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Kivonat

Mikro-elektromechanikus rendszerek (MEMS) technoldgidjéaval megmunkalhaté polime-
rek alkalmazasa szigeteld rétegként lehetové teszi olyan flexibilis mikroelektréd-rendszerek
létrehozasat, melyek kivald biokompatibilitasuk révén felhasznalhatdak kiilonb6z6 neuro-
fiziolégiai vizsgalatok eszkozeiként.

Az agykéreg felszinére simuld féliaelektrédokkal, un. elektrokortikografokkal (ECoG)
helyi mezopotencialok mérhetéek nagy felbontassal, az agyszovetbe implantalt szenzo-
rok segitségével pedig sejten kiviili (extracelluldris) jelek detektélhatéak, beleértve az
eszkoz kornyezetében 16v6 idegsejtek (neuronok) akcids potencidljait, un. egysejt akti-
vitasokat. A helyi mezOpotencialok vizsgalata felhasznalhaté a klinikumban epilepszia di-
agnosztizalasara, illetve az agyban 1évé epileptikus géecpontok lokalizacidjara. A géecpontok
miitéti uton torténd eltéavolitasaval az esetek nagy szazalékdban megsziintetheté a be-
tegség, az érzékelok alkalmazéasaval pedig minimalizalhaté a sziikséges 1ézi6 mértéke.

Dolgozatomban egy, az MTA TTK Miszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet Mik-
rotechnoldgiai Osztalyan elkészitett, polimer alapu, flexibilis mikroelektréd-rendszer fej-
lesztését mutatom be. Célom egy kombinalt szenzorstruktira létrehozésa volt, ami két {6
részbol all: egy tliszert elektréd-tombbol az extracellularis jelek méréséhez, valamint an-
nak tengelyére merdlegesen rogzitett, mikroelektrédokkal felszerelt lapkabodl az agyfelszini
vizsgalathoz.

A dolgozat els6 részében az agy elektromos aktivitdsanak biologiai hatterét és annak
mérési lehetGségeit ismertetem. A masodik részben a felhasznélt anyagok tulajdonsagait és
az elektrodrendszer tervezési folyamatat mutatom be, majd a mikrotechnoldgiai miiveletek
1épéseit prezentalom, koztiik poliimid és SU-8 rétegek megmunkalasat és platinamintazat
kialakitasat lift-off technoldgiaval. A harmadik részben az eszkoz validalasara térek ki,
mely magéban foglalja a fiziol6gids séoldatban elvégzett (in vitro) elektromos impedancia
spektroszképiai (EIS) méréseket, valamint patkany agykéregben végzett funkciondlis (in

vivo) teszteket.



Abstract

Utilization of polymer insulator layers, which can be processed by microelectromecha-
nical system (MEMS) technology, makes the realization of flexible microelectrode arrays
possible. These systems are suitable devices for neurophysiological measurements because
of their excellent biocompatibility.

It is possible to measure local field potential changes with high resolution using foil
electrodes placed onto the surface of the cerebral cortex. With sensors implanted into
the extracellular space of the brain, unit activities, i.e. action potentials of the neurons
nearby the sensor can be detected. In the clinics, local field potential measurements can
be employed for epilepsy diagnosis and epileptic focus localization. By surgically removing
the foci, the illness can be cured. With the utilization of the sensors, the extent of the
necessary lesion can be minimized.

I present the development of a polymer-based flexible microelectrode system, fabricated
at the Institute for Technical Physics and Materials Science, RCNS, HAS. My goal was
to create a combined sensor structure consisting of two main components: a needle-like
microelectrode array for the measurement of extracellular signals and a sheet-like array
attached perpendicularly to the axis of the needle for recording electrocorticographic
(ECoQG) signals from the brain surface.

In the first part of the thesis I'm reviewing the biological background of neural activities
and their measurement methods. In the second part I'm presenting the properties of the
applied materials, the design of the electrode system and the steps of the microtechnolog-
ical process flow, including fabrication of polyimide and SU-8 layers and platinum lift-off
technology. Finally, I'm demonstrating the validation of the assembled devices with in
vitro electrochemical impedance spectroscopic (EIS) measurements in physiological saline

and with in vivo functionality tests, performed in rat neocortex.



1. fejezet
Motivacio és célok

Az idegrendszer elemi egységei, a neuronok kozti informdaciéaramlas soran létrejovo
transzmembran-aramok [1], valamint a sejtek kozotti (extracelluldris) tér véges konduk-
tancidjanak [2] eredményeképpen az idegszovetben potencidlkiilonbségek alakulnak ki,
melyek elektrédokkal mérhetok. Ezen potencialkiilonbség-mérések lehetévé teszik az egyes
agyteriiletekhez kothetd funkcidk, neurdlis kapesolatok feltérképezését [3, 4], valamint
kiilonb6z6 idegrendszeri betegségek, példaul epilepszia [5], autizmus [6] diagnosztizalasat,
kivalté okainak megismerését.

A potencidlvéltozasok detektalhatdak a fejborre, az agyfelszinre vagy a szévetbe he-
lyezett elektrodokkal. Utobbi két esetben jobb térbeli és iddbeli felbontéas valésithato
meg [7], 6tvozésiik pedig lehet6vé teheti, hogy egyidejiileg legyenek regisztrédlhatéak az
agyhullamok agyfelszin sikjaval parhuzamos fluktuaciéja és a szovetben zajlo folyama-
tok mélységi variancidja. A szoveten beliil érzékelhetoek akar kornyezo idegsejtek akcids
potencidljai (in. ”egysejt” aktivitasok). Ilyen jellegii, szimultdn neurofizioldgiai mérést
méar tébben megvaldsitottak kisallatok [8], valamint epilepszids paciensek agyaban [9, 10],
azonban a mélységi mérést fém vezeték elektrodokkal végezték, melyek kevésbé preciz
kialakitasiak a MEMS technoldgiaval késziilt eszk6zokhoz képest.

A szovettel érintkezo, vagy abba implantalt eszk6zok esetében 1ényeges szempont az al-
kalmazott anyagok biokompatibilitasa [11]. El6ny6s tovabba, ha az eszkoz az agyszévethez
hasonléan rugalmas, mivel igy kovetni tudja annak pulzaldsat, finom mozgasait, ezaltal
kisebb kérosodést okoz [12].

Célom olyan szenzorrendszer létrehozasa volt,

e mely segitségével egyidejlileg valdsithaté meg helyi mezdpotencidl-mérés az agy-

felszinen, valamint egysejt aktivitasok mérése a felszin alatti extracellularis térben,



e minden szovettel érintkezo elemében biokompatibilis, tovabba elonyosen flexibilis,
e az extracellularis térbe iiltethet6 komponensének vastagsaga 30 pm alatti,
e az érzékelopontok nagy pontossdggal, reprodukalhatéo médon vannak kialakitva.

Ez olyan MEMS technolégiai sor fejlesztését tette sziikségessé, mely mikromeg-

munkalhaté polimereket alkalmaz.



2. fejezet

Bevezetés

2.1. Neurofiziolégiai modszerek

Az idegsejtek (neuronok) sejtmembranjaikon szabdlyozott mddon &tfolyé ionaramok
formajaban képesek jelfeldolgozasra, ingeriiletetek tovéabbitasara. Az iondaramok a sej-
tek kozotti (extracelluldris) térben tn. volumenvezetéssel terjednek [13], elektromos po-
tencidlkiilonbségeket létrehozva az idegszoveten beliil [14] és kiviil, példaul a fejb6ron [15].
Az aldbbiakban azokat a legelterjedtebben hasznalatos neurofiziolégiai modszereket fog-
lalom Ossze, melyekkel ezek a potencialkiilonbségek mérhetéek. Az 1. abra harom ilyen

modszert szemléltet.

