Valaszok Fiath Richard opponensi birdlatara
Zatonyi Anita:

»ldegszovetbe implantalhatd, polimer alapt mikroelektréd — haldzatok
kialakitasa és vizsgalata”

cim(i PhD dolgozatahoz

El8sz6r is szeretnék kdszonetet mondani, hogy ilyen figyelmet szentelt dolgozatomnak. K6szoném
alapos véleményét, részletekbe mend, koncepcionalis kérdéseket, igyekeztem érdemben vélaszolni
minden feltett kérdésére.

K1:

Van-e esetleg elképzelése a doktorjeldlinek arrdl, hogy vajon milyen maddszerekkel lehetne tovibb
csOkkenteni az elasztikus modulusat az alakemlékezé polimer eszkézoknek, hogy példaul
testh&mérsékleten még puhabb, rugalmasabb legyen az anyag? Hogyan lehetne ezt gy megoldani,
hogy néhany fokkal a testhémérséklet alatt viszonylag még szilard, beszlrasra alkalmas legyen?

Vi1

Az alakemlékez6 polimer alapt eszkdz monomer oldatdnak szintézisét és az eszkdz kialakitasanak
kezdeti [épéseit hagyomanyos MEMS technoldgia segitségével a The University of Texas at Dallas
egyetemen végezték el. A monomer oldat bifunkcionalizalt akrilat, triciklodekan-dimetanol-diakrilat
(TCMDA), trifunkcionalizalt alkén, 1,3,5-triallil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-trion (TATATO) és
trifunkcionalizalt tiol, Tris [2-merkaptopropioniloxi)etillizocianurat (TMICN) oldatok, sztéchiometrikus
rugalmassagi alland6 és az livegesedési h6mérséklet (atmeneti hGmérséklet) értéke. Ez azt jelenti,
hogy nagyobb molaris koncentraciondl megnodvekszik mind az atmenet hémérséklet, mind a
rugalmassdgi allandd értéke. Ennek oka, hogy a kopolimer lanc vazat az alkén és a tiol funkcids
csoportokkal rendelkez6 monomer egységek alkotjak. Ebbe a vazba épiilnek be az alkén funkcids
csoporttal rendelkezG egységek, az igy kialakuld sztérikus gatlas kévetkezménye, hogy a rigid-rugalmas
atmenet magasabb hdmérsékleten kdvetkezik be. A fentiekb6l kdvetkez6en a rugalmassagi dllando
értéke csak ugy csokkenthetd, hogy a testhémérsékletnél alacsonyabb hémérsékleten mar elkezd6dik
az dtmenet. Az anyagvalasztékon valé modositas jelenleg sajnos nem elérheté fejlesztési irany
szamunkra. Stiller at al. par honappal ezel6tt megjelent cikkiikben egy (j fejlesztése iranyrdl irnak.
Atmenetet kdvetSen 20 MPa (vs. 300 MPa) rugalmassagi allandét sikerdlt elérniiik, azonban a polimer

Y (MPa) 3,86+0,07 3,97+0,18

Tg (°C) 58 67
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1. ghra Kilenbaz8 akrilét motkoncentricickndl felvett tiolén/akrilat alapi rendszer termomechanikai grbél. {Simon et al., 2016).

K2:

Az értekezésben leirtak alapjan kb. 10 perc &ll rendelkezésre a beszirasra miel6tt a hGre lagyuld
mikroelektrod elvesziti a szildrdsagat. Kordbbi kutatdsok eredményei alapjan azonban a planaris
szilicium alapu elektrédok nagyon lassu beszirasa (kb. 1 mm/mp vagy lassabb) jobb mingség( agyi
elektromos jeleket eredményez, kevésbé karositja az agyszovetet, vagyis kevesebb idegsejt pusztul el
az elektrad koril. Egy mélyebben elhelyezked agyi teriilet megcéizdsa ezzel a beszurasi sebességgel
azonban mar kimeritené ezt a 10 perces idGkeretet. Mit gondol, hogyan, milyen médszerekkel lehetne
novelni a beszdrasra hasznalhatd id6t? Példaul az agyszovet lokalis hiitése az elektrdd koriil alkalmas

lehetne erre?
V2:

Elméleti lehet8ségként, rossz hévezet6 polimer vékony rétegét bevonatként alkalmazva lassitani
lehetne az alakemlékezé polimer altal érzékelt lokalis hémérsékletvaltozast. Példdul Parylene C
hévezetd képessége 0,084 W/(m-K), mikdzben tiolén/akrildt esetében ez az érték 0,3 W/(m-K). Ekkor
azonban szamolnunk kell azzal, hogy megnd az elektrodokat hordozd szar keresztmetszete, ami
hatranyosan hat a széveti immunreakcid szempontjabél.

