a sejtekbol készitett tenyészet hossz ideig valtozatlan

formaban fenntarthat6[107]. Mig az egészséges, €16 szovetbdl kinyert primer asztroglia sejtek
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a nanostrukturalt feliiletet preferaltdk, az immortalizalt sejtvonal sejtjeib6l a referencia
feliileten tapadt meg tobb. Ez egyszersmind ravilagit arra is, hogy szoveti hatasok
modellezésére hasznalt kiilonféle in vitro eszkozok esetében nagy jelentdsége van az egyes
modellezési szintek korlatjainak, melyeket a kovetkeztetések megallapitasakor fontos

figyelembe venni.

Mivel a szilicium az agyi implantatumfejlesztésben az egyik leggyakrabban hasznalt
alapanyag, szamos kisérlet foglalkozik porusos szilicium feliiletek vizsgalataval, illetve Si
feliiletek kiilonféle feliileti modositasdval. Bayliss és munkatarsai porusos €s polirozott Si
feliileten vizsgaltak B50 patkény neurdlis sejtek viselkedését [108]. Bar a sejtek a porusos
feliiletet kedvelték a legjobban, és azon osztddtak is, a morfoldgidjuk az egészséges sejtekéhez
képest megvaltozott. AMP Turner mart feliilleti sziliclumon tenyésztett immortalizalt
asztroglia sejtek vizsgalata sordn megallapitotta, hogy a kiilonféle feliileteken a sejtek fehérje-
expresszios mintdzata megvaltozik [109]. Fan és munkatdrsai a Subtantia Nigrabol szarmazo
primer neuronokat vizsgaltak HF marassal késziilt kiilonb6zo feliileti érdességili és polirozott
feliiletli sziliciumon. Eredményeik alapjan szignifikansan tobb sejt tapadt az érdes feliilethez,
mint a polirozott referencidhoz [110]. Egy kovetkez6 munkajukban azt is megallapitottak,
hogy e sejttipus szamara mi az optimalis feliileti érdesség tartomany [111]. Azt is
megfigyelték, hogy a tenyészetben €16 sejtek 5 nap leforgasa alatt a sikrol a strukturalt
feliiletre vandoroltak [111].

Moxon és munkatarsai 2004-ben publikaltak a pérusos Si-t hasznalé vizsgalataik eredményét,
melyben nemcsak azt vizsgaltak, hogy sejttenyészetben hogyan viselkednek a patkany
asztroglials és PC12 neuronalis eredet(i sejtek, de készitettek modositott feliiletii, platinaval
bevont pérusos Si alapu elvezeté pontokat tartalmazd implantatumot is, melyet egy hét
beiiltetés soran vizsgaltak patkany agykérgében [112]. Az in vitro vizsgalatok soran, a porusos
feliileten fokozott neurit novekedést figyeltek meg a referenciahoz képest. A beiiltetett eszkoz
esetében egy hét utdn sem lattak valtozast a regisztralt akcids potencidlok szamaban a
modositott, és a referencia kontaktusfeliiletek kozt. Meg kell jegyezni, hogy a nanométer
mérettartomanyu porusos feliiletre levalasztott platina planarizald hatdsat nem vizsgaltak, és
az egy hetes implantacios id6 az irodalom alapjan nem elég a glia heg kialakulasara [65], igy
ilyen iddtartam alatt a glidzisra gyakorolt esetleges modositdé hatds nem minden aspektusa
vizsgalhato. Ebben a kisérletsorozatban nem vizsgaltadk tovabba az implantacid utdn a

szoveteket sem.

Szintén kémiai mardssal strukturalt sziliciumfeliileteket vizsgaltak Khan és munkatarsai 2005-
ben, melyeknek mas-mas volt a feliileti érdessége, és primer kortikalis patkany idegsejteket
tenyésztettek rajtuk [113]. Megallapitottak, hogy e sejttipus szamara a 20 nm és 64 nm

tartomany kozti feliileti motivumok szolgalnak jo6 szubsztratként, sejtadhézid és
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nyulvanynovekedés szempontjabol. Sapelkin és munkatarsai szintén a neuralis sejtek
nanostrukturalt feliilet felé mutatdo preferencigjat allapitottak meg BS50 sejtek szilicium

feliileteken torténd vizsgalata soran [114].

A gallium-foszfid, szintén tobb csoport altal hasznalt potencialis elektrodfeliilet modositd
alapanyag, mely in vitro vizsgalatara tobb példat is talalunk az irodalomban [115], [116], vagy

ritkabban in vivo mérésekben [117].

Amellett, hogy jelenleg csekély mennyiségii in vivo adat all a rendelkezésre, ezek koziil is

csupan néhany foglalkozik a beiiltetés kronikus hatasaival.

Moxon és csoportja in vitro munkdjuk folytatdsaként pdrusos Si feliileti implantatumot
teszteltek in vivo, patkdny agykéregben [118]. Egy héttel az eszk6zok beiiltetését kovetden az
eszkdz polirozott és porusos oldala kozt vizsgaltdk a kiillonbséget a szoveti reakcidoban
fluoreszcens GFAP festéssel. Eredményeik alapjan a porusos Si alkalmazasa igéretes lehet,
meg kell azonban jegyezni, hogy a felhasznalt feliilet porusmérete inkabb a mikronos
tartomanyba esett, tovabba az egy hetes implanticios id6 alatt az irodalmi adatok alapjan a

glidzis csupan a kezdeti szakaszaban tart, a glia heg kialakuldsa ez alatt nem vizsgalhat6 [65].

Kozai ¢és munkatarsai 2015-ben publikaltdk igen igéretes eredményeiket poli(3,4-
etiléndioxithofén) (PEDOT) alapu, szén nanocsdvekkel modositott kontaktust eszkoziikrol,
mellyel 4 honapon keresztiil mértek sejtaktivitast egér vizualis kérgében [119]. A 18 um
atméréji kontaktusok impedancidja az elsé 3 honapon keresztiil jelentds mértékben nétt, ezt
kovetden stagnalt, azonban még ekkor is képesek voltak megfeleldé mindségi jeleket

regisztralni az eszkozzel.

Nanostrukturalt felilletek felhasznalasan kivill természetesen szamos mas probalkozas is

tortént a gliozis mértékének csokkentésére, agyi potencialok hosszli tavii monitorozasara.

Ezek koziil a legtobb valamilyen elektromos vezetd polimert (polipirrolt [120], [121], vagy
PEDOT-ot [121]-[123]), bioaktiv bevonatot [124]-[127], esetleg a kettd kombinacidjat [128]—
[130] haszndlja fel az elektrod kontaktusfeliiletén A bioaktiv bevonatok célja altaldban az,
hogy az idegsejtek jobban ndvekedjenek, tapadjanak a mesterséges feliileten, mely neuralis
adhézios fehérjék, molekulak [124], [127], laminin [126] vagy akar mesterséges fehérjék[128]
feliileti immobilizacidjaval érhetd el. Biran és munkatarsai asztroglidk feliileten torténd
manipulalasaval hoztak létre rendezett monoréteget a sejtekbol, és gy talaltdk, hogy a
gliasejtekkel parhuzamosan novo axonok szignifikdnsan hosszabbra noéttek [125]. Az
idegszovetnek a beiiltetés soran torténd megsértésével keletkezd vérzés igen jelentOs forrasa
az eszkoz funkcidvesztésének [13], [14]. Ennek megeldzése, csokkentése céljabol is
hasznalhat6 bioaktiv bevonat [22]. Az implantaciéval parhuzamosan, vagy az implantatum

feliiletén a szovetbe juttatott gyulladascsokkentd hatast faktorok alkalmazasa szintén hasznos
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moddszer lehet az eszkoz hossza tava funkciokészségének ndvelésében [22], [131], [132]. Az
irodalomban megtalalhatdé mérések kozt vannak in vitro [120], [124], [125] és in vivo
vizsgalatok [122], [123], [126], [127], [129] is, valamint olyan munkak, melyek ugyanazt a

feliiletet, anyagot mind in vitro mind €16 szoveti kornyezetben vizsgaltak [128], [130].

A bioaktiv bevonatok hasznalatanak altalanos hatranya, hogy az implantaitum elokészitése
igen koriilményes és iddigényes, mivel az eszkdzok egyedi kezelését igényli. A bevonattal
ellatott eszk6zok ezutdn mar csak specialis koriilmények kozt, és korlatozott ideig tarolhatok,
mivel ezek a bevonatok a szovet takaritomechanizmusai altal elbonthatok, ami korlatozza a

hatas idotartamat [133], [134].

A vezetd polimer elektrokémiai levalasztdsa, onmagaban is jel/zaj viszony javitd hatdssal
lehet, mivel megndveli a mérdkontaktus aktiv feliiletének nagysdgat. Azonban a
kontaktusfeliiletek elektromosan vezeté polimerrel torténd modositasa elektrokémiai
moddszerekkel szintén eszkozonként torténik, igy ebben az esetben sem kiiszobolheto ki az

implantatumok egyenként torténd eldkészitése.

Szamos kutatasi eredmény utal arra, hogy az elektrod anyaga és annak merevsége is
befolyassal lehet a kialakuld idegentest reakcidé sulyossagara [135]. Ennek nyoman tobb
csoport is vizsgalta a rigiditas szovetre gyakorolt hatasat [136], [137]. Ravilagitottak arra is,
hogy a rigiditast csokkenteni szandékozo bevonatok vastagsaganak is nagy jelent0sége van.
Olyan feliilet alkalmazasaval, mely rugalmassaga az agyszovetéhez kozel esik,nagyrészt
kivédhetd az eszkéz mikromozgasai altal generalt hegesedés, ez azonban jelentds
eszkozméretbeli ndvekedést okozhat, ami a beiiltetéskor nagyobb szovetkarosodassal jarhat

[137].

Munkam soran olyan nanostrukturalt feliileti implantitumanyagokat vizsgaltam, melyek
megvaldsithato a szeletszintli elkészitésiik. Az elkésziilt eszkdzokre vizsgalataink soran nem
keriiltek tovabbi bevonatok, igy tarolasuk hosszi ideig megvaldsithato, és tiszta, pormentes

kornyezeten kiviil nem igényelnek tovabbi specidlis tarolasi koriilményeket.

1.7. MEMS technologia

Az utobbi évtizedekben az agyi elektrodok gyartasa tekintetében el6térbe kerilt a
mikrotechnologia eszkoztaranak alkalmazasa. Ennek segitségével nagyszamu eszkoz
készithet6 el parhuzamosan, nagy pontossaggal. A szilicium, mint alapanyag nem toxikus és a
feliileti és tombi mikromegmunkaldsi lehetéségeknek koszonhetden szamos funkcionalis

struktura kialakithato, integralhatd az eszkoz feliiletén, példaul elektrodok, vezetékezés, akar
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egyszerll integralt aramkorok, hatdanyag adagolé mikrofluidikai csatornak, vagy integralt
optikai hullamvezetdk is. Az eszkozok technologiai gyartasi sora kiforrott az évek soran, a
kiilonb6z6 funkcionalis egységeket tartalmazo eszkdzok gyartasat ezekkel az eszkdzokkel

valdsitjuk meg.

A szilicium alapu, MEMS eljarassal késziilt eszk6zok mellett gyakran hasznalt alapanyagok a
szintétn MEMS eljarassal megmunkalt kiilonféle polimerek. A PDMS, SUS, poliimid, és
polipirrol biokompatibilis polimerek, ezekbdl Ontvényezéssel, és litografids eljarasokkal
szintén készithetéek idegszovetbe {iltethetd eszkozok [138]-[140]. Ezek eldnye, hogy a
sziliciumnal lagyabbak, emiatt egyrészt kevésbé torékenyek, masrészt irodalmi adatok
mutatnak arra, hogy a szoveti reakciok szempontjabdl kedvezdbb lehet a kevésbé merev
alapanyagok haszndlata [20], [138], [141]. Ezekbdl a sziliciumhoz képest vékonyabb
implantatumok készithetdek, mely szintén a biokompatibilitdsuk elonyére valhat [142]. A
polimer alapu eszkdzokre torténd kiilonféle funkciondlis elemek (hatdanyag adagolok, optikai
szal) integraldsa ma mar szintén megvaldsithatd [143]-[146]. Hasonldan a szilicium alapt
eszk6zokhoz, itt is lehetdség van egyszerre nagyszamu eszkoz parhuzamos eldallitasara,
azonos koriilmények kozott, j6 reprodukalhatosaggal. Az eszkdzok hatranya azonban szintén a
lagysagukban rejlik. A néhany tiz mikron vastagsagu lagy polimer eszkozokkel az agyszovet
mélyebb rétegeibe a pontos célzas nehézkes, altalaban sziikség van hozza kiegészitd célzo,
vezetd berendezésre, rétegre vagy eszkozre [147]-[150]. Ez a fejlesztést, gyartast és

hasznalatot koltségesebbé, és koriilményesebbé teszi.

Szintén gyakori a szigetelt fémszal elektrodok hasznalata, melyekbdl igen kis méretben
eléallithatd szamos féle elektrodkonfiguracio [151]-[154]. Irodalmi adatok utalnak arra, hogy
az ilyen eszk6zok hasznalata kevésbé sulyos szoveti reakciot valthat ki, igy hosszabb tavon
hasznalhatéak megbizhatéan [151], tovabba jelentds elony, hogy az eszkdzok kis atmérdjik
ellenére sem torékenyek. A kontaktuspontok 3D elrendezése is konnyebben megvalosithatd
igy, ami segiti az egysejt aktivitds helyének meghatarozasat [155]. Tovabbi eldnyiik, hogy
fejlesztésiik és készitésiik egyedi igények esetén is jelentdsen kevésbé koltséges a MEMS
technoldgiaval késziilt eszk6zokhoz képest. Hatrdnyuk viszont, hogy az eszkozok egyedi
készitése miatt sorozatgyartdsuk iddigényes, és a pontossdg kevésbé garantilhatd. Az
eszkozokre tovabbi funkcionalis elemek integralasa jelentdsen bonyolultabb, és mivel a
hordozoanyag belsejébe torténd elhelyezésiik (eltemetett csatorna, vagy optikai szal) nem

megvalosithato.

Az e munkaban felhasznalt szilicium mintak alapvetden a MEMS gyartastechnologia
felhasznalasaval késziiltek, ezt ismertetem roviden a kovetkezékben, Madou 6sszefoglald

mive alapjan [156].
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Az eszkozkészités elsO 1épése a szilicium hordozo feliiletén kialakitandd vezeték- és
kontaktushalozat, vagy mas integralt elemek rajzolatanak rétegenkénti megtervezése.
Gyartastechnologiatol fliggéen kiilonbozd rétegek szolgalnak a fémezések kialakitasahoz,
kontaktusok, (,,pad”-ek) definidlasdhoz, vagy esetiinkben a nanostrukturalt feliletek
elhelyezkedésének meghatarozasahoz. Ezen rétegek tervezésére a CleWin [157] szoftvert
hasznaltam. A mintazatok vékonyréteg levalasztasi és fotolitografias eljarasok, tovabba marasi
1épések sorozataként képzddnek le a szilicium hordozo feliiletére, 1étrehozva a kivant feliileti

strukturat.
1.7.1. Fotolitografia

Fotolitografia soran a hordozodra felvitt fényérzékeny polimerben egy Iépésben képezziik le az
UV megvildgitd forrds és a hordozé k6zé pozicionalt, tin. fotomaszkon taldlhaté — altalunk
tervezett — mintdzatot. A fotomaszk egy planparallel {iveglemez, melyen g6zolt krom
vékonyrétegben alakithatd ki pl. 1ézeres maszkgenerator felhasznalasaval a kivant mintazat. A
litografias 1€pést a hordozo tisztitasa €s szaritasa (dehidratald hokezelés) el6zi meg. Ezutan a
fényérzékeny polimert (fotdlakk oldatot) centrifugaval (spin coating) teritik a mintara,
altalaban 0,5-1,5 um, vagy felhasznalastol fliggd vastagsagban, majd az oldoszereket hdkezeld
1épéssel (softbake) tavolitjak el. A lakknak kétféle tipusat kiilonboztetjilk meg attol fiiggéen,
hogy az UV expozicid6 miként hozza létre a kontrasztot a lakkban. A pozitiv lakkok az
exponalas hatasara oldhatova valnak, vagyis ebben az esetben a feliileten a maszk altal fedett
terliletek lesznek lakk-védelem alatt. Negativ lakk esetében éppen ellenkez6 a helyzet, a lakk
UV expozicid hatasara polimerizalodik, igy a feliilet maszk altal fedett része valik szabadda a
marasi 1épés szamara az elohivast kdvetden. A levilagitas torténhet kontakt, proximity vagy
projekcids illesztéssel. Tobb litografias 1épés esetében a fotomaszkok az elsd, szeleten
kialakitott mintazathoz pontosan illeszkedd, un. illesztd 4abrat tartalmaznak, melyet a
maszkilleszté berendezésben lehet pozicionalni. A fotomaszk csikszélességének, a lakk
felbontoképességének ¢és a megvilagitd fényforras hulldmhosszanak, optikdjanak
fliggvényében érhetdk el akar szubmikronos rajzolatok is. Ezt kdveti az eldhivas, azaz az
exponalt lakk szelektiv kioldasa, mely utan a lakkal nem fedett helyeken marhat6 a korabban

levalasztott vékonyréteg vagy maga a szubsztrat.

A nanostrukturalt mintaink tervezése soran figyelembe kell venniink a szdrazmarasi eljarasok
soran kritikus mintatelitettséget, az un. ,,loading” effektust is, mely azt jelenti, hogy a feliilet

hany szazalékat nem fedi le a maszkunk.
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1.7.2. Vékonyrétegek kialakitasa

A sziliciumhordoz6 feliiletén szamos eljarassal tudunk vékonyréteget kialakitani. A szilicium
sajat anyagabol magas homérsékleten eldalld szilicium-dioxid (SiO,) noveszthetd. Az igy

keletkezett SiO, eszkdzeinkben elektromos szigetel6ként funkcional.

Polikristalyos szilicium (poliSi), illetve SiNy a hordoz6 feliiletén torténd kialakitdsara kémiai
gbzfazisu levalasztassal van lehetdség. Ennek soran adott térfogatdramon a reakcio-kamraba
vezetett megfeleld elegyli gazok feliileti adszorpcidja és kémiai reakcioi sordn képzddik
vékonyréteg. Gyakran torténik az eljards alacsony nyomason (LPCVD = Low Pressure
Chemical Vapor Deposition), ami jo 1épcsofedéstést és egyenletességet biztosit. E rétegek
lehetnek strukturalis elemek, dielektrikumok vagy feldldozhaté rétegek is. Esetiinkben poliSi

vékonyrétegbdl alakitjuk ki késébb a nanostrukturalt feliiletet.

Fémrétegeket jellemzden go6zoléssel vagy porlasztassal valasztjuk le a feliilletre. Munkam
soran a feliiletre g6z61t aluminium felaldozhat6 rétegként szolgalt pl. a , lift-off” (lasd. 1.7.3.
fejezet) technika soran. A feliiletre porlasztott platina vékonyrétegb6l alakitottuk ki a

tesztmintak kontaktusait.
1.7.3. Vezeto mintazat Kkialakitasa: lift-off technika

A mintak feliiletén a porlasztott fémrétegek strukturalt kialakitasat tgynevezett lift-off
technikaval végeztilk el. Ennek soran a feliillet egészére egy ugynevezett felaldozando
segédréteg (esetiinkben aluminium és fotoreziszt) keriil, melyet fotolitografidval és nedves
kémiai marassal tesziink szabadda a bevonni kivant feliileteken. Ezutdn a teljes feliileten
megtorténik a fém, (esetiinkben platina) levalasztisa, porlasztassal. Ezt kdvetden a
felaldozandd segédréteg szelektiv eltavolitasaval a felette talalhatd felesleges fémréteget

»leemeljik”.
1.7.4. Feliileti és tombi mikromegmunkalas kémiai és fizikai marassal

A szilicium szeleten a tombi anyagot (tombi mikromechanika) és a feliileten talalhatod
vékonyrétegeket (feliileti mikromechanika) szelektiven altalaban valamilyen maszkold
segédréteg felhasznalasaval munkalhatjuk meg nedves kémiai (mard oldatokkal) vagy
szarazmarasi (mar6 gazokkal) eljarasokkal. A maras profilja, jellege szerint a maras lehet
izotrop vagy anizotrop. El6bbi, ha a marasi profil nem fligg az orientaciotol, vagyis a maro
anyag oldaliranyba, és vertikalisan egyenletesen mar, utobbi, ha a maras iranyszelektiv.
Munkam soran szarazmarasi eljarasokat hasznaltunk a poliSi nanostrukturalasara, ill. a chip

kontarok kialakitasara.

A széaraz vagy plazmamarasok soran csokkentett nyomason, radiofrekvencids gerjesztéssel az

eltavolitand6 anyagnak megfelelden megvalasztott gazelegyben plazmakisiilést hozunk létre.
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A plazmakisiilés soran a toltéssel bird részecskék a valtozod tér iranyanak megfeleléen
gyorsulnak és a gaz egyéb alkotoival litkoznek, melyek eredményeként kémiailag aktiv, un.
gyokdk és ionok keletkeznek. Ha sikeriil olyan koriilményeket beallitani, ahol a kémiailag
aktiv részecskék élettartama elegendden nagy ahhoz, hogy a reakciotérben elhelyezett szelet
feliiletére is nagy szamban eljussanak, akkor 1étrejon a kivant maras, feltéve, hogy a reakcio
terméke is gaz halmazallapota és deszorbealodik a feliiletrél. A gyakorlatban halogén F, Cl,
néha Br alapu plazmakat hasznalnak. A marési profil izotrop, v. anizotrop jellegét a kémiai
reagens mindsége és az alkalmazott plazmamard konfiguracié tulajdonsagai hatdrozzdk meg.
Altalanossagban elmondhato, hogy a marasok tobbsége izotrop jellegii, de a szubsztrat
megfeleld eléfeszitésével az izotrop kémiai mards kombinalhat6 egy iranyitott "porlasztassal",
igy a fizikai-kémiai reakcio kiilonboz6é foka anizotrép marasi profilt eredményezhet (reaktiv
ionmaras). A nanostrukturalt feliilet kialakitasahoz felhasznalt reaktiv ionmarasi miiveletet a

3.1.1. fejezetben részletesen is ismertetem.
1.7.5. Chipek kialakitasa: flirészelés vagy kontirmaras

Az elkésziilt szeleteket a felhasznalasra keriildé mintak, tgynevezett ,,chipek” formajatol
fliggben kiilonb6z6é modon kezeljiik. Egyszer(i négyzet, vagy téglalap alaki formak esetén a
szelet megfeleld vonalak mentén gyémanttarcsaval fiirészelhetd, igy eldallitva a kivant méreti

mintakat.