2.1. abra. Neurofizioldgiai mddszerek. (a) Elektroenkefalogrifia [16] (EEG), (b) elektrokortikogrdfia [17]
(ECoG), (c) szdvetbe implantdlt extracelluldris elektrédok [18]

2.1.1. Elektroenkefalografia

Az elektroenkefalogrifids (EEG) jelek mérése sordn a fejbérre helyezett elektrédok

segitségével mérheté az agykéreg (cortex cerebri) neuronpopuldcidinak aktivitdsa. A



mérési modszer legfobb elénye non-invazivitdsa mellett, hogy ezredmasodperces pon-
tossaggal képes kovetni az agyban lejatszodé elektromos potencidlvéltozasokat [19].
Az EEG hatranya rossz térbeli felbontasa, mivel a fejboron megjelend jelek jel-
lemzden nagyszamu idegsejt szinkronizalt, Osszegzett aktivitdsdnak eredménye [20]. A
forrasanalizis nehézségét az inverz probléma jelenti: a gombszerli test felszinén mért po-
tencidlértékeknek végteleniil sok, a gomb belsejében indukalédé forrasmintazat feleltet-
het6 meg, igy az EEG jelekbdl elvileg sem lehet tokéletesen visszafejteni az azokat ge-
neralé aktivitasok térbeli eloszldséat [21]. A mddszer tovabbi hatranya a koponya szigetel§
hatasabdl adddo zaj és a jelek torzitottsaga. Mindezek ellenére a mddszert igen elterjed-
ten alkalmazzék idegtudomaényos kisérletekben [22], tovabbéd a klinikumban diagnoszti-
kai [23, 5], s6t terdpids célokra[24]. Az EEG egy tjabb felhaszndlasi teriilete az agy-gép
interfészek (brain-computer interfaces — BCI) létrehozdsa, melyek segitségével kommu-
nikacids képességeikben korlatozott vagy végtagprotézisek hasznélatara szoruld paciensek

életminésége javithatd [25, 26].

2.1.2. Elektrokortikografia

Az elektrokortikografids (ECoG) mérések sordn az agyfelszinre helyezett elektrédokkal
mérheté a neuronok elektromos aktivitdsa [27]. Elonye, hogy az EEG-hez képest a kopo-
nya szigetel$ hatasanak kikiiszébolése révén sokkal jobb jel/zaj viszony és térbeli felbontas
érhet6 el [28], hatranya azonban az invazivitdsa, ami miatt csak orvosilag kiilonésen in-
dokolt esetben alkalmazhat6. Az ECoG kivaléan alkalmazhaté idegtudomanyos kisallat-
kisérletekben kiilonbo6zo agykérgi teriiletek funkciéinak meghatarozaséara, azok egymassal
valé kapcsolatanak feltérképezésére [29]. A moédszer egyik legelterjedtebb klinikai fel-
haszndldsa az epilepszidt okoz6 gdécpontok lokalizdcidja [30]. Az epilepszia krénikus
idegrendszeri betegség, kivalté oka egyes neuroncsoportok gatlohatas aldl felszaba-
dulé ingeriiletvezetése, amit6l bizonyos agyteriileteket tilmiikodés jellemez [6]. A be-
tegség a gocpontok miitéti uton torténd eltavolitasaval az esetek tobbségében tiinet-
mentessé tehetd [31], ehhez azonban sziikség van az epileptogén zénédk leheté legpon-
tosabb koriilhatarolasara. Az EEG-hez hasonléan az ECoG is igéretes mddszer agy-gép
interfészek fejlesztéséhez, mind a végtagprotézisek vezérlését [32], mind pedig a kommu-

nikdcids képességek bévitését tekintve [33].



2.1.3. Idegszovetbe implantalt elektrédok

A szovetbe implantédlt elektrédok tilnyomd tobbsége az extracellularis térbe kertil
beiiltetésre és segitségilikkel rendkiviil j6 (akar 10 - 100 pm) felbontdssal monitoroz-
haté az idegi aktivitds. Ezek az elektrodok lehetové teszik a kornyezetiikben taldlhato
neuronok akciés potencialjainak, un. egysejt aktivitdsoknak, tovabba kisebb neuroncso-
portok soksejt aktivitasainak érzékelését, ezért az extracellularis elektrodokkal mért je-
lek informacidtartalma jéval magasabb pl. az ECoG altal szolgdltatott jelekhez képest,
ezért ezek a szenzorok még inkabb megfeleloek lesznek agy-gép interfészek szamara
. A klinikumban implantdlt elektrédokat nem csupan érzékeloként, hanem beavat-
kozoként is hasznalnak, példa erre a mélyagyi ingerlés mellyel a Parkinson-kér akar
tinetmentessé tehetd [34]. Implantalt elektrédok az epilepsziasebészet eszkoztaraban
is megjelentek. A 2.2 dbran lathatd eszkoz poliimid szigetelésti, 24 db platina-iridium
vékonyhuzalbdl, kézi munkaval készitett szenzor, melyet formaja miatt rajzszog multi-
elektrodnak neveznek. Az elektrédsor egy 3 mm hosszi és 350 pm széles tiiszeri tes-
ten helyezkedik el. A ti egy 1 cm atmérdji, 300 pm vastag szilikongumi korongra
rogziil, mely az agy felszinére illeszkedve elGsegiti a szenzor mechanikai stabilitdsat
a mérések soran. A szenzort sikeresen hasznaltak epilepszidban szenvedd péaciensek

agykérgében mezépotencidlok, valamint egysejt és soksejt aktivitdsok mérésére [35].

2.2. abra. Idegszovetbe ltethetd rajzszog multielektrdd [35]



2.2. MEMS neuralis szenzorok

A mikro-elektromechanikai rendszerek (microelectromechanical system, MEMS) tech-
nologidja a félvezet&ipar eszkoztarat tombi mikromegmunkéldssal (”bulk micromachi-
ning”) kibovitve kisméretii és nagyfoku integritassal rendelkezé szenzorok kialakitésat
teszi lehet6vé [36]. Ezek a rendszerek megtalalhatéak példdul a gépjarmii, mezégazdasigi
és egyéb ipari gépekben vezérlo és érzékeld eszkozokként, a szamitastechnikaban,
gyo6gyszeriparban, vagy az orvostudomanyban [37]. Az in vivo neurofiziologidban hasznalt
érzékelok esetében elonyos a nagy elektrodsiirtiség, valamint kritikus az eszkozok
kis mérete, ezért egyre elterjedtebben keriilnek alkalmazasra a MEMS technolégiaval
létrehozott neurdlis szenzorok. A technoldgia tovabbi elonye a reprodukalhatésag és a
kihozatal.

2.2.1. Szilicium alapt multielektrédok

A szilicium alap, idegszovetbe implantalhatéd szenzorok két legelterjedtebben hasznélt
tipusa a Michigan és Utah multielektréd. A Michigani Egyetem kutatoi altal kifejlesztett
szenzorokat szilicium egykristalybol alakitjéak ki. Az elektrédok hordozdéjanak geometriajat
egy bérral adalékolt réteg definidlja, mely gétolja a Si marasat, ily modon a sziliciumon
beliili bordiffizié dltal limitalt, 30 pm vastagsagu planéar struktirat eredményez. A mikro-
elektrodokat még a maras el6tt, egy titdn/iridium rétegbdl, lift-off technolégidaval alakitjak
ki. A Utahi Egyetemen kifejlesztett multielektréd [38] egy 4,2 mm x 4,2 mm teriiletii
négyzet alaki iiveg/szilicium kompozit alappal rendelkezik. Az alapbdl annak sikjara
merdlegesen 10 x 10 db, hozzavetdlegesen 1,5 mm hosszi elektrédszar all ki, melye-
ket az egykristaly szilicium flirészelésével és nedves kémiai marasaval alakitanak ki. A
szarakat platinaval boritjak, azt kovetoen poliimiddel vagy parilén-C-vel szigetelik, majd
a szigetelést a szarak hegyénél eltavolitjak. A Michigan szenzorokkal ellentétben a Utah
érzékelok kontaktusai az implantacié iranyara meroleges sikban helyezkednek el.

