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Kivonat

Tudomanyos didkkori dolgozatom témaja egy olyan szilicium-ritkaféldfém alapt nano-
rendszer megalkotasa és karakterizalasa volt, amelyen keresztiil képesek lehetiink idegszo-
vetben, in vivo, térben és id6ben szabalyozhatd hatéanyag leadési feladatok elvégzésére.

Munkam nagy részét egy olyan feliilet funkcionalizalasi eljaras megalkotéasa tette ki,
melynek elvégzése hatékonyan reprodukalhatd és egy stabil nanorendszerhez vezet. Ez
a rendszer egyik oldalrdl lantanoida maggal rendelkezé felkonvertéldé nanorészecskékbdl
(UCNP /upconversion nanoparticle), mig masik oldalrél egy flexibilis, platinum-iridium
mérépontokbol és szilikongumi szubsztratbol allo elektrofizioldgias mérésekre alkalmas
elektrodhalobol épiilt fel.

Az emlitett felkonvertald részecskék olyan specialis nanorendszerek, melyek multiré-
teges szerkezetiiknek és ritkaféldfém magjuknak koszonhetSen képesek a kisebb energidja
(nagyobb hullamhosszt) fényt lokalisan, nagyobb energiaju (kisebb hullamhossza) fénnyé
atalakitani, ez az energia pedig felhasznalhato jelen esetben fotolabilis (fényre bomld) ko-
tések hasitasara. Kombinalva ezeket az UCNP-ket az elektrodokkal, a kialakitott struk-
tara multimodalis jellemzdkkel bir. Az elektrod elvezetSpontjainak segitségével be tudja
tolteni eredeti szerepét, azaz elektrofiziologias méréseket végezhetiink vele az idegszovet-
ben, mig az UCNP-k kontrollaltan célba tudjak juttatni a mért teriiletek koézelében a
fényre lehasadé hatéanyagot.

A létrehozni kivant rendszer feliilete egymaéssal kovalens kotéseken keresztiil kapcsolo-
do rétegbdl allt 6ssze. ElGszor egy aminoszildn burkot hoztam létre a nanorészecskéken,
optimaélis aminopropil-trietoxiszilan (APTES) koncentraciok és reakcioidék alkalmazasa-
val. Ezt egy biciklononin-N-hidroxiszukcinimid (BCN-NHS) megnevezésii, specialis, lin-
ker vegyiilettel valo hidrolizacios 1épés kovette. A feliiletkezelt részecskéket, plazmézott,
majd azid csoportokkal modositott elektrokortikografias (ECoG) mikroelektrodokra ko-
tottem ki a BCN-NHS-en keresztiil. Végss 1épésként tetrazin alapu festékeket vittem fel a
felszinre, melyek rendelkeztek azzal a fotolabilis kotéssel, melynek abszorpcios (elnyelési)

hullamhossza egybe esett a részecskék altal felkonvertalt és emittéalt (kibocsatott) fény



hullamhosszaval. Ennek a modell hatoanyagnak a leszakadasaval (uncageing) tudtam a
rendszer megfelel6 miikodését tesztelni.

A feliilletmo6dositasi folyamat egyes 1épéseit kiilonbozs validélasi technikédknak vetet-
tem ala. Kontaktszog, Fourier transzformacios infravoros spektroszkopias (FTIR), péasz-
tazo elektronmikroszkopias (SEM), elektrokémiai impedancia spektroszkopias (EIS) és
UV /Vis spektroszkopias méréseket végeztem el ezekkel bizonyitva a felszini strukturalt-

sag létrejottét, illetve a hatéanyag leadés tényleges végbemenetelét.



Abstract

The topic of my Students’ Scientific Conference thesis was the design and characteri-
zation of a silicon - rare-earth element based nanosystem, through which we may be able
to perform in vivo, spatially and temporally controllable drug delivery tasks in neural
tissue.

A major part of my work has been the creation of a surface functionalization proce-
dure, that can be efficiently reproduced and leads to a stable nanosystem. This system
is composed of lanthanide-cored upconversion nanoparticles (UCNP) on one side and a
flexible electrophysiological electrode consisting of platinum-iridium recording sites and
a silicon rubber substrate on the other side.

These upconversion particles are specialized nanosystems that, thanks to their multi-
layer structure and rare-earth core, are able to convert lower energy (higher wavelength)
light photons locally into higher energy (lower wavelength) ones, which can be used to
cleave photolabile (light decomposable) bonds. By combining these UCNPs with the
electrodes, the resulting structure has multimodal characteristics. The electrode can per-
form its original role of carrying out electrophysiological measurements in the nerve tissue
by means of its conduction points, while the UCNPs can target the photolabile agent in
a controlled manner near the measured areas.

The surface of the system to be created was composed of layers interconnected by
covalent bonds. I first created an aminosilane shell on the nanoparticles using opti-
mal aminopropyltriethoxysilane (APTES) concentrations and reaction times. This was
followed by a hydrolysis step with a specific linker compound named bicyclononin-N-
hydroxysuccinimide (BCN-NHS). Via this BCN-NHS the surface-treated particles were
attached to electrocorticography (ECoG) microelectrodes, that were plasmonized and
then modified with azide groups beforehand. As a final step, tetrazine based dyes were
applied to the surface, which possessed the photolabile bond with the absorption wav-
elength coinciding with the wavelength of the light converted and emitted by the particles.

By uncaging this model drug, I was able to test the proper functioning of the system.



Each step of the surface modification process was subjected to different validation
techniques. Contact angle, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning
electron microscopy (SEM), electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and UV /Vis
spectroscopy measurements were performed to demonstrate the formation of surface pat-

terning and the actual progress of the drug deposition.



Roviditések jegyzéke

APTES - NPTES: (3-Aminopropyl)triethoxysilan - (3-Azidopropyl)triethoxysilan

/ (3-Aminopropil)trietoxiszilan - (3-Azidopropil)trietoxiszilan

BCN-NHS: (1R,8S,9s)-Bicyclo[6.1.0Jnon-4-yn-9-ylmethyl N-succinimid / biciklo

nonin-N-hidroxiszukcinimid
ECoG: Electrocorticography / Elektrokortikografia

EDS: Energy-dispersive X-ray spectroscopy / Energiadiszperziv réntgenspektrosz-
kopia

EIS: Electrochemical impedance spectroscopy / Elektrokémiai impedancia spekt-

roszkopia

FTIR: Fourier transform infrared spectroscopy / Fourier transzformacios infravoros

spektroszkopia
PDMS: Polydimethylsiloxane / Polidimetilsziloxan
SEM: Scanning electron microscopy / Pasztazo elektronmikroszkopia

UCNP: Upconversion nanoparticle / Felkonvertaloé nanorészecske



Tartalomjegyzék

Kivonat
Abstract
Roviditések jegyzéke

1. Bevezetés
1.1. A téma ismertetése . . . . . . . .

1.2. CeElkitlzés . . . . . . .

2. Irodalmi attekintés
2.1. Nanorészecskékrdl altalaban . . . . . . . ..o oL
2.2. A felkonvertalé nanorészecskék {6 tulajdonsagai . . . . . . . . ... ...
2.2.1. Struktaralis épitékévek . . . ..o oL
2.2.2. Fény felkonvertalds mechanizmusa . . . .. ... ... ... ....
2.3. Idegi jelek aktivitas vizsgédlatdnak alapjai . . . . .. .. ... ... ...
2.3.1. Elektrofiziologias mérésekrdl réviden . . . . . . . ..o

2.3.2. Az elektrodok tipusai és anyaguk ismertetése . . . . . ... .. ..

3. Kisérleti eszk6zok és mdédszerek
3.1. Felhasznalt nanorészecskék, vegyianyagok és eszkoézok . . . . . . . . ..
3.1.1. Az alkalmazott UCNP-k paraméterei . . . . . ... ... ... ...
3.1.2. Alkalmazott reagensek, oldészerek, eszkézok . . . . . . .. ... ..
3.2, Mérésimodszerek . . . . ..o
3.2.1. Elektrod feliileten létrejott vegyliletrétegek vizsgalata . . . . . . . .
3.2.2. SEM . . .
3.23. EIS . . . .
3.2.4. UV-Vis spektroszképia . . . . . . . ... .. ... ... ...

3.3. A modositasi folyamat 6sszefoglalédsa . . . . . . . ..o

11
11
12
12
14
14
14
15



4. Eredmények, értékelés

4.1. Kontaktszog mérés eredményei . . . . . .. ... ...
4.2. FTIR mérés eredményei . . . . . . .. .. .. ... ..
4.3. SEM képalkotéis eredményei . . . . . . .. .. ... ..
4.3.1. Agargélteszt . . . . ... .. ... ... ...
4.3.2. Részecske boritottsag vizsgalata . . . . . . . . ..
4.3.3. EDGS-el kiegészitett SEM . . . . .. ... ... ..
4.4. EISeredmények . . . . . .. .. ... L.

4.5. UV/Vis spektroszkopia - hatéanyag leadas eredményei
5. Osszefoglalas
Ko6szonetnyilvanitas

Felhasznalt irodalom

32
32
34
36
36
37
39
40
44

46

47

52



1. fejezet

Bevezetés

1.1. A téma ismertetése

Témém keretein beliil bepillantast nyerhettem az anyagtudomany, azon beliil is a nano-
részecskék és felkonvertalhato nanorészecskék (UCNP) alkalmazasanak vilagaba. Megis-
merkedhettem az idegszévetbe iiltethets flexibilis elektrod struktiarak mitkédésének elmé-
leti hatterével és gyakorlati felhasznalasaval. Ezen feliil olyan festékekkel foglalkozhattam
melyek gytrts felépitésiiknek koszonhetGen specialis fény elnyelési és kibocsatasi para-
méterekkel, valamint kiilonleges hasadasi tulajdonsagokkal rendelkeztek.

Munkam soran irodalomkutatason keresztiil segithettem a kutatdécsoportomat, a té-
ma jobb megértésében, illetve altalam tervezett kisérleteket hajthattam végre a fentebb

emlitett nanorészecske-elektrod-festék alrendszerek Gsszekapcsolasanak terén.

1.2. Célkitiizés

Tudoményos Didkkori dolgozatom célja, hogy egyik oldalrél nanorészecskékbdl és egy
festékbdl, mig maéasik oldalrol egy elektrodbol allo, ritkafoldfém, szilicium (részecske),
platinum-iridium, szilikongumi (elektrod) és Tetrazin-Kumarin-Rhodol (festék) alapu
rendszer feliiletét funkcionalizaljam, a modositasi 1épéseket optimalizaljam, illetve a fel-
vitt rétegeket karakterizaljam. Munkam soran megprobaltam megtalélni a legmegfelel6bb
koriilményeket, azaz az egyes lépésekhez tartozd vegyiiletek ideélis alkalmazési koncent-
raciojat, a reakciok idejét, oldoszerek tipusat (stb.).