Lokélis hiités alkalmazdsara szédmos szakirodalmi publikdciét taldltam, ezek a cikkek féként az
epilepszids rohamok csillapitasat tlizték ki célul a hémérséklet csokkentésén keresztiil:

a) Epidurélis, szubduralis hiitott sbéoldat segitségével: a hiiteni kivént teriiletet hiitott sdoldattal
permetezik, ebben az esetben azonban a hiiteni kivant terlilet nagysaga és a hiités mértéke
nem szabalyozhatd. Esetiinkben nem elég lokalis hiitési megoldas.

b) Peltier hiitémodul alkalmazasa: lokélis hiités valdsithaté meg vele, azonban jelent8sen
bonyolitia a md{téti eljardst (pl. a hitébmodul meleg oldalat egy hGelnyelShéz kell
csatlakoztatni, a héelvezetést altaldban viz cirkuldltatasaval oldanak meg). A Peltier és az
agyszovet érintkezési feliiletén reaktiv asztroglidzis alakul ki.

c) H(tott folyadék (etanol, metanol, séoldat) cirkuldltatdsa egy fém csovén keresztiil, amely
érintkezik a hiiteni kivant terilettel. Hatranya, hogy a folyadék cirkuldltatdsdhoz jelentds
felszereltségre (folyadék hiitése, pumpdk a cirkuldltatashoz stb.) van sziikség, ami szintén
‘bonyolitja a m(itéti eljarast.

d) Artérian keresztiil, keringési rendszerbe juttatott hiitott vér vagy séoldat: nem legkevésbé
lokalis, legkevésbé kutatott teriilet. Hatdssal van a test teljes keringési rendszerére.



Az a) —c) megoldasi lehet8ségekkel csak agyfelszini hiités valésithaté meg a mélyebb rétegeket sokkal
kevésbé érinti. Peltier esetében példaul agyfelszinen 18°C-ot cstkkent a h6mérséklet 2.4 mm-rel
tavolabb a cstkkenés mér csak 6°C volt.

K3:

Az alakemlékezd implantatumok altal szimultan rogzitett egysejtek maximalis széma négy volt egy agyi
pozicidban. Ez a szdm véleményem szerint kissé alacsonynak tiinik cgy 8 clektroddal rendelkezé
eszkdzhoz képest. Bar ezt az alacsony értéket okozhatja a vizsgalt agyi struktdra specialis felépitése (pl.
a vizsgalhaté idegsejtek egy vékony rétegben helyezkednek el és emiatt csak 1-2 elekiréddal
detektdlhatd), de egyéb tényezsk is kozre jatszhatnak, példaul az agyszovet sériilése vastagabhb szérral
rendelkez6 implantatumok esetén vagy egy nagyobb mértékii vérzés. Véleménye szerint milyen egyéb
okok jatszhattak kdzre abban, hogy ilyen alacsony volt az egyszerre vizsgdlhatd neuronok szama? Miért
a hippokampuszra esett a valasztas az in vivo kisérletek sordn az eszkodzok validaldsahoz? Volt-e esetleg
olyan, hogy egyetlen csatornarol tobb idegsejt aktivitasat is sikerilt elkiiloniteni?

V3:

A fent emlitett kérilményeken kivil, beliltetéskor nem motoros beliitet6t hasznaltunk, kézzel
navigaltuk a célzét, ebbdl kovetkez6en nagy mechanikai stressz érhette a szbvetet, ami alapjan
magyarazhato a kevés egysejt aktivitds, amit mérni tudtunk. Sajnos nem volt olyan csatorna, amin tébb
idegsejt aktivitasat ldttunk, ez azzal is magyarazhatd, hogy csak kevés egysejt aktivitdst sikeriilt
mérniink, ahhoz pedig az elvezet§ pontok tavol helyezkedtek el egymastdl (188 um), hogy ugyanazt a
neuront tdbb elvezet ponton is lathassuk. Ehhez legfeljebb 50 um tavolsagba kellene az elvezetd
pontckat elhelyezni.