Az agyi elektrod gyartdsa soran az eszkoz kontarja ennél bonyolultabb, igy litografiaval
kialakitott kontirvonalak mentén a teljes szelet atmarasaval valosithatd meg, ugynevezett
Bosch eljarassal [158] reaktiv ionmard kamraban. A Bosch eljarassal nagy oldalaranyu
marasok végezhetdek, vagyis megvalosithatd egy teljes szelet keskeny savban torténd

atmardasa is. Ennek soran marasi és passzivalo lépések valtakoznak.
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2. Kisérleti modszerek

2.1. Fluoreszcens mikroszkdpia

A fluoreszencia jelensége soran a fluorofor megfeleld hullamhosszi megvilagitas hatasara
nanoszekundumos iddintervallumon belil ra jellemzé hullamhossza fényt bocsajt ki.
Fluoreszcens tulajdonsagi festékanyagokat sejtek adott alkotoelemeihez, fehérjéihez
specifikusan kotve lehetdségiink nyilik megfeleld megvilagitas mellett a sejt egyes elemeinek
részletes mikroszkopos vizsgalatara. A sejtalkotd elemek specifikus festésére az
immuncitokémia modszereit hasznalhatjuk, és fluoreszcens mikroszkoppal megfeleld
hullamhossza fényforrds és sziirékészlet segitségével az emittalt fény detektdlhatd. Van
lehetdség arra is, hogy géntechnologiai modszerekkel a sejt genetikai anyagédba juttassanak
bizonyos fluoreszcens fehérjéket (példaul az n. zdld fluoreszcens fehérjét, GFP, Green
Fluorescent Protein) expresszalé géneket. Egyes fluoreszcens anyagok a sejtek bizonyos
részeihez kotddnek (pl. a DAPI a DNS bizonyos szakaszaihoz), mdasok kiilonb6zo
antitestekhez kotve megvasarolhatok. Egy preparatum egyes részei, példaul egy sejt vagy
szovet kiilonféle fehérjéi akar kiilonbozé fluoroférokkal is festhetOk, és erre alkalmas
mikroszkoppal, és szoftveres tamogatassal a kiilonbdzd csatornakon mérhetd fluoreszcens

képek egymasra illeszthetok.

A munka soran felhasznalt fluoreszcens festékeket, és a rajuk jellemzo gerjesztési és emisszios

hulldmhosszokat az 1. tablazat tartalmazza.

Fluoreszcens Gerjesztési Emisszios
festék hulldimhossz hulldimhossz
GFP 480nm 510nm (zold)
DAPI és
360 nm 460nm (kék)
Bisbenzimide

Alexa Fluor

590nm 620nm (vOros)
594
Alexa Fluor
490nm 525nm (zold)
488
Alexa Fluor
556nm 573nm (narancs)

546

1. tablazat A munka soran felhasznalt fluoreszcens festékek gerjesztési és emisszios maximumai

19



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

Megjegyzés: az elso sorban szerepldo GFP a vizsgalt NE-4C sejtek citoplazmajaban szolubilis

fehérjeként fejez6dott ki, ebben az esetben nem volt sziikség immuncitokémiai festésre.

2.2. Pasztazo elektronmikroszkopia

A pasztazd elektronmikroszkopia soran a minta feliiletét az eszkdz egy fokuszalt
elektronnyaldbbal tapogatja le, képet nyerve ezzel annak feliiletér6l. A minta feliiletére esd
elektronnyaldbbol visszaverddd, vagy az elektronsugar gerjeszt6 hatasa miatt a mintabol
kibocsatott ugynevezett szekunder elektronok jele mérhetd. A mintakamraban vakuumra van
szlikség, ami miatt a biologiai mintak dehidratalasa az elkészités soran kulcsfontossagu,
valamint a nem vezetd mintak vezetd réteggel (példaul vékony porlasztott fém vagy szén
réteggel) torténd bevonasa sziikséges. A felbontasa a fénymikroszkopianal jelentOsen

nagyobb, nanométeres nagysagrendbe esik.

2.3. Fotometrias mérések

Kvantitativ biologiai mérések kozt jelentds helyet foglalnak el a fotometrids elven miikodo
sejtes esszék. A mérések sordn a tenyészetek szabvany tenyészt6lemezekbe, tigynevezett
»plate” lyukaiba (,,well”) keriilnek, melyekbdl a vizsgalat jellegétdl fiiggéen hasznalhato
parhuzamosan 6, de akar 512 mérésre alkalmas darab is. A tobblyukas tenyészolemezek egyes
soraiban €s oszlopaiban egyszeriien valdsithatdbak meg azonos koriilmények, vagy soronként,
oszloponként fokozatosan valtoztathatok a paraméterek, a tobbi koriilmény valtoztatasa
nélkiil, mely lehetévé teszi valtozatos hatasok szisztematikus vizsgalatat in vitro. A
tenyésztélemez lyukaiban talalhaté mintak ezutan ugynevezett plate-olvasd berendezésekkel
vizsgalhatoak, melyek optikai elven mikddnek. Az alkalmazott esszétdl fliggd hullamhossza
megvilagitast kovetéen detektalhatdo a tenyészeteken atesd fény optikai siirlisége, vagy
fluoreszcens festékek hasznalata esetén az atesé vagy visszaverddd emittalt fény intenzitasa
lyukanként. Az egyes mintakon mérhet6 jelek aranyosak a lyukban talalhato sejtek szadmaval,
vagy a koztik bizonyos tulajdonsaggal bird (példaul valamilyen antitesttel jelolt) sejtek
szamaval, igy a lemez egyes mintai kozt jol dsszehasonlithato kvantitativ informacié nyerhetd

a tenyészetek viselkedésérol.
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2.4. Biologiai mérésekben hasznalt modellezési szintek és vizsgalhato

tulajdonsagok

A biologiai mérések tervezése soran lehetOség nyilik arra, hogy kiilonféle modelleket
valasszunk a kisérletiinkhoz. A kisérlettervezés soran mérlegelni kell ezek koltségeit,
hatékonysagukat az adott vizsgalatot, célt illetden, és etikai szempontokat is. Természetesen a

valasztashoz, és az eredmények helyes interpretalasahoz ismerni kell az adott modell korlatait.

Az ¢él6 anyagon végezhetd legegyszeribb és legkoltséghatékonyabb vizsgalatok az
immortalizalt sejteken végzett sejtes esszék. Az immortalizalt sejtek gyakorlatilag korlatlan
osztodasi képességgel birnak, ilyen tekintetben a rakos sejtekhez hasonloak leginkabb, sok
koziiliik valoban rakos szovetbdl lett izolalva. A sejtvonalak forgalmazoktol megvasarolhatok,
majd bizonyos, (altaldban igen magas) passzazs szamig sejt-valtozas nélkiil szaporithatok.
Legtobbjiik egyszertien fenntarthat6, és a fel nem hasznalt sejtek hosszu ideig tarolhatok
fagyasztva, amit kovetOen gyakorlatilag valtozatlan formaban felhaszndlhatéak ismét. A
hosszan szaporithatosdg elénye egyben a modell hatranya is. A tulajdonképpen rakos
sejteknek természetesen tobb funkcidja is kiilonbozik a fiziologiastol, és tobb olyan eredmény
is sziiletett mar, mely rdvilagit arra, hogy alapvetd viselkedésiikben, példaul feliilethez valo
tapadasi tulajdonsagokban, kiillonboznek a primer, vagyis €16 szovetbdl frissen izolalt sejtek
viselkedésétdl [107]. Természetesen az €l6 sejtek sok alapvetd funkcidja jo kozelitéssel
ugyanugy mikddik benniik, mint a fiziologids osztddasi képességgel bird sejtekben (tovabba
rakos  szOvet ~modellezésére természetesen  kitlinben  hasznalhatok). Ezért a
koltséghatékonysag, és egyszerii kezelhetGség miatt igen gyakori a felhasznalasuk els6

modellezési szintként.

Az immortalizalt sejtekhez hasonldéan viselkednek osztddas szempontjabdl a kiilonféle Ossejt
tenyészetek, és ezért rajuk a sokszori felhasznalhatosag szintén igaz. Ezek azonban
nehezebben hozzaférhetoek és koltségesebbek, altalaban olyan kisérletekben hasznalhatok
csak fel, melyek kifejezetten dssejtek viselkedését vizsgaljak, mivel adott sejttipussa torténd
differencialtatasuk a tervezett mérés el6tt igen jol kontrollalt koriilményeket és sok idét

igényel.

Az €16 szovetben talalhato sejtek viselkedéséhez kozelebb allnak a primer sejteket felhasznald
modellek. A primer sejtek élolények szervezetébol a kisérletek elott izolalt, a szovetbdl
szelektalt, és a sejttipusnak megfeleld koriilmények kozt fenntartott sejtek. Eldallitasuk
id6igényes és koltségesebb, mint az immortalizalt sejtvonalak hasznalata, a sejtek izolalésa, és
szelektalasa szakértelmet igényel. Sejttipustol fliggéen korlatozott mértékben, vagy akar,
példaul neuronok esetében, egyaltalan nem szaporithatok, igy ujabb és ujabb eldallitasuk

szintén tobb koltséget ro a felhasznalora, mint az immortalizalt sejtek hasznalata.
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Elényiik viszont, hogy ha a kisérletnek megfelelden kivalasztott, egészséges €lolénybdl lettek
izolalva, a sejtek sok lényeges - bar kozel sem az Osszes — tulajdonsagukban megegyeznek a
fiziologias kornyezetben talalhatokkal. Azonban a sejtek funkciodira fiziologias koriillmények
kozt szamos, magukon a sejteken kiviil allo6 dolog hat (mas sejtekkel, sejttipusokkal torténd
interakcid, extracellularis martix dsszetétele és szerkezete), melyek egy sejttenyészetben nem,
vagy csak részben reprodukalhatok. Az egyféle sejttipust tartalmazd tenyészetekben
hianyoznak a kiilonféle sejtek egymasra gyakorolt hatasai. Esetiinkben, mint lattuk a sejtek
leirasanal, fizioldgias kornyezetben a neuronok gliasejtek nélkiill nem maradnanak fenn.
Természetesen létrehozhato6 és bizonyos ideig fenntarthato tiszta neurondlis tenyészet, azonban
az asztroglia sejtek kozremiikodése hijan funkcidjaban jelent6sen kiilonbozni fog a
fiziologidsan megfigyelhetdé miikodéstél. Vannak olyan sejttipusok, melyek kifejezetten a
kornyezet valtozasara érzékenyek, igy megfigyelések szerint tenyészetben soha nem
viselkednek fizioldgiasan (példaul nyugalmi allapotban levé mikroglia sejt tenyészetben nem

figyelhet meg [27].)

A t6bb sejttipust tartalmazé tigynevezett ko-kultarak ebbdl a szempontbdl jobban modellezik a
szovet miikodését. Azonban az ¢€l6 szervezet milkodésében jelent6s szerepe van a 3D
elrendezddésnek, mely hatas tenyésztélemezen, kétdimenzids tenyészetekben természetesen

nem figyelheté meg [86].

Megoldast jelenthetnek erre az ugynevezett 3D tenyészetek, melyek bonyolult
haromdimenzids szerkezetekkel probaljak modellezni a szdvetek organizacidjat, ugy, hogy
mesterséges ,,allvanyokon” (scaffold) tenyésztik a sejteket. Ezek rutinszerii hasznalata

azonban egyelore ritka.

Vannak olyan mérések ugyanakkor, amelyek 2D tenyészetben olyan alapkutatasi kérdésekre
adhatnak valaszt, mint példaul a sejtek viselkedésére valdo kovetkeztetés a morfologia- vagy
sejtszam-valtozas alapjan. A fluoreszcens mikroszkoppal megjelenithetd sejtmagok és a
citoszkeleton elhelyezkedése, szerkezete, organizacidja alapjan, vagy akar a sejtfelszinek
elektronmikroszkopos vizsgalata alapjan szamos kovetkeztetés vonhato le a sejtek allapotardl,
¢letképességérol, tapadasarol, és akar a motilitasarol is. A sejtek a felszinhez tigynevezett
fokalis adhézios pontokban tapadnak, melyeket a citoszkeleton rostjai stabilizalnak. Az
adhéziés pontokon ezért az aktin citoszkeleton ellaposodasa figyelheté meg mikroszkopos
felvételeken. Mivel az er6sen letapadt sejtben a sejtvaz ennek megfelelden rendezodik, és ez
hat a sejtmagra is, a jol tapado sejtben a sejtmag ellaposodo, ovalis alaku, és sima felszinli lesz
[159]. A tapadas gyengiilésével a sejtmag felszine érdes lesz és térfogata csokken [160]. A
programozott sejthalal esetén a sejtmag térfogata szintén csokken a kromatinallomany
kondenzalodasaval, és a sejtplazma tomoriilése miatt az egész sejt térfogata csokken.

Jellegzetes felszini valtozas az tgynevezett holyagosodas (,,blebesedés™) a sejtmembranon,
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mely tulajdonképpen apoptotikus testek lefliz6dése, melyeket aztdn a szovet megtisztitdsaért

felelés kornyezo sejtek fagocitalnak [161].

Sejtszamok  kiilonb6z6, jol  kontrollalhatd  koriilmények kozt torténd  kvantitativ
meghatarozasara is jelentdsen egyszeriibb €s pontosabb lehetéségek allnak rendelkezésre in

vitro modellek hasznalataval, mint az él6 szoveten beliili vizsgalatok esetén.

A fiziologias muikodéshez legkdzelebb természetesen az él0 szovetben tett megfigyelések
allnak. Ezek az ¢él6lények fenntartasa miatt igen koltségesek lehetnek, és a kisérlet jellegétol
fiiggben tobb szakember tudésat is igénylik. Lehetdség van ¢él6 szovet, szerv fixalast kovetd
vizsgalatara. Ekkor megmarad a szdvet anatdmiai integritasa, de a modell élettani folyamatok
vizsgalatara — értelemszeriien — nem hasznélhat6. Fixalas nélkil, un. talélé preparatumokon
(pl. agyszeleteken) vizsgalhatok szerv-élettani alapfolyamatok, és ez a modell a méréseket
egyszeriibbé €s kevésbé koltségessé teszi az in vivo vizsgalatokhoz képest, azonban a szdvetek

€16 szervezeten kiviili fenntartasa csupan igen korlatozott ideig valosithatdo meg.

A szovetek miikodésének az €16 szervezeten beliil térténd vizsgélata az in vivo vizsgalat. Ezzel
a modszerrel jo kozelitéssel valoban a fiziologids vagy kivalasztott patoldgias koriilményekrdl
nyerhet6 informacid. A kisérletek végrehajtasdhoz altalaban miitétre van sziikség, mely igen
bonyolultta és koltségessé teszi ezeket a méréseket. Szamolni kell az ¢€l6 allatok
fenntartasanak koltségeivel, etikai és engedélyeztetési kérdésekkel is. ElSlényben torténd
mérések esetében lehetdség nyilik hosszi tavi hatasok vizsgalatara, mely alapulhat akar az
allat viselkedésének megfigyelésén, akar a vizsgalati id6 letelte utan a szovetek fixalast kovetd
vizsgalatain. Ekkor lehet6ség van a szdvet egyes sejtjeinek specifikus festésére, igy a sejtek
vagy bizonyos fehérjék, markerek el6fordulasanak meghatarozasra. Ehhez altalaban a szovet
festése utan mikroszkopos mérések sziikségesek. Amennyiben kvantitativ informaciot
szeretnénk nyerni a markerek mennyiségérél, esetleg sejtszamokrol, bonyolult, és altalaban
specifikusan az adott kisérlethez fejlesztett képfeldolgozasi 1épések sziikségesek, melyek a
kiértékelést jelentdsen Osszetettebbé teszik, mint példaul a fotometrids mérések alkalmazasa

esetében.

Még in vivo mérések esetén is szamolni kell a valasztott allatmodell korlataival. Az
evolicidosan erdsen konzervalt folyamatok megfigyelésére alacsonyabb rendii élolények
hasznalata is elegendd lehet, mig természetesen vannak olyan vizsgalatok, melyek
eredményeinek humén alkalmazasra torténd interpretacioja akar foemlOsokkel végzett
kisérleteket is igényel. Ezek komoly etikai kérdéseket tamasztanak, és igen jelentds mértékben
novelik a koltségeket. A glidzis evolucidsan erdsen konzervalt védekezé mechanizmusa a
kozponti idegrendszernek [27], Kisérleteinkben alacsonyabb rendd ¢€l6lények sejtjeit,

agyszovetét hasznaltuk a modellezésére.

23



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

3. Alkalmazott mérési eljarasok

3.1. A fekete szilicium nanostrukturak készitése és vizsgalata

3.1.1. Nanostrukturalasi eljaras mechanizmusa

A vizsgalataink soran alkalmazott nanostrukturalasi eljaras fizikai marassal, mély reaktiv
ionmardssal (DRIE = Deep Reactive lon Etching) végezheto el, alacsony héfokon (-90 °C -
-110 °C) [162]. Nem sziikséges hozza maszk alkalmazasa, a kapott struktarak kuap-szertiek, és
a feliileten random helyezkednek el. A maras SF¢/O,/CHF; plazmaban torténik. Az SF¢ gdzbol
F gyokok keriilnek a plazmatérbe, melyek a Si kémiai marasaért felelosek, és a Si
rezidumokkal SiF,-et képeznek. Az O,-bdl képzdédé O ionok jarulnak hozza a SiOF,
passzivalo anyag kialakuldsdhoz, mely akadalyozza a Si feliilet marasat. A CHF;-bol képz6d6
a CF," ionok ezt a passzivalo réteget iranyitottan marjak, és végeredményben COLF, képzodik.
A gazok térfogatiramanak, az ionok gyorsulasaért felelds radiofrekvencids eléfeszitésnek, és a
mards szamos egyéb korilményének modositdsaval szabalyozhaté a marédsi profil. A
paraméterek egy megfelelé kombinacidjaval elérheto a fliggdleges oldalfalmaras, melynek egy
mellékterméke a képzodd ,fekete szilicium fii”. Ilyenkor a mards soran ugynevezett
mikromaszkok képzddnek, melyek a nem vertikalis oldalfal maras esetén alamarddnak, és
rovid idon beliil eltinnek. Amikor azonban az oldalfal- maras profilja fliggéleges, a
mikromaszkok alatt a Si nem marddik el, igy képz6édnek a kap alaki struktarak (3. abra)
[163]. Az 1. abran a folyamat sematikus abrazolasa lathatd. A gazelegy Osszetétel aranyanak, a

térfogataramoknak, a hémérséklet értékeknek, és a feliilet lefedettségének valtoztatasaval a

$i0.F,

[l W Marssi icovelatakuts profi >

3. abra Fekete szilicium nanostruktira képzédés mechanizmusanak sematikus rajza [162].
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A bemutatott nanostrukturalasi modszer elénye, hogy teljes szilicium szeleten, igy szamos
eszkdzon egyszerre végrehajthato, és hogy az elektrédok gyartasi soraba ez a 1épés egyszerlien
beilleszthetd. Hatranya, hogy egy-egy maras soran elért nanotopografia maradéktalanul nem
reprodukalhato, hiszen a maras koriilményeinek egy része nem kontrollalhato teljes mértékben

(pl. DRIE kamra tisztasaga).

A mérésekhez kiilonféle felilletfedéssel rendelkezé mintakat készitettiink, valamint nagy

feliileten nanostrukturalt elektrédokat is, a fajlagos feliilet elektrokémiai mérése céljabol.

s

feliiletére termalis oxidacioval 500 pm vastag SiO, keriilt. Ezt kovette az 1000 pm vastag

poliSi réteg alacsony nyomdsu kémiai gdzfazisu levalasztassal Tempress LPCVD
berendezéssel [164] SiH, gaz 250 sccm aramoltatasaval 630 °C vagy 610 °C homérsékleten.
A polikristalyos sziliclumréteg mikro-mintazasara fotolitografiadt kovetden a polikristalyos Si
marasat alkalmaztuk 10 percen at HF:HNO;:CH;3;COOH = 3:2:5 oldatban. A fekete szilicium
kialakitdsdhoz Oxford Plasmalab 100 [165] mély reaktiv ionmar6t hasznaltunk . A fotoreziszt
felrepedezésének elkeriilése érdekében a mintdzat kialakitdsat kovetéen 40 percen keresztiil
150 °C homérsékleten kezeltik a szeleteket. A plazmamarasi 1épés el6tt a jobb
reprodukalhatosag érdekében a kamra kondicionalasara keriilt sor. A kamraba egy teszt szelet
(,,dummy wafer”) keriilt, melyen 10 perc SFg, majd 45 perc O, plazmamarast hajtottunk végre.
Ezt kovetéen az ¢éles mintan alkalmazott mardsi recept 1 percig futott a megfeleld

hémérsékletre hiitott kamraban.
A nanostrukturak készitésének technologiai sorat a fiiggelékben az F1 abra foglalja 6ssze.