A rendszer stabilitasat és miikodSképességét kiillonb6zE mérési modszerekkel probal-
tam meg validalni. Kontaktszog méréssel a felilet hidroféb jellegét vizsgéaltam, FTIR
modszer hasznalatédval a létrejott kovalens kotések infravoros elnyelését figyeltem meg,

pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételeket készitettem, illetve az igy kapott ada-



tokon képelemzést végeztem (szegmentécio, részecske szamlalas, boritottsag vizsgalat) a
rendszer morfologiai analiziséhez. Ezen feliil a részecskék, elektrod mérépontokra gyako-
rolt hatasat elemeztem EIS-el, illetve az UCNP-krdl leszakado festéket kisérs fény jelen-
séget UV /Vis spektroszkopiaval tanulmanyoztam.

Munkamat az alabbi, egymassal 0sszefliggs részfeladatokra tudtam osztani:

1. Szilikongumi alapt, flexibilis, micro ECoG elektrodok osszekotése SiOq (szilicium-

dioxid) nanorészecskékkel.

2. Felkonvertal6 nanorészecskék kotése PDMS modell, majd a micro ECoG-ok felszi-

nére is.
3. Feliileti strukturaltsdg vizsgalata kontaktszog és FTIR mérésekkel.

4. A rendszer morfologiai analizise, képelemzéses boritottsag elemzés és a stabilitis

megfigyelése SEM/EDS segitségével.

5. ECoG-ok elektrokémiai tulajdonsagainak, a részecske boritottsig mérépontok vi-

selkedésére tett hatasanak tanulményozasa.

6. Modell hatéanyag felvitele az UCNP-kre, hatoanyag leadas tanulmanyozasa fénnyel

torténd gerjesztés utan, UV /Vis spektroszkopiaval.

Projektem téavlati célja, hogy modell festékek helyett valodi hatéanyag molekuldkat
hasznaljak (pl.: hasado régioval ellatott neurotranszmittereket) melyekkel kombinalva,
majd in vivo idegszovetbe iiltetetve az UCNP bevont elektrodot, a hatéanyag leszakadé-
séval neuralis aktivitast/gatlast tudjak kivaltani. A létrehozott komplex , multimodalis
rendszer ezaltal Gjszert, egyszerre diagnosztikai és terapias utat is megnyithat az idegtu-

dosok szaméra.
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2. fejezet

Irodalmi Attekintés

2.1. Nanorészecskékrosl altalaban

Barmilyen eredetli részecskét melynek mérete egy és néhany szdz nanométer kozé és
esik, nanorészecskének tekintiink [1]. Anyaguk, formajuk és méretiik alapjan kiilonbo-
76 csoportokba sorolhatjuk ezeket a rendkiviil kis méret rendszereket. Lehetnek szerves
(organikus) eredetiiek, mint példaul a COVID elleni védekezéskor is hasznalt, lipid burok-
kal rendelkez6 nanorészecskék. Ezzel szemben a szervetlen (inorganikus) nanorészecske
osztalyok kozé példaul a fém, szén, keramia, polimer vagy a kvatumpont (quantumdot)
alapt nanorészecskék tartoznak [2].

Mindannyian egyediilall6 fizikai és kémiai tulajdonsigokkal rendelkeznek kis méretiik,
de nagy fajlagos feliiletiik miatt. Reaktivitasuk, stabilitasuk és optikai tulajdonsagaik a
méretiiktdl, illetve alakjuktol és szerkezetiiktsl (Osszetételiiktdl) is egyarant fiigg.

Specialis jellemzGiknek koszonhetGen mar régota szamos ipari és tudoméanyos alkalma-
zasban hasznalatosak, példaul az elektronikdban, az orvostudomanyban (képalkotas, mag-
neses hipertermia, antibakterialis hatas), a kornyezetvédelemben (vizek, levegs, termafold
tisztitasa) és az energetikaban is [3]. Szamomra az orvostudoményon (idegtudoméanyon)
beliil is legérdekesebb alkalmazasi teriilet a gydgyszerleadasra valo felhasznalasuk.

In vivo alkalmazés esetén, a nanorészecskék hosszi keringési idejiik és akar egyes
gyogyszerekkel szembeni rezisztenciajuk miatt, még szélesebb kérben hasznéalhatok hor-
dozoként egy hatdanyag vagy orokitGanyag szallito rendszerben [4].

Természetesen az ilyen tipusti rendszereknek is vannak bizonyos kihivésai, példaul a

nanorészecskék gyartasa, tarolasa és szallitasa is nehézségekbe titkozhet.
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2.2. A felkonvertal6é nanorészecskék f6 tulajdonsagai

A fentebb emlitett fémes nanoanyagokon beliil, még kiilonlegesebbek a dolgozatom té-
majaként szolgald felkonvertalo nanorészecskék. Ezek a lantanoida elemeken (illetve itt-
riumon) alapuld, multiréteges strukturak f6 tulajdonsaga, hogy képesek kisebb energia-
ju fotonokat elnyelni, azokat lokalisan nagyobb energiajuva atalakitani, majd emittalni.
Lézerek, napelemek, analitikai szenzorok, optikai képalkoto eszkozok és fotodinamikus
terapia esetén is mar hatékonyan tudjak ket alkalmazni.

F6 elényiik egyéb nanoanyagokkal szemben az, hogy kozeli infravoros (near infrared /-
NIR) besugarzas utan képesek lathato fényt kibocsatani. A NIR fotonok autofluoreszcen-
cidja alacsonyabb, kevésbé szorodnak és a szoveteket is mélyebben athatoljak, mikézben
citotoxicitasuk alacsonyabb mint a lathato (Vis) és ultraibolya (UV) fényé.

Gyartasuk (szintézisiik) harom f6 modszerrel torténhet: termikus dekompozicio, hid-
ro/solvotermikus szintézis és mikroemulzi6 alapu szintézis [5].

Munkam soran a fentebb emlitett felkonvertalasi mechanizmust fogom tudni kiaknéz-
ni, azaz a nagyobb energiaju fotonokat felhasznélni arra, hogy egy tgynevezett fotolabilis
linker région keresztiil a felszinre kotott hatoanyagot hasitsak le (szabaditsak fel) a na-

norészecskékrol.

2.2.1. Strukturalis épitékovek

Az aldbbiakban szeretném kifejteni, hogy az emlitett részecskék milyen rétegekkel és

ezéltal milyen funkciokkal rendelkeznek.

Erzékenyitett ion Elnyeli a beérkezs, gerjeszts, kozeli infravoros (NIR) tartomanyt,
azaz 780-2500 nm-es hullamhosszu fényt.

Ez a komponens csak egy 4f gerjesztett energiaallapotot (elektronpalyat) tart fent,
mely a vele szomszédos aktivator ion kiils§ héjan 1évs, f-f energia atmeneteivel fedésben
van. Az abszorpcidkor keletkezs fényenergia az alapallapotba valo visszatéréskor transz-
portalhat6 a két komponens f pélyai kozt.

A legnagyobb abszorpciés keresztmetszettel rendelkezs elemek az Itterbium (Yb3")
és a Neodimium (Nd3"). MegfelelS racsba (matrixba) {iltetve Sket, szinte a teljes energiat

at tudjak adni az aktiviator ionnak.

Aktivator ion Az ultraibolya és a lathato tartomanyt (200-380 nm és 380-780 nm-es

hullamhosszti) nagyobb energiaju fény kibocsatéasaért felelgs. Ez maga a lumineszcens
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centrum.

Az érzékenyitett ion alapéallapotba vald visszatérésekor a keletkez6 energia atkeriil és
megoszlik az aktivator ion f-f energiaszintjei kozt. Mikor ezek is alapallapotba térnek
vissza UV /lathato tartomanyt fotonok lépnek ki a rendszerbdl.

Attol fiiggden milyen kibocsatandd hullamhosszra van sziikségiink legtébbszor Erbiu-
mot (Er®") vagy Tuliumot (Th3") érdemes hasznalni, mivel ezeknek az f energiaszintjei
sokaig képesek fennmaradni. Elgbbi elem UCNP rétegszerkezetbe agyazasaval zold (550
nm), utobbival pedig kék (450 nm) fényt lehet emittaltatni.

Matrix Stabil kristalyszerkezetet biztosit a bedgyazd6dd ionok szaméra, melyek igy
megfelel kortilmények kozt tudnak aktivalodni. Legtobb esetben NaYFy-et (natrium-
ittrium-fluoridot) hasznalnak matrixként, mivel magas a kémiai stabilitdsa és alacsony a

fotonenergiaja. [6]

Bevonat Altalanosan a biokompatibilitds javitasa és a felszini funkcionalizalas meg-
konnyitése (vagy akar hatoanyag molekulédk betoltése/felkotése) érdekében célszert a rit-
kafoldfém mag-matrixot egy (sok esetben nanopoérusos) szilika réteggel is bevonni.
Mivel a UCNP-k alkalmazasakor legtobbszor az el6bb emlitett okokbdl egy szilicium-
dioxid kiils6 bevonatra is sziikség van, ezért az elSkisérleteimben felhasznaltam olyan
részecskéket is melyeknek igaz lantanoida magja még nem volt, de felsziniik SiO2-bol
allt. Ezen részecskék feliilete tehat tokéletesen modellezte az UCNP-k kiils§ rétegének
tulajdonsagait, viszont alkalmazasuk koltséghatékonyabb és egyszertibben beszerezhetds-

ek, ami a kisérletek kezdeti stadiuméban igen fontos szempont volt.

(a) Sematikus rétegszerkezet (b) Mag-héj szerkezet SEM képe

2.1. Abra UCNP-k felépitése
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2.2.2. Fény felkonvertalas mechanizmusa

Az felkonvertald nanorészecskék fluoreszcencia mechanizmusa a kétfoton vagy multifoton
folyamat elvén alapul.

A rétegek bemutatasakor emlitettek szerint, +3-as oxidécios allapotban, bizonyos lan-
tanoida ionok 4f elektron konfiguraciéval birnak. Ezek a 4f palyak komplex strukturajiaak
igy tobb, hasonlé energiajia gerjesztett allapotot tesznek lehet&vé melyek jellemzGen f-f
adtmeneteket mutatnak gerjesztést kovetGen. A fentebb leirt NaYF, kristaly maétrixba
Adgyazva a gerjesztett allapotok energidi tovabb osztédnak és mégtobb egyméshoz kozeli
energiaszintet hoznak létre.