Ezeken kiviil szamos egyéb mddszerrel gyartottak neuralis multielektrodokat, pl. SOI
(silicon-on-insulator) szubsztratok felhasznalasaval [39] vagy mély reaktiv ionmarés (deep
reactive ion etching) alkalmazdsédval [40].

A gzilicium alapi agyi elektrédok hatranya azok merevsége, mivel az agyi szove-
tek mozgasat az elektrod nem képes lekovetni, ami heves immunreakcidok kivéltasat
eredményezheti [11]. Ez az idegtuddsok szamdara kozismert probléma forditotta fi-

gyelmiinket polimer alapi eszkozok fejlesztése felé.
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2.2.2. Polimer elektrodok

Polimernek azokat a kémiai vegytileteket nevezziik, amelyek nagyszamu, egy vagy tobb-
fajta, azonos tipust atomcsoportbdl, igynevezett monomer egységhbol épiilnek fel és ezeket
az épité elemeket primer kémiai kotések kapesoljak Ossze [41]. A polimer alapi MEMS
multielektrédok f6 elénye azok rugalmassiga, ami kedvezd a lagy agyszovetben torténo
alkalmazds esetében. A rugalmas implantatumok ugyanis kévetni tudjak az agy apro

mozgésait és pulzalasat, kevesebb zavart okozva ezzel kornyezetiikben [12].

2.3. abra. Szévetbe implantdlhatd flexibilis multielektrédok (a)[42],(b) [43], agyfelszinen mérd mikro-
elektréd-mdtriz (c) [44], mandzsetta multielekirdd periférids idegek jeleinek mérésére (d)

(12

Flexibilis, polimer alapti mikroelektrodok beiiltethetoek a koézponti idegrendszerbe
[44, 45, 46, 47] vagy a periférids idegrendszer rostjaiba [45, 48]. Az implantatumok a
szilicium alapu extracellularis elektrodokhoz hasonléan alkalmasak helyi mezopotencidl
és egysejt aktivitds mérésére. Szamos in vivo mérés esetében nem sziikséges az elektrédok
idegszovetbe torténo tiltetése, elegendd annak felszinével vald elektromos kapcsolat ki-
alakitasa, ami szintén egyszeriibben megvaldsithaté rugalmas eszkozokkel. Erre a célra
szolgalnak példaul a mandzsetta elektrodok, amelyek periféridas idegrostokra hiuzhatdak
[49], tovdbba a retina implantdtumok, melyekkel retinitis pigmentosiban szenvedd
péciensek vizualis funkciokra tehetnek szert [50], illetve a mar emlitett ECoG elektrédok,

melyek az agykérgen mérik a potencidlvaltozdsokat [43].

11



2.3. Polimerek

Mikrotechnoldgiai alapanyagként szamos biokompatibilis polimer &all rendelkezésére
neuralis mikroelektrédok szigeteléanyagként valé alkalmazésara, melyek koziil a harom
leggyakrabban alkalmazott a poliimid, SU-8 és a parilén-C.

A poliimid leggyakoribb felhasznédlasa az elektronikai technolégiaban szigetel6
anyagként vagy passzivald rétegként torténik, megvédi az aramkoroket olyan nem kivant
hatasoktél, mint a nedvesség altal okozott korrdézié vagy fizikai sériilés. Az elektrofi-
ziolégiaban alkalmazzak mind a periférias, mind a kozponti idegrendszer jeleinek mérésére
szolgéld eszkozok fejlesztésénél, példdul a mandzsetta és ECoG elektrédokndl [51, 52].
Szubsztratra torténo felporgetését kovetoen, hokezelés alkalmazésaval imidizacié megy
végbe, melynek eredménye a kész réteg. Rajzolatkialakitas altaldban szaraz marassal
torténik. Ujabban kifejlesztettek UV fénnyel mintdzhaté poliimideket is [53)].

A SU-8 egy epoxi alapu negativ fotoreziszt. F6 felhasznalasi teriilete a mikrofluidi-
kai rendszerek, ugyanis a lakkbdl nagy oldalfal-ardnyi (aspect ratio) alakzatok hozhatok
létre. Stirtin térhalds szerkezete biztositja mechanikai stabilitasat, tovabba ellendllé kémiai
hatasok és sugarzasok ellen. Megmunkalasa egyszertibb, mint a poliimid, mivel UV fénnyel
litografalhaté [54].

A parilén szdmos kémiailag g6zfazisbdl levalaszthaté poli(p-xililén) polimer gytjténeve,
melyek hére lagyulnak, linearisak, nem térhélésak és szemkristalyosak. Leginkabb nagyon
alacsony nedvességmegkotése és jo szigetelése miatt alkalmazzak. Tipikus rétegvastagsaga
néhany szaz nanométertol par mikrométerig terjed, felhasznalastél és kialakitasatol
fliggben [55]. A parilén-C [poli(dikloro-p-xililén)| a legnépszertibb orvosbiolégidban al-
kalmazott parilén tipus [56].

12



3. fejezet

Anyagok és mdodszerek

3.1. Tervezési koncepciok

A dolgozatomban bemutatott szenzorrendszer a rajzszog multielektréd [35] koncepcidjat
fejleszti tovabb, az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézet munkatarsai altal meg-
hatarozott szempontok alapjan. Az 1j elképzelés szerint a mechanikai szilardsagot
biztosité korongot ECoG agyi jeleket rogzité mikroelektréd-tombbel valtjuk ki, egy
eszkozben kihasznalva az implantalt elektrodok és az agyfelszinen méro eszkozok elonyeit.
A korabban kézzel készitett szarat egy polimer alapi MEMS elemmel helyettesitjiik, biz-
tositva ezzel a nagyfoku precizitast és reprodukalhatdsagot, valamint jobb mechanikai
kompatibilitast elérve ezzel a szenzor és az agyszovet kozott.

Az igy megvaldsitando szenzorrendszer lekerekitett sarki négyzet alaki ECoG kompo-
nense 8 relative nagy, 200 pm atmérdji kor alaku kontaktus feliiletet tartalmaz a helyi
mezépotencialok mérésére. A négyzet méretének kelléen nagynak kell lennie az implantélt
komponens mechanikai rogzitéséhez, az elektrodjai méretének megvalasztasakor pedig
az egyméshoz viszonyitott elhelyezésiiket, az ECoG komponens feliiletének nagysagat és
az impedancigjuk feliilettol valo fiiggését kellett figyelembe venni, mivel az agyfelszinen
torténd helyi mezépotencial méréshez szinte barmekkora méreti elektréd megfelel. Mind-
ezeket figyelembe véve a 200 pm-es atméro megfeleld vélasztasnak bizonyult, ahogy azt
dolgozatomban a 3.7 és a 3.8 fejezetben mérésekkel igazolom. A tithegy forméju extracel-
lularis komponens 16 kisebb, 30 pm atmérdji kontaktusfeliilettel késziil a szoveten beliili
akcios potencidlok mérésére. Ezek méretének megvalasztasakor figyelembe kellett venni,
hogy ha tul kicsi az elektréd mérete, nehéz vele az egysejt aktivitds detektdlasa, a tul
nagy méreto elektrédok esetén pedig jelentés mértéki zaj terheli a mérést. Utdbbi abbdl

adodik, hogy az extracellularis elektréd a téle maximum 100 pm tavolsagban elhelyez-
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ked6 neuronok akciés potencidljait képes detektalni. Ilyen tavolsagban altalaban 4-5, de
maximum 10 neuron taldlhatd, ezek potencidljainak mérésére tapasztalati tton megfe-
lelé méretvalasztas a 30 pm-es elektrodok atméro. A tiithegy hosszat az in vivo méréskor
kivalasztott agytertilet vastagsdgahoz igazitottuk, ahogy azt a 3.8 fejezetben bovebben is
kifejtem. A tihegy formaju komponens tovabba el van latva két, a komponensek kozti
mechanikai csatolast elosegito karral, a tii két oldalan.