A mintakészités soran vizsgalt marasi paramétereket a 2. tablazat tartalmazza.

poliSi 0, Marasi
Minta . . Mintatelitettség
levalasztasi térfogatairam | phgmérséklet | Prp[W]
elnevezése [%]
hémérséklet [scem] [°C]
poliSi-A 630°C
- -110, -100,
poliSi-B 610°C 10,15 2,3 10,90
-90
cSi -

2. tablazat A munka soran felhasznalt nanostrukturalt mintdk kiilonféle mardsi paramétereinek
osszefoglalasa. Az dsszes kisérletben allandoak voltak az alabbi paraméterek: SF¢ térfogataram= 40 sccm;
kamranyomas: 40 mTorr; marasi idé=1 perc; Pycp=700 W
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3.1.2. A polikristalyos szilicium levalasztasi hdmérsékletének hatasa a kiindulasi

rétegre

A polikristalyos szilicium levalasztdsi hdmérséklete hatassal van a kialakuld réteg
szemcseméretére ¢€s kristalyorientacid-eloszlasara. Kisérleteink sordan a nanostrukturalas
kiindulo6 rétegeként két tipust polikristalyos szilicium réteget vizsgaltunk, az egyiket 610 °C-
on, a masikat 630 °C-on valasztottuk le, ezekre a kovetkezOkben poliSi-A, és poliSi-B
rétegként fogok hivatkozni (Id. 2. tablazat). A két feliilet jellemzd szemcseméretét a 4. dbran
lathaté atomerd mikroszkopos felvételek mutatjak. A mért RMS érdesség a poliSi-A esetében
34,8 nm + 0,81 nm, a poliSi-B esetében 24,5 nm + 3,05 nm. Az adatok egy gyartott
mintaszelet 3-3 mérésének atlagabol szarmaznak. Az atlagos szemcseméret a poliSi-A
esetében 246,3129nm £88,371nm, a polySi-B esetében 181,372nm £60,339nm. A rétegekben
el6forduld  kristalyorientaciokat rontgen diffrakcidval (Bruker AXS D8 Discover
berendezéssel [166]) vizsgalva fény deriilt ra, hogy ebben a tulajdonsagban is jelentds
kiilonbségek mutatkoznak koztiik. Mig a poliSi-A réteg esetében az (110) kristalyorientacio a
dominans, addig a poliSi-B mintdban egyensulyban van az (111) és az (110) orientacio

el6fordulasa.

poliSi-A poliSi-B

4. abra A két kiilonb6z6 hémérsékleten levalasztott polikristalyos Si réteg reprezentativ AFM felvétele

3.1.3. Nanostrukturalt feliiletek karakterizacioja

A nanostrukturdlt mintak felilletét LEO XB1540 pasztazé elektronmikroszkoppal [167]
késziilt felvételek alapjan Image] [168] szoftveres képelemzéssel karakterizaltuk. A mintak
jellemzésére két paramétert, az oszlopok slriiségét és magassagat hasznaltuk. Az oszlop
stiriiség a maras soran a felilleten maradd, véletlenszeriien elhelyezkedé mikromaszkold
kontaminaciok szaméanak felel meg, és 1 pm’-re normalizaltuk. A felvételek készitéséhez a
mintak 30°-ban dontve helyezkedtek el a mikroszkop mintakamrajaban. Az oszlopmagassag

az egy mintan elhelyezkedd oszlopok atlag magassagat jelenti, és a maras sebessége hatarozza
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meg. A keresztmetszeti felvételeket 10°-os mintaddlési szogben vizsgaltuk. Minden értéket
legalabb harom, azonos marasi paraméterekkel késziilt minta vizsgalataval szamitottuk. A
nanostrukturalt felilletek morfolégiai jellemzdinek a maras paramétereitdl valo filiggését

vizsgaltuk.
3.1.4. Fajlagos feliilet mérése elektrokémiai modszerekkel

Az agyszovetben elhelyezkedd elektrdd tulajdonképpen egy elektrolitba meriilé fémelektrod,
mely impedancidjanak alakuldsaban jelentds szerepet jatszik a fém-elektrolit hatarfeliileten
kialakuld kettosréteg (un. Helmholtz kettdsréteg) kapacitisa. A kapacitds impedancidja
forditottan aranyos az elektrod feliiletének nagysagaval, igy az elektrod aktiv feliiletének
mérete igen nagy befolydssal bir az elektrod impedanciajara, és igy a mérés jel/zaj viszonyara
[169]. Ezért az elektrod fajlagos feliiletének novelése lehetéve teszi az impedanciajanak

csokkentését anélkiil, hogy a beiiltetend6 eszkdz geometridjan sziikséges lenne valtoztatni.

A kialakitott nanostrukturak fajlagos feliiletének mérése kifejezetten erre a célra tervezett,
nagy nanostrukturalt feliilettel rendelkez0 mérdelektrodak segitségével, ciklikus
voltammetriaval (CV, Cyclic Voltammetry) tortént, az impedancia csokkenését pedig
elektrokémiai impedancia spektroszkopiaval (EIS, Electrochemical Impedance Spectroscopy)

vizsgaltuk Gamry Reference 600 berendezéssel [170].

A 0,25 cm’® feliiletii mintakra 15 nm Ti tapadoréteg porlasztasat kovetden 100 nm vastag
platinaréteget porlasztottunk. Mind a CV, mind az EIS mérések haromelektrédos standard
elektrokémiai cellaban torténtek Ag/AgCl referencia és nagy feliiletli platina ellenelektrod
hasznalataval, Faraday kalitkdban. A CV méréshez 0,5 M H,SO,-t, az EIS mérésekhez Ringer-
laktat [171] séoldatot hasznaltunk. A kisérleti paraméterek beallitisahoz €s a mérésekhez a
Gamry Framework 6.02, az eredmények megjelenitéséhez és elemzéséhez a Gamry Echem
Analyst 6.02 szoftvereket alkalmaztuk [172]. 500 mV/s pasztazasi sebességet és 25 mV RMS
nagysdgu szinusz jelet hasznaltunk a gorbék felvételéhez. Az aktiv feliiletet a CV gorbék
alapjan a kovetkezdk szerint szamitottuk [173], [174]. A platina redukcidjakor a savas
kozegb6l protonok adszorbealodnak a felilleten, melyek aztdin az oxidacid soran
deszorbedlodnak. A deszorbedl6dd protonok szamabol kovetkeztethetiink az adszorpcids
helyek szamara, vagyis az aktiv feliiletre, feltételezve, hogy monoréteg alakul ki és minden Pt-
n egy H' adszorbedlodik. Tehat azon a szakaszon, melyen ez a folyamat torténik, a
toltésmennyiség meghatarozasa soran kovetkeztethetiink az elektrod aktiv feliiletének
nagysagara [174]. A deszorbealodo toltésmennyiség a feliilet adott szakaszanak integraljaval

szamithato, ahogy az 5. dbran lathato.
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5. abra Platina elektrod CV gorbéjének jellemzé szakaszai (a), és az aktiv feliilet meghatirozasahoz
felhasznalt tartomany (b). [174]

Az egyes mérési gorbéken az 5.b. abran kijelolt részek integraljat szamitottuk, és azt a
referencia elektrodok gorbéinek megfeleld része integraljanak atlagahoz normaltuk, igy kaptuk

meg a feliiletnovekedés mértékét.
3.1.5. A mérések helyszine és résztvevoi

A dolgozatban szereplé minden minta technologiai gyartasi folyamatai az MTA EK MFA
Mikrotechnologia Osztalydlnak MEMS laborjaban zajlottak. A feliiletek pasztazo
elektronmikroszkopos vizsgalatdban dr. Toth Attila, Illés Levente és Straszner Andras

segitettek, az elektrokémiai mérésekben Horvath Agoston vett részt.

3.2. Immortalizalt sejtek in vitro vizsgalatanak koriilményei

3.2.1. Mintatervezés és gyartas

Az in vitro mikroszkdpos mérésekhez tervezett 7,1 mm x 7,1 mm méretli chipeken négy féle
feliilet helyezkedik el. A tenyésztOlemezek mintazatat a 6. abra mutatja. A négy féle vizsgalt
feliiletet illetden a tovabbiakban az alabbi nevezéktan lesz hasznalatban: polikristalyos Si
feliilet: Si, fekete sziliciummal nanostrukturalt feliilet: nanoSi, platinaval bevont polikristalyos

szilicium: Pt, platina bevonattal ellatott nanostrukturalt szilicium: nanoPt.

Az egyes mintakon kiilonféle méretii sima és nanostrukturalt feliiletek helyezkednek el, annak
érdekében, hogy nagyobb egybefiiggd feliilleteken (2 mm x 2 mm) és az elektrodok
kontaktusméretének megfelelé méretii feliileteken (30 pm x30 pm vagy 50 pm x 50 pm) is

vizsgalhato legyen mikroszkop alatt a sejtek viselkedése.
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6. abra In vitro tesztchipek felépitése. A rajzolat alapjan lathatoak az elkiilonitett régiok kiilonbozo feliileti
mintizatokkal és anyagi minéséggel. Az a Abran az atlés vonaltél balra platinaval fedett teriilet, mig jobbra
fedetlen polikristalyos szilicium talalhaté. A s6tétebb részek mindkét oldalon a nanostrukturalt mintazatot
mutatjak.

A kvantitativ mérésekhez tervezett, 96 lyuku tenyésztélemez lyukaiba illeszked6 3,2 mm x 3,2
mm-es mintak teljes feliiletén a fenti négy felszinbdl egy-egy helyezkedik el, igy lehetové téve
az egyes felilleteken tenyésztett sejtek viselkedésének feliilletek kozti kvantitativ

Osszehasonlitasat.

A chipgyartas 1épései a mikrotechnologia standard eljarasaival valosultak meg, a technoldgiai

1épések leirasat a fliggelék tartalmazza és az F2 abra mutatja.
3.2.2. Idegi 6ssejt és immortalizalt mikroglia sejtkulturak tenyésztési modszerei

GFP NE-4C (ATCC CRL-2936) sejteket, az NE-4C neuroektodermalis dssejt vonal GFP-t

expresszalo szubklonjat hasznaltuk az Ossejtek viselkedését vizsgald in vitro méréseinkhez.

A sejtek MEM-FCS-ben (Minimal Essential Medium - Sigma Aldrich Corp, USA, 10% borju
szérum albuminnal — Gibco BRL Life Technologies UK) voltak fenntartva, 4 mM
glutaminnal, és 40 pg/ml gentamicinnel (Chinoin Private Co, Magyarorszag) 37 °C-n, 5%CO,
atmoszféraban poli-L-lizinnel bevont tenyészt6lemezeken. A kozel konfluens tenyészeteket
tripszinizacioval feleztilk, 0,05% (w/v) tripszin tartalmii PBS oldattal, majd ismét

tenyésztOlemezekre keriiltek.

A mikroglia sejtek viselkedésének megfigyelésére a BV2 immortalizalt egér mikroglialis
sejteket poli-L-lizinnel bevont tenyésztd csdvekben tartottuk fenn MEM-ben, 10% FCS és
100 U/ml penicillin-streptomicin adalékokkal.
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A sejteket a vizsgalt mintakra torténd kiiiltetés el6tt tripszin oldattal (0,05% tripszin és 1mM
EDTA PBS-ben), 1 perces kezeléssel valasztottuk le a feliiletrol, majd kiiiltetés elott PBS-ben
oblitettiik.

A szilicium mintakat a kisérletek elétt 70%-os etanolban mostuk 20 percig, majd
holégsterilizatorban tettiik csiramentessé. A mintakat méretiikt6l fiiggden 24 (7,1 mm x7,1

mm mintak), illetve 96 (3,2 mm x3,2 mm mintak) lyuku sejttenyésztd lemezbe helyeztiik.
3.2.3. Eletképesség és sejtletapadas vizsgalatok

A toxikussag és életképesség vizsgalatokhoz a sejteket a 3,2 mm x 3,2 mm méretii kiilonb6z6
feliiletii szilicium lemezekre 10° sejt/cm’ siirliségben iiltettiik ki. Referenciaként a mintékkal
azonos méretl, sejttenyésztésben altalanosan felhasznalt iiveg feliileteket hasznaltunk. A
feliileteket nem lattuk el poli-L-lizin bevonattal. A kiiiltetett sejteket a tesztfeliileteken 4
illetve 24 oran keresztiil inkubaltuk MEM-FCS-ben 37 °C-n, 5% CO, inkubatorban.

A feliiletre tapadt sejtek mennyiségét, ez altal az adott feliileten a sejtek életképességét MTT
redukcios esszével vizsgaltuk. El6szor a szilicium, illetve iiveg mintakat, melyeken a sejtek
talalhatoak eltavolitottuk a sejttenyésztésre szolgald edénybdl, és PBS-sel mostuk, majd egy
olyan tenyésztdlemez lyukaiba helyeztiik o©ket, melyek 50 ul/lyuk tiszta tapoldatot
tartalmaztak. Ezt kovetden minden mintdhoz 10 ul MTT-t (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl1]-2-5-
dyphenil-tetrazolium bromide, Sigma-Aldrich Corp. USA) adtunk, és a sejteket 90 percig
inkubaltuk az oldatban CO, inkubatorban. A képz6do formazan kristalyokat és a sejtanyagot
ezutan feloldottuk 0,08N HCI — izopropilalkohol oldatban. Az igy képz6dott oldatot tiszta 96
Iyuku sejttenyészté lemezbe pipettaztuk, és a mintak formazan tartalmat fényabszorpcidval
mértilkk egy Tecan F50 plate olvasdoban [175] 570 nm méré és 630 nm referencia
megvilagitassal. A méréseket haromszor ismételtiik, mérésenként és tipusonként 6-8 azonos

szilicium mintaval.

A feliiletekre 4 és 24 6ras inkubacios id6 utan letapadt NE-4C és BV2 sejtek szamat a
sejtmagok fluorometrias mérésével is vizsgaltuk. A kiilonbozo feliileteken tenyésztett sejteket
4%(w/v) paraformaldehidet tartalmazé PBS oldattal fixaltuk 20 percig szobahdmérsékleten,
majd PBS-sel mostuk. Ezt kovetden a sejtmagokat DAPI-val (4’-6-diamidino-2-
phenilindole;Sigma-Aldrich) festettiik. A DAPI fluoreszencigjat 360 nm-es gerjesztési
hullamhosszal, 460 nm-en mértiik egy TECAN SPARK 20 olvaséval [176],,top-fluoreszencia”

moddban, 26 poziciods ,,multi read” beallitasban.

A statisztikai elemzéseket IBM SPSS Statistics [177]szoftverrel végeztiikk, meghataroztuk az
adatok atlagat és szorasat. A normal eloszlas Shapiro-Wilk teszttel torténd ellendrzését

kdvetden, a normal eloszlast adatsorokon ANOVA tesztet, majd Tukey post-hoc tesztet, nem
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normal eloszlasu adatsorokon Kruskal-Wallis tesztet végeztiink, p=0,05 szignifikancia szinttel.

[178], [179]
3.2.4. Indukcio: idegsejtképzodés in vitro

A GFP NE-4C sejteket 2x10° sejt/cm” sejtszamban iiltettiik ki a 7,1 mm x 7,1 mm-es szilicium
(Pt bevonattal vagy anélkiil), illetve referencia iliveg feliiletekre. Két o6ra letapadasi idot
kovetden a tenyésztésre hasznalt (kordbbiakban ismertetett) MEM-FCS oldathoz 10° M all-
transz-retinsavat adtunk (RA). 24 6ra mulva az indukal6é oldatot szérummentes DMEM-
F12/ITS oldatra cseréltik (DMEM:F12 (1:1), 1%v/v inzulin-transzferrin-szelenit (Sigma
Aldrich), RA nélkiil. Ezt kovetden, a 4. naptol két naponként, a tenyésztd oldat felét friss
oldatra cseréltiik, minimalizdlva ezzel a fejlédé sejtek mechanikai és kémiai sériilését. A

sejteket 9 napig tenyésztettiik.
3.2.5. Sejttenyészetek fixalasa mikroszkopos vizsgalatokhoz
Nem indukalt sejtek

A letapadasi és tulélési vizsgalatokhoz a sejteket 4 vagy 24 oraval a kiiiltetés utan a szilicium
lemezeken PBS-sel mostuk, majd 4% w/v paraformaldehid tartalmi PBS-sel fixaltuk 20
percig szobahomérsékleten. A fixald oldat PBS-ben val6 lemosasa utan a szilicium mintakat
bisbensimidet (BB) tartalmaz6 Mowiollal (Mowiol 4.88 Polysciences Inc. Németorszag)
mikroszkop targylemezekre rogzitettiik €s a vizsgalatok el6tt 24 6ran at szobahémérsékleten
szaritottuk. A bisbenzimid egy olyan nukleinsav specifikus festék, mely a fixalt
sejtmembranon, €s a sejtmaghdrtyan is athatolva a sejtek DNS-ét festi, annak A-T régidihoz
kotve, igy a sejtmagok megfeleld gerjesztési megvildgitasban, megfeleld hullamhosszon
vizsgalva lathatova valnak. Az elkésziilt mintak fluoreszcens mikroszkdppal két csatornan
vizsgalhatoak. A 359 nm gerjesztési fényben a sejtmag kék, mig 495 nm gerjesztd fény esetén

a GFP-t expresszalt sejtplazma z6ld szinben valik megfigyelhetové.
Indukalt tenyészetek

A differencialt tenyészeteket tartalmazo szilicium mintakat a 9 napos tenyésztési id6 utan
PBS-ben mostuk, majd szintén 4% w/v paraformaldehid tartalma PBS oldatban 20 perc alatt
fixaltuk szobahémérsékleten. A fixalé oldatot PBS-sel mostuk le a mintakrol. Ezt kovetden a
neuronok lathatova tételéhez a mintakat neuron specifikus IIIB-tubulinnal festettiik standard
immuncitokémiai eljarasokkal. A sejtmembranokat permeabilizaltuk 0,1% v/v Triton-X100
tartalmu PBS oldattal 5 percig, majd a nem specifikus antitestkdtodést megakadalyozando, 3%
FCS tartalmu PBS oldattal inkubaltuk a tenyészeteket 90 percen keresztiil. Ezutan a mintakat
elsddleges antitestekkel kezeltiik (anti-IIIp tubulin, egér, IgG, Exbio, Praga) 4 °C-n 24 6ran at.

Harom mosasi [épést kovetden hozzaadtuk a tenyészetekhez a masodlagos antitesteket
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tartalmazo oldatot (Alexa Fluor594-hez kotott kecske-anti egér IgG masodlagos antitestek,
Invitrogen, Thermo Fischer Sci Corp., USA) és 90 percig inkubdltuk a mintakat
szobahomérsékleten. Ezt kovetden a festett tenyészeteket tartalmazo szilicium lemezeket az
elézéekhez hasonléan targylemezre helyeztiik, és BB-t tartalmazd Mowiollal ® rogzitettiik,

majd 24 6ran at szobahdmérsékleten szaritottuk.
3.2.6. Mikroszkopia

Az elkészitett mintakat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. Egy Zeiss AxioVertA [180]
berendezést hasznaltunk Zeiss Zen Blue Edition szoftverrel [181] és egy Zeiss Axiovert200M
[182] berendezést, AxioVision 4.8 szoftverrel [183] és AxioCam digitalis kameraval [184]. A
mintak vizsgalatahoz felhasznalt fluoroférok gerjesztési és kibocséjtott hullimhosszait a 2.1.1.

fejezetben az 1. tablazat tartalmazza.

A 3. tablazat a neuroektodermalis Ossejtekkel, €s immortalizalt mikroglia sejtekkel végzett in

vitro mérések 0sszefoglalasat tartalmazza.

GFP NE-4C neuroektodermalis dssejtek

BV2 immortalizalt

mikroglia sejtek

e Eletképességi és
sejtletapadasi
vizsgalatok: MTT
esszé és DAPI
fotometrias esszé

e Fluoreszcens

mikroszkopos

e [Invitro
differencialodas
vizsgalata (retinsavas
indukcio)

e Fluoreszcens
mikroszkopos
vizsgalatok: sejtmag,

sejtplazma, idegsejt

Eletképességi és
sejtletapadasi vizsgalatok:

DAPI fotometrias esszé

vizsgalatok (sejtmag, nytlvanyok
sejtplazma)
4 h vagy 24 h id6tartam 9 napos tenyésztési ido 4 h vagy 24 h id6étartam

Egységes felszint 3,2 mm x
3,2 mm mintak (poliSi - Si,
nanostrukturalt poliSi-
nanoSi, poliSi+Pt - Pt,

nanoSi+Pt — nanoPt)

Mikromintazatban
nanostrukturalt 7,1 mmx 7,1
mm tesztchip 4 féle

felszinnel (6. abra)

Egységes felszinii 3,2 mm x
3,2 mm minték (poliSi - Si,
nanostrukturalt poliSi-
nanoSi, poliSi+Pt - Pt,

nanoSi+Pt — nanoPt)

3. tablazat NE-4C sejtekkel és BV2 sejtekkel végzett kisérletek dsszefoglalasa
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3.2.7. A mérések helyszine és résztvevoi

A GFP NE-4C sejtek és BV2 sejtek tenyésztése és fixalasa, valamint az MTT fotometrias
mérések és a fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok az MTA KOKI Neuroimmunologia
csoportjanak laborjaiban késziiltek dr. Madarasz Emilia vezetésével. A tenyészeteket Jady
Attila, Pomothy Judit és Kohidi Timea készitették. A sejtmagok kvantitativ fluoreszcens

vizsgélata a PPKE ITK-n késziilt.

3.3. Primer sejtek in vitro vizsgalatanak koriilményei

3.3.1. Primer egér asztroglia sejtek tenyésztése
A primer egér asztroglia sejtek 0-4 napos egerek teljes agykérgébol szarmaztak.

A CD1 vad tipust kisérleti egereket (Charles River Laboratories, Wilmington MA, USA) 22 +
1 °C hémérsékleten, 12 6rds fény/sotét ciklus, valamint élelemhez és vizhez valé szabad
hozzaférés mellett tartottuk az Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetem Biologiai Intézetének
allathazdban. Minden elvégzett kisérlet eleget tett a hatalyos magyar és Eurdpai Unids

eléirasoknak és szabalyozasnak (PEI/001/1108-4/2013 és PEI/001/1109-4/2013).