Az érzékenyitett és az aktivator ion energiadtadasdnak miikddési mechanizmusa, hé-
rom, egymaéassal szorosan kacsolodo folyamatbol 4ll. Ezek sorban a gerjesztett allapotu
abszorpcio (ESA), az energiadtadasi felkonverzio (ETU) és a foton lavina (PA). A me-

chanizmust sematikusan a 2.2-es abra demonstralja. [6]

2.2. abra A felkonvertalas mechanizmusanak szemléltetése |7].

2.3. Idegi jelek aktivitas vizsgalatanak alapjai

2.3.1. Elektrofiziologias mérésekrdl roviden

Az elektrofiziologiai mérések alapja az, hogy az ideg, izom, illetve egyéb mas sejtek mii-
kodéstik kozben elektromos aktivitassal rendelkeznek és az ilyenkor generalt jelet (akcios
potencialt) képesek vagyunk elektrodokkal lemérni.

Az idegsejteket (axonjaikat) hatérol6 membran elektromosan polarizalt, azaz a sejt
belseje és kiils6 kornyezete kiilonboz6 toltéssel (potenciallal) rendelkezik. Aktivalodasuk-

kor az elektromos potencial a membran két oldala kézt megvaltozik a kinyil6é ioncsator-

14



naknak koszonhetSen és az igy kialakuld elektromos jel hullamszerten végigterjedhet az
idegrostokon.

Az elektrofiziologiai mérések sorédn az elektrodok a test felszinére vagy az alé, az
érzékelendd teriiletre vannak helyezve és az el6bb leirt elektromos potencialkiilonbséget
detektalva rogzitik az aktivitast. Az elektromos jelek feldolgozasa soran analoghbol digité-
lissé konvertaljuk a jelet, illetve legtobb esetben az értelmezhetdséghez kedvéért erdsitésre
is sziikség van, mivel az eredeti jel amplitidoja kicsi.

Az elektrofizioldgiai mérések segitségével fontos informaciokat szerezhetiink az ideg-
rendszer (pl. epilepszias rohamok), az izomzat (pl. neuromuszkularis funkciok) és a sziv

(pl. ritmuszavarok) mikodésérdl.

2.3.2. Az elektrédok tipusai és anyaguk ismertetése

2.3. abra Invaziv és non-invaziv modszerek szemléltetése [§]

Neuralis aktivitds vizsgilata esetén az idegszévetbe valé beavatkozas szerint kétféle
elvezetés tipusrdl beszélhetiink. Els6k a non-invaziv moédszerek melyek az agyi struk-
taraltsagot nem befolyasoljak, azaz a koponyan kiviilre helyeziink fel elektrédokat vagy
nem helyeziink fel egyaltalan kiils§ eszkozt. ElSbbi modszerre példa az EEG (elektro-
enkefalografia) és a MEG (magnetoenkefalografia), utobbira pedig az fMRI (funkcionalis
mégneses rezonanciavizsgalat) és a CT (komputertomografia). Ezekkel a modszerek-
kel egyszertibben, (olcsobban,) és fajdalom mentesen lehet a jeleket felvenni jo idébeli
felbontassal, viszont, mivel a felvételt relative messze készitjiik el a tényleges neuralis
aktivitdstol, igy sok idegsejt jele adddik Gssze igy a térbeli felbontasunk rosszabb lesz.

Miésodik csoportba tartoznak az invaziv elektrod tipusok, melyekkel a kdzponti és a
periférias idegrendszerbdl is egyarant kinyerhetiink informéaciokat. A cortex folé (epi/-
szubduralisan is) vagy a felszin al4, illetve a gerincvels kozelébe helyezhetjiik el 6ket. Az

ECoG-ok tartoznak az els§, az intracortikélis és mélyagyi elektrodok a masodik, mig a
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gerincveldi elektrodok (Spinal electrograms/SEG) az utolsod kategoridba. Ilyen esetben
az elektrodok elhelyezése sokkal bonyolultabb, hiszen meg kell nyitni a koponyat/gerinc-
oszlopot hozzé, viszont igy fizikailag kozelebb keriilhetiink az idegsejtekhez és az akcids
potencialok detektalasa térben sokkal nagyobb felbontéasu lesz.

En alapvetGen az invaziv modszerekkel, azon beliil is az elektrokortikografias elekt-
rodokkal foglalkoztam a munkam soran. Ezen tipus szubsztrat és elvezetd pontjainak

tulajdonsagairol lesz szd réviden a fejezet kovetkezs részében.

Flexibilis szubsztrat alapa (ECoG) elektrédok

PDMS szubstrat: Ez az anyag egy szerves polimer, amely a sziloxanok csaladjaba
tartozik, azaz sziliciumbél, oxigénbdl és alkdn csoportokbol épiil fel. Tébb szempontbol
is ideélis tulajdonsidgokkal rendelkezik. Magas az elaszticitasa ezaltal az agyi felszinre
kénnyen felhelyezhets, raforméalhatd, e mellett hossza tavon ellenallo is, igy beiiltetve
nehezen korrodalodik, illetve biokompatibilitasa is megfelels. Ezen felil atlatszé mivolta

miatt mikroszkopos vizsgalatnal atvilagithato.

Elvezets pontok: Munkim soréan a Cor'Tec-Neuro GmbH véllalat portfoliojabol a Mic-
ro 8 Hexagonal Grid tipusi elektroddal dolgoztam. Az eszkoz 8 darab platina-iridium
alapu elvezets ponttal (recording site) rendelkezik, azaz tobb csatornas elektrodrol be-
szélink. Ez a Pt/Ir 6tvozet kivalo elektrokémiai és mechanikai tulajdonsagokkal bir.
Kicsi az impedanciaja, de nagy a toltésatviteli kapacitasa és elektrokémiailag igen stabil.
Ezen feliil iridiumtartalma nagymértékben javitja a mechanikai stabilitasat, ellenall a

hajlitdsokkal szemben és magas a mikrostimulacios teljesitménye is.

(a) A PDMS szubsztrat atomi
struktaraja [9] (b) CorTec micro ECoG elektrod kiilseje, dimenzioi

2.4. abra Felhasznélt ECoG tulajdonsagai
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3. fejezet

Kisérlet1 eszkozok és modszerek

3.1. Felhasznalt nanorészecskék, vegyianyagok és eszkozok

3.1.1. Az alkalmazott UCNP-k paraméterei

Abszorpcios hullamhossz (nm) 980
Emisszi6s hullamhossz (nm) 450
Mag NaYF4:Yb/Er
Hej NaYF,
Bevonat nem porusos szilika (Si02)
Méret (nm) 30

3.1. tablazat A kutatocsoportom altal kijelolt lantanoida alapat UCNP tulajdonsagai

Ahogyan az a 3.1-es tablazatbol is kiolvashato, az UCNP-k érzékenyits ionja az Itter-
bium, mig aktivator ionjuk az Erbium. Ezek a ritkafoldfémek NaYF, matrixba vannak
agyazva és kiviilr6l mezopoérusokkal nem rendelkezd SiOq-al vannak bevonva. A részecs-
kék névleges atmérdje 30 nm (a SEM felvételeken a késbbi fejezetekben lathato, hogy
ez csak az atlagos méret). Az abszorpcids hullamhosszbol latszik, hogy a felkonverté-
16 részecskéket kozeli infravoros fénnyel lehet majd gerjeszteni, illetve emisszidjuk 450
nanométeres kék hullamhossz tartoményt fedi le. A részecskéket az ENLIPSIUM PTE.

LTD. portfoliojabol valasztottuk ki és vasaroltuk meg.
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3.1.2. Alkalmazott reagensek, oldoészerek, eszk6zok

e SYLGARD®) 184 Poli(dimetilsziloxan) / PDMS (Sigma Aldrich)

e APTES / (3-Aminopropil)trietoxiszilan (Sigma Aldrich)

o NPTES / (3-Azidopropil)trietoxiszilan (MKH TTK)

e BCN-NHS / biciklononin-N-hidroxiszukecinimid észter (Sigma Aldrich)
e TEA / Trietilamin (MKH TTK)

e Modell festék - TetKumPL-Rhod (MKH TTK)

e Agar por (Sigma Aldrich)

e EtOH / Etanol (Sigma Aldrich)
e DMSO / Dimetil-szulfoxid (Sigma Aldrich)

e PBS / Foszfat pufferelt sooldat (Sigma Aldrich)

e Diener Pico nagynyomésd plazma rendszer
e glove box, centrifuga, razaté (vortex), ultrahang kad

e automata pipettak, Eppendorfok, tik, fecskendGk

3.2. Meérési modszerek

3.2.1. Elektrod feliileten létrejott vegyiiletrétegek vizsgalata

Kontaktszog: A kontaktszog (érintkezési szog) azaz 6, a szilard anyag folyadék alta-
li nedvesitésének mennyiségi mértéke. Geometriailag azt a szoget jelenti, amelyet egy
folyadék alkot a gaz és a szilard anyaggal valo taldlkozasdnak haromfazisu hataran [10].

Jelen esetben statikus érintkezési szogeket mértem, azaz a csepp (desztillalt viz) a mo-
dositott feliileten iilt, és a haromfézist hatar nem mozdult el alatta. A statikus érintkezési
szogeket a hordozo feliilet szabadenergidjanak (azaz a szilard anyag feliileti fesziiltségé-
nek) meghatarozasara is hasznalhatjuk. A statikus érintkezési szog a nedvesithetGség

gyors, egyszer(, mennyiségi mérését teszi lehetévé [11].
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3.1. abra Theta szog szemléltetése a harom fazis taldlkozasanak hataran [12]

A PDMS felszin elGkészitése sordn a kontaktszdg hasznos kvalitativ visszajelzést ad
arr6l, hogy a minta modositéasa, hogyan befolyasolja annak hidrofilitasat, azaz a vizsgalt
funkcids csoport feltehetSen a felszinre keriilt e.

Ahogyan azt korabban emlitettem plazméazas segitségével OH (hidroxil) csoportokat
tudunk a kivalasztott modell elektrod feliiletre juttatni, majd ezen keresztiil kothetGek
fel az alkoxszilan molekulak, a BCN-NHS és végiil a modositott nanorészecskék.

A mérés soran a felsziniik hasonlosaghol adédodan és a koltséghatékonysag miatt fe-
lilletkezelt PDMS modellfeliileteket hasznaltam az ECoG-ok helyett és az el6bb emlitett

harom vegytilet nedvesithet&ségre gyakorolt hataséit vizsgaltam rajtuk.

3.2. dbra A kontaktszdg mérés soran hasznalt berendezés

A mérés menete négy 6 lépésre osztva, a kovetkezdképpen zajlott:
1. A vizsgélni kivant feliiletet, modositott oldaléval felfelé a targylemezre helyeztem.