Ezzel a kialakitassal egyszerre mérhetiink helyi mezopotencidlokat és alkothatunk 3D
képet a feltérképezni kivant agyteriiletrol, mindemellett javitva a korabbi mérési rend-
szerek idobeli felbontasan. Az elektrédok jeleit a csatlakozoig egy, a kezelhetéséget
megkonnyito, ives vezetékrendszer tovabbitja. A szenzorok altal mért jeleket kozos
Preci-Dip (Preci-Dip, Delémont, Switzerland) csatlakozon vezetjiik az erdsitén keresztiil
a szamitogépbe, feldolgozas és analizalas céljabdl. Az elektrodrendszer koncepcidja a
3.1 abran lathato.

_| Extracellularis
multielektrod

3.1. abra. Illusztrdcié az elektrédrendszer koncepcidjdrol

3.2. Layout tervezés

A szenzorok layoutjanak tervezése a CleWin LAYOUT EDITOR szoftver 4.3.7.0
verzidjaval tortént. A tervezoOszoftver script irdsi lehetdséggel rendelkezik, az eldre
elkészitett programkod alapjan general layout tervet. Ennek elénye, hogy parametri-

kusan tervezheté vele az abra, igy az utodlagos valtoztatdsok konnyen eszkozolhetoek,
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példaul a vezetd csatornak szama. A szenzorokat alkotd nagyobb elemeket kiilon-kiilon
terveztem meg, majd azokbdl felépitettem a layout tervet. Ilyenek a parhuzamos jelve-
zetékeket add 0°-os, 90°-0s és a 180°-o0s elemek, vagy a tiithegy-forméaju alkotéelem. A szen-
zor allandé, valtoztatast biztosan nem igénylo részei script irds nélkiil, kézi tervezéssel is
megvaldsithatéak, ilyen példaul az altalunk hasznélt, in vivo kisérletek esetén alkalmazott
technoldgiaval kompatibilis csatlakozo6 fizikai mérete.

A megtervezett struktiura harom rétegbdl épiil fel: egy fém réteg, ami a jelek de-
tektalasdra és a csatlakozdra juttatdasara szolgal, valamint egy alsé és egy felsd szigeteld
hordozdé réteg. A szigeteld rétegek rajzolata az elektromos csatlakozas helyein tér el, ahol a
felso réteg nyitott, lehetévé téve ezzel az elektromos kapcsolatot a fém és a szovet, illetve
a fém és a csatlakozd kozott. Az alsé hordozd ezeken a helyeken szigeteld, egybefligg6d
feliiletet alkot.

A leiré script a kezdeti paraméterek megadasa utan el0szor a fém réteg raj-
zolatat késziti el, majd az alsé és fels6 hordozé réteget. A tervezés sordn a
LUA programnyelv matematikai fiiggvényeit hasznaltam. A layout terv részlete
és egésze a 3.2 és 3.3 abran lathato. Az igy elkészitett és az egyedileg meg-
rajzolt elemek felhasznalasaval késziilt el az ECoG és a tlihegy alaki kompo-
nens layout terve. Az eszkoz layoutja, a dolgozatomhoz nem kapcsolédd azonos

rétegszerkezeti. MEMS eszkozokkel egytitt keriilt integraldsra 5 inch-es maszkokon.

C1TOP b
B VIETAL (b)
Il BOTTOM

1 mm
]

3.2. abra. A layout hdrom rétegének kilondlls (a) és egymdsra illesztett (b) képe
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(a)

5 mm

(b)

1T mm

1 mm
|

3.3. abra. Layout terv: az ECoG komponens (a, felsé), annak szenzorrégidja (c), az extracelluldris
komponens (a, alsd) és annak szenzorrégidja (b)

3.3. Rétegstruktira megvalasztasa

A gyartas elinditasa el6tt meg kell hatarozni az elkészitendé rétegstrukturat alkoto
anyagokat. Az MTA TTK MFA eszkozparkjaban megtalalhatéak a poliimid és a SU-8
megmunkalasahoz sziikséges lakkcentrifuga és reaktiv ionmaré berendezések, a parilén-C
levélasztasdhoz sziikséges specialis reaktor azonban nem. A SU-8 lakkok &dra jéval ked-
vezObb, mint a fotolitografalhaté poliimideké, ezért SU-8-cal és hagyomanyos poliimiddel
dolgoztam. A megfelel¢ struktura kivdlasztasara tobb kisérletet is végeztiink ezek kom-
binalasaval.

Kezdetben a prototipus elektrédot PI/PI (alsé és fels6) hordozéval készitettitk el. A
sziliciumra torténo poliimid vékonyréteg levalasztas és megmunkdlas nagy pontossaggal
elvégezhetO, reprodukalhaté és jo kihozatalt eredményez. Az igy elkésziilt szenzorok azon-

ban nem rendelkeztek megfelel tartassal a hasznalhatdsdghoz, nehézkes volt az alkal-
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mazasuk. A kovetkezd kisérlet a SU-8/SU-8 hordozdju szenzor volt, melynek elénye volt a
megfelel6 merevsége, konnyen kezelhetének bizonyult az alkalmazasa soran. A nehézséget
a SU-8 szilicium szeletrél torténo eltavolitdasa okozta. Ehhez a technoldgiai 1épéshez
altalaban alkalmaznak egy aldozati réteget, amelyet kémiai uton eltavolitva a SiO, és a
SU-8 réteg koziil, a SU-8 réteg eltavolithaté. Ez a technoldgia azonban nem kompatibilis az
altalunk hasznalt fémezési eljardssal, igy aldozati réteg nélkil alakitottuk ki a SU-8/SU-8
rétegszerkezetet. Ebben az esetben a szenzorok szeletrdl torténo eltavolitasa alacsony kiho-
zatalu volt. Az eddigi tapasztalatok alapjan alakitottuk ki a polimerek szamunkra elonyos
tulajdonsdgait kombindlva, a P1/SU-8 rétegszerkezetet.

A poliimid j6 tapadast biztosit a SiO,-hoz a gyartas sordn, és konnyen eltavolithatova
teszi a szenzorokat a szeletr6l, mig a SU-8 konnyen megmunkalhatd és kello tartasat
biztosit a szenzoroknak az alkalmazas soran. A hordozok kozti biokompatibilis vezeto
fémréteget a titdn-oxid/platina (TiO, /Pt) struktira alkotja, ahol a titdn-oxid szerepe a

megfelel6 tapadas biztositasa a poliimid réteghez.