Az agyhartyaktol megtisztitott agyféltekéket feldaraboltuk, majd 0,05 % tripszin — 0,02 %
EDTA ¢és 0,05 % DNaz I (Sigma) tartalmu oldatban emésztettik 15 percig 37 °C
hémérsékleten. Az emésztést FCS-sel allitottuk le, majd a mechanikailag disszocialtatott
sejtekbol allo szuszpenziot 42 pm porusatmérdjli steril sziiron engedtiik at. Az asztrocitakat
tenyésztéfolyadékban (magas gliikoz-tartalmi HDMEM (Sigma) tapfolyadék, 10 % FCS, 40
ug/ml gentamicin, 2,5 ug/ml amphotericin B), 37 °C-on, 5% CO, tartalma atmoszféra mellett.
A sejteket felhasznalas el6tt legalabb kétszer atiiltettiik 0,05 % tripszin — 0,02 % EDTA oldat
segitségével. [185]

A mérésekhez a 3.2.1. fejezetben ismertetett 7,1 mm x 7,1 mm-es mintakat hasznaltuk. A
tesztmintakat 4 o6ran at 180°C-on sterilizaltuk, majd 24 lyuku tenyésztéedénybe helyeztiik. Az
asztroglia sejteket 2,6x10" sejt/cm’ siirtiségben helyeztiik a mintakra. A kultarakat 24 illetve

48 oran keresztil tartottuk fenn 37 °C inkubatorban 5% CO, tartalmu atmoszféraban.
3.3.2. Primer asztroglia tenyészetek fixalasa és festése

A tenyészetek fixalasat és festését standard immuncitokémiai eljarasokkal végeztiik, melyeket
az alabbiakban részletezek. A 24 oras, illetve 48 6ras tenyésztési idok leteltével a sejteket 4%

paraformaldehid (TAAB) tartalma PBS-sel fixaltuk 20 percig szobahdmérsékleten, majd 0,1%
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Triton-X-100 tartalmu PBS oldatban permeabilizaltuk 5 percen keresztiil szintén
szobahdmérsékleten. A nem specifikus kotéhelyek blokkolasa 2%-os BSA (Sigma) tartalmu
PBS oldatban tortént szobahdmérsékleten, 60 percig. A sejtek GFAP immunfestésére
els6dleges antitestként anti-GFAP ellenanyagot hasznaltunk (1:1000, egér, monoklonalis,
Sigma), egy éjszakan at tartd inkubacios idével 4 °C-n. Masodlagos antitestként anti-egér-
Alexa488 (1:500, Molecular Probes) festéket alkalmaztunk, szobahdmérsékleten, 60 perces
inkubdcios id6vel. Az aktin filamentumok megfigyelhetdvé tételére a GFAP festés folyamata
soran, a masodlagos ellenanyaggal parhuzamosan Alexa546 konjugélt falloidint (1:300,
Molecular Probes) alkalmaztunk. A sejtmagok festésére Mowiol 4.88"-ban (Polysciences,
Hamburg, Németorszag) oldott DAPI-t hasznaltunk, mellyel egyuttal a mintdkat

targylemezhez rogzitettiik.
3.3.3. Tenyészetek vizsgalata fluoreszcens mikroszkopiaval

Az elkésziilt mintakat Zeiss Axio Observer Z1 mikroszkoppal [186], Zeiss Colibri white LED
megyvilagitasi rendszer [187] segitségével vizsgaltuk. A mikroszképos felvételeket
AxioCamMR3 kameraval [184]készitettiik. A sejtszamok meghatarozasa céljabol a teljes
mintakrol 10x-es nagyitassal ([EC Plan-Neofluar] 10x/0,30 [Ph 1]) készitettiik mozaik
40x ([LD Plan-Neofluar] 40x/0,6 [Korr Ph 2 M27]), tobbcsatornas felvételeket készitettiink.
Ezeken a sejtmagok alakjat, és a citoszkeleton szerkezetét figyeltik meg a 2.4. fejezetben

ismertetett paraméterek alapjan.
3.3.4. Sejtszamok kvantitativ vizsgalata

A sejtszamok meghatarozasara a DAPI csatorna jeleit hasznaltuk fel. A teljes chipekrdl 10x
nagyitasti mozaik felvétek késziiltek, ezeken jeloltiik ki a vizsgalodas teriileteit (ROI, Region
of Interest). A kijelolt teriileteken manualisan szamoltuk a sejtmagokat, és a teriilet nagysaga
alapjan meghataroztuk a sejtsiiriiséget (sejt/mm’), majd azt a Si feliilet sejtszamahoz
normaltuk. Kisérleteinkben egy mintan négy feliilettipus taldlhaté (Id. 6. abra). A ROI-k
kijelolése soran arra torekedtiink, hogy a kijeldlt teriiletek egymashoz minél kozelebb essenek,
kikiiszobolve ezzel a kiiiltetés soran keletkezett sejtkoncentracié gradiens hatasat. A sejtek
szamolasanal fontos megkiilonboztetni a feltehetden életképes sejtekhez tartozo, és az
apoptotizald sejtek magjait. Utdbbiak kicsik, és igen fényes DAPI jelet adnak. A
meghatarozott, normalt sejtszamok Osszehasonlitasat IBM SPSS Statistics szoftverrel [177]
végeztiik, meghataroztuk azok atlagat és szorasat. A normal eloszlas Shapiro-Wilk teszttel
torténd ellenbrzését kovetden, mivel az adatsorok normal eloszlast mutattak, ANOVA tesztet,
majd Least Significant Difference (LSD) post-hoc tesztet végeztiink p=0,05 szignifikancia
szinttel. [178], [179]
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3.3.5. Tenyésztett sejtek morfologiai vizsgalata pasztazo elektronmikroszkoppal

A pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a sejteket 2,5% glutaraldehid (Sigma) és 5%
szacharoz tartalmu 0,1M kakodilat puffer oldatban fixaltuk. A tenyészeteket felszallo
alkoholsorban dehidrataltuk (50%, 65%, 70%, 90%, 96%), 1épésenként 20 percen keresztiil,
majd szobahdmérsékleten amil-acetatot parologtattunk el a mintakrol. A mikroszkopos
vizsgalatok el6tt a mintdkra 20 nm aranyréteget porlasztottunk. A fixalt mintdkat LEO

crers

sejtmagok alakjat, és a sejtek kiilonféle feliiletekhez val6 tapadasi pontjait tanulmanyoztuk.

A 4. tablazat a primer asztroglia sejtekkel végzett in vitro mérések osszefoglaldsat tartalmazza

Primer asztroglia sejtek

Kvantitativ sejtszam elemzés Morfologiai vizsgalatok

24 h vagy 48 h id6tartam

Mikromintazatban nanostrukturalt 7,1 mm x 7,1 mm tesztchip 4 féle felszinnel (6. abra)

A vizsgalt feliiletek a mintakon: poliSi - Si, nanostrukturalt poliSi- nanoSi, poliSi+Pt - Pt,

nanoSi+Pt — nanoPt

) Fluoreszcens mikroszk6pos Pasztazo
Fénymikroszkopos ] ) _
) ) sejtmorfologia elemzés: elektronmikroszkopos
mozaikfelvételek, majd ) ) ) _ _ .
) sejtvazfehérjék (aktin, sejtfelszini morfologia
sejtszamlalas ) _
GFAP) és sejtmagok vizsgalat

4. tablazat Primer asztroglia sejtekkel végzett mérések osszefoglalasa

3.3.6. A mérések helyszine és résztvevoi

A primer asztroglia tenyészetek izolalasa és tenyésztése, valamint a tenyészetek fixalasa €s
fluoreszcens mikroszkopos vizsgalata az ELTE TTK Elettani és Neurobioldgiai tanszékén
késziilt dr. Schlett Katalin vezetésével. A tenyészetek készitését, gondozasat, fixalasat Liliom
Hanna készitette, a mikroszkopos vizsgalatokon Csernyus Bence dolgozott. A pasztazo
elektronmikroszkopos vizsgalatok elokészitésében dr. Low Péter miikodott kozre, a SEM

mérések az MTA EK MFA-ban késziltek.
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3.4. Invivo mérések koriilményei

3.4.1. Mintak tervezése és gyartasa

Az in vivo kisérletekhez két tipust mintat terveztiink, dsszesen 4 féle feliilet vizsgalatara.
Mindkét eszkdz 11 mm hossza, 180 pm x 380 um téglalap keresztmetszettel. A kétféle eszkoz
egyike az eldoldalon sima a masik pedig nanostrukturalt feliilettel rendelkezik. Az el6bbit a

tovabbiakban referencia, mig a masikat nanostrukturalt eszkdzként fogom emliteni.

A referencia minta eliils¢ feliilete polikristalyos szilicium, a nanostrukturalt eszkdzé pedig a
mar ismertetett modszerrel (3.1.1. fejezet) késziilt nanostrukturalt polikristalyos Si. A két
eszk6z oldalfalai megegyeznek, az eszk6zOk konturmarasi folyamatabol adododan
mikrostrukturaltak, €s a folyamatban a feliiletre keriilt fluorokarbon-polimer bevonattal
ellatottak. Az eszko6zok hatoldala szintén azonos, nem polirozott, emiatt néhany mikrométer
mérettartomanyban érdes Un. csiszolt szilicium feliilet. Minden eszk6z egyes oldalai teljes

felsziniikdn egységesen az adott feliiletekkel boritottak.

A 7. abra az elkésziilt implantatumok kiillonboz6 feliileteit abrazolja sematikusan. A

tovabbiakban az abran is szerepl6 nevezéktant hasznalom a kiilonb6z6 feliiletek azonositasara.

A referencia eszkdz eldoldalan talalhato feliiletre Si, az oldalfalakra mikro-polimer, a
hatoldalakra mikroSi, a nanostrukturalt eszkéz eldoldalara pedig a tovabbiakban nanoSi

névvel hivatkozom.

Referencia Nanostrukturalt

Si szelet hatoldala
<2 pym érdesség

nanoSi
-

’_m]‘k'r'oS_‘i' ‘

|} §
Nanostrukturalt Si el6oldal
520-800 nm magas kupok

Polikristalyos szilicium
100-200 nm szemcseméret

Bosch eljarassal mart oldalfalak,1-2 um
érdesséq, fluorokarbon-polimer bevonattal

7. abra In vivo vizsgalathoz hasznalt mintak és kiilonféle feliileteik
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3.4.2. Implantacié és a szovet elokészitése, immunfestések

Az in vivo méréseket 3 Wistar patkany agyszovetében végeztiik. A felhasznalando é16 allatok
minimalizalasa érdekében 4-4 eszkozt implantaltunk, igy Osszesen 12 beiiltetett eszkoz

eredményeit vizsgaltuk, 6 nanostrukturalt és 6 referencia tiit.

Az allatkisérletek az MTA Természettudoményi Kutatokdzpontjanak Kognitiv Idegtudomanyi
¢és Pszicholdgiai Intézet etikai szabdlyaival 6sszhangban zajlottak. Minden elvégzett kisérlet

eleget tett a hatdlyos magyar és Eurdpai Unids eldirasoknak €s szabalyozésnak.

Az anesztézia testsuly kilogrammonként 3 mg intraperitonalis injektalasaval tortént az alabbi
oldatbol: 37,5 mg/ml ketamin és 5 mg/ml xylazin Az alvd allapotot ugyanezen oldat
intramuszkuléris injektalasa tartotta fenn a miitét ideje alatt (0,3 ml/6ra). Elektromos fiité pad
biztositotta az egyenletes 37 °C testhdmérsékletet. Az allatok koponyajat sztereotaxis keretben
rogzitettiik (David Kopf Instruments [188]). A skalp borotvalasat, és bemetszését kovetden
lehetett a koponyahoz férmni. A koponyacsontba 2 mm x 2 mm ablakok firdsa tortént,
melyeken keresztiil az eszkdzok implantalhatéak és rogzithetdéek voltak. A poziciok
sztereotaxikus koordinatait a 8. abra mutatja. A koponyanyilasokban a keményagyhartya (dura
mater) kiszaradasat Ringer oldat folyamatos fecskendezésével gatoltuk meg. A dura mater
csak kozvetleniil az implantacio el6tt lett megnyitva. Az implantatumokat Ggy helyeztiik el,
hogy azonos szamu nanostrukturalt és referencia minta legyen implantalva a 4 kiilonb6zé
kraniotomias ablakba, és egyes implantatumok esetén a nanostrukturalt felilletek medialis,
masok esetében lateralis iranyba néztek, elkeriilve ezzel olyan ismeretlen biologiai hatasokat,

melyek az eredményeket befolyasolhatnak.

Bal - Jobb
2, -2 2:2

= P P | P | b | —
| P | o= —
BSiRat01 BSiRat02 BSiRat03

nanoSi .2 mikroSi Si[[? mikroSi

8. abra Az eszkozok beiiltetési koordinatai és orientacioja
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8 héttel az implantaciot kdvetden az allatok ketamin/xylazin (73 mg/kg; 10 mg/kg)
anesztéziaban lettek perfundalva el6szor 5 percen at fizioldgias sooldattal, majd 0,1 M-os
foszfat pufferben (PB, pH=7,4) 4 % paraformaldehid és 15 % pikrinsav tartalmi fixalo
oldattal. Ezt kovetden az implantatumokat 6vatosan kivettiik, az agyat eltavolitottuk és 60 pm
vastag horizontalis metszeteket készitettiink beldle egy Leical200S Vibratome [189]

segitségével.

Az agyszeletek festését standard immuncitokémiai modszerekkel végeztiik az alabbiak szerint.
Négy alkalommal megismételt 10 perces PB mosast kovetden a szeleteket 30%-os szukroz
(0,IM PBS-ben) oldatba meritettiik 2 napra, majd 3-szor megfagyasztottuk folyékony
nitrogén felett, és mostuk 0,1 M PB-ben.

Az endogén peroxid aktivitas tris-pufferelt sooldatban (TBS, pH=7,4) 1% H,O, oldattal lett
blokkolva, és ezt kovetden TBS-t hasznadltunk a mosési 1épésekhez minden szérummal
torténd kezelés utan (3 x 10 perc) és a szérumok higitdsahoz. A nem specifikus
immunoglobulin k6t6dés 2% kecske szérummal (Vector) és 2% 16 szérummal (Vector) lett
blokkolva. A neuronok megjelenitéséhez neuron-sejtmag specifikus monoklonalis egér
antitesteket hasznaltunk (NeuN, Millipore, clone A60, 1:2000), a gliasejtek
megjelenitéséhez pedig GFAP-fehérje specifikus egér monoklonalis antitestet (GFAP,
Millipore, clone GAS, 1:2000). A szeleteket az antitestekkel 2 napon keresztiil kezeltiik,
4 °C-on. Az immunpozitivnak jeldlt anyagok vizualizalasahoz biotinilalt anti-egér IgG-vel
(Vector, 1:250), majd avidin-biotin torma-peroxidaz komplexszel inkubaltuk a mintakat

(Vector, 1:250, 1,5 6réan at).

TBS (10 perc) majd Tris Puffer (TB, pH=7,6, 2 x 10 perc) mosast kdvetden a szeleteket 20
percen keresztill eléinkubaltuk 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid hidrat kromogénben
(DAB, 0,05 % TB-ben) majd elShivtuk 0,01% H,0,-ben. Az immunopozitiv sejtekben
barna reakcidtermék keletkezett. TB-ben majd PB-ben torténd kétszer 10-10 perces mosasi
1épéseket kdvetden a metszeteket kromzselatinbdl targylemezre szedtiik, viztelenitettiik (2

x 10 perc xilol), és feddlemezzel lefedtiik.
3.4.3. Fénymikroszkopia

A targylemezre rogzitett metszetekrol egy Zeiss Axio Scope Al mikroszkoppal [190] és Jai
GO-5000M-PGE digitalis kameraval [191] fénymikroszkopos felvételeket készitettiink. Az
implantacidos helyek 10x-es nagyitasban egy Zeiss EC Epiplan 10x/0,1HD objektivvel
késziiltek, 5 ms expozicios idével. A sériilt vagy az implantacio helye koriil szakadt szeleteket

az analizis soran nem vettiik figyelembe.
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3.4.4. Képelemzés modszerei

A felvételeket Image] [168] makro segitségével szegmentaltuk altalunk definialt mérési
terliletekre (ROI-kra). A tii helyét a felvételeken manuélisan definialtuk, majd az implantatum
helyét6l 500 pm tavolsagig 50 pm-es savokra osztottuk a szurt csatorna kornyezetét, Azemi és

munkatarsai munkdja alapjan [127]. (9. abra)

szurt .+
csatorna

9. abra GFAP-val (A) és NeuN-nel (B) festett szeletek fénymikroszképos felvételén ImageJ szoftverrel kijelolt
mérési tartomanyok az implantatum helye koriil

A gliozis mértékét a GFAP-val festett metszeteken az egyes ROI-kban mérhet6 atlagos
pixelintenzitassal hataroztuk meg, a kdvetkezOképpen: az alkalmazott Image] makro altal
szamitott atlagos pixelintenzitast vettiik alapul, mely érték az ImagelJ szoftverben egy 0 és 255
kozti érték a sziirkearnyalatos skalan, ahol a 0 felel meg a feketének és 255 a fehérnek. Az
egyes savok atlagos intenzitdsat, mely a GFAP festddés mértékével aranyos, a szirt
csatornatol 400-500 upum tavolsdgban talalhatd, referencianak tekintett sav atlagos
intenzitasdhoz normaltuk. Az egyes mérési tartomanyokban szamitott, normalt atlagos

pixelintenzitasokat az implantatum helyétdl valo tavolsag fliggvényében abrazoltuk.

Az implantatum kornyezetében bekovetkezd sejtpusztulas mértékének meghatirozasara az
szart csatorna koriil életben maradt, NeuN-nel festett neuronok szamat hasznaltuk. A festett
neuron magok szamat minden ROI-ban manualisan hataroztuk meg, és ez alapjan a szirt
csatorna helyétdl valo tavolsag fiiggvényében egy atlagos sejt/mm® szamot becsiiltiink meg.
Mivel az atlagos neuronszam a kiilonb6z6 kérgi rétegek kozt nagy variabilitast mutat, igy az
atlagos neuronszam meghatarozasakor csak azonos kérgi teriiletre eso felvételeket elemeztiink.
Az értékeket szintén a szurt sebtdl 400-500pum tavolsagban talalhato, referenciaként tekintett

teriiletek jellemz6ihez normaltuk.

39



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

Az eredményeket mindkét festés esetében a teljes képkonyvtaron atlagoltunk tavolsag-

intervallumonként.
3.4.5. Statisztikai elemzés modszerei

A statisztikai elemzést IBM SPSS Statistics [177] szoftverrel végeztilk. Az adatsorok
normalitdsat Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk, majd mivel az eredmények nem mutattak
normal eloszlast, a feliiletek Osszehasonlitdsdt nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel
végeztilk. Ahol a csoportok kozt szignifikdns eltérést talaltunk, Dunn-Bonferroni post-hoc
tesztet végeztiink, p=0,05 szignifikancia szinttel. [178], [179] A mintaszamok a kovetkezdk
voltak: Nikro-potimer = 132, Nmikrosi = 66, Ng; =31, Nuanosi = 35 a GFAP festés esetében, és
Nmikro-potimer = 50, Nmikrosi = 25, Nsi = 23, Npanosi = 23 a NeuN festés esetében.

Az 5. tablazat az ¢l6 agyszovetben végzett in vivo mérések 0sszefoglalasat tartalmazza.

Implantatum kornyezetében tialélo
Gliézis mértékének vizsgalata
idegsejtek szamanak vizsgalata

2 tipusu implantatum, Gsszesen 4 féle egységes oldalfallal: poliSi — Si, nem polirozott Si —
mikroSi, fluorokarbon polimer bevonat mikrostrukturalt felilleten — mikro-polimer,

nanostrukturalt Si — nanoSi

8 hét id6tartam

Fixalt szoveten GFAP festés Fixalt szoveten NeuN festés

0-500 pum tavolsagban 50 um széles mérési tartomanyok vizsgalata a kiilonféle feliiletti

oldalfalak kozelében

Referencia  teriilethez ~ (400-500  pm | Referencia  teriilethez ~ (400-500  um

implantatumtdél mért tavolsag) normalizalt
pixelintenzitas szamitasa az implantatumtol

vald tavolsag fliggvényében

implantatumtol mért tavolsag) normalizalt,
egységnyi teriiletre esé sejtszam szamitasa az

implantatumt6l vald tavolsag fiiggvényében

5. tablazat K16 agyszovetben végzett mérések dsszefoglalasa

3.4.6. A mérések helyszine és résztvevoi

Az in vivo vizsgilatok az MTA TTK PKI Osszehasonlité Pszichofizioldgiai
Kutatocsoportjaval kdzosen, dr. Ulbert Istvan vezetésével késziiltek. Az implantaciokat dr.
Marton Gergely végezte, a metszeteket és az immunhisztokémiai festéseket dr. Toth Kinga
készitette. A mikroszkopos vizsgalatok és a képelemzés az MTA EK MFA-ban késziiltek,

utobbiakban Kovats-Megyesi Balint miikodott kozre.
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4. Eredmények

4.1. [Eszkoztervezés és gyartas

A fekete szilicium nanostrukturdk eldallitdsa mély reaktiv ionmarassal (DRIE) torténik, az
eljaras az agyi elektrodok gyartasi [épései kozé egyszertien integralhat6. Ezaltal lehetové valik
az eszkozok szelet szintll felilletmodositasa. A fekete szilicium nanostruktarak kialakulasaban
szamos technologiai tényezd hatassal van az elkészilt felillet morfologidjara. A
nanostrukturalt, platinaval bevont kontaktusok nagyobb fajlagos feliilettel rendelkeznek a
hagyomanyos, sikfeliiletli kontaktusokkal szemben, igy a bioldgiai mérésekhez jobb jel/zaj

viszonyt biztosithatnak. Technolégiai kisérleteinkben az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

. A nanostruktirak kialakitdsanak technologiai paraméterei, az alapanyag kristaly-
orientacidja, (melyet a polikristalyos szilicium levalasztasi hdmérséklete befolyasol), a DRIE
maras soran alkalmazott O, térfogataram, a marasi hdmérséklet, az RF teljesitmény, valamint
a feliilet nanostrukturalt mintaval valo lefedettsége (loading) hogyan befolyasoljak a kialakuld

nano-oszlopok stirliségét, és magassagat?

. A nanostrukturdlt feliiletekre platinaréteg levalasztasaval kialakitott elektromos

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

valo fiiggése
4.1.1.1. Az O, térfogataram valtozasanak hatasa
Az O, térfogataramdnak a passzivald réteg kialakuldsdban van f6 szerepe szilicium kriogén

SF¢/O, plazmamarasa esetén [192]. Mivel a passzivald réteg az oldalfalakat is védi, igy

crer

crer

6. tablazat, és a 10. abra mutatjak. A 11. abran az elkésziilt mintadk reprezentativ SEM
felvételei lathatok. A marasok esetében a koz0s paraméterek az alabbiak voltak: T=-110 °C;

Pre=2 W; Picp=700 W, marasi id6: 1 perc.
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Minta 0, térfogataram Oszlopsiiriiség Oszlopmagassag
[scem] [db/pm?] [nm]
10 2,4+0,6 1973+131
c-Si
15 22,14+6,7 690+76
10 9,4+2.2 783+116
poliSi-A
15 39,3+13 422+130
10 47,3+5,3 482+13
poliSi-B
15 71,714 355+6

6. tablazat Nanostruktiirak morfolégiai paraméterei kiilonb6zé O, térfogataramoknal

90 2500
o T —
£ 80 £ 1
“_‘2-' - £ 2000
I Lo
3 60 i 7 .E 15m E
ba 50 T ® m 10 sccm
& 40 &
5 £ 1000 -
3 30 — & W15 sccm
4]
g2 — W 500 (-
FRE[ p— NI - - O
= [ et s ; — 0 T T —
c-Si poliSi-A poliSi-B c-Si poliSi-A  poliSi-B

10. abra O, térfogataram valtozasanak hatidsa a kialakulé nanostruktirak oszlopsiiriiségére és magassagara.
A diagram a vizsgalt mintak oszlopsiiriiségének és magassaganak atlagat és szérasat mutatja. Allandé SF,
térfogataram mellett névelt O, térfogatiram hatisara nétt a kialakulé nanostruktirak siiriisége mindharom
minta esetében. Az egykristalyos Si minta esetében az oszlopmagassag szignifikans csokkenése figyelhetd
meg, ahogy a térfogatiram 10 sccm-rol 15 sccm-re né, a polikristalyos Si mintak esetében is megfigyelhet6é a
magassag-csokkenés, de nem olyan jelentés mértékii, mint a c-Si feliilet esetében. A poliSi-B minta mindkét
morfologiai jegy esetében kevésbé érzékeny az O, térfogataram valtozasra, mint a masik két minta.