Mind az elvezetd pontok egymastol valé tdvolsaga, mind az elektrédokat hordozé szér hosszisaga
adott volt. Az 5 mm hosszu szar, végétdl szamitva 1,5 mm-en helyezkedtek el az elvezetd pontok, igy
adddott, hogy a hippokampuszbdl sikeriilt egysejt aktivitast mérni. Ezen kiviil a hippokampuszban
mérhetS gamma oszcillacié detektalasadval még a hisztoldgiai vizsgdlat eléit igazolni tudtuk, hogy az
alsé elektrédok mar a hippokampuszban helyezkednek el, igy tudtuk, hogy nem hajlott el belltetés
kézben (Buzsaki et al., 201.2).

Ka:

A doktorjelolt a kovetkezbket irja az értekezés 62. oldaldn a platina bevonat elkészitésénél: ,Recording
sites have been electroplated by maintaining current density of 10 mA/cm?.” Réviddel utdna azonban
a kovetkezét irja: ,Current density need to be kept below 10 mA/cm?, otherwise desorption of the
deposited layer from the surface in to the electrolyte occured [31], [41].” Kérném, hogy tisztdzza az
ellentmondast.

V4:
10 mA/cm? volt az a felsé kiiszobérték, amit elérve még stabil réteget sikeriilt levalasztanom.

Az dramslirliség ndvelése a szemcsefinomodas irdnyéba hat (Bockris et al.,, 1992). A nukleédciénak (vagy
gocképz8désnek) kedvez a nagyobb dramsiirliség, azonban a réteg novekedése szempontjabdl
alacsonyabb dramslirliség preferdlt. A legtébb fém elemi médosulata olyan potencidl-tartomanyban
stabil, ami kiviil esik a viz stabilitasi tartomanyén. Platina levélasztdsa sordn szinte mindig versengé
folyamatként van jelen az olddszer bomlasa is, és a fém levélasztasaval egyiitt kisebb-nagyobb
aranyban hidrogén is fejlddik (Kuo et al., 2004; Schlesinger et al., 2010). Arams(ir{iség novelésével
fejlédé hidrogén belsd fesziiltséget eredményez a levalasztott rétegben (Saraloglu et al.,, 2013;



Mizushima et al., 2006). 10 mA/cm?-ben allapitottam meg azt az drams(r(iség értéket, amely még nem
eredményezett tul laza szerkezet(i vagy fesziiltséges réteget.

K5:

A kapott durvasagi tényezd (kb. 23, 75. oldal) hasonld, mint az irodalomban leirt értékek (20-500),
azonban a tartomany alsé végén taldlhato. A meért neurdlis jel min6ségének javitdsa céljidbdl lenne
esctleg értelme javitani czen az értélen? Ha igen, hogy lehetne czt megoldani? Meg tudja csetleg
becsllni, hogy mekkora lenne a jel-zaj viszony javuldsa, ha a durvasdgi tényez6 inkdbb a tartomany
felsé végében lenne?

V5:

Az irodalombdl vett eredmények f6ként mm vagy cm mérettartomanyba esé teriletrdl szarmaznak,
szemben az &ltalam készitett 15-20 um atmérgjii elektrédokkal. A fellleti érdesség (vagy feliileti
durvasdg) kiilonods sajdtossaga, hogy fligg attél, hogy mekkora teriiletrél szdrmazé adatok alapjan
szamoljuk ki. Ha a mintavételezéshez hasznélt teriilet kell6en nagy, akkor a feliilet egészét valéban
jellemzd telitési durvasdgot mérhetjiik meg. A két méretskdla kozotti atmenet folyamatos.