3.4. Mikrotechnolégiai megmunkalas

A technoldgiai 1épéssor a 3.4 abran lathatd. A szenzorokat 4 inch atmérdji szilicium
szeleten alakitottuk ki. A megmunkalasi folyamat elsé 1épéseként 1 pm vastag termikusan
novesztett Si0, réteget alakitottunk ki, atmoszférikus nyoméson 1150°C-on 140 perc alatt.
Ezt kovetden 3,5 pm vastag P84 tipusi poliimid (Evonik Industries, Essen, Germany)
réteget porgettiink fel a szelet egyik oldaldra. A poliimid beégetése 300°C-on, 60 perc
alatt tortént. A kovetkezd technolégiai 1épés egy 500 nm vastag aluminium réteg felvitele
vékuumpadrologtatassal, majd arra egy 1,8 pm vastag Microposit 1818 (Dow Electronic
Materials, Newark, DE, USA) tipusu fotoreziszt keriilt felporgetésre. Az aluminium jelen
esetben egy aldozati réteget alkot, melyre a fémezés mintazatat kialakito lift-off tech-
nolégiai 1épés miatt van sziikség. Mivel az alkalmazott Microposit pozitiv fotoreziszt,
a megvilagitott helyeken valik oldhatova, ezért a korabban elkészitett fém réteg layout
mintazata alapjan tugy késziilt el az itt felhasznalt maszk, hogy ahova fém réteget ter-
veztiink, onnan eltavolitasra keriilt a fotoreziszt. A lakkot a maszkon keresztiil exponaltuk,
majd az aluminiumot nedves kémiai marassal (H,0:CH;COOH:H,S0,:H;PO,:HNO,
70:20:30:32:20) mintdztuk meg. A fémezés felvitelének els6 1épéseként katédporlasztassal
15 nm TiO, réteg kertilt a poliimidre a megfelel6 tapadas elérése érdekében, majd
arra levalasztdsra keriilt 270 nm Pt. A TiO, /Pt mintdzatat an. "lift-off” technolégiaval

alakitottuk ki: a réteg alatt 1évé Al és fotoreziszt lemarasaval csak azokon a teriilete-
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ken maradt fémezés, ahonnan az el6z0 1épésben eltavolitottuk az Al-t. A fels6 szige-
tel6réteg kialakitdsdhoz 20 pm vastag, 3005 tipusi SU-8 (Micro Chem Corporation, New-
ton, MA, USA) felporgetése kovetkezett, amit 150 °C-on 30 perc alatt égettiink be. Mivel
a SU-8 negativ fotoreziszt, a réteg mintazata kialakithatd a réteg UV megvilagitasaval és
el6hivasaval. A réteg mintazata azonos az alsé hordozd rétegével, azzal a kiilonbséggel,
hogy a csatlakozé tiiskéinek helyein és az elektrodok felszineinél eltavolitasra kertil a SU-
8. A SU-8 réteg mintazatanak a poliimid rétegre torténd atvitele reaktiv ionmarassal
(RIE) tortént. A maras sordn oxigén (O,) és tetrafluormetan (CF,) plazma 1:1-es ardnyu
keverékével mardodtak a rétegek, 120 sccm aramlési sebesség, 10 perc idétartam és a
plazma és a szelet kozti 90 V potencialkiilonbség paraméterek mellett. Ezalatt a SU-8
réteg mintazata kertilt atvitelre a poliimid rétegre. A marast addig végeztiik, amig a poli-
imid réteg teljesen lemarédott. A mards soran a SU-8 réteg is marddott, kisebb mértékben.
A platina maszkolé anyagként funkciondlt, megvédve ezzel az alatta taldlhaté poliimid

réteget. Végill a MEMS strukturakat csipesz segitségével eltavolitottam a szeletekrdl.
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VIII. TiO,/Pt katodporlasztas
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II. Poliimid felpérgetés
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3.4. abra. MEMS technolégiai megmunkdlds
19



3.5. Rétegvastagsag-vizsgalat

Az elkészilt szeleten megvizsgaltam az egyes rétegvastagsagokat Bruker DektakXT
profilométerrel, ellenorizve ezzel a reaktiv ionmards paramétereinek sikeres bedllitasat. A
3.4 abra XIII. részabrajan lathato, hogy a reaktiv ionmaras a poliimid rétegen kiviil a
SU-8 réteget is elvékonyitotta, tovabba tudjuk, hogy a SiO, vastagsagat is csokkentette.
A szeleten 1évo rétegstruktira alapjan két vastagsagot tudunk mérni: a poliimid, a SU-
8 és a SiO, lemart vastagsiaganak Gsszegét, valamint a poliimid, a titdn-oxid/platina és
a Si0, lemart vastagsaganak Osszegét. A komponensek eltavolitasa utan mérhetd lett
egy harmadik vastagsdg, a SiO, bemarddasanak mértéke. A harom vastagsag mérése,
és a TiO, /Pt vastagsdgdnak ismeretébdl mér kiszamithat6 a poliimid és a SU-8 rétegek
mikrotechnolégiai megmunkalds utana vastagsaga.

Egy, a profilométerrel készitett részeredmény lathaté a 3.5 abrdn. A vas-
tagsagmérés a SU-8 rétegen kezdddik, igy az taldlhaté6 a 0 pm-es tenge-
lynél. A grafikonon a volgyek a kontaktus feliilletek feletti teriileteket mu-

tatjak, melyekbol kiszamithaté a reaktiv ionmards utana SU-8 réteg vastagsaga.

EiEEE
NITEE

0,0 0,5 mm

3.5. dbra. Profilométerrel készitett vastagsdg vizsgdlat részeredménye grafikonon, és a mérés kézben
készilt fénykép

3.6. A mikroelektrod-rendszer Osszeallitasa

A rendszer Osszeallitasa mikroszkop alatt, csipeszekkel tortént, ezt szemlélteti a
3.6 abra. A szenzorok komponenseinek osszeillesztése érdekében a rogzitésiikhoz harom,
1 mm vastag iiveg lemezt hasznaltam fel. Két lemez tartotta helyén az ECoG kompo-
nenst, a csatlakozo feldli részét, és attol kezdve az egész szenzort, egészen a vezetékezéshez

legkozelebb es6 harom elektréddal bezardlag. A harmadik lemez alulrdl tamasztotta meg
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a szenzor teriiletbdl a csatlakozotdl tavolabb esé harom ECoG elektrodot, tehat a szen-
zor teriilet két kozépso elektrodjat és a koztik 1évo lyukat egyik oldalrél sem takarta
iveg, ahogy az (a) és (b) képeken lathat6. Az ECoG komponens ilyen médon torténd
mechanikai rogzitése kelléen stabilnak bizonyult az extracellularis szenzor tiithegy alaku
érzékeld teriiletének és szaranak az ECoG szenzorrégio kozepén 1évo nyilasba helyezéséhez,
ez lathato a (c¢) részdbran. Az Osszeillesztés végezetéiil a szar két oldalan elhelyezkedd kar
mechanikai kontaktusba keriilt az ECoG komponenssel. Ekkor az alsé két tiveglemez kozti
hézagot addig csokkentettem, amig kell6 mechanikai stabilitast adtak a tii alaku szenzor-
nak a komponensek Osszeragasztasa esetén. A két szenzorkomponens egymashoz térténo
rogzitése érdekében egy csepp epoxi gyantat alkalmaztam, ami a harmadik iiveg lemez
feletti ECoG teriiletre keriilt felhelyezésre, a komponensek talalkozasanal, azok alsé oldali
hordozéjara, elkeriilve vele az elektrédokat, a (d) részabra szerint.

A gyanta megszaradasa utan, utolsd lépésben az eszkozok csatlakozdit szereltem fel.
A Preci-Dip csatlakozd tiiskéi a szenzorok csatlakozoé feliiletén kialakitott lyukakba let-
tek iiltetve, majd az elektromos kapcsolat biztositdsa érdekében forrasztott kotéseket

alakitottam ki, a mechanikai rogzitést epoxi gyanta szolgaltatta.