Az SF¢O, térfogataram arany novelésével (vagyis konstans SFy térfogataram melletti
alacsonyabb O, térfogatairammal) a c-Si feliilet esetében csokken az oszlopsiiriiség és no a
marasi sebesség a polikristalyos mintakkal szemben. A poliSi-B minta esetében mindkét
morfologiai paraméter kevésbé érzékeny az O, térfogataram valtozasara, és az oszlopmagassag
jelentdsen kisebb szorast mutat, minta poliSi-A, vagy a c-Si minta esetében. Ez valosziniileg a

kiegyensulyozott (110) és (100) orientacidju szemcsearannyal magyarazhato.
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10sccm 15scem

c-S1

poliSi-A

poliSi-B

A skala minden kép estében 200 nm-t mutat. A felvételek 30°-os targyasztal dolésszogben késziiltek.

4.1.1.2. A marasi h6mérséklet hatasa
A mintatarto és a szelet homérséklete a SiF,O, réteg felépiilési sebességéért felelds [193].

Meéréseinkben ugy talaltuk, hogy a -90 °C ¢s -115 °C kozti homérséklet megfeleld a vertikalis
nanostruktarak kialakulasdhoz. Kisérletiinkben harom hémérsékleti érték hatasat vizsgaltuk a
tartalmazza. Az elkésziilt mintak reprezentativ SEM felvételei a 13. abran lathatok. A
marasok esetében a kdzos paraméterek az alabbiak voltak: O, térfogataram=15 sccm; Prp=3

W; Picp=700 W, marasi id6= 1 perc.
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Minta Szelethémérséklet [°C] Oszlopsiiriség Oszlopmagassig
[db/pm?] [nm]

-110°C 7,6+2,5 1039+39

c-Si -100°C 22,5+5,9 700+157
-90°C 20,8+4,7 719+116

-110°C 27,2482 708+50

poliSi-A -100°C 26,1+6,2 752497
-90°C 18+3,7 770+102

7. tablazat Az elkésziilt nanostruktirak morfologiai paraméterei kiilonb6z6 szelethomérsékletek esetén
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12. abra Szelethémérséklet valtozasinak hatiasa a kialakulé nanostruktiriak oszlopsiiriiségére és
magassagara. A diagram a vizsgalt mintak oszlopsiiriiségének és magassaganak atlagat és szorasat mutatja.
A c-Si mintak esetében mind az oszlopsiiriiség mind az oszlopmagassag esetében szignifikans valtozas

figyelheté meg a marasi homérséklet -90 °C -ro6l -100 °C -ra torténdé valtozasaval.

Ahogy a homérséklet ndvekszik, a polikristalyos mintak esetében enyhe mértékii oszlopszam

csokkenés figyelheté meg, mig az oszlopmagassag nem valtozik. Ezzel szemben a ¢-Si minta

nagyon érzékeny a hémérsékletvaltozasra, mind az oszlopstiriség, mind az oszlopmagassag

markénsan valtozik -100°C-nél a -90°C esethez képest.
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c-Si poliSi-A poliSi-B

-110°C

-100°C

13. dbra Nanostruktirik morfolégidjanak a maras homérsékletétél valé fiiggése; reprezentativ  SEM
felvételek. Az 1-es indexii felvételek 30° —os, a 2-es indexiiek 10° -os mintatart6 asztal dolésszogben késziiltek.
A skila minden esetben 500 nm-t mutat.

4.1.1.3. Az RF eldfeszités teljesitményének hatasa
Az RF teljesitménynek a plazmamaras fizikai komponensében van f0 szerepe az ionenergia

kontrollalasan keresztiil. Az ionenergia ndvekedésével az anizotrdpia ndvekedése, vagyis a
hibahely stirtiség csokkenése, és gyorsabb marasi sebesség varhatd. A kétféle vizsgalt RF
teljesitménnyel mart mintak morfoldgiai paraméterei a 8. tablazatban, és a 14. abran lathatoak.
A 15. abra a poliSi-B kiindulasi rétegbdl késziilt nanostruktirak reprezentativ SEM felvételeit
abrazolja. A marasok esetében a kdzos paraméterek az alabbiak voltak: SF¢ térfogataram=40

scem; O, térfogataram=15 sccm; T=-110 °C; P;cp=700 W, marasi id6= 1 perc.
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Minta RF eléfeszités [W] Oszlopsiiriiség Oszlopmagassag
[db/pm?] [nm]
2 22,1+6,7 690+76
c-Si
3 7,6%+2,5 1039439
2 39,3+13 422+130
poliSi-A
3 27,248,2 708+50
2 71,714 35546
poliSi-B
3 39,4+9,1 528+121

8. tablazat Az elkésziilt nanostruktiurak morfolégiai paraméterei kiilonb6z6 RF eléfeszitések alkalmazasanal
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14. abra A nanostruktiurak morfologiai paramétereinek RF eléfeszitéstol valé fiiggése. A diagram a vizsgalt
mintak oszlopsiiriiségének és magassaganak atlagat és szorasat mutatja. Az RF teljesitmény novelésével
csokkent az oszlopsiiriiség mindharom minta esetében, mely az irodalmi adatokkal 6sszhangban all. Az

oszlopsiiriiség csokkenés mértéke a polikristalyos Si szemcseméretével is osszefiigghet.

Az RF teljesitmény 2 W-r6l 3 W-ra valtoztatasaval csokkent az oszlopstiriiség mindharom

minta esetében, mely az irodalommal 6sszhangban all [162], [194]. A polikristalyos Si mintak

esetében azonban a csokkenés nem olyan nagymértékii, mint a c-Si minta esetében.

Valosziniileg a szemcseméret is hatassal van erre a jelenségre, de azt is meg kell jegyezni,

hogy kisérleteinkben a poliSi réteg alatt SiO, réteg helyezkedik el, melynek az ionbombazas

kovetkeztében masodlagos t61tddési hatasa lehet, kiillondsen, ahogy a maras megkozeliti ezt a

réteget.
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2W 3W

poliSi-B

15. abra PoliSi-B kiindulasi réteghdl késziilt nanostruktirak morfolégiajanak az RF eléfeszitéstél valo
fiiggése; reprezentativ SEM felvételek. Az a. és ¢ felvételek 30°-0s, a b. és d. felvételek 10°-0s dolésszogben
késziiltek. A skala minden felvételen 500 nm-t mutat.

4.1.1.4. A mintatelitettség valtozasanak hatasa
A lokalis mintatelitettség hatasat az elektrodtervezés szempontjabol nagyon fontos ismerni,

mivel lehetséges, hogy ez befolyasolja a kialakuld nanostruktirak morfoldgiajanak
egyenletességét, amit figyelembe kell venni a kontaktusok elhelyezésének és méretének
tervezésében. Megfigyeléseink alapjan a lokalis mintatelitettség nem befolyasolta a kialakuld

nanostrukturalt feliiletek homogenitasat (16. abra).

16. abra Lokalis mintatelitettség hatiasa a kialakulé nanostrukturalt feliilletek homogenitasara.
Megfigyeléseink alapjan a lokalis mintatatelitettség valtozasa nem okoz inhomogenitist a nanostruktiurak
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A teljes szelet nanostrukturalasa azonban jelentOs hatassal van a feliiletek inhomogenitasara. A
lefedett teriilet novekedésével jelentésen nd a marasi sebesség, €s a szelet széle felé csokkend
tendencia figyelhetd meg a kialakuld oszlopok siiriségében. Megfigyeléseinket a 17. abran
lathatd SEM felvételek is reprezentaljak.

kialakult nanostruktiurak lathatéak, azonos marasi paraméterek mellett. A c. abran a nagyfeliiletii minta
széle felé haladva megfigyelheto gradiens lathato. A marasi paraméterek a kovetkezék voltak: SFg
térfogataram=40 sccm; O, térfogatairam=15 sccm; T=-110 °C; Prp=3 W; P;cp=700 W, marasi idé= 1 perc.

Megallapitottam, hogy a fekete szilicium nanostrukturak atlagos oszlopmagassaga és
oszlopsiiriisége a maras paramétereinek valtoztatasaval az alabbiak szerint
hangolhat6. Az egykristalyos szilicium mintak esetében a vizsgalt marasi
paraméterek mellett az oszlopmagassag 690 nm+76 nm és 1973 nm=131 nm kozé, az
oszlopsiiriiség pedig 7,6+2,5 db/pum’ és 22,5+5,9 db/pm* kozé esik. A polikristilyos
szilicium mintak esetében, 1 pm vastag rétegb6l kiindulva az oszlopmagassag 355
nm+6 nm és 783 nm+116 nm kozé esik, az oszlopsiiriiség pedig 9,4+2,2 db/pm? és
71,7£14 db/pm® kozt valtozik. A Kiindulasi polikristilyos Si réteg levalasztasi
hémérsékletétdl jelentésen fiigg az O, térfogataram valtozisanak hatasa a kialakulé
nanostrukturak morfologidjara. A levalasztasi hémérséklet 610 °C -rél 630 °C -ra
torténé valtozasaval a csokkené O, térfogatiram mindkét esetben oszlopsiiriiség
csokkenést és magassag novekedést eredményez, azonban a 630 °C-n levalasztott
minta esetében mindkét valtozas jelentésen kisebb mértékii, vagyis ez a kiindulasi

feliilet kevésbé érzékeny e paraméter valtoztatasara.

4.1.2. Fajlagos feliiletnovekedés

A kialakitott nanostruktarak kontaktusfeliiletként valo felhasznalasahoz vezetdréteg bevonatra
van sziikség. Az idegi implantadtumok esetében a platina gyakran hasznalt kontaktusfeliilet,
eszkOzeinken altaldban mi is ezt az anyagot hasznaljuk. A 18. a. dbrdn a nanostrukturalt,

platinaval bevont kontaktusfeliiletek kialakitdsanak sematikus abraja lathatd, a b. képen
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porlasztott platinaréteggel bevont nanostrukturalt felszin keresztmetszetének pasztazo

elektronmikroszkopos felvétele lathato.

A nanostrukturalt réteget 15 nm Ti tapadoréteg porlasztasa utan 100 nm porlasztott Pt réteggel
vontuk be. A kialakult feliileteket CV és EIS mérésekkel elemeztiik. Referenciaként szintén 15
nm Ti, és 100 nm Pt réteggel bevont SiO, mintat hasznaltunk. A ciklikus voltammetrias
méréssel a multiréteg fajlagos feliiletét becsiiltik meg, az elektrokémiai impedancia
spektroszkopia segitségével a kialakult feliilet impedancia csokkenése allapithatdé meg a

referenciafeliilethez képest.

Wi [P oroys
W B

18. abra a. Agyi elektrodon talidlhaté nanostrukturalt, platiniazott kontaktusok készitésének sematikus
abraja. (A Si szeletre szigetel6 SiO,/Si;N, réteg keriil, majd LCPVD-vel a polikristalyos Si réteg. Ezt a
réteget fotolitografiaval mintizzuk, és nedves mardssal alakitjuk ki a kontaktusok helyét. A
mikrostrukturalt felszinen megy végbe a fekete szilicium nanostruktirik DRIE marisa. Ezekre, és a
vezetékek helyére keriil a 15nm Ti, majd 100nm Pt réteg porlasztassal, fotolitografiaval és lift-off eljarassal.
A vezetékezés szigetelésére Si;N; LPCVD-vel levilasztott réteg szolgal, ezt koveti a kontaktusablakok
nyitasa.) A b. abran egy 15 nm Ti/100 nm Pt réteggel bevont nanostrukturalt feliilet keresztmetszeti képe
latszik, mely a kovetkezé marasi paraméterekkel késziilt: SF¢ térfogataram=40 sccm; O, térfogataram=
15 scem; T=-100 °C; Prp=3 W;P;cp=700 W, marasi idé= 1 perc. A méretskala 500 pm-t mutat.

A nanostrukturalt, platinaval bevont feliilet egy reprezentativ CV gorbéje a 19. abran, EIS
mérésének reprezentativ grafikonja a 20. abran lathat6. A kiilonféle marasi paraméterekkel
késziilt, majd platinaval bevont mintak fajlagos feliiletnovekedését a 9. tablazatban foglaltam
Ossze. Az itt felhasznalt minden minta 630 °C-n levalasztott polikristalyos Si kiindulasi
réteggel késziilt. A legnagyobb mértékli feliilletnovekedés, melyet elértiink, 44x-es volt a

referencia felszinhez képest.
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19. abra Nanostrukturalt, 15 nm Ti/100 nm Pt réteggel bevont elektréd (SEM felvétel a jobb alsé sarokban,
skala: 1pm) reprezentativ CV gorbéje (barna) és a referencia felillet CV gorbéje (zold). A gorbék altal
hatarolt teriilet novekedése a fajlagos felilletnovekedést reprezentialja. A struktira a kovetkezé marasi
paraméterekkel késziilt: SF¢ térfogatiram=40 sccm; O, térfogatairam=20 sccm; T=-90 °C; Prp=2 W;
Picp=700 W, maraisi idé= 1 perc.

10.00 kohm

1.000 kohm

A

100.0 ohm

10.00 ohm
100.0 mHz 1.000 Hz 10.00 Hz 100.0 Hz 1.000 kHz 10.00 kHz 100.0 kHz

Freq [Hz]

20. abra 15 nm Ti/100 nm Pt réteggel bevont nanostrukturalt feliilet (sziirke, négyzet alaka pontok), és
azonos fémezéssel ellatott SiO, referenciafeliilet (kék, kor alaki pontok) reprezentativ EIS gorbéi. A
nanostrukturalt alaprétegii elektréd impedancidja a vizsgalt, széles frekvenciatartomianyon mindenhol
alacsonyabb a referenciaértékeknél. A nanostruktura a kovetkezd marasi paraméterekkel késziilt:
SF¢ térfogataram=40 sccm; O, térfogatairam=15 sccm; T=-90 °C; Prp=2 W; P;cp=700 W, marasi id6= 1perc.
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Fajlagos
0, RF
Homérséklet feliiletnovekedés
térfogatiram teljesitmény SEM felvétel
[°C] a referenciahoz
[scem] [W]
képest
10 -110 1 7,83
15 -110 2 12,13
15 -90 2 18,55
10 -110 2 26,17
15 -100 3 33,04
15 -110 3 44,2

9. tablazat A kiilonféle marasi paraméterekkel késziilt 15 nm Ti/100 nm Pt feliilettel bevont mintak fajlagos
feliiletnovekedése a referenciafelszinhez képest. A skala a SEM felvételeken 100 nm.

51




DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

Megmutattam, hogy a fekete szilicium nanostrukturak kialakitasa az agyba
implantilhaté multielektrédok gyartasi soraba illeszthetd, és fém réteggel bevonva
(15 nm Ti, 100 nm Pt) Kkontaktusfeliiletként funkcionalhat. Tovabba a
nanostruktirak marasi paramétereitél fiiggéen akar 44x-es fajlagos
feliiletnovekedés is elérheté ezzel a modszerrel, mely altal az elektr6dok

impedancidja csokkenthetd.

A fentiek alapjan lathatd, hogy az egykristalyos és a polikristalyos sziliciumfeliileten
kialakithatd fekete szilicium nanostruktirdk morfolégidja a mards paramétereinek

valtoztatasaval hangolhato.

Meéréseink alapjan a marési sebesség esetliinkben nem fiigg a lokalis mintatelitettségtol az 1um
vastag polikristalyos Si réteg esetében, vagyis a szenzoron torténd kontaktuselrendezés ebbol a

szempontbdl tetszdleges lehet.

Lathato, hogy a nanostrukturaldsi eljards az implantalhatd agyi elektréd gyartasanak
technoldgiai sordba illeszthetd, és a nanostrukturalt felszineket platinaréteggel bevonva akar
44x-es fajlagos feliiletnovekedés is elérhetd, mely altal az elektromos kontaktusok

impedanciaja csokkenthetd, igy jobb jel/zaj viszonyt tehet lehetové a bioldgiai mérésekhez.
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4.2. Idegi 6ssejtek és immortalizalt mikroglia sejtek in vitro vizsgalata

In vitro modellben teszteltiik olyan nanostrukturalt (70-110 darab oszlop/um2, atlagosan 600
nm magassdg, random elhelyezkedés a felilleten) és sima (100-200nm szemcseméret)
szilicium és platina feliileteket, melyek elkészitése egyszeriien integralhatd agyszovetbe
implantalhato szilicium alapt eszk6z0k gyartasi soraba. Vizsgalatainkhoz a citoplazméjukban
GFP-t expresszaldo neuroektodermalis Ossejteket (GFP NE-4C) és immortalizalt mikroglia
sejteket (BV2) hasznaltunk. Arra kerestiik a vélaszt, hogy

. a vizsgalt feliiletek toxikusak-e erre a két sejttipusra nézve?

. a feliiletek anyagi mindsége és topografiaja befolyasolja-e a sejtek tapadasat és
¢életképességét?

. idegi Ossejtek képesek-e a vizsgalt feliileten neuronna differencialodni?

. a vizsgalt felilletek hatdssal vannak-e a differencialodasra és a differencialt

tenyészetek viselkedésére?

4.2.1. NE-4C és BV2 sejtek életképességének és letapadasanak kvantitativ

vizsgalata

Az MTT redukcios tesztek alapjan nem talaltunk kiilonbséget a sejtek letapadasaban (4 o6ras
vizsgalatok) a vizsgalt szilicium feliiletek (Si, nanoSi), illetve az iiveg referencia minta kozt,
de a platina bevonat jelentésen csokkentette a sejtek kezdeti letapadasi készségét, fiiggetleniil

a feliilet topografiajatol.

A sejtszamok jelent0s csokkenését figyelhettiik meg 24 6ra utidn a referencia feliileten, és
hasonld csokkenés tortént a Si, Pt és nanoPt feliileteken is. A 24 oras letapadasi és
¢letképesség vizsgalatok alapjan a nanoSi feliilet biztositott az els6 4 ora soran letapadt NE-4C
sejtek szamara leginkabb megfeleld felszint a taléléshez, bar sejtszam csokkenés itt is

megfigyelhetd volt. Az eredményeket a 21. abra mutatja.

53



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

o
=
|

o
o
[o5]

|

H 4h
24h

o

o

)]
|

T

MTT OD 550nm-560nm

o
o
iy
|
|

0,02 —

ol -

Si nanoSi Pt nanoPt referencia

21. abra NE-4C sejtek életképesség-vizsgalatanak eredményei 4 h illetve 24 h inkubaciés idé utan MTT
redukcios teszt felhasznalasaval mérve. A 4 6ras mérés soran szignifikans kiilonbséget (p<0,05) figyelhettiink
meg a Si és nanoPt mintak kozt a Si javara. Szignifikansan kevesebb sejtet figyeltiink meg a Pt mintakon a
Si, nanoSi és a referencia feliiletekhez képest.

A 24 6ran at inkubalt mintak vizsgalata soran azt figyelhettiik meg, hogy a letapadt sejtek jelentos része
elpusztult. Ez a jelenség legkevésbé a nanoSi feliiletet érintette, melyen szignifikansan tobb életképes sejtet
mérhettiink mind a nanoPt, mind a referencia feliilethez képest.

Az abran az oszlopok felett paronként azonos szimbélumok a p<0,05 szignifikancia szinten szignifikans
kiilonbségeket reprezentaljak.

Hasonl6 eredményeket kaptunk a sejtmagok fluoreszcens vizsgalataval (22. abra).
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22. abra NE-4C sejtek letapadasa (4 h) és tilélése a sejtmagokat fest6 DAPI fluoreszcencia-intenzitasanak
vizsgalataval, 4 h (a) illetve 24 h (b) inkubdciés id6 utin. A 21. abran megfigyelhetéekhez hasonlé
eredményeket lathatunk. A 4 éra alatt letapadt sejteknél jelentdsen alacsonyabb sejtszam mérheté a 24 6ran
at inkubalt mintak mindegyikének felszinén. A sejtszam csokkenés ezen vizsgalat alapjan is a nanoSi mintat
érintette legkevésbé, melyen szignifikansan (p<0,05) tobb sejt figyelhet6 meg, mint a masik négy vizsgalt
minta feliiletén.
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A BV2 sejtek esetében a sejtmagok fotometrias mérése alapjan nem talaltunk kiilonbséget a
Si, nanoSi, nanoPt és a referencia mintak kozt, azonban a sima platina (Pt) feliilet javitotta a
kezdeti (4 ora alatt lejatszodo) sejttapadast. A 24 6ras inkubacios id6 utan jelentds sejtszam
novekedést figyelhettiink meg mind a Si, mind a Pt és nanoPt feliileteken. A BV2 sejtek
legnagyobb szdmban a sima platina feliileten tapadtak ki a négy feliilettipus koziil, a feliilet
nanomintazottsadga azonban némileg csokkenti ezt a jelenséget. Az eredmények a 23. abran

lathatoak.
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23. abra BV2 sejtek 4 h illetve 24 h inkubaciés idé alatt mért sejtmennyiségei a sejtmagot festé DAPI
fluoreszcens intenzitisa alapjan. Az NE-4C sejtekkel szemben e sejttipus esetében nem figyelheté6 meg
jelentos sejtszam csokkenés 24 ora utan. Ezek a sejtek a platinafeliiletet részesitik leginkabb elonyben, mely
hatason a nanostrukturaltsag némileg ront.