Szemléltetésiil a feliileti érdesség méretfliggésének szokdsos dbrazolasmadjat mutatja be a 2 dbra.
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2. dbra A felileti érdesség alakuldsa normdiis (bal oldeli 6brak} és anomdlis esetben (jobb oldali dbrik). Fels§ ¢brik: a feliilet
érdességének alakuldso o mérési skdla fuggvényében kiidnbiz8 mintovostagségokro, Alsé dbrik: fokuszdlt ionsugoras
mintaporlasztgs utdn o levéilasztott rétegekrd! kapott keresztmetszeti kép. A fenti dbrdk a Cu/Pt hatdrfeliilet leképezésének
felelnek meg {Lafouresse et al., 2007},

Az elektrédok az eszkézben mintegy elsiillyesztve Glnek, levalasztas sordn pedig térekednem kellett
arra, hogy a levalasztott réteg a kontaktusokon bellil maradjon. Erre azért van sziikség, mert annak
érdekében, hogy egysejt aktivitast minél nagyobb val6szinliséggel mérhessiink, minél kisebb
geometriai atmérére van sziikségiink (A < 2000 pm? de elektrokortikografia esetében az



elektrédfeliilet tovabbi csokkentése pl. A ~ 100 um? javasolt). Kisérleteim soran, nagyobb durvasagi
tényezGt értem el potenciosztatikus levalasztdsi koriilmények kozott, ekkor azonban a levalasztott
réteg a kontaktusok koré is n6tt, akkor a mért komplex impedancia értéke 121 < 10 kQ-nak adddott. Ez
ugyanabban a nagysagrendben taldlhatd, amit késGbbiekben a galvanosztatikus levalasztassal elértem
(121 < 60 kQ), azzal a kilonbséggel, hogy ebben az esetben a kontaktus hatarain beliil sikeriilt
maradnom. Mivel a termikus zaj aranyos a mért impedancia valds részének gyokével (1. egyenlet) és
az impedancidk a 2 levdlasztasi modszert tekintve egy nagysagrendbe estek, nem varnék jelentGsebb
jel/zaj viszony javulast, viszont az egysejt aktivitas felvételének valdszin(isége csokkenne

v = J4RkTRe(Z)Af (Johnson vagy termikus zaj) (1)

s

3. dbra Potenciosztatikus kdriimények kdzbit levdlusztott plating. Az optikoi mikroszkopos képeken jol idthatd, hogy o levdloszids
soran oz elvezetd pontok geometriol dtmérdje jelentfsen megndit.

Ké6:

Szamit valamit a pordzus platina hasznalata esetén (pi. Bevonat kialakitdasdnak nehézsége, mechanikai
stabilitds, elektromos tulajdonsdgok), hogy milyen anyagu kontaktusra (arany, platina) keril a
bevonat?

Ve:

A levélasztdssal elért impedancia javulds azonos nagysagrendbe esett {kb. 60 k). Hosszu tavi
stabilitas vizsgalatot végeztem a levalasztott rétegeken, min. 2 héten keresztiil kévettem nyomon a
szerkezetekben esetlegesen bekovetkezett valtozasokat elektrokémiai impedancia spektroszkdpia
segitségével. Egyik esetben sem tortént szamottevd valtozas a kiilonb6z6 helyettesité aramkori
elemek értékeiben. EbbSl levonhatd az a kovetkeztetés, hogy a levalasztott réteg tapadas
szempontjabdl stabilan kétédik a kiilonbdz6 fémezéssel ellatott elektrodfeliiletekhez.

Mind arany, mind platina elektrédokkal elldtott eszkozt teszteltiik in vivo koriilmények kozott, a réteg
stabilitasdt igazoltam explantacidt kovetGen pasztazd elektronmikroszképia segitségével. Ebben az
esetben sem figyeltem meg kiilénbséget a két eszkoz kozott. Ezzel igazoltam, hogy a rétegek tapadas
és mechanikai stabilitds szempontjabdl is stabilak maradnak in vivo korilmények kodzott térténd
haszndlatuk esetén. SMP hordozdn elhelyezett arany elektrédok esetén pedig egysejt aktivitdst
vezettiink el akut kisérletek sordn, a pordzus platina réteg impedanciacsékkentd hatdsanak
kdszonhetben.

A kilonbdz6 feliiletek miatti hatasok, a levalasztas szempontjabdl, a fellilett6l szamitott masodik
atomsornal mar nem szamottevGek (ha nincs az eltérd racséllandok miatt szdmottevdé mechanikai
fesziiltség, ez azonban jelentkezett volna a hosszu tavu stabilitasvizsgélatok sorén).