3.7. In wvitro validalas - impedancia mérés, csokkentés

A kontaktusfelilletek impedancidjanak karakterizalasahoz elektrokémiai impedan-
cia spektroszképiat (EIS) alkalmaztam. Referencidnak eziist-eziistklorid (Ag/AgCl)
elektrédot, ellenelektrodnak pedig egy relativ nagy feliiletii platina vezetéket hasznaltam.
A kozvetité anyag fiziologids séoldat (0,9% stirtiségii NaCl) volt. A szenzort az ol-
datba helyezve, az elektrédok és a referencia kozott 25 mV effektiv értékli szinuszos
méréfesziiltséget hoztam létre, amihez a Reference 600 (Gamry Instruments, PA, USA)
méromiiszert hasznaltam fesziiltségszabalyozonak. A mérés szabdalyozaséra, az impedan-
ciaértékek gytjtésére és azok analizalasara a Gamry Framework 6.02 és az Echem Analyst
6.02 szoftverek alltak rendelkezésemre. A méréseket Faraday-kalitkaban végeztem.

Az extracellularis elektrédok impedanciaja a 100 k{2-os, mig az ECoG elektrodok esetén
ugyanez az érték a 10 k€-os nagysagrendbe esik. A jelentés impedanciakiilonbség a kon-
taktus feliiletek méretbeli kiilonbségébdl adddik.

Az ECoG szenzor kontaktusainak impedancidja alkalmas lehet agyi jelek mérésére, az
extracellularis elektrodok esetén azonban az ekkora impedancidaji kontaktusokon torténo
agyi jelek elvezetését jelentos mértékii zaj terhelné. Az 50 Hz frekvencidju halézati

fesziiltség és a kortlottiink 1évo nagyfrekvencias eszkozok zaja egyarant zavarként je-
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[ tveg [ ] polimer alapit MEMS szenzorok [ epoxi gyanta | TiO,/Pt

3.6. abra. Az dsszedllitds menete: az tiveg lemezekkel régzitett ECoG komponens nézete alulrél (a) és
felilrdl (b), extracelluldris komponens helyére poziciondldsa (c), epoxi gyanta felvitele (d),
lemezek eltdvolitasa (e)(f).

lenik meg a mérés soran. A jobb jel-zaj viszony eléréséhez az extracellularis kontaktusok
impedancidit csokkenteni kellett.

Az impedanciacsokkentéséhez a kontaktusok feliiletét noveltem, azaltal hogy egy nagy
fajlagos feliilet(i platinaréteget vélasztottam le. Az igy kapott platindzott platina (Pt/Pt)
rétegek tartossdga mar korabban tesztelésre keriilt szilicium mikroelektrodok esetében
[57].

Faraday-kalitkaban egy haromelektrodos mérési elrendezést allitottam Ossze: platina-
tetraklorid oldatba (PtCl, x 2HCI x 6H,0) helyeztem a kontaktusfeliileteket, referen-
cia elektrédnak ismét Ag/AgCl, ellenelektrédnak pedig platina elektrédot hasznaltam.
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A levalasztas a korabban hasznalt Reference 600 miiszerrel tortént, az extracellularis
elektrédok és a referencia kozé 100 mV potencidlkiillonbséget beallitva, 10 perc idétartam
alatt. A levalasztas utan a kontaktusok impedancidai 10 k{2 nagysdgrendiiek lettek, igy
megfelel6 zajsziirés mellett lehet6vé téve a szenzorstruktira elektrodjainak in vivo karak-

terizalasat.

Ag/AgCl

referencia SECpser

elektrdod | E terdilet
19 ,

3.7. dbra. Hdromelektrédos mérési elrendezés

3.8. In wvivo validalas - eszkoz karakterizalasa

A szenzorrendszer funkcionalis karakterizalasahoz patkany nagyagyban elektrofi-
ziologias mérést végeztiink, az MTA TTK Kognitiv Idegtudomanyi és Pszicholégiai Intézet
Osszehasonlité Pszichofiziolégia csoport miitéjében.

Osszesen 5 Wistar patkdny agyi jeleit mértilk, az allatok a mérés sordn ketamin-
xilazin oldat felhasznalasaval lettek érzéstelenitve és altatva. A miitéti beavatkozas el6tt
a 37,5 mg/ml ketamin és 5 mg/ml xilazin Gsszetételi oldatbdél 0,2 ml / 100 g testsuly
aranyban kaptak a 270 — 400 g sulyu éllatok altatds és érzéstelenités céljabol az [58]
alapjan. A mérések elokészitéséhez az allatok feje sztereotaxids célzd berendezésbe kertilt
rogzitésre, amely a beiiltetés soran rogziti az dllatot és segit a beiiltetési hely poziciéjanak

pontos meghatarozasaban.

23



Az allatok tartdsa és a veliik valé banasméd megfelelt az Eurépai Tanacs 2010. szep-
tember 22-én meghozott (2010/63/EU) irdnyelveinek (tudoményos célokra felhasznélt
allatok védelmére vonatkozé torvények és rendeletek az EU tagéllamaiban), az 1998. évi
XXVIIIL. torvénynek (allatok védelmérdl és kiméletérél), valamint a Magyar Tudoményos
Akadémia Természettudomanyi Kutatékézpont allatok védelmére és tartasara vonatkozo
szabalyzatainak.

A mitéti beavatkozds soran a tajékozodast segité célzorendszer harom dimenzidéban,
10 pm pontossdggal allithaté karjat a koponya varratok egyik metszéspontjara, az un.
bregmara pozicionaltuk. A patkany agyatlaszok ezt a pontot tekintik origénak, ettol a
ponttdl szamitjdk a tdvolsagot a fej alldsa szerint hosszanti (anteroposterior — AP) és
oldalirdnyban (mediolaterial — ML).

A mitéti beavatkozas kezdetén a koponyat a referenciapontként hasznalt bregmahoz
képest (-1,0 mm) — (-0,6 mm) AP és (2,0 mm) — (7,0 mm) ML altal meghatarozott teriile-
ten felnyitottuk. A mikroelektrod-rendszer implantdlasanak célteriilete, merdlegesen im-
plantélva az agyfelszinhez képest a -3,36 mm AP, 5,5 mm ML pont volt, ami lehetévé tette
szamunkra laminaris jelek mérést a barrel cortexben, beleérve a hippokampuszba, ahogy
a 3.8 abra mutatja. [59]A barrel cortex a szomatoszenzoros agykéreghben taldlhaté agy-
teriilet, és a tapintassal kapcsolatos ingeriiletek feldolgozasat végzi. Az egyik legnagyobb
agyteriilet a patkany agykérgében, valamint konnyen hozzaférheto, ezért ezt valasztottuk
implantalasi célteriiletnek. Az extracellularis komponens hosszat ugy hataroztuk meg,
hogy biztosan atérjen az agykérgen, beleérve az alatta talalhaté hippokampuszba. A hip-
pokampusz a térbeli tdjékozdddsért (60, 61] és a memdria miikodéséért felelés agyteriilet
[62].

A célteriilet felett a kemény agyhartyat (dura mater) bemetszettiik a simédbb im-
plantacié érdekében. A pontos beiiltetéshez a szenzorrendszert a sztereotaxias célzo
karjara erésitettiik, és a kar valamint csipesz segitségével a céltertileten keresztiil az
agyszovetbe szurtuk.