2. Egy mikroliteres pontossagtt Hamilton fecskend6be desztillalt vizet szivtam fel,
majd feliiletre cseppentettem vele 1 ul-t és a kamera szempontjabol megfelel ma-

gassagra allitottam a targylemezt.

3. Egy nagy teljesitményi lampa segitségével atvilagitottam a feliileten és a cseppen,

majd az atellenes oldalon elhelyezkedd kameréval képet készitettem roluk.

19



4. Az elkésziilt felvételt az ImagelJ szoftver, illetve annak Contact Angle plugin-javal

elemeztem.

FTIR: Infravoros fénnyel megvilagitva egy adott mintat, a sugarzas nagyobb részét az
atengedi, mig egy kisebb részét elnyeli. Egy interferométerrel detektéilva a referencia és a
vizsgalt anyag sugarzésa altal alkotott interferencia mintat egy interferogramot kapunk.
Ez az interferogram a minta molekularis ,,ujjlenyomatat” reprezentalja, ami alapvet&en
egy spektrum ahol az abszorpcids cstcsok az egyes kdtésekben 16vE atomok vibraciéjanak
eredményeként jelennek meg. TObb minta esetében a frekvencia fiiggvényében &brazolt
spektrumok Osszehasonlitasaval és referenciaadatokkal torténé egyeztetéssel azonositha-
tok a mintdkban 1év kotés mintazatok ezaltal a funkcionélis csoportok.

Az FTIR spektroszkopia a hagyomanyos diszperzids spektroszkopiéval szemben Fourier-
transzforméciot is alkalmaz, ami azt jelenti, hogy a rogzitett spektrumot Fourier - transz-
formacioval atalakitja az idGtartomanybdl a frekvenciatartomanyba, ezzel nagyobb érzé-
kenységet és jobb spektralis felbontést eredményezve [13].

A FTIR méréseket egy Bruker TENSOR II tipusa spektrométer és az ehhez kapcso-

16d6 OPUS programcsomaggal a kdvetkezGképpen végeztem:

1. A spektrométerben talalhato MCT (mercury cadmium telluride) detektor miikodé-

séhez a rendszert folyékony nitrogén segitségével kriogenikusan lehtitottem.

2. A gyengitett teljes reflexios (ATR/Attenuated Total Reflectance) szenzor kristély
folé helyeztem a hattérként hasznalt mintat és a program segitségével felvettem

annak spektrumat.

3. A héatteret kicseréltem a mérendd mintara és felvettem annak spektralis ujjlenyo-

matéat is.

4. A szoftver segitségével, ha sziikség volt ra korrigaltam a spektrumokat, majd kiér-

tékeltem a kapott eredményeket.

3.2.2. SEM

SEM képalkotas esetén, tgy készithetjiik el a felvételt az adott mintarol, hogy a feliiletét
egy alacsony energiaju (altalaban 1-40 kiloelektronvoltos (keV)) elektronsugérral pasztéz-
zuk végig raszteres mintazatban. A fénymikroszkopokkal ellentétben a felbontas ennél a
technikanal nem fligg a fény hullamhosszatol, illetve az objektiv lencse numerikus aperti-

rajatol (osszesitve a diffrakcios hatartol), igy akar nanométeres felbontast is biztosithat.
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A miszer vakuumban &llitja el6 az els6dleges elektronsugarat, amely képes a mintat leta-
pogatni. Amikor az elektronok nekiiitkoznek a minta egyes pontjainak, a vissszapattano
jel iranya megvaltozik is ezt a valtozéast vagyunk képesek detektalni és ezaltal a képet 1ét-
rehozni [14]. A hagyoméanyos elektronmikroszkopok esetében a mintékat vizsgélat elstt
dehidratalni kell, illetve egy szén szalagra felragasztani a megfelel§ toltéseloszlas miatt.

A SEM felvételek lebonyolitasaban a WIGNER Fizikai Kutatokézpont, Szilardtestfi-
zikai és Optikai Intézet munkatérsai voltak segitségemre. A képeket egy TESCAN MIRA
3 tipusu eszkozzel készitettiik el.

A mintakat a vikuumkamréban val6 elhelyezése utdn 4-100-ezerszeres nagyitasban
vizsgaltuk (a munkatévolsag és a detektortipus is valtozott egyes esetekben). A gyorsi-
tasi fesziiltséget 1-12 keV kozott valtoztattuk attol fiiggden, hogy a szubsztratot vagy a

mérépontokat vizsgaltuk.

EDS: Az EDS-elemzés (energiadiszperziv rontgenspektroszkopia) hatékony technika a
mikro-nanoméretd rendszerek kémiai anyagosszetételének vizsgalatara. SEM-el kombi-
nélva az EDS a minta elektronsugarral torténé péasztazasakor kibocsatott rontgensugér-
zésbol nyer az Osszetételre vonatkozé informaciokat.

A SEM képalkotaskor masodlagos elektronok keletkeznek, a kolesénhatésba 16p6 (pasz-
tazott) atom ionizalodik, majd a kiils6 héjra felugrott elektron visszatér a gerjesztés el6tti
alapallapotba. Az energia megmaradasanak torvénye szerint ekkor egy foton emittalodik,
amely kvantalt allapotid és a bekovetkezett héjatmenetre jellemzs. Megmérve a kibocsa-
tott foton energidjat kovetkeztethetiink az egyes elemekre jellemz§ energiadtmenetre.

Elég nagy gyorsitofesziiltéget (>10keV) alkalmazva gyakorlatilag a periodusos rend-
szer Osszes eleme detektalhato. Az EDS altal szolgéltatott adatokat a folyamat/minGség-
ellendérzésben, a hibaelemzésben vagy az alapkutatésban is fel lehet hasznalni. Felismer-
het6ek vele az egyes nemkivanatos szennyezGanyagok és e szerint moédosithato a vizsgélt

feliilet elkdkezelésének paraméterei [15].

3.2.3. EIS

Az elektrokémiai impedancia spektroszkopias mérések alapelve az, hogy egy adott rend-
szerre kapcsolt kis amplitudoju valtakozo fesziiltség vagy aram (altalaban periodikus pl.:
szinuszhullamok szuperpozicidja) megvaltozasabol, azaz a rendszer bemeneti jelre adott
valaszabol kovetkeztethetiink a rendszer miikodésésre, felépitésére. A kis amplitudos,
perturbalé hullam, mely a rendszert kimozditja a nyugalmi potencialjabol, ezen feliil

biztositja a rendszer bemenet és kimenete kozti linearis kapcsolatot is. AC (alternating
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current /valtoaram) jelet kapcsolva a rendszerre, megvizsgélhatjuk annak amplitudo, fazis
karakterisztikdjat, ebbdl pedig modellt épithetiink, mely az egyes identifikalt, klasszikus
strukturalis épitSelemek (ellenallas, kondenzator, induktivitas) és néhany specialis elekt-
rokémiai épitGelem (Warburg difftzios-, konstans fazisu épitSelem) kombinaciojaként all
Ossze. Az épitGelemek megkeresése utan a modellre ezutdn matematikai modellt is il-
leszthetiink és a megfelel§ kezdeti paraméterek ismeretében szimulalhatjuk a struktira
miikodését [16].

EIS mérések esetén bevett modszer egy potenciosztat altal vezérelt, harom elektro-
dos elrendezés hasznélata. A mérends munkaelektrod (jelen esetben ezek lesznek maguk
az ECoG elvezets pontjai) és az ellenelektrod (sok esetben platina szél) altal alkotott
aramkorre kapcsolt fesziiltség hatasara toltésvandorlas indul el a két elektrod kozt, mely-
nek mértékét egy harmadik allando6 potencidlon tartott referencia elektroda (altalaban ez
Ag/AgCl elektrodot jelent) segitségével regisztralhatjuk. Az aramerdsség, azaz a mozgo
toltéshordozok szama az elektrodak (féként a munkaelektroda) feliiletétsl fiigg, tehat az
aram mérésébdl azok felszini réteg strukturaltsagéara is kovetkeztethetiink. [17]

A mérés soran kapott eredmény elemzésének egyik modszere, hogy megkeressiik a
vizsgalt rendszer idealis aramkori elemekbd] (ellenéllas, kapacitas) 4llo, helyettesits képét,
azaz modellt illesztiink. Egyszertisége mégis legtobb esetben megfelel§ pontossédga miatt
a legnépszeriibb a modell Randles, melynek helyettesité képét harom f6 komponens épiti
fel.

Az Rg a fiziologiai kérnyezet (s6 oldat/solvent) soros ellenallasat (spreading resis-
tance) reprezentalja és az elektrolit tulajdonségai (pl.: fajlagos toltésszallito képessége,
koncentracioja, hdmeérséklete) illetve az elektrokémiai cella geometriai paraméterei (pl.:
elektrodok téavolsaga, felilletiik mérete) hatarozzak meg.

Ret a toltésatviteli (charge transfer) ellenallas. Mikor a cellara fesziiltséget kapcsolunk
az eredeti nyugalmi helyzetbdl kimozditjuk, oxidacios-redukciés folyamatokat inditunk
be, ezaltal pedig toltésatlépéseket idéziink el az elektrodfeliilet és az elektrolit kozott.
Az elektrolitban taldlhato6 ionok bediffundalnak a fém elektrod belsejébe, és a fémionok az
elektrolitba keriilnek vissza. Rt ezen toltés atlépést megakadélyozni probélod erét jelenti,
mely példéul a hémérséklettsl, az aramsiirtségtsl és a cserélddd elektronok szamatol is
fligg.

Elektrolitba meritve egy adott elektrodot a két feliilet kozott, a toltés szétvalasztodas
miatt elektromos kettds réteg (double layer) alakul ki. Klasszikus esetben, ha csak ez a

polarizéci6 valosul meg (azaz az el6bb emlitett toltésatadas mechanizmus nincs) akkor a
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rendszert a Gouy — Chapman modellel irhatjuk le a legjobban. A modell szerint a Cgj-el
jelolt kettss réteg kapacitédst a Helmholtz sikok altal okozott kapacités, illetve a Gouy
— Chapman difftziés réteg kapacitasanak osszegeként szamolhatjuk. Cgq fiigg példaul
az elektrod feliillet méretétdl, a rakapcsolt fesziiltségtol, a hémérséklettsl és a Helmoltz
rétegek tavolsagatol. A Randles modellben ez az elem Rei-vel parhuzamosan kapcsolva
jelenik meg. [18]

A modellt alacsonyabb méréfrekvencidk esetén az tgynevezett Warburg impedanci-
aval (W) is ki szokték egésziteni (Rc¢-vel sorosan kotve), mig az elektrodok feliiletének
inhimogenitasabol ad6dé hibédk miatt, a még precizebb szamitésok kivitelezéséhez egy a
konstans fazist elemet (CPE) is szokas a kett&s réteg kapacitas helyett felvenni a modellbe

[19].