A 4-6ras inkubalds utdni metabolikus aktivitdson alapulo (MTT) és a sejtmaganyag
mennyiségét vizsgald (DAPI fluorometria) méréseink eredményei is azt mutattak, hogy a 300-
1000 nm oszlopmagassdg nagysagrendbe es6 szilicium, illetve platina bevonatos
nanostrukturak kozvetlen toxikus hatast nem gyakorolnak sem a neuroektodermalis Ossejtekre

sem az immortalizalt mikroglia sejtekre.
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Az NE-4C sejtek a sima feliileti és nanostrukturalt szilicium feliileteken hasonlo letapadasi
aranyt mutattak, mint a bevonat nélkiili liveg referencia feliileteken. A platina feliileteken,

fiiggetleniil a topografiatol kevesebb sejt maradt.

Ezzel ellentétben a BV2 sejtek nagyobb aranyban tapadtak a platina feliiletekre a
sejtmagfestéses mérések alapjan, mely hatast a platina alatt elhelyezkedd nanostrukturak
némileg csokkentettek. A sejtszam 4 Ora utan a Si, nanoSi és nanoPt feliileteken az iiveg

referenciahoz hasonlé volt.

Bér a feliiletek nem toxikusak, mivel a sejtek egy hdnyada képes letapadni a feliileteken, arra a
kovetkeztetésre juthatunk, hogy a 4 6ras kezdeti letapaddsi vizsgalatok alapjan a vizsgalt
felszinek nem tamogatjak az NE-4C sejtek tulélését. Az NE-4C sejtek adhéziofiiggd sejtek,
olyan kdzegben képesek életben maradni és osztodni, ahol biztonsdgosan képesek tapadni.
Megfeleld talélés mellett, 24 6ra inkubacios id6 utan a 4 6rés sejtszdm kozel a kétszerese lett
volna varhato, a 20 dras duplikécios id6vel szaporodd NE-4C sejtek esetén. Ezzel szemben a

mért értékek a 4 oras vizsgalatok sejtszamai ala esetek.

Ezzel szemben a BV2 sejtek esetében a sejtszdm nd. A sejtszamok ndvekedése a
nanostrukturalt sziliciumon a legcsekélyebb, mig a platina bevonata feliiletek jelentOsen

jobban tamogatjak e sejttipus letapadasat és tilélését.

4.2.2. Fluoreszcens mikroszkopias vizsgalatok eredményei

crer

viszonyitott elhelyezkedésiiket, aggregalodasuk mértékét vizsgaltuk a kiilonféle feliileteken. A
GFP fluoreszencia segitségével (zold) megfigyelhetd a sejtek citoplazmaja, és a filopodiumok.

A BB fluoreszencigjaval (kék) a sejtmagok valtak lathatova.

Mar a kezdeti letapadasi vizsgalatok (4 h) utan is megfigyelhetd volt az NE-4C sejtek
kiilonbozo viselkedése a kiilonféle feliileteken, ahogy ez a 24. abran lathato. A Si és nanoSi
felszini mintdkon kiterjedt citoplazmaval és ndvekedd filopodiumokkal rendelkezo,
egészséges kinézetli sejteket figyelhettiink meg, mig a Pt és nanoPt feliilleteken a sejtek

kevésbé voltak kiterjedtek, és elvétve figyelhettiink meg filopodiumot.
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24. abra NE-4C sejtek két csatornas fluoreszcens felvétele 4 6ras inkubaciés idoé utian a kiilonféle feliileteken
(sejtplazma — zo6ld, sejtmag — kék). A Si és nanoSi feliileteken a sejtek kiteriiltebbek, nytlvanyaik lathatoak.
Utobbi feliilleten a kvantitativ mérésekkel dsszhangban, nagyobb sejtszam figyelhetdé meg. A platina
feliilleteken a sejtek kerekek, jobban aggregilodnak, ezeken a felvételeken nyulvanyok nem jellemzéek. A
sejtmagok DAPI jele helyenként élesebb.

24 ora elteltével a nanostrukturalt feliilleteken a sejtek aggregatumait figyelhettiik meg, ami
arra utal, hogy a sejtek elényben részesitik az egymashoz vald tapadast a felszinhez torténd
letapadassal szemben, feltehetéleg azért, mert a felszin a letapadasuk és ez altal a talélésiik
szempontjabdl nem megfeleld (25. abra). Nem aggregatumban elhelyezkedd sejtek a sima Si
felszinre voltak jellemzoek, igy az is megfigyelhetd, hogy a platinabevonat erdsiti az

aggregalddasra val6 hajlamot e sejttipus esetében.

25. abra NE-4C sejtek két csatornas fluoreszcens felvétele 24 éras inkubacioés id6 utan a kiilonféle feliileteken

(sejtplazma — zold, sejtmag — kék). A nanostrukturalt felszineken megfigyelheté sejt aggregatumok arra
utalnak, hogy az oszt6do sejtek inkabb tapadnak az egymashoz, mint a feliilethez.

Ezek a megfigyelések alatamasztjdk a kvantitativ esszék megéllapitasait. A 4 oOra utan
megfigyelhetd sejtek a feliiletek kozvetleniil nem toxikus voltat tamasztjak ald. Az NE-4C
sejteknek, kiilonosen a platina feliilleteken megfigyelhet aggregalodasa egybecseng az MTT
¢s DAPI fluoreszencias mérések eredményével, mely szerint a vizsgalt feliiletek, és koziiliik is

kiemelten a platina feliiletek nem tamogatjak e sejttipus tapadasat.
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Belattam, hogy a vizsgilt feliiletek sem az NE-4C, sem a BV2 sejttipusra nem

gyakorolnak kozvetlen toxikus hatast.

Megallapitottam, hogy az NE-4C sejtvonal sejtjei 4 Oras vizsgalat alatt a
nanostrukturalt szilicium és sikfeliiletit szilicium feliileteket p=0,05 szignifikancia
szinten eldnyben részesitik a platinaval bevont feliilletekkel szemben. A sejtszamok 24
ora alatt jelentésen lecsokkennek, ami a sejtek igen gyenge tapadasara utal. A legkisebb
mértékii sejtszam csokkenést a vizsgalt felilletek kozill a nanostrukturalt szilicium

feliileten figyeltem meg.

Megallapitottam, hogy az immortalizalt mikroglia (BV2) sejtek a négy vizsgalt feliiletet
tekintve a sikfeliiletdi platinin a tobbi feliilethez viszonyitva nagyobb szamban
tapadnak le.

4.2.3. Invitro idegsejtképzodés vizsgalatainak eredményei

A sejtek kezdeti alacsony szamban valo tulélése miatt az indukcios vizsgalatokhoz a sejteket
az el6zéekhez képest nagyobb, 2x10° sejt/cm’ sejtszamban iiltettiik ki a feliiletekre. A
tenyésztés folyaman a még ¢€l6 tenyészeteken rovid fluoreszcens mikroszkopos
megfigyelésekkel ellendriztikk, hogy novekszik-e a sejtszdm, ennek sordn nagymértéki

sejtaggregalodast lathattunk a tenyésztés 9. napjara.

A fixalas 1épései soran szamos sejtaggregatum szabad szemmel is lathatoéan levalt a felszinrdl.
Bar ez a jelenség minden mintan el6fordult, leginkabb a platinaval fedett feliileteket érintette,

fiiggetleniil a felszin topografigjatol (26. a. abra). A nagyobb feliilleten Osszefliggd

nanostrukturalt teriileteken sikeriilt a legkevésbé fixalni a differencialodott tenyészeteket (26.

b. abra).

26. abra Indukalt tenyészetekrol DAPI fluoreszcens jelet felhasznilva késziilt mozaikfelvételek. Az a) abran
a feliileten a 3.2.1. fejezetben ismertetett mikro-mintazatban Si és Pt feliiletek valtakoznak. Jol lathaté, hogy
a sejtek a nagyobb 0Osszefiiggé platinafeliiletekr6l levaltak, mig a Kkisebb, 30-50 pm tartomanyba eso
mintazatoknal ez a jelenség nem figyelheté meg. A b) abra alapjan is arra kovetkeztethetiink, hogy a
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kialakult sejtszényeg a platina feliiletre igen gyengén tapad, fiiggetleniil annak morfolégiajatol. Ezen kiviil
azonban a szilicium feliilet nanostrukturaltsaga is gyengiti a differenciilt sejtek feliilethez valé tapadasat.

A fixalas utan feliileten maradt sejtek vizsgalata azt mutatta, hogy a levalas ellenére, jelentds
mértékii neuron-differencialodas tortént a tenyészetekben. Vastag és tobb 100 pm hosszasagu
axonkotegeket figyeltiink meg, melyek sejttestei altaldban a sima feliiletii szilicium
felszineken helyezkedtek el, azonban a nyulvanyok szamos letapadasi pontot 1étesitettek, és

behaloztak a nanostrukturalt szilicium felszineket is (27. abra).

Ez azt jelezte, hogy hasonléan kiterjedt neuronfejlodés mehetett végbe a platinaval fedett
felszineken is. Az, hogy a ,,sz0vetszerii” sejt egyiittesek Osszefliggd sejtszényegként levaltak,
¢s nem lehetett a felszinre fixalni, arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtek egymas kozti

tapadasa jelentdsen erdsebb volt, mint a felszinhez valo kotédés.

27. abra Indukalt sejtek haromcsatornas fluoreszcens felvétele nanostrukturalt tenyésztélemez felszinén. Az
a. abran liathaté a sziliciumlemez mintazata. A sotétebb szini racsozat nanostrukturalt, mig a vilagosabb
szinii feliiletek sima felszinek A b. abran a neuronna differencialédott sejtek nyilvanyai figyelhetéek meg
IIIB-tubulin immunfestés (piros) utian. A sejtplazma zold, mig a sejtmagok kék fluoreszcens jelet adnak.
Lathato, hogy az idegsejtek sejttestei és magjai jellemzoéen a sima feliileten helyezkednek el, azonban szimos
nyulvany né a nanostrukturalt racs felett is.

Annak megallapitasara, hogy az in vitro kdriilmények kozt differencialodott sejtek kiilonféle
feliileteken hogyan viselkednek, mutatnak-e anyag — illetve morfoldgia preferenciat, tovabbi

kvantitativ mérések lennének sziikségesek.

Megallapitottam, hogy az NE-4C sejtek mind a négyféle feliilleten képesek retinsavas

indukcié mellett neuronna differencialédni.
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Az eredmények alapjan tehat a kiilonféle feliiletek jelentds befolyassal vannak az idegi eredetii
sejtek életképességére és viselkedésére. A kiilonbozo feliiletek kozt nagy kiilonbség figyelhetd

meg a sejt-sejt és sejt-feliilet kolesonhatasok erdsségét illetden.

Az idegrendszerben sériilés hatasara glialis hegképzodés megy végbe. Ennek soran a sériilt
idegsejteket az egészséges szovettdl szeparalni igyekvd aktivalt asztroglia sejtek és a
folyamatban résztvevé mikroglia sejtek, valamint szamos mas faktor egy, a sejtek kozt igen
erds kolcsonhatasokkal bird, a sériilés helyétdl elszeparalodd szovetallomanyt hoz 1étre. Ez
lesz a glia heg. Az indukalt sejtek fixdldsa soran tett megfigyeléseink hasonld jelenséget
jeleztek: a képzddott, idegsejteket is tartalmazd sejtdllomany sejtjei egymashoz erdsen, a
feliilethez pedig nagyon gyengén kapcsoldodnak. A vizsgalt kisérleti koriilmény tekinthetd a
hegképzddés egy kezdetleges in vitro modelljének. Ez alapjan a platinafeliilet a
biokompatibilitas, illetve az implantacio esetén elkeriilhetetlen sériilést kdvetd regeneracio
szempontjabdl nem optimalis valasztds, mivel ezeken a felszineken fordul el6 leginkabb a

szoveti szeparaciot modellezo folyamat.

Ezt alatamasztjdk a mikroglia sejtek modelljeként hasznalt BV2 sejteket felhasznalo
kisérleteink eredményei is, melyekben a gliozis inicializacidjaban jelentés szerepet jatszod

mikroglia sejtek a platinafeliileten tapadtak le nagyobb szamban.

Ez a megfigyelés 6sszhangban all Ereifej és munkatarsai munkajaval is [195], akik asztroglidk

esetében fokozott reaktivitast figyeltek meg platinafeliileteken.

Ugyanakkor a platina egyéb elonyos tulajdonsagai miatt gyakran hasznalt elektrod alapanyag,
nem toxikus, alacsony az impedanciaja, jo a fesziiltség atviteli karakterisztikaja és az agressziv
szoveti kornyezet sem korrodalja. Bar a jobb jel/zaj viszony elérése érdekében az aktiv
kontaktusfeliilet novelése kézenfekvé megoldas lenne, am ennek nanostrukturalassal torténd
elérésekor figyelemmel kell lenni a platinaval bevont nanostrukturalt feliilet hossza tava

biokompatibilitasra gyakorolt, potencialisan negativ hatasara.
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4.3. Primer asztroglia sejtek in vitro vizsgalata

A kovetkezd fejezetekben ismertetett mérések soran primer asztroglia sejteket tenyésztettiink
24 h illetve 48 h inkubacios id6vel a 3.2.1. fejezetben megismert, a 6. abran lathat6 szilicium
¢s platina sik (100-200 nm szemcseméretl polikristalyos Si) és nanostrukturalt (70-110 darab
oszlop/um2, atlagosan 600 nm magassag, random elhelyezkedés a feliileten) feliiletekkel

rendelkez6 mintakon. A kisérletekkel a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

. Az asztroglia sejtek - mint a gliézisban fOszerepet jatszo sejtek - letapadasat
befolyasolja-e a felilletek anyagi mindsége és morfologidja, megfigyelheté-e sejtszambeli
kiilonbség a kiilonbo6zo feliileteket vizsgalva?

ey

. A letapadt sejteck morfologiajabol milyen tapadasi és életképességi jellemzokre

kovetkeztethetiink a szilicium és a platina feliiletek esetén?
. A feliiletek nanostrukturaltsaga befolyasolja-e a sejtek tapadasi tulajdonséagait?
4.3.1. Sejtszamok alakulasa a kiilonféle feliilleteken

A mintakon mind 24 h, mind 48 h inkubacié utan szembetiind sejtszambeli kiilonbséget
figyelhettink meg a szilicium és a platina felszinek kozt (28. abra). A felszin

nanostrukturaltsaga latszolag nem volt hatassal a sejtszamok alakuldsara.

28. abra 24h és 48h inkubaciés idével késziilt mintak DAPI csatornian mért, sejtmagokat abrazolé, 10x
nagyitasi mozaikfelvételei. Mindkét esetben latvanyos a sejtszambeli kiilonbség a két anyag kozt, és a
platina feliileten nagyobb a sejtszam. Ellenben a nanostrukturalt feliiletek lathatéan nem befolyasoljak a

sejtszamok alakulasat.

A meghatarozott sejtstirliségeket a Si feliilet sejtstirliségéhez normalva a kvalitativan is
megfigyelheté eredményt kaptuk, mely a 29. abran lathato. Mind 24 h, mind 48 h inkubacios
id6 alatt a platina feliileteken a morfologiatol fiiggetleniil szignifikansan (p<0,05) magasabb
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volt a sejtstirliség, mint a Si felilleteken. Az azonos anyagu sima illetve nanostrukturalt
feliiletek kozt nem talaltunk szignifikans kiillonbséget. Nem mutatkozott jelentds kiillonbség a
sejtszamok 24 ora alatt torténd valtozasaban a négy féle feliilet kozt, bar a platina feliileteken

nagyobb mértékii a 24 ora alatt bekdvetkezett sejtszam ndvekedés, a szilicium feliiletekhez

viszonyitva.
Feliiletek relativ sejtsdiriiségei
5 ***
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@ W Pt oo
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29. abra A szilicium feliilleteken 24 illetve 48 o6ran keresztiil inkubalt primer asztroglia tenyészetek
sejtstirtiségeihez normalt sejtsiiriiségek a négy vizsgalt feliileten. Mind a 24 h, mind a 48 h inkubaciés idével
késziilt tenyészetek esetén szignifikans a sejtsiiriiség Kkiilonbség a szilicium és a platina feliiletek kozt
(p<0,05), mig a Si/nanoSi, és Pt/nanoPt feliiletek kozt egyik esetben sem figyelhet6 meg ez a jelenség.

A fenti eredmények alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a szilicium feliiletek a platinahoz
képest kevésbé tamogatjak a primer asztroglia sejtek letapadasat. A sejtszam ndvekedés
kiilonbsége arra utalhat, hogy a letapadt sejtek is kevésbé erdsen kotddnek a Si feliiletekhez,
emiatt nem képesek megfeleld aranyban osztodasra, a felillet a sejtekre apoptotikus hatassal
lehet. Ennek megerdsitésére azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A fenti eredmények
alapjan a feliileti morfologia nem befolyésolja jelentds mértékben a primer asztroglia sejtek

letapadasat és életképességét.

Megallapitottam, hogy a primer asztroglia sejtek a sziliciumfeliilethez viszonyitva
nagyobb szamban tapadnak le és élnek tul a platinafeliileteken, a feliileti

topografiatol fiiggetleniil p=0,05 szignifikancia szinten.
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4.3.2. A sejtek morfologiaja a kiilonféle feliileteken

A primer tenyészetek egyedi sejtjeinek morfologidjat 20x illetve 40x nagyitast fluoreszcens
mikroszkopias felvételeken vizsgaltuk, harom csatornan (GFAP filamentumok — zold, aktin
filamentumok — narancs, sejtmagok —kék). A sejtek felszinét nagy nagyitasti pasztazd
elektronmikroszkopos képek alapjan elemeztiik. Figyeltiik a sejtek méretét, alakjat, felszini
motivumaikat, a sejtmagok méretét, alakjat, és hogy az egyes felszineken milyen tapadésra

utal6 jeleket latunk, valamint hogy a sejtek egymassal milyen kapcsolatokat képeznek.

A 24, illetve 48 oras inkubdcios iddvel készitett tenyészetek kozt a morfoldgiat tekintve
Iényegi kiilonbségek nem figyelhetok meg, igy ezeket a tovabbiakban nem kiilonboztetem

meg.
Szilicium feliileteken elhelyezkedd sejtek morfolégidja

A szilicium feliileteken gyakran figyelhetéek meg kiilonallo sejtek, melyek az atlagosnal
kisebb méretiick. Az aktin és GFAP altal megjelenitett sejtvaz tomor, intenziv fluoreszcens jel
jellemzi. A sejtmagok altalaban szintén kicsik, és er6s DAPI jelet adnak (30. abra). A 2.4.
fejezetben megfogalmazottak alapjan ezek a jelek az apoptotizald, nem jol tapadd sejtek

jellemzoi.

30. abra Primer asztroglia sejtek tenyészete Si feliileten. A: aktin filamentumok (narancs) és sejtmagvak
(kék), B: GFAP filamentumok (z6ld) és sejtmagok (kék), C: harom csatornas felvétel. Megfigyelhetiek az
erds DAPI jelet ad6 sejtmagok (C abra, fehér nyilak), amely feltehetden apoptotikus sejtekre utal.

A SEM felvételek alapjan is hasonldé megfigyelések tehetdek. A sejtmag gyakran dombszeriien

kiemelkedd, felszine érdes (31. abra), egyes esetekben megfigyelhetd a sejtmag szétesése is
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(32. abra). A sejtfelszinen megfigyelhetoek az ugynevezett blebek, melyek az apopototikus
sejtek jellemzo6i (31-33. abrak).

31. abra Szilicium feliileten fixalt primer asztroglia sejt. A sejtmag kidomborodik, felszine érdes. A hosszu
filopodiumok (fehér nyil) a gyenge tapadasra utalnak. A piros nyillal jelzett felszini hélyagok (blebek) a
puszulo6 sejtek jellemzo felszini motivumai.

32. abra Szilicium felszinen talalhaté asztroglia sejt. A fehér nyil a széteso sejtmagra mutat. A sejtfelszinen
blebek lathatéak (piros nyilak).
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33. dbra Szilicium és nanostrukturalt szilicium feliillet hataran talalhaté primer asztroglia sejt. A piros
nyilak blebekre mutatnak. A sejt a nanostrukturalt felszinre nem tapad (fehér nyil).

Ezek a rendellenes morfologidju sejtek elszértan az egész mintan megtalalhatéak, azonban

jelenlétiik a szilicium feliileten hangstlyosabb.

A tenyészetben egy egészséges, jol tapadd sejt minden iranyban azonosan terjeszkedik,
altalaban kerek, vagy ahhoz kozel allo alakot vesz fel. Szintén a szilicium felszineken
figyelhettiink meg hosszikas morfologiaja sejteket. Ez feltheteGen szintén rendellenes
letapadas eredménye, mivel a feliileteken nem talalhatd hosszanti vezetd struktira. Ebben az
esetben a fluoreszcens felvételen a sejtvazfehérjék tomotten, orsoszeriien helyezkednek el, a
sejtmag, feltehetéen az erésen kondenzalt kromatinallomany miatt igen fényes DAPI jelet ad
(34. abra).

34. abra Erdsen megnyult sejt fluoreszcens felvétele Si feliileten. A sejtmag erés DAPI jelet ad. A: aktin
filamentumok (narancs) és sajtmagok (kék), B: GFAP filamentumok (zold) és sejtmagok (kék), C: harom
csatornas felvétel.
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Azonban a SEM felvételek alapjan nem teljesen kizart, hogy ezek a sejtek altalaban a sima és
nanostrukturalt felszinek élei mentén vették fel ezt az alakot, ahogy a 35. abran is lathato. Az
ilyen alaku sejteken a SEM felvételeken szintén a gyengén tapado sejtek jellemzdjeként, igen

hosszu filopdédiumok figyelhetdek meg. A felsziniikdn gyakori a sejthalalra utalo blebesedés.

 nanoSi

. Sum

35. abra Sima szilicium és nanostrukturalt szilicium feliiletek hataran elhelyezkedé sejt SEM felvétele.
A sejt a két feliilet hatdaranak élén elnyult alakot vesz fel. A felszinen liathatéak a nem jél tapado, illetve
a haldoklé sejtre jellemz6é morfologiai vonasok (hosszu filopodium — fehér nyil, bleb — piros nyil).

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.