A jelek rogzitése 20 kHz-es mintavételi frekvencidaval, egy 32 csatornas Intan RDH 2000
er6sité rendszerrel (Intan Technologies LLC., Los Angeles, CA, USA) tortént, USB 2.0

porton csatlakoztatva azt a szamitogépre.
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4. fejezet

Eredmények és diszkusszio

4.1. A mikromegmunkalt komponensek és az Osszeszerelt eszkoz

A szilicium szeleten végzett mikrotechnologiai megmunkalds sikeres volt, a megfelel6en
megvalasztott rétegstruktira és technologiai lépéssor eredményeként a megtervezett mik-
roelektrédok jé (90% folotti) kihozatallal késziiltek el. A megmunkélési folyamat végére
ért szeleteken profilométeres vastagsdagmérés segitségével megvizsgaltam a mintakat, va-
lidélva az eszkozok rétegstruktirajat alkotd egyes elemek vastagsagat, ellenorizve ezzel a
reaktiv ionmards paramétereinek megfelelo beallitasat.

A poliimid (d3) és SU-8 (dy) réteg vastagsiaganak kiszamitdsdhoz megmértem a SiO,
reaktiv ionmards miatti vastagsdg csokkenését (di), a poliimid és TiO, /Pt valamint a
poliimid és a SU-8 rétegek egytittes vastagsagat, melyek a 4.1 dbran lathatok.

A poliimid és SU-8 réteg egyiittes vastagsaganak megallapitasahoz 20 mérést végeztem,
melyek alapjan az atlagos PI4+-SU-8 réteg vastagsdga 15,63 pm és az eredmények szérasa
1,33 pm. Hasonléan, a PI4+TiO, /Pt atlagos vastagsiaga 3,49 pm, a mért értékek szérasa
0,14 pm. Mivel a 20 végzett mérés a SiO, mar ionmaras utdni vastagsdgahoz képest
tortént, ezért a maras altal eltavolitott vastagsagot hozzdadtam az atlagolt vastagsag
értékekhez. A SiO, bemarddasanak meghatdrozésara, a szeletrdl eltavolitott mikro-
elektrédok konturjandl végeztem elszértan a szeleten 24 mérést, ahol az ionmart SiO,, és
az ionmarés ellen védett SiO, hatéra talalhaté. Atlagolva a mért értékeket elmondhatd,
hogy az 1 pm vastag SiO, rétegbdl d; = 77,49 nm marddik le (a mért adatok szoérdsa
26,67 nm). Tudjuk, hogy a katédporlasztott TiO, /Pt vastagsdga 285 nm, igy a poliimid
réteg vastagsaga a mért PI + TiO, /Pt vastagsdgbdl:

ds = 3,49 — 0,285 = 3,21 pm (4.1)
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4.1. abra. Profilométerrel vizsgdlt réteguastagsdgok

Ennek felhasznélasaval a SU-8 réteg RIE utani vastagsaga:
dy = 15,63 — 3,21 = 12,42 ym (4.2)

A rétegvastagsasok meghatarozasa utan azt mondhatom, hogy a technolégiai 1épéssort
zar6 reaktiv ionmaras eredményeként megfelel6 vastagsagu SU-8 réteg marad a poliimid
felett, a SiO, csak kis mértékben marddik le, de a poliimid teljesen eltavolodott a nem
kivant helyekrél. A reaktiv ionmaras paramétereinek beallitasa sikeres volt, a szenzorok
vastagsdga megfelel a kordbban meghatarozott szempontoknak.

Az mikrotechnologiai 1épéssor végére ért szelet és az arrdl eltavolitott komponensek
lathatéak a 4.2 dbran, a csatlakozoval ellatott és egyméashoz rogzitett szenzorokrol vala-
mint az elektrédokat tartalmazo felnagyitott szenzor teriiletekrdl késziilt képek a 4.3 és
a 4.4 abran lathatéak. A mikrotechnoldgiai és Osszeszerelési folyamatok eredményeként,
a szenzorrendszer geometridja Gsszhangban van az altalunk elére eltervezettel. Ossze-
sen 5 db ilyen eszkozt készitettem és teszteltem. Az extracellularis elektrodokat tartal-
mazo szar rogzitése az ECoG komponenshez megfelelonek bizonyult, a kapcsolat minden
esetben sértetlen maradt az in vitro és az in vivo tesztek sordn. A hasonléan flexibi-

lis, ivekkel ellatott vezetékezés mechanikusan elvédlasztja a szenzorrégiot és a csatlakozot.
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A vezetékezés mechanikai megbizhatdsdga is megfelel6 volt, csak extrém huzder6 esetén
tortént szakadas.

Osszegezve a tapasztalatokat megallapithatom, ezek a rugalmas eszkozok nem
igényelnek annyi évatossagot és gondoskodast a hasznédlatuk soran, mint a ridegebb,

szilicium alapu extracellularis mikroelektrod-tombok.
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4.2. Abra. A MEMS technoldgiai lépéssor végére ért szelet (a), a hordozordl eltdvolitott ECoG kompo-
nens (b) és annak szenzorrégidja (d), a hordozérdl eltdvolitott extracelluldris komponens (c)
és annak szenzorrégidja (e)
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4.3. abra. Az osszeillesztett és csatlakozéval elldtott mikroelektréd-rendszer

4.4. dbra. A szenzorrégid, mely tartalmaz egqy 16-csatornds extracelluldris multielektrédot
és eqy 8-csatornds ECoG komponenst
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4.2. Az eredeti és a csokkentett impedancia in wvitro

Egy eszkozzel végzett in wvitro impedanciamérések atlageredményei lathatéak a
4.5 dbran. A 707 pm? geometriai teriilet(i extracelluldris, porlasztott platina elektrédok
esetében az impedancia abszolit értékének atlagara és a hozza tartozo szorasra 1 kHz-
en 559,5 £ 1484 k{2 adddott. A kedvezobb jel-zaj viszony érdekében gy dontéttem,
csokkentem ezeket az értékeket. Elektrolitikus platinaréteg levalasztassal kapott magas
durvasagi tényez6ji Pt/Pt réteget kaptam, megnévelve az elektrédok feliiletét. Az igy

kapott atlagos impedanciaértékek és szorasok 1 kHz-en 27.6 4+ 8 k{2-ra csokkentek.
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4.5. abra. FEredeti és csokkentett impedancia és fdzis értékek

Ahogy az varhaté volt, a sokkal nagyobb, 3140 pm? feliiletti ECoG elektrédok esetében
joval alacsonyabb impedanciaértéket, 1 kHz-en atlagosan 18,6 + 0.5 k(2-ot kaptam. Mivel
az ECoG elektrodokkal egysejt aktivitasokat nem, csak helyi mezopotencidlt terveztem
regisztralni, ezért ezeket az impedanciaértékeket elegendden alacsonynak taldltam és nem

alkalmaztam elektrolitikus platina levalasztast a feliilet novelése érdekében.
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4.3. In vivo kisérleti eredmények

A kiséllatokon végzett in vivo beiiltetés kozben az eszkozok konnyen kezelhetéek vol-
tak, nem karosodtak. A dura matert atbokve mind az 6t esetben sikeres implantaciot
hajtottunk végre. Az eszkoz csatlakozdjat az elderésitébe kotve a helyi mezdpotencial-

valtozasok, egysejt és soksejt aktivitasok rogzitése sikeresen megtortént.
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4.6. dbra. Agyszévetbe implantdlt és agyfelszinen mérd szenzorrendszer

A rogzitett hullamformakbdl 1athaté egy részlet a 4.7 abran. Az 1-8-as szamu csatornak
jelolik az ECoG komponens elektrédjai altal észlelt helyi mezdpotencidlokat, és a 9-24-es
szamu csatornak felelnek meg az extracellularis szenzor jeleinek. Lassud, 1-1,5 Hz-es osz-
cillacié figyelhet6 meg az Osszes csatornan, ami jellemz6 az alkalmazott ketamin-xilazin
anesztézidra [63, 64].