K7:

Tudott-e esetleg egysejt-aktivitast (akciés potencidlokat) detektalni a kifejlesztett pECoG eszkdzzel az
agy felszinérdl? Az elektréd kontaktusainak mérete (20 um) elméletileg alkalmassa teszi erre,
amennyiben a kemény agyhartya eltavolitésra keriilt.

V7:

Kisérleteink soran, sajnos nem sikeriilt egysejt aktivitast elvezetni, ennek legfébb oka, hogy az dltalunk
tervezett eszkdz nem fedett le elegendéen nagy teriletet ahhoz, hogy apikalis dendriteken egysejt
aktivitast mérhessiink. Ezen kiviil az elvezetd pontok a pordzus platina levalasztasat kdvetlen se
emelkedtek ki az eszkoz sikjabdl (poliimid szigeteld réteg vastagsdga 4 um). Ha voltak is a kdzelben
aktiv neuronok, az akcios potencidlok amplitiddja nem emelkedett ki azonosithatd mértékben az
alapvonalbdl. A pordzus platina stabilitdsat azonban igazoltuk flexibilis hordozdn in vivo kériilmények
kozott. KésGbbiekben egy Uj elrendezéssel, az eszkdz sikjdbdl kiemelkedd elvezetésekkel vagy a
hordozo polimer hexametildiszilazannal (HDMS) valé bevondsaval probélkoznénk a kisérlet sikeressége
érdekében. A HDMS bevonat energetikailag hidroféb fellletet biztosit, ami agyfelszinrél t6rténé
elvezetés esetén az elvezet§ pontok kozotti sontellenallds elkeriilése mellett biztositani az
agyfelszinnel a megfelel6 kontaktust.

K8:

Koériilbellil mekkora lehet a kiilénbség a transzmittanciaban a polimer réteg és a vezetd réteg (indium-
6n-oxid) koz6tt a multimodalis vizsgalatokhoz fejlesztett pECoG eszkozok esetén? Vagyis arra vagyok
kivancsi, hogy mennyire romlik le a képalkotas minGsége {pl. két-foton kalcium képalkotas esetén), ha
kozvetleniil az elektrédok alatt elhelyezkedd idegsejteket vizsgdlunk {a 150 pm, illetve 300 pm
atmérdgji mikroelektrédok alatt példaul tébb sejt is elfér)? A képalkotas alatt mekkora miitermékek
lathatok az elektrofizioldgias jelekben ebben az esetben?

V8:

380 — 900 nm hulldmhossz tartomdanyon végzett mérések igazoltdk, hogy az ITO jelenléte befolydsolja
a transzmittanciat, azonban a polimerek kozotti kiilonbségek sokkal inkabb meghatarozéak optikai
méréseknél (pl. Tro(900 nm) > 0,9; Trariizn ur(900 NM) > 0,9; Tpolimia{ 900 nm) < 0,9). Mérési eredmények
a 4. abran lathatdak. Itt megjegyzendd, hogy a polimer rétegek vastagsdga minden esetben pm-es
tartomanyba esett (transzmittancids mérések esetében 8 um), mig az ITO vastagsadga 100 nm volt. A
4. abra részletesebb magyardzattal megtaldlhaté a disszertdcié 94 — 95. oldaldn, 4.3.1 Optical
evaluation, Figure 25.
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4. Gbra 380 ~ 800 nm ~en mért transzmittancia ériékek kiildnbdzé polimer hordozok, iffetve polimer/iTO szerkezetek esetében.