Platina feliileteken elhelyezkedé sejtek morfologidja

A platina feliiletekre egyontetiien igaz, hogy magasabb sejtszam figyelheté meg a felsziniikon,
mint a szilicium feliileteken. A fluoreszcens felvételek tanusaga alapjan a sejtek altalaban
szétteriiltebbek, a GFAP és aktin filamentumok igen részletesen kivehetdk (36. abra). Az
elektronmikroszkopos felvételek alapjan hasonld megfigyelések tehetek. A képeken a kiteriilt
sejteken fellil az is lathatd, hogy a sejtmagok laposak, tobb esetben megfigyelhetéek a
sejtmagvacskak is (37. abra). A tapadasi pontok megfigyelésénél lathatjuk, hogy a sejtek

kevesebb ¢és rovidebb filopodiumokkal rendelkeznek.
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35. abra Platina feliileten tapado6 primer asztroglia tenyészet fluoreszcens felvételei. A: aktin filamentumok
(narancs) és sejtmagok (kék), B: GFAP filamentumok (z6ld) és sejtmagok (kék), C: harom csatornas felvétel.
A sejtek egymassal kapcsolatokat alkotnak, a sejtmagok altalaban Kkiteriiltebbek, mint a szilicium feliileten
elhelyezkedo sejtek esetében, a sejtek elnyultabbak, jol kivehetdek a sejtvazfehérjék filamentumai.

36. abra Platina feliileten fixalt primer asztroglia sejt SEM felvétele. A sejtplazma Kiterjedt, a sejtmagok
laposak, megfigyelhetéek benniik a nukleéluszok (fehér nyilak).

A platina felilleten a szilicium felillethez képest a sejtek halozatképzése is sokkal
hangstlyosabb. Ennek egyik oka bizonyara a jelentOs sejtszambeli kiilonbség a két tipust

o1

felszin kozt, hiszen a nagyobb sejtsiiriség miatt egymashoz kozelebb elhelyezkedd sejtek
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konnyebben létesitenck egymassal kapcsolatot, mely egy egészséges asztrocita tenyészet egyik
ismérve. Szintén szerepet jatszik ebben valosziniileg a platina feliilet egészséges tapadast

tamogatd mivolta a szilicium feliilettel szemben, mely a fenti, 36-37. abrakon is lathato.

A 38. abran jol lathato a sejtek kapcsolata és hatarfeliileteik.

37. abra Platina feliileten megfigyelt egymashoz kapcsolédé sejtek SEM felvétele. A sejtek laposak,
elteriiltek, jol kivehetdek a sejthatarok (fehér nyilak).

Megfigyeltem, hogy a primer asztroglia sejtek sejtvaz fehérjéinek elrendezdodése, a
sejtmag morfoldgidja, illetve sejtfelszini morfolégiai jegyek arra utalnak, hogy a
platina feliileteken a sejtek egészséges morfolégiat mutatnak, és a feliilethez valé jé

tapadas jelei figyelhetéek meg rajtuk.

A topografia hatasanak vizsgalata

Bar a fluoreszcens felvételek alapjan a nanostruktirak markans hatasa nem figyelhet6 meg
sem a sejtszam, sem a sejtek morfologidjanak tekintetében (39-40. abrak), a pasztazod

elektronmikroszkopos felvételek alapjan a hatasuk nem elhanyagolhat6 (41-44.4brak).
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nanoPt

50 um

38. abra Primer asztroglia sejtek haromcsatornas fluoreszcens felvétele nanostrukturalt mintazott,
platindval bevont felszinen (aktin — narancs, GFAP filamentumok - zéld, sejtmagok -kék). A sejtek mind a
nanostrukturalt, mind a sik felszinen a platina feliiletre jellemzden elteriiltek, jol kivehet6 filamentumokkal,
sejtmagjaik szintén nagyok, elteriiltek, és el6fordulnak mindkét morfologiaju felszinen.

nanoPt

. 100 ym

39. abra Primer asztroglia sejtek mintazott Pt felszinen. Hirom csatornas felvétel: aktin filamentumok
(narancs), GFAP filamentumok (zold), sejtmagok (kék). A sejtek letapadasaban, halézatképzésében a
kiilonb6z6 morfologiaju felszinek kozt nem allapithaté meg markans kiilonbség.

A SEM felvételek alapjan mind a szilicium, mind a platina felszinek esetében lathato, hogy a
sejtek a sima és nanostrukturalt felszinek hataran, ha tehetik, elkeriilik a nanostrukturalt
feliileteket, azokra nem, vagy igen gyengén tapadnak. Egyes esetekben megfigyelheto a
mozgo sejtekre jellemzo ugynevezett ,,vezetd €1, mely helyzete arra enged kdvetkezetni, hogy

a sejt a fixalasa idépontjaban a nanostrukturalt felszint6l tdvolodott.
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40. abra Si-nanoSi hatarvonalon elhelyezkedé sejt SEM felvétele. A fehér nyilak a sejt feltételezett haladasi

élét, ugynevezett vezeto élét mutatjak, mely alapjan a sejt a nanostrukturalt felszintol tavolodik. Ez azonban
biztonsaggal time-lapse felvétellel volna megallapithaté.

41. abra Pt-nanoPt hataron elhelyezkedé sejt SEM felvétele. A sejt mintha elkeriilné a nanostrukturalt
feliiletet, mig a sik felszinre jol tapad.
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42. abra Si-nanoSi hatiron tapadé sejt SEM felvétele. A sejt jol lathatéan gyengébben tapad a
nanostrukturalt mintara, igyekszik azt elkeriilni, felette ativelni. (A sejt sik feliiletre tapado része is, a, nem
jol tapado sejtre utalé feliileti strukturakat mutat, ahogy ez megfigyeléseink alapjan a sziliciumra jellemzé.)

43. abra Primer asztroglia sejt membranjanak egy részlete sik szilicium és nanostrukturalt szilicium feliilet
hataran. Mig a sik feliiletre a sejt letapad, a nanostrukturalt teriilettel nem létesit adhéziés pontokat.

Megallapitottam, hogy a sejtek felszinének elektronmikroszkopos vizsgalata
alapjan a primer asztroglia sejtek a sima felszineket részesitik elényben a
nanostrukturalthoz képest, utobbiakra gyengén tapadnak, azokat igyekeznek
elkeriilni.
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A fluoreszcens ¢és pasztdzd elektronmikroszkopos felvételek alapjan tett megfigyelések
alatamasztjak a kiilonféle feliileteken mérhetd sejtsiirliségek eredményeit. Jelentds, a
kvantitativ mérések esetében szignifikans a primer asztroglia sejtek platina felé iranyulo
preferenciaja. A két anyag kozt a 24 h és 48 h inkubaciés id6 utan végzett mérések kozt
megfigyelhetd sejtszam-ndvekedésbeli kiillonbség a morfologiai megfigyelések alapjan valds
jelenség. A szilicium feliileteken a platinahoz képest jelentdsebb szamban fordulnak el6 a nem
¢életképes sejtek feliileti tulajdonsagait mutato sejtek, melyek felszine holyagos, sejtmagjaik
szétesnek. Ugyanakkor nem vart megfigyelés, hogy a feliilet morfologidja esetiinkben nincs
hatassal a feliileteken megfigyelhetd sejtszamokra, és csak a pasztazd elektronmikroszkopos
felvételek utalnak arra, hogy a feliileti strukturaltsag nem k6zombos a sejtek szdmara. Szamos
irodalmi adat tdmasztja ald, hogy az asztroglia sejtek kiilonbséget tesznek a sik és
nanostrukturalt felilletek kozt, bar eredményeik ellentmonddsosak. Turner és munkatarsai
méréseiben [107] a primer sejtek a nanostrukturalt ,,szilicium-fiivet” részesitették elonyben a
nedves marassal késziilt, mikron méretii feliileti érdességgel biro feliiletekkel szemben, mely a
sajat megfigyeléseinkkel szemben all. Egyuttal azonban ravilagitottak a sejttenyészetek
tulajdonsagainak jelentGségére is, ugyanis megfigyeléseik alapjan az immortalizalt asztroglia

sejtek (LRMSS5) éppen ellenkezé mdodon viselkedtek.

Lathattuk, hogy a sejtek tapadasi tulajdonsagaiban és feliilet-preferenciajaban in vitro
koriilmények kozt jelentds killonbségek mutatkoznak. A kiilonféle mesterséges feliiletek
fizikai és kémiai tulajdonsagainak azonban vannak olyan vonatkozasai, melyek altalanosan
megfontolandoak a sejtekkel valo interakcio tekintetében. A sejtek a feliiletekre részben
transzmembran fehérjéken keresztiil, részben a sejtek altal szekretalt extracellularis matrix
fehérjéken keresztiil tapadnak. Igy az, hogy a felilletek tulajdonsagai befolyasoljak az
adszorbedlodo fehérjeréteg Osszetételét, jelends befolyassal lehet a sejtadhézio jelenségére
[196], [197]. Olyan eredmények is sziilettek, melyek szerint a kollagén adszorpcidjanak
mértékét nem befolyasolja a feliileti struktira, csupan a kémiai Osszetétel [198]. Azonban sik
feliiletek és ZnO nanoszemcsék, nanooszlopok és nanolemezek karakterizalasa soran Wang és
munkatdrsai tgy talaltak, hogy borju szérum albumin szaméara a nanooszlopok jelentdsen tobb
fehérjekotd helyet biztositanak [199]. Nguyen ¢és munkatarsai fekete szilicium
nanostruktirakon és sik feliiletli szilicium mintdkon hasonlitottdk 6ssze human albumin és
fibronektin adszorpcidjat [200]. A fehérjék nagyobb mennyiségben adszorbealodtak a
nanostrukturalt felszinekre, azonban egymastol eltérd viselkedést mutattak abban, hogy az

oszlopok mely részeit preferaltak, vagyis megmutattak, hogy a jelenség fehérjefiiggo is.

72



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

Esetlinkben a feliileti kémia hatasa vilagosan megmutatkozik mind az immortalizalt, mind a
primer sejttipusok esetében. A kiilonféle sejtek mas-mas viselkedését az eltérd feliileteken az
irodalom szamos helyen leirja. Mig az Ossejtek esetében a nanostrukturdk hatasa is
kvantitativan kimutathatd volt, a primer asztroglia sejtek esetében csupan kvalitativ
jellemzokkel tudtuk leirni a jelenséget. Az asztroglia sejtek alapvetd tulajdonsagaibol és
funkciojabol azonban az kovetkezik, hogy miikddésiiket a lokalis szdveti kdrnyezet igen
erdsen befolyasolja, szelektiv asztroglia tenyészetben viselkedésiik ezért tobb szempontbol is
markansan kiilonbozhet az in vitro koriilmények kozt megfigyelhetétdl. A nanostruktaraknak
e sejttipusra, és annak reaktivitasara gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz in vivo mérésekre is

sziikség van.

73



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

4.4. Invivo vizsgalatok

A kovetkezd fejezetekben az altalunk vizsgalt nanostrukturalt szilicium tesztfeliilet patkany
agykérgébe, 8 hetes kronikus beiiltetés utan végzett vizsgalatainak eredményeit ismertetem. A
nanostrukturalt szilicium feliletet sik, illetve mikron méretli szemcsés szilicium feliilettel,
valamint mikroméretli mintakkal rendelkezd, fluorokarbon-polimerrel bevont felilettel
hasonlitottuk 0ssze. Vizsgaltuk a kialakuld gliozis sulyossagat a szovet GFAP festésével,
valamint az implantatum kiilonféle felilletei kdzelében tuléld sejtek szdmat a szovet NeuN
festésével, az implantatumtol mért kiilonbozo tavolsagokban. Kisérleteink soran a kdvetkezo

kérdésekre kerestiik a valaszt:
. A kiilonféle implantatum-feliiletek befolyasoljak-e a gliareakcio stilyossagat?

. A kiilonféle implantatum-feliiletek befolyasoljdk-e az implantdtum kozelében taléld

idegsejtek szamat?
4.4.1. Gliozis sulyossaga a kiilonféle feliiletek kornyezetében

A reaktiv glidzis vizualizalasara altalanosan felhasznalt modszer a GFAP festés. A 45. abran
az implantatum kozvetlen kdzelében és a tavolabb, 1 mm-re, intakt tavolsagnak feltételezett

szovetben megfigyelhetd asztroglia festés lathato.

44. abra GFAP markerrel festett idegszovet metszet fénymikroszkopos felvétele az implantacié helyéhez
kozel (A) és intaktnak tekintett tavolsagban (B, kb. 1 mm). Megfigyelheté az implanticié kozvetlen
kozelében az igen erés GFAP fest6dés, és a sériilés helyétol valo tavolodassal annak csokkené intenzitasa.

Az egyes felvételeken mért atlagos pixelintenzitdst az implantatumtol vald tavolsag
fliggvényében a 46. abra mutatja. Kiilonféle szinnel a kiilonb6zo feliileteket abrazoltuk. Az

értékeket az atlagos hattér-pixelintenzitashoz (400-500 pm) normaltuk.
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45. abra A gliozis sulyossaganak kvantitativ elemzése a GFAP festodés intenzitasanak valtozasa alapjan az
implanticié helyétél valo tavolsag fiiggvényében. Az elsé 50 pm tavolsagban az egyes feliiletek kozt nincs
szignifikins kiilonbség, ezt a régiét egyontetiien erételjes gliozis jellemzi. Az 50-400 pm tavolsagokban
szignifikdns kiilonbség lathaté a mikro-polimer és a mikroSi, valamint nanoSi felszinek kozt (p<0,05).

Az implantalas helyétol valo tavolsdg novekedésével a festés intenzitdsa csokkent minden
tipusu feliilet esetében. Az implantdtum kozvetlen kdzelében, 50 pm-ig minden feliilet
esetében erdteljes glidzis figyelhetd meg, fliggetlentil a feliilet anyagi mindségétol vagy
topografigjatol. 50-300 pm tavolsagokban a nanoSi felilet kornyezetében, 4-5%-kal
alacsonyabb volt a GFAP fest6dés mértéke, mint a tobbi feliilet esetében, a kiillonbség azonban
nem volt szignifikans. Szignifikans kiilonbség (p<0,05) volt megfigyelheté a mikro-polimer és
a nanoSi feliiletek koriil 50-500 um tavolsagokban. Szintén szignifikans volt a kiilonbség 150
um és 500 um kozt a mikro-polimer és a Si, illetve a mikroSi oldalfalak kozt. Ezeket a
kiilonbségeket azonban valdszini, hogy a feliiletek kémiaja, mintsem a topografiaja okozta,
tekintve, hogy minden szilicium-polimer feliiletpar kozt jelentkeztek a kiilonbségek, mig a

kiilonféle topografiaja szilicium feliiletek kozt nem figyelheté meg hasonlo.
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Megmutattam, hogy a GFAP festodés mértéke Wistar patkiany agyaban, 8 hét
implantacios idot kovetéen az implantatum kozvetlen kézelében (50 um) fiiggetlen a

feliilet topografiajatol és kémiajatol a négy vizsgalt feliiletet tekintve.

Megallapitottam, hogy az implantalas helyétél 50 pm - 400 pm tavolsagokban a
GFAP festodés erdsebb a mikro-polimer feliilet kozelében, mint a mikroSi,

valamint a nanoSi feliiletek kornyezetében p=0,05 szignifikancia szinten.

4.4.2. Idegsejtek tulélése az implantatum kornyezetében

Az implantatum kornyezetében talélo idegsejtek szamanak meghatarozasara a szeletek NeuN
festését alkalmaztuk. A 47. dbra az implantatum kdzelében, illetve t6le 1 mm tavolsagra esd

terlileten mutat egy reprezentativ festést.

46. abra NeuN markerrel festett idegszovet metszet fénymikroszkopos felvétele az implantacié helyéhez
kozel (A) és intaktnak tekintett tavolsagban (B, kb. 1 mm). Az implanticié helyének kozvetlen kozelében
lathaté a nagyjabol 50 pm széles, sejtekben igen ritka teriilet. A szoveti sériilés kovetkeztében a neuronok
jelentds része itt elpusztul. Mas résziik feltehetéen a glia heg kialakulasat kiséré masodlagos neuronpusztulas
aldozatava lesz. A sériilés helyétol valé nagyobb tavolsagban azonban a sejtszamok igen gyors
normalizalodasa lathaté, és mar 50-100 pm utan a referenciaval egyezének tiinik a szovet.

Jelentds sejtszam csokkenés volt megfigyelheté az implantatumtél mért 50-100 pm-es
tavolsagban. Az eredmények a szirt csatornatdl vald tavolsag fiiggvényében a 48. abran
lathatoak, kiilonboz6 szinnel abrazolva a kilonféle feliileteket. Referencianak tekintett

tavolsag (400-500 pum) sejtszamahoz normaltuk az eredményeket.
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47. abra Az implantatum koézelében tulélé idegsejtek szamanak kvantitativ elemzése a neuronok NeuN
festésével meghatiarozott sejtszamok valtozasa alapjan az implantacié helyétol valo tavolsag fiiggvényében. A
sériiléstol mért els6 50 pm tavolsagban a sejtpusztulas mértéke igen jelentos, azonban szignifikans kiillonbség
mutatkozik az egyes feliiletek kézt. A mikro-polimer feliilet kozelében szignifikansan (p<0,05) kevesebb
tulélé sejt figyelheté meg mind a mikroSi, mind a nanoSi feliiletekhez képest. Szignifikans kiilonbség
mutatkozott tovabba a Si és nanoSi feliiletek kozt tilélé sejtek szamaban, és utébbiak kozelében talalhaté
tobb talélé idegsejt. A megfigyelések a feliiletek kémiai tulajdonsagainak nyilvanvalé befolyasa mellett a

A kezdeti jelentds sejtveszteség utan a tdvolsaggal rohamosan novekvd sejtszam figyelhetd
meg, és 50 um -nél nagyobb tavolsagban gyakorlatilag nem figyelheté meg jelentds kiilonbség

sem a kiilonbozo feliiletek kozt, sem a referencia tavolsaghoz képest.

Az implantaitumtol mért 50 pm azonban nagyon fontos teriilet a regisztralhato jelek
szempontjabol, mivel az egysejt aktivitas ebbdl a tavolsagbol vezetheto el [118], [201]. Ebben

a tavolsagban jelentds kiilonbségeket talaltunk a vizsgalt feliiletek kozt.

A legjelentdsebb sejtveszteség a mikro-polimer bevonatu feliilet kornyezetében figyelheto
meg, a legtobb ¢l6 idegsejtet pedig a nanoSi feliilet kozelében sikeriilt megfesteni.
Szignifikdns (p<0,05) kiilonbség figyelhetdé meg mind a nanoSi, és miko-polimer, mind a
mikroSi és mikro-polimer feliiletek kozt, valamint a Si és nanoSi feliiletek kozt, mely jelzi

mind a feliiletek kémidjanak, mint a topografiajanak jelentdségét.
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Megmutattam, hogy az implantilas helyétél mért 50 pm tavolsagban p=0,05
szignifikancia szinten kiilonbségek figyelhetéek meg a feliilletek kozelében tulélo,
NeuN festéssel vizualizalodé neuronok szamat tekintve. Szignifikans kiilonbség
adédott a mikro-polimer feliilet és a mikroSi, valamint nanoSi feliiletek kozt, és a

Si és nanoSi feliiletek kozt, és az utébbiak kozelében talalhato tobb talélo sejt.

A gliareakcio erfssége €s a sejtszam csokkenés kozti korrelacido az els6 50 um-n szamolt
kvantitativ eredmények alapjan és a mikroszkopos képek kvalitativ vizsgalata alapjan is jol
megfigyelhetd (49. dbra). Ahogy a glidzis lefolyasanak megismerésekor is lathattuk, erds
GFAP pozitivitas kiséri egyrészt magat az implantaciot, mely a szdvet sériilése miatt
egyértelmiien idegsejtek pusztulasaval jar. Masrészt a gliareakcio hetek alatt torténd
kifejlodésével és a hegszovet tartdssa valasaval egy masodlagos neuronpusztulasi folyamat is

bekovetkezik.

48. abra Két egymast koveté (egymastol 60 pm tavolsagban levé) szoveti metszet GFAP (a) és NeuN (b)
festése az implanticié helyének kozelében. Jol lathat6 a sériilés alsé ivének mentén a sulyos gliozisra utalé
GFAP jel és a jelent6s neuronpusztulias parhuzama.

Ahhoz azonban, hogy megallapitsuk, hogy az altalunk megfigyelt korrelacioban melyik
folyamat milyen hangsulyosan jatszik szerepet, tovabbi kisérletekre volna sziikség, vizsgalva
nemcsak az implantacio utani 8. hét dllapotat, hanem a védekezd reakcid lefolyasdnak korabbi
fazisait is.

Megfigyeléseink egybehangzanak az irodalomban leirtakkal is. Moxon és munkatarsai
porézus €s sima Si feliileteket vizsgaltak hisztologiai modszerekkel, NeuN, GFAP és ED-1
(makrofag) festésekkel [118]. Nem talaltak szignifikdns kiilonbséget az implantatumok

kozelében a gliareakcidban, bar nem szignifikans kiilonbségek megfigyelhetéek voltak.
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Jelentds kiilonbségek voltak azonban a tiléld neuronok szamaban a porusos Si feliilet javara.
Fontos azonban megjegyezni, hogy munkajuk soran 1 hét implantacié utan vizsgaltdk a
szoveteket, mely id6tartam alatt a gliareakcioban a hegképzddés folyamata még nem jut

jelentds szerephez az agyszovet védekezo reakcidjaban.

Azemi és munkatarsai 1, 4 és 8 hetes implantacios idétartamok utan vizsgaltak a szdvetet,
szintén GFAP és NeuN festésekkel [127]. Ebben a vizsgalatban az implantatumfeliiletek L1
adhézids fehérjével torténd bevonasanak hatasat vizsgaltak a biokompatibilitdsra nézve.
Jelentds kiilonbséget talaltak a fehérjével bevont és a referencia feliiletek kozt mind a feliiletek
kozelében taléld neuronok szdmat, mind a gliareakcid stlyossdgat tekintve, ezek alapjan

bevonattal ellatott feliiletek igen igéretesnek tlintek.

Eredményeinket és az irodalom eredményeit Osszevetve feltehetd, hogy a gliareakcid
akadalyozasahoz, lefolydsa sulyossaganak befolyasoldsahoz a feliiletek topografidjanak

modositasa Gnmagéaban nem elegendo.