(a) Az EIS-mérésekhez hasznalt harom kompartmentumos elektrokémiai cella sematikus lépe.
Mikro ECoG mérépontok mint munka elektroda, Platina szal ellen elektrod, Eziist /Eziist-Klorid
(Ag/AgCL) referencia elektrod, foszfat bufferelt sdoldatban [18]

Cdl

Rs

Rect

(b) A mérési cella Randles féle, egyszertsitett, ekvivalens aramkori helyettsitSképe. Cgj-el jelolve
a kettds réteg kapacitas, Rei-vel a toltésatviteli (charge transfer) ellenallas, Ry pedig a fiziologiai

kornyezet soros ellenallasa.

3.3. abra EIS mérési elrendezés és aramkori helyettesits kép
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Az EIS-mérések frekvenciatartoményat az idegtudomanyban altalanosan alkalmazott
1 és 10000 Hz kozotti intervallura szoktak bedlltani. Ez azért praktikus igy, mivel az
egyes neuronok (illetve azok csoportjai) ezen a tartomanyon adnak mérhetd jelet (tii-
zelnek). A lassa szinaptikus potencidlokra vonatkozo informaciokat tartalmazo lokalis
mezbpotencial jelek 1-1000 Hz kozott mozognak, mig az egy és tobb neuron egységes
aktivitast (single/multiunit activity) jellemz&en magasabb, 1000 Hz és 10 kHz kozotti
frekvenciakon regisztralhatjuk [18].

Az EIS mérésekhez kapcsolédoan egyelére a modell épitést és illesztést még nem valo-
sitottam meg, csak az amplitudé és faziseltolas gorbék egyméshoz viszonyitott lefutasat
vizsgaltam a nanorészecskés modositas elGtt és utan. A mélyebb EIS analizis soran a
kezdeti paraméterek megismerését kovetGen szeretném a megfelel§ Randels modellt elké-

sziteni és a kés6bbi mintasorok mérését mar ennek megfelelen alakitani.

EIS mérérendszer Az EIS elemzéseket egy Gamry Reference 600+ mérérendszer se-
gitségével végeztem, ami egy nagy teljesitményt, potenciosztat/galvanosztat, amelyet
gyors, kisdrami mérésekre fejlesztettek ki. A Gamry hasznélataval ECoG-ok mér&pontja-
inak impedanciai csak egyesével, de nagy pontossaggal voltak mérhetSk. A mérérendszer

képe az alabbi 3.4-es abran taladlhato meg.

(a) Gamry Reference 600+ potenciosztat
[20] (b) Mérési elrendezés a Faraday kalitkan beliil

3.4. abra EIS mérési elrendezések
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Referencia elektrodként egy flexibilis csatlakozoju eziist /eziist-kloridbol késziilt elekt-
rodot (Ag / AgCl, Bioanalytical Systems, Inc.), mig ellen elektrodként egy platina szalat
hasznéltam. Az adatokat a Gamry Framework-ben vettem fel, mig elemzésiiket a Gamry
Echem Analyst 2-ben végeztem.

A munka-, referencia- és ellen elektrod rendszer egy 0,01 Mol koncentracidoju PBS-
ben (foszfat bufferelt sooldat) dzott mérés kozben. Ez az oldat toltotte be az elektrolit
szerepét.

A mérést minden esetben egy Faraday kalitkdban végeztem el. Mérések el6tt etanollal
lemostam az ECoG-okat ,majd ez utan csatlakoztattam 6ket a Gamry-hez. A 3.3/a
és 3.4/b abran is lathat6 modon a platina szalat, az Ag/AgCl elektrodot és az ECoG
egy mérépontjabol kivezetett réz kabelt kellett a Gamry megfelels szint (munkaelektrod
kék-+zold, referencia elektrod fehér, ellen elektrod piros) csatlakozoihoz illeszteni és csak

utana az elektrolitba helyezni a rendszert.

3.2.4. UV-Vis spektroszkopia

A hasznalt modell festékeket, illetve altaldnosan az uncaging jelenséget, szintén egy spekt-
roszkopias eljarassal vizsgéltam. Ebben az esetben az UV-lathato tartomanyt fénnyel

val6 gerjesztés, majd emittalas paramétereire voltam kivancsi.

3.5. abra A modell festék leszakadéasanak sematikus mechanizmusa. (1) UCNP-k, (2)
elektrod felszin, (6) az UCNP-ket és elektrodot osszekoté BCN-NHS linker vegyiilet, (7-
8) hasado festék TetKum és Rhodol alegysége, (9) festék hasadast eldidézs, gerjesztd

fotonok (a jelolések a kovetkezo alfejezet 3.6-os abréajaval korrelalnak)

A modell hatoanyag leszakadas folyamatanak (ezt nevezziik uncaging jelenségnek)
vizsgalatat az MKH TTK Szerves Kémiai Intézetében, Bojtar Marton tudoméanyos mun-
katars segitségével végeztem. Egy nagy teljesitményt (4 wattos), 450 nanométeres, kék
fényt kibocsato, specidlis LED sort és egy Jasco FP-8300 spektroflourométert (abszor-
bancia), illetve egy Jasco V-750 spektrofotométert (emisszio) hasznaltunk fel.

Az uncaging mérés menete a kévetkezs volt:
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. A TetKumPL-Rhod festett nanorészecskét tartalmazé mintaoldatot, lecentrifugal-
tuk és rediszpergaltuk 2ml etanolban, majd az igy kapott mar homogén oldatot egy

iiveg kiivettaba helyeztiik 4t.

. A spektrofotométerrel felvettiik az oldat abszorbancia spektrumat a 200-800nm-es
tartomanyon, illetve a spektrofluorométerrel az emisszids spektrumat is megmértiik

515nm-es gerjesztéssel.
.30, 60 és 90 méasodpercig bevilagitottuk a LED 450 nm-es kék fényével a kiivettat.

. A besugarzast kovetGen a spektrofluorométerrel ismét 515nm-en gerjesztve, djra

felvettiik az emisszios spektrumot és analizaltuk a bekdvetkezett valtozasokat.
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3.3. A modositasi folyamat osszefoglalasa

3.6. abra A teljes feliileti modositéas 1épései

A létrehozni kivant rendszer szintézise, két egyméssal parhuzamosan végezhets eljaras,
azaz a (modell) elektrod feliilet és a nanorészecske modositasanak megkezdésével indult.
Az egyes felszineket és fontos vegyiileteket a 3.6-os dbran piros szamok jelolik.

Elgszor a ECoG szubsztratjanak (és modellként a PDMS) feliiletére (2) vittem fel a
kezd6 réteget. Jelen esetben ez hidroxil csoportok (3) felszini immobilizalasat jelentette,
amellyel a megfelel§ hidrofilitast is el tudtam érni. Kiilonbo6z8 oxigén-plazmazési para-
méterek beallitasaval valositottam ezt meg. A nanorészecske felszine eleve rendelkezett
ezekkel az OH csoportokkal, igy annak plazméazasara nem volt sziikség.

A masodik lépést az elektrod és a nanorészecske (1) esetében is egy-egy szilan vegyiilet
felszini polimerizalodasa jelentette. A modellfelszinen azid funkcios csoporttal rendelkezd
NPTES (4), mig a nanorészecske esetén amin csoporttal bir6 APTES-t (5) alkalmaztam.

Ezen két szilan funkcios csoportot, ezaltal a modell elektrodot és a nanorészecskéket,
a BCN-NHS vegyiilet (6) tudta dsszekapcsolni, két eltérd funkcioju oldallancaval. BCN
oldala (6b) az azid csoporttal, mig az NHS észter oldala (6a) az amin csoporttal reagalt.

Az utolso felkotésre keriils vegytilet a specialis TetKumPL-Rhod festék (7-8) volt.
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Azok a BCN-NHS-ek melyek az elektroddal atellenes oldalon helyezkedtek el a nanoré-
szecskén (azaz nem reagaltak el az elektrod feliilet azid csoportjaival), azoknak a tetra-
zinnal reagalni képes felén még maradtak szabad kdétShelyek, igy a BCN gytrt harmas
kotésén keresztiil képesek volt kapcsolodni a festék. A festék specidlis (gytirids) szerke-
zete miatt kizarolag a részecskéhez (BCN-hez) képes rogziilni, illetve csak a megfelels
hullamhossza fénnyel vald gerjesztést kovetGen tud a Rhodol alegysége leszakadni és igy
a megel6zGen a kotés altal blokkolt fluoreszcens jel sokszorosara tud emelkedni. Ez a

leszakadas utani megnovekedett foton emisszio jelesége maga az uncaging.

Plazmazas - OH csoportok kotése: Kisérletsorozatom folyamén a felhasznalt modell
elektréodok felszinére egy hidroxil réteget vittem, melyet oxigén plazma kezeléssel értem
el. Ezt a tipusu eljarast sokféle anyag feliileti tulajdonsédgainak megvaltoztatasara hasz-
néljak. Modositas utan az OH vegyiiletrészlet konnyen reakcioba vihetd, igy megkonnyiti
a tovabbi funkciés csoportokkal vald Gsszekapcsolast.

A kezeléssel tehat szilanol terminaciokat (SiOH) hoztam létre a feliileten (aktival-
tam azt) és mindekozben a szubsztratra keriilt szennyez&déseket is el tudtam tavolitani.
A feliilet a mitivelet kovetkeztében ellenélld lett a hidrofob és negativ toltést molekuldk
abszorpcidjaval szemben is. A felhasznalt plazma pozitiv ionokat, elektronokat, illetve
semleges és gerjesztett, gz halmazéllapott atomokat is egyardant tartalmazott, amelyek
nagy mennyiségi belsé energiat hordoztak. A reakcididd, teljesitmény és a nyomaés preciz
beéllitasaval finomhangolhattam a kezelés hatasait. A plazmakezelés egy zart, vakuumo-
zott kamraban végeztem el. Miel6tt elektromos aram hasznélataval gerjesztettem volna
a rendszert, a leveg6t ki kellett szivattytzni, majd a gazt ezen a kialakitott alacsony nyo-
méson hagyni bearamolni. A plazmazas hatésa koriilbeliil 30 percig tartott, azaz ahogy
telt az id6 a hidroxil csoportok egyre instabilabbak lettek és konnyebben valtak le. Ebbél

adodoan a kovetkezs modositast ezen idGintervallumon beliil végeztem el. [21]

3.7. abra OH modositott PDMS felszin [22]

Az ECoG feliiletek plazma kezelését egy Diener electronic Pico, alacsony nyomaésu
plazmarendszer segitségével végeztem el. Kiilonboz reakcividSket és teljesitményeket
is kiprébaltam, mig végil az 50s-os reakci6idd és az S0watt-os teljesitmény bizonyult

idealisnak.
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Trialkoxi-szilanok: A szilan vegyiiletekkel valé funkcionalizalas f6 célja az, hogy az
APTES esetén amin, mig az NPTES esetén pedig az azid csoport segitségével, mas spe-
cialis biokompatibilis molekulakkal konjugélhassunk a felépiil§ rendszeriinket.