Az oszcillacié periddusa feloszthatd két alternalé allapotra. Az aktiv fazis alatt a neuro-
nok sejtmembranjai depolarizéltak és idGegység alatt nagyszamu akcids potencialt (spike-

ot) generdlnak. Ezeket inaktiv fazisok véltjak, amikor a membranok hiperpolarizaltak,
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minek hatdsdra a sejtaktivitds lecsokken [65, 65].

Az helyi mezépotencidlnak pozitiv csicsa van aktiv fazis alatt az agyfelszinen és a kéreg
kiilsoé rétegeiben, mig a mélyebb rétegekben a hulldm polaritasa a felszini jelekhez képest
forditott. Ez a jelenség megfigyelhet6 az ECoG csatornakon és az implantalt komponens
9-18 csatorndin. Emellett emelkedett aktivitas is megfigyelheto az oszcillaciééndl maga-
sabb frekvenciatartomanyban a 19-24 csatornakon. Ez azt igazolja, hogy az implantacis
tervnek megfeleléen az extracellularis multielektrédot alkotd szar vége beleér az ilyen
jellegi aktivitast generalé hippokampuszba.

A szomszédos sejtek egysejt aktivitdsanak megjelenitésére feliilatereszto szilirést alkal-
maztunk a mért jeleken, 500 Hz-es vagasi frekvencidaval. Az orvosbioldgiaban az akcids
potencidlok keresésénél gyakori az 500 Hz -es vagasi frekvencia alkalmazasa, ezért ettol
nem tériink el a mérések soran. Mivel a helyi mezépotencialok maximum 300 Hz frek-
vencian jelennek meg, igy azok eltavolitja az igy megvalasztott sziiré. A cortexben nagy
intenzitasu soksejt aktivitas figyelheté meg az aktiv fazisokon beliil. A hippokampuszban
az egysejt aktivitas nem koveti szorosan az oszcillaciot, ami megfelel az elvarasainknak,
mivel a lassu oszcillacié generatorai a kérgi (neocortikalis) és a thalamikus sejtek [66].

A felvételeket kovetden a szenzorokat eltavolitottuk az agybdl és megtisztitottuk 6ket.
10-15 percig aztattuk 6ket 10 mg/ml Terg-A-Zyme (Alconox Inc., White Plains, NY,
USA) vizes oldatban. Ez id¢ alatt és utdna 3-4 alkalommal eltavolitottuk a szenzorokat
az oldatbol és desztillalt vizzel lemostuk 6ket. A tisztitasi folyamat utan nem maradt

nyoma rajtuk szerves anyagnak.
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5. fejezet

Tovabbi lehet6ségek

Az eszkOzt az Orszdgos Klinikai Idegtudoményi Intézet —munkatarsaival
egyuttmikodésben, Nemzeti Agykutatas Projekt keretében fejlesztettitk. Tavlati
célunk a szenzor human alkalmazdsa. Ennek egyik eldfeltétele az eszkoz kisdllatokba
torténd kronikus beiiltetése, hogy képet kaphassunk beiiltetés altal kivaltott immunre-
akciokrdl és az elektrodok hosszu tavu stabilitasardl. Ezt a kisérletsorozatot a sikeres
akut betiltetések nyoman szintén az MTA TTK Kognitiv Idegtudomanyi és Pszicholégiai
Intézetben fogjuk végezni.

Az id6 rovidsége miatt nem volt médom a szenzorrendszer hdarom dimenziés jel-
forrasforras-lokalizacios képességeit validdlni, ehhez a jovében tovabbi in vitro és in vivo
méréseket fogok végezni agaréz gélben és patkdnyban. A Pt/Pt vezetd réteg mellett terv-
ben van mas impedancia csokkenté modszerek vizsgalata is, példaul az iridium/iridium-
oxid vezeto réteg alkalmazasa.

A technolégia elvileg lehetové teszi tobbszaru extracellularis multielektréd-struktira
kialakitdasat, alkalmassa téve a rendszert a szovet nagyobb térfogatanak monitorozasara.

A MEMS technolodgia eszkoztara lehetoségeket biztosit specidlis funkcidk integraldsara.
Mikrofluidikai csatorndk kordbban kialakitasra keriiltek az MTA TTK MFA szilicium
alapi neuralis érzékeldikben és lehet6ség van hasonld, tobbfunkcids, polimer alapu szen-
zorok fejlesztésére, adhézids kotés segitségével. Kiilonbozo torésmutatoji polimerek al-
kalmazasaval hullamvezeté integralhatd az eszkozre, alkalmassd téve azt optogenetikai

kisérletekben valé felhaszndlédsra.
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6. fejezet

(“)sszefoglalés

Irodalmi kutatémunkam eredménye alapjan azt mondhatom, hogy tudomasom szerint
az ebben a munkaban bemutatott eszkoz az els6 polimer alapi, flexibilis szenzorrendszer,
ami egy extracellularis és egy ahhoz integralt agyfelszini mikroelektrod-tombbdl all. Az
alkalmazott mikrotechnolégiai megmunkalési eljardsok lehetévé tették precizen és repro-
dukalhatéan kivitelezni a megtervezett multielektrédot, egy tovabbfejlesztett verzidjat a
rajzszog elektrédnak, amelyet mar sikeresen alkalmaztak lamindris jelek rogzitésére huméan
agykéregben.

Az j eszkozt karakterizaltuk in vitro, fizioldgids séoldatban és in vivo, patkany kozponti
idegrendszerében, bizonyitva annak funkciondlis miikodését. Az in vitro eredmények azt
mutatjak a porlasztott platina elektrédok impedancia értékeit illetéen, hogy elektroli-
tikus platina levélasztassal elérhet6 az impedancidk nagysaganak 1 kHz-en az eredeti
érték 4,8 %-ra, mig alacsonyabb frekvencidkon 2 nagysagrenddel alacsonyabbra vald
csokkenése. Az in vivo felvételek soran az ECoG és az extracelluléris elektrédokon is si-
keresen rogzitettiink helyi mezopotencidlokat, melyek az elvart, a betiltetési céltertiletnek
és az alkalmazott anesztézianak megfeleld lassi hullamu oszcillaciét mutattak, tovabba
az implantalt komponens egysejt aktivitasok detektdlasara is alkalmasnak bizonyult.

A szenzorrendszert prezentaltuk szeptember 7-10 kozott a EUROSENSORS 2014 konfe-
rencian az olaszorsagi Brescidban, valamint november 20-22 koézott a Magyar Idegsebészeti
tarsasag és a Magyar Neuroonkolégiai Térsasag Innovacio az Idegsebészetben cimii 2014.

évi Nemzeti Kongresszusan.
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7. fejezet
Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni  konzulensem, Marton Gergely &aldozatos és segitokész
munkajat, mellyel lehetové tette dolgozatom létrejottét. Koszonom Kiss Marcellnek a do-
kumentumszerkesztésében és lektoralasaban nyujtott segitségét. Koszonom tanszéki kon-
zulensem, Dr. Juhasz Laszlé segitségét a dolgozat elkészitésében. Szeretném megkoszonni
az MTA TTK MFA tisztatéri személyzetének és kutatéinak, Payer Karolynének, Nagy At-
tilanak, Csarnai Tibornak, Ferencz Janosnak, Lérincz Andrasnak, Hodovan Roébertnek,
Dr. Fiirjes Péternek, Dr. Pongracz Anitanak és Dr. Battistig Gédbornak a tamogatast.
Tovabba koszonom az MTA TTK KPI munkatarsainak, Fiath Richardnak, Kottra

Péternek és Dr. Ulbert Istvannak a segitséget az in vivo kisérletekhez.
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