79



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2018.008

4.5. Invitro ésin vivo biolégiai mérések eredményének osszefoglalasa
NE-4C neuroektodermalis 6ssejtek BV2 sejtek Primer asztroglia sejtek Patkany €16 agyszovet
] GFAP festés
, Fluoreszcens Eletképesség Fluoreszcens Tulélo sejtszam (NeuN
Eletképesség Pésztazo erdssége az
mikroszkopias In vitro vizsgalata: Sejtszamok mikroszkopias festés) az
vizsgalata: MTT, ) ) ) ) ) ) elektronmikroszkopos implantatumtol )
sejtmorfologia differencialodas DAPI meghatarozasa sejtmorfologia ) o implantatumtol valo
DAPI fotometria ) ) sejtmorfoldgia vizsgalat vald tavolsag
vizsgalat fotometria vizsgalat tavolsag fliggvényében
fliggvényében
o A Si felilleteken | e Si feliileteken | o A sejtek mind a 4 e APt A Pt feliileten e APtn e A sejtek mind a Si e 0-50 um e 0-50 um tavolsagban
magasabb egyedi, vizsgalt feliileten feliileteken magasabb talalhato mind a Pt esetében tavolsagban az implantatumtol tobb
sejtszam, mint a kitertilt sejtek képesek neuronna tobb sejt kitapado sejtek jol igyekeznek elkeriilni a egységesen tulélo sejt a nanoSi
Pt feliileteken Pt feliileteken differencialédni tapad ki, sejtszam, mint tapado, nanostrukturalt erds GFAP ko6zelében, mint a Si
e Sejtszam aggregatumok | e A kialakuld mint a Si a Si feliileten. egészséges feliileteket. Ez a fest6dés kozelében
csokkenés 24h és kevésbé szovetkezdemény” feliileteken. A sejtek jelenség a kvantitativ 50-400 pm o tobb tulélo sejt a
alatt kiteriilt sejtek a platina feliiletekrsl | o Az NE4C nanostrukturalt morfologiajat mérésekben nem kozt erésebb mikroSi, mint a mikro-
e Legkisebb utalnak a ¢és a nanostrukturalt mérésekkel -sag alapjan mutatjak mutatkozott meg. GFAP polimer kozelében
mértéki rosszabb feliiletekrol levalik szemben nem A Si feliileten fest6dés a
csokkenés a tapadasra nem mutatkozik talalhato mikro-polimer
nanoSi feliileten figyelhetd kiilonbség sejtek gyakran feliilet
meg 24 h apoptotikus kozelében;
alatt jegyeket nincs
sejtszam mutatnak kiilonbség a Si
csokkenés feliiletek kozt

10. tablazat In vitro és in vivo biologiai mérések eredményeinek osszefoglalasa
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5. Téeézisek

L.

II.

Plazmamarasi technikaval vékonyréteg polikristalyos sziliciumbél szabalyozott
modon alakitottam ki nanostrukturalt feliilletet, és az alkalmazott eljaras

integralhato agyi elektrodok gyartasi soraba. [I]

L.a. Megallapitottam, hogy a fekete szilicium nanostruktirdk atlagos oszlopmagassaga €s
oszlopstiriisége a maras paramétereinek valtoztatasaval az alabbiak szerint hangolhato.
Az egykristalyos szilicium minték esetében a vizsgalt marasi paraméterek (homérséklet: -
90 °C,-100 °C, -110 °C, O, térfogataram:10 sccm, 15 sccm, RF teljesitmény: 2 W,3 W,
marasi ido. 1 perc) mellett az oszlopmagassag 690 nm+76 nm és 1973 nm+131 nm kozé,

az oszlopstirliség pedig 7,6+2,5 és 22,5+5,9 db/um? kozé esik.

A polikristalyos szilicium mintdk esetében 1 pm vastag rétegb6l kiindulva az
oszlopmagassag 355 nm+6 nm €és 783 nm+116 nm ko6zé esik, az oszlopsiiriiség pedig
9,4+2,2 db/um’® és 71,714 db/um’kozt véltozik. A kiindulasi polikristalyos Si réteg
levalasztasi homérsékletétol jelentdsen fligg az O, térfogataram valtozasanak hatasa a
ra torténd valtozasaval a csokkend O, térfogatairam mindkét esetben oszlopstlriiség
csokkenést és magassag novekedést eredményez, azonban a 630 °C-n levalasztott minta
esetében mindkét valtozas jelentOsen kisebb mértékii, vagyis ez a kiindulasi feliilet

kevésbé érzékeny e paraméter valtoztatasara.

Lb. Megmutattam, hogy a fekete szilicium nanostruktirdk kialakitdsa az agyba
implantalhatd6 multielektrodok gyartasi soraba illeszthetd, és fém réteggel bevonva (15
nm Ti, 100 nm Pt) kontaktusfeliiletként funkcionalhat. Tovabba a nanostruktirak marasi
paramétereitdl fiiggben akar 44x-es fajlagos feliilletnovekedés is elérhetd ezzel a

modszerrel, mely altal az elektrédok impedancidja csokkenthetd.

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 morfologiaja mas-mas hatast valt ki kiilonféle

sejttipusok esetében. [I1]

IL.a. Belattam, hogy a vizsgalt feliiletek (bioaktiv bevonat nélkiili polikristalyos szilicium
sik felszin és nanostruktirdk: 70-110 darab oszlop/um’®, dtlagosan 600 nm magassdg,

random elhelyezkedés a feliileten; és ugyanilyen feliileti tulajdonsagu, 15 nm Ti/30 nm Pt
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bevont feliiletek) sem az NE-4C, sem a BV2 sejttipusra nem gyakorolnak kdzvetlen

toxikus hatast.

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

feliileten figyelhetd meg.

II.c. Megallapitottam, hogy az immortalizalt mikroglia (BV2) sejtek a négy vizsgalt
feliiletet tekintve a sikfeliiletii platindn a tobbi feliilethez viszonyitva nagyobb szdmban

tapadnak le.

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

retinsavas indukcio mellett neuronna differencialodni.

Megmutattam, hogy a primer egér asztroglia sejtek statisztikailag kimutathato
kiilonbséget tesznek a tenyészto feliiletek kozt annak feliileti anyaga alapjan, de a

strukturaltsaga alapjan nem. [I1I]

IIL.a. Megallapitottam, hogy a primer asztroglia sejtek a sziliciumfeliilethez viszonyitva
nagyobb szamban tapadnak le és élnek tul a platinafeliileteken, a feliileti topografiatol
fiiggetleniil p=0,05 szignifikancia szinten. Megfigyeltem, hogy a primer asztroglia sejtek
sejtvaz-fehérjéinek elrendezddése, a sejtmag morfologiaja, illetve sejtfelszini morfologiai
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, és a feliilethez valo jo

tapadas jelei figyelhetéek meg rajtuk.

IILb. Megallapitottam, hogy a sejtek felszinének elektronmikroszképos vizsgalata
alapjan a primer asztroglia sejtek a sima felszineket (/00-200 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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Belattam, hogy patkiny agyaba iiltetett kiilonféle kémiaju és morfologiaju
oldalfalakkal rendelkez6 eszkoz Kkiilonbozo feliiletii oldalfalai mellett a GFAP
festodés erossége, és az életképes idegsejtek szama p=0,05 szignifikancia szinten

Kiilonbozé. [IV]

IV.a. Megmutattam, hogy a GFAP festddés mértéke Wistar patkdny agyaban, 8 hét
implantacids idét kdvetden, az implantatum kozvetlen kdzelében (50 um) fiiggetlen a
feliilet topografidjatol és kémiajatél a négy vizsgalt felilletet (nanostrukturdlt
polikristalyos szilicium: 70-110 darab oszlop/um’, dtlagosan 600 nm magassag, random
elhelyezkedés; - nanoSi; mikrostrukturalt, fluorokarbon polimerrel bevont feliilet- mikro-
polimer; polikristdalyos szilicium, 100-200 nm szemcsemeérettel —Si; és nem polirozott
szilicium feliilet- mikroSi) tekintve. Megéallapitottam, hogy az implantalas helyétdl 50 pm
- 400 pm tavolsagokban a GFAP fest6dés er6sebb a mikro-polimer feliilet kdzelében,
mint a mikroSi, valamint a nanoSi feliiletek kdrnyezetében. Ugyanakkor az implantalas
helyétol mért 50 um tavolsagban p=0,05 szignifikancia szinten kiilonbségek figyelhetdek
meg a feliiletek kozelében tuléld, NeuN festéssel vizualizalddo neuronok szamat tekintve.
Szignifikans kiilonbség adodott a mikro-polimer felilet és a mikroSi, valamint nanoSi

feliiletek kozt, és a Si és nanoSi feliiletek kozt, és az utobbiak kdzelében talalhatd tobb

tulélo sejt.
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6. Osszefoglalas és hasznosithatésag

A bionika egyik fontos feladata az él6 szovetekkel, sejtekkel torténd hatékony interakcio
diagnosztikai és terdpias célokbdl. A szovetek, sejtek mitkddésének minél pontosabb, akar
molekuldris szinti megismerése a segitségiinkre lehet olyan eszkozok tervezésénél és
készitésénél, melyek ezeket a célokat szolgaljadk. Az idegszovet, és a kdzponti idegrendszer
mitkodésének vizsgalata és az abba torténd terapias céli beavatkozas szamos olyan helyzetben
felhasznalhato, ahol a konzervativ medicina és a gyogyszeres terapiak mar nem hatékonyak,

elérve ezzel a paciensek életmindségének javitasat.

Az agy mitkodésének makroszinten torténd vizsgalatara akar non invaziv megoldas, az EEG is
a rendelkezésiinkre all, azonban ahogy a funkcidk egyre aprolékosabb megismerésére
toreksziink, sziikségessé valik, hogy a méro és ingerlé berendezéseket az idegsejtek kozelében
helyezhessiik el. Az €16 szovetbe helyezett idegen test jelenlétére a szervezet természetes
védekezO reakcioval valaszol, melynek jelentGs része az tgynevezett reaktiv gliozis. A
folyamat az idegtuddsok szamara is szamos kérdést vet fel a szovetek védelmét, és a
mechanizmus hosszii tav, potencidlisan hatranyos hatédsait illetden, mivel ennek
kovetkeztében a mechanikai sériilés miatt elpusztult idegsejteken tul tovabbi szovetrészek is
sériilhetnek (mdasodlagos neuronpusztulds). Azonban egy evollicidsan erdsen konzervalt
mechanizmus esetében feltételezniink kell, hogy a folyamat a szdvet hosszi tava épségére
nézve Osszességében protektiv hatassal van. Az implantitum funkciokészségét tekintve
azonban egyértelmiien hatranyos a jelenség. A sériilés kornyezetében elhald idegsejtek miatt a
mérhetd jelekkel rendelkezd sejtek a kontaktusoktol tavolabb keriilnek, csokkentve ezzel az
egysejt aktivitds mérésének esélyét. A kialakuld hegszovet szigeteld funkcidval bir, igy a
jel/zaj viszony tovabb romlik. A sériilt szovet regeneracioja soran az elveszett idegsejtek, a
térfoglald hegszovet és az axonndvekedés szamara kedvezOtlen kémiai kornyezet miatt
valosziniileg hossz tavon sem képes a fiziologiashoz kozeli allapot helyreallni. igy a
beiiltetett eszkoz hatékony mikodését az idegszovet védekezd reakcidja hosszii tavon

jelentdsen rontja.

A sejtek miikodését mind fiziologias, mind patoldgias koriilmények kozt befolyasoljak az dket
koriilvevo kornyezet kémiai és fizikai paraméterei, koztik a szovet 3D topografidja is. A
sejtek lokalis kdrnyezete az extracellularis matrix, és a szomszédos sejtek feliileti struktarai a
néhany 10-100 nanométeres mérettartomanyba esnek. A topografia sejtfunkciokat befolyasold
hatasa potencialis eszkdoz lehet az implantatumot tervezok kezében, mert megfeleld
topografiaval rendelkez6 feliilet biztositasaval lehetOség nyilhat az €16 szovet mikddésének
részleges iranyitasara. Az implantaciot kisérd szovetsériilés esetén a sejtek muikodésének a
fiziologias koriilmények felé torténd irdnyitasa, természetesen a szoveti védekezd reakciod

pozitiv hatdsainak szem eldtt tartdsaval, lehet6séget biztosithat az agyi implantatumok
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hatékony kronikus miikodésének idobeli kiterjesztésére. A kornyezet kémidjanak ¢&s
topografiajanak sejtmiikodésre gyakorolt hatasainak kérdése igen Osszetett, sejttipusonként
valtozo, és a kisérletekhez valasztott modell szamos tulajdonsaga is befolyasolja a jelenségek

vizsgalhatosagat.

A gliozisban résztvevo fo sejttipusok, az asztroglia és mikroglia sejtek, valamint neuronok in
vitro €s in vivo korlilmények kozt torténd vizsgalata a kiilonféle kémiai és nanotopografiai
jellemzdkkel bird felilletek kornyezetében kozelebb juttathat benniinket e sejttipusok
mikddésének megismeréséhez. Ezaltal lehetdséglink nyilhat olyan finoman hangolt
mesterséges nanostrukturalt feliiletek eldallitdsara, melyek segitségével kronikus koriilmények

kozt, a szovet minél kisebb mértékii megsértése mellett végezhetoek az agy mitkodésének

srer

A mikrotechnologia eszkoztara lehetévé teszi nagy pontossigu, pontosan reprodukalhatd
eszkozok elkészitését, melyek altalunk hasznalt alapanyaga, a szilicium nem toxikus.
Az eszkdzokon a mérési koriilmények altal tamasztott igények szerint akar igen kis méretd,
ezaltal nagy térbeli jelregisztralo felbontast biztositd kontaktusok, és a hozzajuk tartozo
vezetékezés, és akar mas funkcionalis eszk6zok is elhelyezhetéek. A technologiai sorba
egyszeriien integralhatd, szelet szinten, igy egyszerre sok eszk6zon elkészithetd ugynevezett
fekete-szilicium modszerrel néhany szdaz nanométer tartomanyba esé, hangolhato
oszlopsiriiségii €s magassagli nanostrukturak készithetoek, és azokat platina réteggel bevonva

elektromos kontaktalasi feliletként is funkcionalhatnak.

Vizsgalataink eredményei alapjan az idegi 0Ossejtek képesek az igy nanostrukturalt
implantatumfeliileteken neuronna differencialodni, és az igy kialakult idegsejtek halozatokat
képezni. Azonban a platina feliiletekrél a 1étrejott ,,szovetkezdemény” levalik, feltehetden
azért, mert a sejtek kozti adhézid erdsebb a sejtek és a feliilet kozti kapcsolatnal, ami a
hegszovet egy jellemzdje is. A BV2 immortalizalt mikroglia sejtek és a primer asztroglia
sejtek platina feliilet felé mutatott preferenciaja is arra enged kovetkeztetni, hogy a hossza
tava biokompatibilitds szempontjabol a platina, mint implantdtumfeliilet nem optimalis
valasztas. Azt is lathattuk azonban, hogy megfigyelhetd, hogy a glidzisban résztvevd
asztroglia sejtek platina-preferenciajat a feliilet nanostrukturdldsa némileg csokkenti. Az in
vivo mérések soran megallapitottuk, hogy a nanostrukturalt szilicium feliilettdl jelregisztralas

szempontjabol relevans tavolsagban tobb idegsejt €l tal, mint a sik referencia Si feliilet mellett.

A fenti eredmények felhasznalhatoéak lehetnek in vitro tesztchipek tervezésére. Az alkalmazott
technologia lehetové teszi mikrostrukturalt mintazatokban nanostrukturalt, illetve platinaval
bevont felszinek 1étrehozasat. Az idegsejtek nyulvanyndvekedésének iranyitasara

l1étrehozhatoak olyan feliiletek, melyeken az asztroglia sejtek iranyitottan, vagy szelektiven
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tapadnak. Az ilyen asztroglia aljzaton tenyésztett idegsejtek irodalmi adatok alapjan szintén
képesek lehetnek iranyitottan ndvekedni [125]. Szintén alkalmas lehet ilyen mesterséges
felszin tiszta idegsejt tenyészetekben iranyitott sejt vagy nyulvanynovekedés elérésére, ennek
karakterizalasara azonban még szamos tovabbi, idegsejtekkel végzett in vitro mérés sziikséges.
Az ilyen eszkdzokkel lehetdség nyilhat az idegsejtek novekedésével, kapcsolatrendszerével,
jelatvitelével kapcsolatos, vagy akar az idegsejtek és asztroglia sejtek kozt zajlo

kommunikacidt illetd alapkutatasi kérdések megvalaszolasara.

Az eredmények felhasznalhatoak lehetnek az in vivo mérések hatékonysaganak javitdsdhoz is.
A fentiek alapjan az implantatum feliilet nanostrukturdldsa eldnyos hatdsokkal birhat. Mivel a
platina nem toxikus fém és impedancidja viszonylag alacsony, igy gyakran hasznalt
kontaktusfeliilet az idegi implantatumok esetében. Az altalunk végzett megfigyelések soran
mutatkozo, platinat illetdé negativ hatdsok a nanostrukturalds Aaltal biztositott fajlagos
feliiletnovekedés, igy impedancia-csokkenés miatt részben kompenzalodhatnak. Egy olyan
eszkdz, mely esetében implantdtum feliiletén csupan a kontaktusok anyaga nanostrukturalt
platina, az ezen kiviili, jelentésen nagyobb Si (nativ szilicium-oxid) vagy polikristalyos Si
implantatumfeliilet pedig szintén nanostrukturalt, hosszii tavon megbizhatobban miikddhet,
mint a sik felszinli implantatum. Az eszk6z hosszu tavi hasznalatanal tovabbi eldnyt jelenthet
az oldalfalak technoldgiabol adodo fluorokarbon polimer rétegének eltavolitasa, a beiiltetést
kiséré szoveti sériillés minimalizalas érdekében pedig megfontolandd lehet az eszkdz
vastagsaganak csokkentése. Az eszkdz modositasi javaslatainak elényeit kronikus in vivo

jelregisztralas igazolhatja.
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Fiiggelék

Nanostrukturalt mintak l1étrehozasanak technologiai sora

Si WSO, Mpoly-Si MPR

F1. dabra A nanostrukturak morfolégidjanak technolégiai paraméterektdl valé fiiggésének vizsgilatahoz
késziilt nanostrukturalt mintak technologiai soranak sematikus abraja. A technolégiai lépések leirasa a 3.1.1.

fejezetben olvashaté.

In vitro mérésekhez hasznalt mintak gyartasanak technologiai sora

sres

Si0, keriilt termdlis oxidacidval. Ezt kovette az 1000um vastag poliSi réteg alacsony nyomasu
kémiai gézfazist levalasztassal (LPCVD) Tempress LPCVD berendezéssel SiH, gaz 250sscm
aramoltatasaval 630°C hoémérsékleten. A feliilet maszkoldsara S1818 fotorezisztet
hasznaltunk, és a marast megallito rétegként a SiO, réteg funkcionalt. (A fotorezisztiv lakk

felrepedezését elkeriilend6 a mintazott rezisztet 40 percig 150°C-n égettiik be.)

A nanostruktarak a 3.1.1. fejezetben ismertetett plazmamarasi lépéssel kertiltek kialakitasra. A
plazmamarasi 1épés elott a jobb reprodukalhatosag érdekében a kamra kondicionalasara kertilt
sor. A kamraba egy teszt szelet (,,dummy wafer”) keriilt, melyen 10 perc SF¢, majd 45 perc O,
plazmamarast hajtottunk végre. Ezt kdvetden az €les mintan alkalmazott marasi recept 1

percig futott a megfeleld hémérsékletre hiitdtt kamraban.

A platina réteg lift-ott technikaval keriilt a feliiletek megfelelé helyére. Ennek soran 1,8 um
vastag Microposit S1818 reziszt keriilt S00nm vastag porlasztott Al filmre. Fotolitografiaval
kialakitottuk a feliileten az Al/reziszt mintakat, melyek azokat a részeket fedik a szeleten,
melyen nem kivanatos a platina réteg. Az Al/fotoreziszt rétegekre keriilt a 15nm vastag TiO,
mint tapadast segité réteg f6lé a 30nm vastag porlasztott platinaréteg. Ezt kovetéen a reziszt

réteg acetonban, majd az aluminium réteg foszforsavban torténd marasaval a porlasztott
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TiO,/Pt réteg csak az aluminiummal nem fedett teriileteken maradt a szeleten. Utolso

1épésként a szeleteket a kivant mintaméretre (4x4, illetve 7,1x7,1 mm) frészeltiik.

A gyartas lépéseit sematikusan az F2 abra mutatja.

[ Siszelet

B sio,

[ poly-si

Fotéreziszt

by Fekete-szilicium

|
|
B A
I ort

| Fekete-szilicium/Pt

F2. abra Az in vitro mérésekhez hasznalt mintak technolégiai lépéseinek sematikus abraja

In vivo mérésekhez hasznalt mintak gyartasanak technologiai sora

s

Si02 keriilt termalis oxidacioval. Ezt kdvette egy 1000nm vastag alacsony nyomasu LPCVD-
vel készilt polikristalyos szilicium réteg (Tempress, 250sccm SiH4, 630°C). A
nanostrukturalas Oxford Plasmalab 100 mély reaktiv ionmardban késziilt, Microposit 1818
fotoreziszt maszkold réteg hasznalataval. A lakkréteg stabilitasa érdekében 40 percen at 150
fokon égettilk be a lakkot a litografids mintazatkialakitasat kovetéen. A nanostruktarak
kialakitasa el6tt a kamra elékondicionalasa a marasi recept 10 perces futtatasaval tortént a
-110°C hémérsékletre hiitdtt kamraban. A nanostrukturalt feliilletek kialakitasat kdvetden az
eszkozok konturmarasa kovetkezett. A szelet mindkét oldalara 300nm Al réteg keriilt a
hatoldali rétegre ezen kivill 4,5um vastag fotoreziszt réteget porgettink, igy ez a
rétegszerkezet szolgalt a marast megallitdo rétegként. Az el6oldalon a kimarasra szant
mintazatot, az implantatumok konturjat fotolitografiaval, majd az aluminium réteg marasaval
valdsitottuk meg. A polikristalyos szilicium- szilicium-oxid réteg marasa CHF; és Ar gazok
keverékével tortént, majd a szelet keresztiilmarasa Bosch folyamattal tortént. Eldszor 7
masodpercig SFq gz, majd 5 mp C,Fg gaz aramoltatasaval. El6bbi Iépésben valosul meg a
szilicium fizikai marasa, mig utobbi az oldalfalak passzivalasaért felelds. 500-600 ciklus
sziikséges a 380 um szelet Al rétegig torténd keresztiilmarasahoz. A konturmarast a hatoldali
Al és rezisztréteg eltavolitasa kdvette, acetonban, majd négykomponensii Al maro6 oldatban. A

1épések az F3. abran lathatoak.
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F3. abra In vivo mérésekhez hasznalt eszkozok gyartasi 1épéseinek sematikus abraja