Az organikus trialkoxi-szilanok etil csoportjai, a nanorészecske, illetve az elektrodok
feliileti OH csoportjaival, etanol kilépese mellett kondenzalodnak és stabil sziloxan (Si-
O-Si) kotéseket tudnak kialakitani. A trialkoxi-szilanok etanolban koénnyen oldodnak,
igy természetes pH-értékiikon stabil oldatot alkotnak, ezéltal a kondenzécid is gyorsan

végbemehet. A sziloxan kotésnek a létrejotte lathato a 3.8-as abréan.

3.8. abra Elektrod szubsztrat felszin szilanizacidja sematikusan [22]

A trialkoxi-szilanok kozott onkondenzécios reakcio is lejatszodhat, igy gélszerd vagy
olajos oligomereket képezhetnek. A tovabbi mddositasok elGtt ezt a mellékterméket cél-
szerl eltavolitani a rendszerbdl centrifugalési, majd rediszpergaléasi 1épések sorozataval.
Mivel az APTES/NPTES oligomerek stirtisége sokkal alacsonyabb, mint az UCNP-ké,

igy ez konnyen megvalosithato volt [23].

BCN-NHS: Ezt a komplex struktiraja vegyiiletet heterobifunkcionéalités jellemzi, ami

azt takarja, hogy két alegységbdl all 6ssze melyek eltérs funkcioval birnak.

3.9. abra A BCN-NHS szerkezete [24]

A BCN oldal segitségével jatszodhat le az tgynevezett Click kémidba tartozo azid-

alkin cikloaddicio, amiben az elektrod feliileten 1évé NPTES azid (N3) csoportja és a

29



biciklononin nyolcas gyftirtijének harmas kotései hatnak kolcson egymassal, mig a vegyiilet
mésik oldalat alkoté NHS aktivalt észter esetén hidrolizissel az észter és a nanorészecske
primer-amin csoportja kozt egy stabil amid kotés jon létre, mikozben az NHS kilép.

A BCN-NHS azid, amin, illetve tetrazin csoportokkal val6 reakcioképessége is magas,
illetve a folyamat kemoszelektivitasa is nagy, azaz az azidok és a BCN-csoportok nem
lépnek reakcidoba a biol6giai mintdkban talalhatoé mas funkcids csoportokkal, hanem csak
egymaéshoz kapcsolodnak nagy hatékonysaggal, igy biokonjugéciora kifejezetten alkalma-
sak [25].

A vegyiilet két funkcionalis egysége, és a rajtuk keresztiil lezajlo két kiilonb6zs reak-
ci6 segitségével voltam képes a BCN fel6li résszel a modell elektrod felszin azid, illetve
a (kovetkezs bekezdésben részletesebben kifejtett) festék tetrazin csoportjahoz, mig az
NHS-észter fel6li résszel a nanorészecske primer amin csoportjahoz kapcsolédni.

Az alabbi (3.10.) abra a vegyiilet két alegységének reakciomechanimusait mutatjak

be.

(a) BCN oldal reakciémechanizmusa (strain-promoted azid-alkin cikloaddicio)[26]

(b) NHS észter amin csoporttal valé kapcsolodasa [26]

3.10. Abra BCN-NHS reakciomechanizmusai

Modell hatoéanyag (hasado festék) A festék nevének roviditése melyet hasznaltam
TetKumPL-Rhod volt. Ez kifejtve azt jelenti, hogy a festék az 1,2,4,5-tetrazin, kumarin
és rhodol nevi molekulakon alapul, illetve a PL a photolabile azaz fényre hasithatét
takarja. Fz a vegyiilet kifejezetten az uncaging jelenség véghezviteléhez lett kifejlesztve.

Az emlitett tetrazin képes a ketts vagy haromszoros kotést tartalmazo cikloalkanokkal
(jelen esetben noninnal) reagélni, fiziologiai koriilmények kozott, nitrogén gaz kilépése
mellett. Ahogy az NPTES-azid interakci6 esetén, itt is egy Click reakci6 megy végbe,
azzal a kiilonbséggel, hogy itt Diels-Alder cikloaddiciordl beszéliink |27].
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3.11. abra Tetrazin kapcsolodasa egy biomolekula ciklononin részéhez (28]

Ezen anyag hasznéalataval nem csak a teljes funkcionalizélas sikere, hanem a fény
indukalta kotés bontas is tesztelhets. A festék fotolabilis linker kétése elnyeli a 450nm
koriili kék fényt, igy ezen a hullimhossztartomanyon LED besugérzast alkalmazva képes
felhasadni igy, a rhodol képes elvalni a kumarin gytritsl [29]. E mellett a fluoreszcens
rezonancia energiatranszfer elve szerint, a rhodol, mint donor kromofor csak akkor mutat
emisszidt, ha a Tet-Kum akceptor kromofor mar t6bb mint 10nm tavolsagra van téle igy
nem csillapitja (quenching) a kibocsatott fényt [30].

Osszefoglalva tehat, ha nanorészecske teljes modositasa, majd TetKumPl-Rhod fes-
tése sikeriilt, akkor az erés kék fény besugarzasa utdn a kumarin és rhodol kozti kotés
felhasad és a felszinrdl lemosott oldat feliiliszojaban megtalalhaté lesz a leszakadt festék,

amit centrifugélassal ki lehet nyerni és fluorométerrel vizsgalni az abszorpcid/emissziojat.

(a) TetKumPL-Rhod szerkezete. Rozsaszinnel jelolve a 1,2,4 5-tetrazin, feketével a vinilkumarin

és a fotolabilis linker kotés, sziirkével pedig a rhodol.

blue light
& self-immolation

BCN
=% [ARwED] | >

fluorescent

ACTIVATED

(b) TetKumPL-Rhod fluoreszcencia mechanizmusa. A BCN-NHS, TetKumPL-Rhod festékkel

valo sszekapesolodasa (armed), majd a kék fénnyel torténd kotés felszakitasa, azaz a fluoreszcens

(activated) rhodol felszabadulasa.

3.12. abra TetKumPL-Rhod tulajdonsagai [29]
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4. fejezet
Eredmények, értékelés

Az alabbiakban a kisérleteim kozben kapott eredményeket és a veliik kapcsolatban fel-
meriil§ meglatédsaimat szeretném bemutatni. A kontaktszog, FTIR és EIS méréseket és
a kapott adatok elemzését a mérSeszkozok manuéljanak tanulmanyozésa, illetve a kap-
csolodo szakirodalom attekintése utan onalloan végeztem. Az UV /Vis spektroszkopias
mérés eltt TTK-s kollégaim tartottak egy demo-t a spektrofluorométer hasznalatéarol,
de onnantol kezdve a méréseket /elemzést egyediil folytattam le. A SEM/EDS képalkotés
ésetén a berendezést konkrétan nem én kezeltem, de a vizsgalt régidkat én vélasztottam

ki, illetve a képek elemzését is egyénileg vittem véghez.

4.1. Kontaktszog mérés eredményei

Mivel a szilikon ECoG-ok szubsztratja PDMS-b6l késziilt, igy a kisérletek kezdeti sza-
kaszaban 6ntott PDMS-bdl kivagott korongokkal dolgoztam, mivel ennek tulajdonsagai
vastagsagatol eltekintve nem tér el az ECoG-ok szubsztratjatol. A modell feliileteken vég-
zett, modifikacios lépések hidrofilitas beli valtozasdnak eredményét az alabbi (4.1) abra
sorozat szemlélteti.

Amint az jol lathaté az a.) abrarészleten, a modositatlan, iires PDMS feliilet nagy
hidrofobicitassal bir és a rajta l6 csepp egy hagyomaéanyos kisebb teriiletti kor alakjét
veszi fel. A hozza tartozd, Imagel-vel lemért 107.4-es Theta C érték igen magasnak
mondhat6.

Miutan a PDMS feliiletet 50 watton, 50 méasodpercig plazméaztam, a b.) abran be-
mutatott nedvesitettségi szintet tudtam elérni. A valtozas igencsak latvanyos szabad
szemmel és szoftveres elemzéssel Gsszekapcsolva is. A felszini hidroxil csoportok bori-

tottsaga egészen 63.3-ig csOkkentette a Theta C értékét, azaz a teljes csepp ellaposodott,
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(a) Kezeletlen (b) Plazmazott

(c) Plazma + NPTES (d) Plazma + NPTES + BCN-NHS

4.1. dbra Moédositott PDMS feliilet kontaktszoge

igy a "virtualis" (fehér vonallal jelolt) kor teriilete is megnovekedett. Az OH csoportok
felvitele tehat, annak megfelelGen viselkedett, mint ahogy el6zetesen vartam. A nagyobb
teljesitményt és hosszabb reakcididejli plazmézas méar nem valtott ki ennél nagyobb hid-
rofilitas beli valtozést, viszont t6bb esetben is a PDMS felszinen repedéseket hozott létre.
Ennek koszonhetGen a tovabbi elkészitett mintasorok esetén a Pico-t erre az 50 w, 50 s-os
paraméterekre allitottam be.

A plazmazasi lépés utan az NPTES modositas kovetkezett (c. dbra). Az azid vegyiilet
képes volt reagalni a felszini hidroxil csoportokkal. A etil csoportjai kondenzalodtak az
OH-kkal, igy egy homogén azid réteg tudott képzddni. Igaz az NPTES is hidrofil jellegti,
viszont nem annyira, mint az el6z§ réteg OH csoportjai, tehat nagyobb kontaktszogre
szamitottam, mint az ezt megelézd esetben. Az NPTES boritottsag létrejottét bizonyi-
totta tehat az a tény is, hogy Theta C érték 83.0-ra emelkedett meg djra, az utobbi
alacsonyabb érékhez képest.

A BCN-NHS konjugélasanak vizsgélata mar bonyolultabb feladat volt. Az egy éjsza-
kan at tart6 (overnight) reagaltatas (sajat tapasztalat és tovabbi irodalmazas alapjan)
kideriilt, hogy valészintileg nem lesz elegendd, ezért a felépitett feliilletek BCN oldatba

valo tobbféle aztatasi idejével is probalkoztam (1 és 2 nap, illetve 1 és 2 hét). Elté-
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r6 eredményeket kaptam az egyes esetekben. A legmeghatarozobb az a minta lett, ami
koriilbeliil 1 hétig iilt az elegyben, és ezaltal 91.5-6s Theta C érékre tett szert. Ezt a
d.) &bra képe mutatja. Két hetes reakcioidd méar nem valtoztatta meg szignifikdnsan a

hidroféb karaktert, igy az egy hét bizonyult optimalisnak a tovabbiakban.