Két foton mikroszkopiaval vizsgaltuk az elekirédok alatt, a genetikailag kodolt fluoreszcens jelolt sejtek
fluoreszcens intenzitasat, az ITO jelenlétének hatasat a képalkotdsra. Az 5.b dbran 250 um-rel az
agyfelszin alatt (L2/3), GCaMP6f expresszalé sejtek lathatdak a szubsztrat {Parilén HT) és az ITO
elvezetS pontok alatt. Szaggatott vonallal jel6ltiik az elvezet6 pont hatarat és folytonos vonallal az
azonositott sejteket az elvezets pontok {1, 2, 3) és a szubsztrat (4, 5, 6) alatt. Az eszkdzt az agyfelszinen
{Z=0 poziciéban) helyeztik el. Az 5.c dbrdn, a b} abran kiemelt sejtektsl szdrmazé 30 masodperces
fluoreszcens Ca®* felvétel lathats. A fluoreszcens intenzitds valtozds (AF/F) amplitidoja azonos
mértékben emelkedett ki az alapvonalbdl aktiv sejtek esetében és a Ca®* aktivitds mutatd gorbe
menete és lecsengése is azonos volt, igy a felvételek alapjan elmondhaté, hogy az ITO jelenléte nem
fejtett ki csillapité hatdst a fluoreszcens intenzitds tekintetében. 25 — 25 (felvev6é pont alatt és
szubsztrat) véletlenszer(ien kivélasztott GCaMPf6-t expresszald sejt Ca?* csticsairdl késziilt statisztikai
vizsgalat (Mann—Whitney U test: p > 0,5) alapjan elmondhatd, hogy a fluoreszcencia valtozasat mutaté
adatok medianja alig tér el egymadstol, szamtani kozépértéke pedig szinte egybeesik a két esetet
vizsgalva (5.d 4bra).
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5. gbra In vivo Co¥ képatkotds. (o) 150 pm Gtmérdji 1TO felvevd pont. (b} ECoG alatt 250 pm-re idthutdé GCaMPEf
expresszolé sejtek. {c) 30 médsodperces Ca® aktivitdst mutatd felvételek. Az aktivitdst fluoreszcens viltozdsbon (JAF/F)
fefexziik ki, A kivélasztott seftek ¢ (b) ponelen ldthaiéak, o szdmozds azonos, {d) Véletlenszerden kivélasziott 25 — 25 sejtr6l
késziilt statisziikai vizsgdlat (Moann-Whitney U teszt: p > 0.5). Az elsS oszlopdiagromra az ITO felvevs pont olatti seftek értékel
keriiltek, a mésodik osziopdiagramro a szubszirGt alattiok.

Nagy lokalis teljesitmény-s(r(iség(i fénymikroszképos megfigyeld rendszerbdl (pl. pasztazd két-foton
mikroszképhdl) érkezdé fényforrds fotoelektromos zajt general az elvezt6 pontokon, ami a mért
elektrofizioldgiai jeleket zajjal terheli, illetve mitermékeket generdl az elektromos jelben. In vivo
kisérleteket megel6z6en fotoelektromos méréseket végeztiink ACSF oldatban. 33 mw
lézerteljesitményt alkalmazva, rezonans médban, illetve 13 mW lézerteljesitményt alkalmazva, galvo
médban pésztdztuk végig a lézert az ECoG-ra fokuszalva (z = 0), majd ECoG alatt z = -25 pum — ig (rezo),
illetve z=-15 um —ig (6.a, c abra). Emellett z = O pozicidban a lézerteljesitményt valtoztatva (12 mW —
60 mW kézétt rezo mdédban, 13 mW — 17 mW kozott galvo madban) vizsgdltuk a keletkezett
fotoelektromos zaj amplitiddjat (6.b, d abra). Rezondns tiikrokkel t6rténd pésztdzas esetén azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy 33 mW teljesitmény(i lézersugarat 5 um-rel az eszkdz sikja ala
fokuszélva, galvo tikrokkel torténd pasztazas esetében 13 mW teljesitményd lézersugarat 10 um-rel
az eszkoz sikja ala fékuszalva, a fotoelektromos zaj olyan szint alé csdkkenthetd, amelynek hatédsara az
elektrofiziolégids jel nem szennyez6dik a mérépontok kézelében kialakul és terjedd fotoelektromos
miitermékekkel. Emellett megallapitottuk azt is, hogy az eszkéz sikjara fokuszalva (z = 0), 12 mW-os
lézerteljesitmény még biztonsdgosan hasznalhaté a fotoelektromos zajok elektrofiziologiai
jelelvezetést zavard hatasa nélkdil.
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6. gbro Pasztézds rezondns tikedkkel (o, 6} 33 mW lérerteljesitmény mellett, paszidzdés golvo tikedkkel (¢, d) 13 mW
fezerteljesitmény meflett,  kilonhz8 mélységekbd! felvett fotoeleltromos zaf amplitGddjo {o,¢), illetve Z=0 pezicidbon
Fokozatoson emelkedd iézerteljesitmény mellett felvett fotoelektromos zaf mértéke (o, d).
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