4.2. FTIR mérés eredményei

Ahhoz, hogy a rétegek létrejottében még biztosabb lehessek (ne csak indirekten a hidrofob
karakterekbdl kovetkeztessek rajuk) az infravoros spektroszkopiat is segitségil hivtam. A
kontaktszog méréshez hasonléan sorban megvizsgaltam, hogy a moédositott feliiletek IR
spektrumét, azaz azt, hogy az adott hullamszamokhoz tartozé relativ elnyelése (RA-
E/relativ abszorbancia egység), hogyan valtozott a hasznalt vegyiiletekkel valo kotések
kialakitasa soran. A kiértékeléshez referenciaként tobb abszorpcios tablat is hasznaltam
[31][32], melyekben fel voltak tiintetve, hogy elvben az egyes funkcios csoportokhoz milyen
intenzitasbeli cstcsok tartoznak.

Els6ként a PDMS kiindulasi spektruma lesz lathato, viszont a modositasok esetén
majd a hatterelt mintak mért értékei. Erre azért van sziikség mivel sok esetben a spekt-

rumbeli véaltozas olyan kis mértéki, hogy csak igy szemléltethet§ megfelelGen.

4.2. abra A modositatlan PDMS IR spektruma

Alap esetben a PDMS metil csoportjainak C-H kétései 3000cm™'-en koriil adnak jelet.
A sziliciumok két metil csoporttal valé kapcsolodasa a 800 és 1300cm™-es régiokban mér-
hetd, mig az oxigént korbefogo két szilicium 1000-1100cm™'-en okoz erdteljes abszorbancia
beli novekedést (4.2-es abra)

A hidroxil csoportok feliileti boritottsdgat két dolog igazolja. ElGszor is az 4.3-as

abran, 3100-3600-as hullamszam kozott megjelend relativ abszorbancia novekedése, ami
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4.3. abra Az 50 watton 50 méasodpercig plazméazott PDMS (hatterelt) IR spektruma

az oxigén-hidrogén kités ismertet§jegye. Masodszor pedig a metil csoportok C-H kotésére
jellemz6 3000cm™-es cstics cs6kkenése, illetve a szén sziliciummal valo kapcsolodasara

jellemz6 1300cm™ koriili cstics teljes elttinése (a hattereltség miatt 0 ala csckkenése).

4.4. abra Plazméazott és NPTES kezelt PDMS (hatterelt) infravoros spektruma

Miutéan az OH csoportokhoz képes volt kétédni az NPTES, 2100 cm™-en felfedezhe-
t6vé valt az azidra jellemz§ spektrumbeli valtozas. Az abszorbancia 0.005-re nétt ebben
az esetben (4.4. abra).

A NPTES-re jellemz6, eddig 2100 cm™!-en fellelhet azid cstics elttinése azt jelzi, hogy
az azid-alkin cikloaddici6 lezajlott, tehat a BCN-NHS keriilt a rétegeltségben legkiviilre
(4.5. abra).

35



4.5. abra Plazmazott, NPTES és BCN kezelt PDMS (hatterelt) infravoros spektruma

4.3. SEM képalkotas eredményei

4.3.1. Agar gél teszt

Ahhoz, hogy az idegszovetbe valo beiiltetést még in vitro szimulaljam, egy tgynevezett
agar gél tesztet alkalmaztam. Ezzel az egészen egyszeri modszerrel meg tudtam allapita-
ni, hogy a részecskék fizikai behatést kévetSen is az egyes felszinekhez voltak e rogziilve.

300 milligramm agar port kevertem 0Ossze 20 milliliter desztillalt vizzel, majd ezt az
oldatot folyamatos magneses keverés kdzben forraspontig hevitettem és ezutan egy két
osztatil platbe ontottem. A lehtlt, megszilardult agar gél tomorsége hasonld lett az
idegszovetéhez.

Csipesszel megfogtam majd rahelyeztem az UCNP-vel funkcionalizlt szilikon ECoG-
okat és enyhén, csak kézi er6t alkalmazva, tobbszor ranyomtam az agarra. Ezutan eta-
nollal lemostam az esetlegesen leszakadt nanorészecskéket, illetve a maradék agar gélt és
nitrogén gazos szaritast kovetfen vittem ket a mikroszkoépos vizsgalatra.

A 4.6-0s abran egy-egy ilyen tesztelt ECoG szubsztratjanak kozeli és mérGpontjéanak
tavoli SEM felvétele lathato.
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(a) ECoG szubsztrat felszine (b) ECoG egyik mérépontjanak felszine

4.6. abra Agar gél teszt SEM felvételei

4.3.2. Részecske boritottsag vizsgalata

Ahhoz, hogy sikeresnek mondhassam a funkcionalizalast, a SEM felvételeken képelemzést
is végeztem.

Az elemzéshez a Matlab R2023a és azon beliil is az imfindcircles fiiggvényt talaltam
a legpontosabbnak. Ezt a cirkularis Hough transzformacié alapu eljarast kifejezetten kor
alaku objektumok detektalasara fejlesztették ki.

Az ECoG elektrodok tobb, a mérépontok kozelében 1évs szubsztrat régiojarol (kon-

zisztensen minden esetben 1-9-ig jelolve) is készitettem SEM felvételt.

(a) Vizsgalt régiok (b) A 4-es régioban detektalt részecskék

4.7. Abra UCNP-vel funkcionalizat szilikongumi ECoG SEM képei
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Az el6bb emlitett régiokon elvégeztem a képelemzést is. A kovetkezd tablazat ezen

régiok szamolt paramétereit tartalmazza.

Régio || Boritottsag (%) | Részecske szam (db)
1 39,78 1646
2 46.67 1899
3 63,39 2566
4 44,75 1904
) 41,72 1781
6 43,33 1832
7 42,50 1810
8 51,69 2126
9 45,13 1977

4.1. tablazat UCNP funkcionalizilt minta, SEM képének, Matlabbal elemzett eredmé-

nyei

Matlab segitségével ezutan kiszamoltam részecskék méretét is, majd ezt abrazoltam
hisztogramként. Az el6zd 4.1-es tablazatban lathato, hogy az 1-es régioban volt a legke-
vesebb, mig a 3-as régidban a legnagyobb a részecskék szama, igy ezt a két szélsGértéket

jelenitem meg az alabbiakban.

Detektalt reszecskék hisztogramja Detektalt részecskék hisztogramja
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(a) Az 1-es régi6 hisztogramja (b) A 3-as régi6 hisztogramja

4.8. abra Két kivalasztott régio részecske szaménak hisztogramja

Szabad szemmel, a SEM képeken is jol lathato, de a Matlab-os elemzés utan kifejezet-

ten elmondhatoé, hogy sikeriilt UCNP-kkel stirtin fedett, kozel 50%-o0s boritottsagot elérni

c sz
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UCNP-k atlag (névleges) mérete az optimalis 30 nm-es tartomanyban van. Ezen kiviil az
ECoG-UCNP rendszernek sikeriilt Atmennie az agar gél teszten, tehat a fizikai behatasra

sem szskadtak le a részecskék a szubsztrat feliiletrol.

4.3.3. EDS-el kiegészitett SEM

Az EDS segitségével a SEM-en érdekesnek taldlt egyes teriileteket elemeztem ki anyag-
Osszetétel szerint, a szennyezddések kisziirése végett. Alabb egy, az elektrod szubsztratra
kotott, agregalodott UCNP multiréteg (csomo) lathato.

A szazalékos Osszetétel (atomic%) jol mutatja az UCNP rétegeket felépité atomok
meglétét. A NaYF, matrix elemei ardnyosan jelennek meg (a Natrium és Ittrium 3-4,
mig a Fluor 13 atomszazalékkal) és igaz nagy hiba valoszintiséggel (error%), de felttinik
az aktivator ionként funkcionalizalé Erbium is (az Itterbium érzékenyitett ion ezen az
alacsonyabb, 5 keV-os pasztazasi fesziiltségen még nem jelent meg).

Ezen feliil a vizsgalt mintasor atom%-abol és a SEM képbdl is jol kivehets, hogy a
felszint szén alapt mikromolekuldk szennyezték be, amiket szigoriabb tisztitasi 1épésekkel

a jovében eliminalni kell majd.

4.9. abra UCNP (és szennyezGanyaggal) boritott teriilet EDS vizsgalatanak eredménye
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4.4. EIS eredmények

A reakciémechanizmusok sora melyet alkalmazok az elektrodfeliiletek kezelése soran, elv-
ben a részecskék PDMS szubsztrathoz valo kotédését teszik csak lehetdve, azaz a Pt/Ir
mér&pontokhoz nem szabadna csatlakozniuk. Ezt a feltevést, illetve egyéb szennyezGanya-
gok site-okon valo megtapadésat szerettem volna alapvetSen az EIS modszer segitségével
vizsgalni, tehat a nemkivanatos rétegek meglétét detektalni és kisztirni.

A Modszerek fejezetben leirtak szerint az EIS mérések folyaman az elektrod rendszer
kis amplitudoju gerjesztésére adott impedancia vélaszjelekre voltam kivancsi az ECoG-ok
egyes mérépontjain. Azt probaltam meg Osszehasonlitani, hogy a nanorészecskés feliilet-
kezelés milyen hatassal van a rendszer f6ként amplitido és részben faziseltolasi karakte-
risztikajara.

4 modositatlan ("uresl-4") és 4 nanorészecskével modositott (SIONB#23-24/A.B)
ECoG impdenaciéit vizsgaltam a 1-10000 Hz-es frekvencia tartoméanyon, 25 mV-os AC
fesziiltség mellett, 5 pont /dekados felbontéssal. A teljes frekvencia tartomanyban kivancsi
voltam az impedancia gorbék lefutasara, illetve irodalom kutatdsom koézben tébb olyan
cikket talaltam ([33], [34]) ahol hasonldo ECoG struktutakat vizsgaltak kifejezett 100 és

1000 Hz-en, igy ezt a két régidt én is részletesebben figyeltem meg.

4.10. abra Nanorészecskékkel modositott (SIONB#24B), illetve feliilet kezelés nélkiili

(uresl) ECoG-ok magnitudé karakterisztikaja.

A 4.10-es abran 1-1 modositatlan (haromszog jelols) és modositott (négyzet jelols)
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ECoG mérépontjainak frekvencia-magnitid6 gorbéi lathatok. A site-ok parban azonos
szinnel jelenek meg a két esetben. A Gamry-hez tartozé analizald szoftverrel ekkora (20
koriili) site szam mellett is alapvetSen csak 2 elektrodot tudtam atlathatoan kezelni, igy
azt a két elektrodot valasztottam ki (uresl és SIONB#24B) melyek karakterisztikaja leg-
jobban reprezentélni tudjak a maradék 3-3-ét is. Ahogyan azt a grafikon is jol mutatja
a nagy frekvencias tartomanyon, 10 kHz koriil a modositott elektrodok magnitudoéinak
atlaga a modositatlanok felett talalhaté. Elgbbi esetben 96,98 k€2, mig utébbiban 62,74
kQ-ot mértem, tehat az emelkedés kozel 35%-o0s. Ahogyan csokkentettem a perturbalo,
gerjesztG szinusz hullam frekvencidjat gy keriilt egyméshoz egyre kozelebb a két rend-
szerhez tartozo impedancia vektor hossza. 1000 Hz-en mar csak %22 volt a kiilonbség,
mig 100 Hz-en a két gorbe (kozel) metszette egymast, igy ebben a pontban gyakorlatilag
megegyezett a két (617,51 és 651,14 kQ) atlag érték. Ettsl a ponttol kezdve a két gorbe
pozicidja megvaltozott és a modositatlan ECoG impedancidk kezdtek el dominélni. A
valtozas olyan mértékid, hogy 10 Hz-nél mar 300% volt a kiilonbség, ami 1 Hz-en egészen
a 470%-o0s maximumig emelkedett a modositatlanok javara.

Nem kiemelve 1-1 elektrod site-jait egyesével, hanem megvizsgéilva egyszerre mind a
4-4 elektrod site-jainak atlagat, az el6z6hoz hasonlé trend alakult ki. Magas frekvencian a

modositott, mig alacsony frekvencian a modositatlan elektrodok impednaciai dominéltak.

4.11. abra Feliilet kezelés nélkiili és nanorészecskékkel modositott ECoG-ok magnitiido

atlagainak karakterisztikaja.
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Frekvencia (Hz) || Kezeletlen ECoG (k2) | NP modositott ECoG kQ | Eltérés (%)
10078,13 51,74 72,76 29
252757 113,16 150,48 25

998,26 189,53 999,24 17
252,40 422,41 429,82 7
100,45 757,41 681,23 -5
24,93 1982,80 1447.39 -37
9,93 3894,80 2419,19 -61
2,50 11038,08 5200,72 -112
1,00 21505,10 8633,52 -149

4.2. tablazat Kezeletlen és kezelt ECoG magnitudodinak osszehasonlitasa

Konkluzioként elmondhaté, hogy igaz egyes frekvencidkon véltozott a karakterisztika
a modositas hatasara, viszont az irodalmi adatok ([33], [34]) alapjan, kifejezetten 100 és
1000 Hz-en sem haladta meg az 1, illetve 0,5 M{-os magnitudot. A modosités hatasara

tehat nem valtozik meg annyira a rendszer ellenéllasa, hogy ne lehessen vele majd késébb,

elektrofiziologiai méréseket végezni.

Ezutan megprobalkoztam a fazis karakterisztika tanulmanyozésaval is. Sajnos ebben

az estében nem tudtam az el6z6 vizsgalathoz hasonld, egyértelmiinek ting kovetkezteté-

seket levonni.

4.12. abra Fazisszogek atlaganak karakterisztikija
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Amint az a 4.12 abran is latszik, egyik ECoG tipus esetén sem kaptam kifejezetten
konztisztens eredményeket. TSbb gorbe egy elforditott S alakot mutat, ez kifejezetten
az uresl és a SIONB#24A ECoG esetén szembetiing. Uresl esetén a gorbe minimuma
-73,43 °-on 25 Hz koriil 1athato, majd egy atmeneti névekvs tartomany kovetkezik, mig
végiil egy platd szakasz talalhato -45,63 °-os fazisszoggel, 10 kHz en. Van 1-1 szinte
teljesen ellaposodott gorbe is (ures3, SIONB#23B) melyek fazisa szinte kozel konstans
marad (f6leg SIONB#23B-nél) azaz a fazistolas frekvencia fliggetlennek adétott. Ami
Osszességében megfigyelhets az az, hogy a modositas hataséra szinte minden esetben az
adott frekvencidhoz tartozo fazistolas csokkent, azaz a gorbék feljebb tolodtak.

Az fazisszogek ilyen szinti ingadozéasa tobb kérdést is felvet maga utédn, melyek koziil
az egyik legfontosabb a cella geometriajanak fontossaga. A gerjesztd és mért aram kozti
ekkora faziskésés kiilonbség (akar egy adott elektrodon beliili site-okon is) arra utalhat,
hogy mérés kézben az elektrodok nem helyezkedtek el egymashoz képest megfelels tavol-
sagban/iranyban. Egy késébbi mérés folyamén torekedni kell majd ra, hogy a munka és
a referencia elektrod minél kozelebb keriiljenek egymashoz és ugy legyen kiegyenesitve a
flexibilis szubsztrat, hogy ne arnyékoljék egymaést a site-ok.

A probléma egy masik forrasa az elektrolit oxigén tartalma lehet. Az elektrod feliileten
lezajlé oxidacio-redukeids folyamatot konnyen befolyasolhatja, a PBS-be mérés kézben a
légkorbdl beoldddo Og szint. Ezt elkeriilendd, az oldatba No buborékoltatast szeretnék

majd alkalmazni.
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4.5. UV /Vis spektroszkopia - hatéanyag leadas eredményei

Az UV-Vis spektroszkopids mérésem folyaman azt a tényt akartam bebizonyitani, hogy
a TetKumPL-Rhod fotolabilis régidval rendelkezd festék megfelel6en rogzilt-e a médo-
sitasi folyamat hatasara a nanorészecskék felszinén (csak az eléztessen rogzilt allapotba
keriilt, BCN kotott festék tud hasadni, oldott, szabad festék nem), viszont a rendszert
besugérozva a megfelel§ hullimhosszu fénnyel képes lesz e mégis lehasadni réla. Egy-
elére még nem az UCNP-k lézeres gerjesztés utani felkonverzidjakor keletkezd fotonok
hasitottak a modell hatéanyagot, hanem direktbe a labilis régi6 elnyelési tartomanyaban
kibocsatdé LED fényforrast hasznaltam a kotés bontasara, illetve ebben a kisérletben a
részecske-festék rendszer még csak oldat formaban volt jelen, nem pedig az ECoG-okra

kotve.

4.13. dbra Etanolban rediszpergalt, TetKumPL-Rhod festett UCNP rendszer emisszios

spektruma

A LED kék fényével torténd besugarzas nélkiil a TetKumPL-Rhod funkcionalizalt, le-
centrifugalt, majd etanolban rediszpergalt nanorészecskék fluoreszcenciaja kozel elhanya-
golhato volt. Maximum emisszios intenzitésa 5.86 relativ fluoreszcencia egységig (RFE)
emelkedett csak meg, mely a tobbi, ennél szignifikinsan magasabb értékhez viszonyitva
nem is latszik a 4.13-as dbra gorbéjén.

A BCN-el valé reakci6, majd az erds kék fénnyel vald aktivacio a fotolabilis linker
kotés hasadasat eredményezte. 545 nanométeren kozel ezerszeres relativ fluoreszcencia
intenzitasbeli névekedést figyeltem meg a rhodolhoz tartozé 515nm-es gerjesztése mel-

lett, mindezt 6sszesen 30 mésodperces LED besugarzas utan. Emellett az is kideriilt,
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hogy a LED besugérzas és a fluorométeres mérés kozt eltelt ids is befolyésolja a labi-
lis linker kotések szakadasanak mértékét, mégpedig promotalja azt. Mindez a festékben
talalhato specialis linker kétések onfelaldozo (self-immolation) mechanizmusanak készon-
hetd, amely csak bizonyos id§ elteltével mutat 100%-os hatékonyséagot [29].

Vizsgaltam ezutan azt is, hogy a besugarzas hossza, hogyan befolyésolja az uncaging
mértékét. Ahogyan azt a 4.14-es abra is szemlélteti, minél t6bb id6t toltott az oldatot
tartalmazo kiivetta a LED fény alatt (30, 60 és 90 masodperc) annal tobb nanorészecskén
1év§ fotolabilis kotés szakadt fel, igy az emisszidban egyre nagyobb novekedést tapasztal-
tam. Id6ben az értékek novekedése egy standard telitédési gorbe paramétereit kovetik.
Ebben a mérésben a festett részecskéket etanol helyett PBS-ben diszpergéltuk tjra még
a besugarzas el6tt, igy sikeriilt azt is kideriteni, hogy ebben az alkalmazasban az EtOH
optimalisabbnak bizonyul mivel akar kétszeres RFE emelkedést is el lehetett érni ezen

oldészer hasznalataval.

4.14. Abra PBS-ben diszpergalt, TetKumPL-Rhod festett rendszer emisszids spektruma,

novekv ideji LED besugarzas mellett

A mérések alapjan elmondhat6 tehéat, hogy a fotolabilis festék egyrészt képes volt az
UCNP-k feliilletére kotni (csak oda), illetve a beérkezs 515 nm-es hullamhosszt fotonok
hatésara, specidlis gytrtszerkezetébdl adéddan, a hasadast kovetSen szignifikdns ndve-
kedést tapasztalhattam a fluoreszcens emissziojaban is. Réadasul az emisszios folyamat
esetén megallapithat6, hogy a self-immolation mechanizmusnak készonhetGen minél téb-
bet vartam a gerjesztés és a flourométeres mérés kozt, illetve minél hosszabb ideji volt

maga a LED besugarzas, annél nagyobb volt az Rhodol altal emittalt fotonok szama is.
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5. fejezet

Osszefoglalas

TDK dolgozatomban a BSc-n elkezdett (és szakdolgozatként kozolt), illetve MSc folyta-
tott (és Onallo laboratérium I.-en bemutatott) kutatasomban mélyiiltem el mégjobban. A
Magyar Kutatasi Halozat Természettudoményi Kutatékézpont egy olyan projektjén volt
lehet&ségem dolgozni, melyben lantanoida maggal rendelkezd, felkonvertalé nanorészecs-
kéket kotottem kiilonbozo idegszoveti beliltetésre alkalmas elektrod felszinekre, ugy, hogy
a részecskék specidlis tulajdonsagait kihasznélva orvosbiologiailag alkalmazni is tudjuk
Gket, ezzel kiegészitve az eredeti elektrofiziolégiai mérésekre irdnyuld funkciojukat.

Munkém soran elmélyiiltem a mikrotechnologiai feliiletkezelések lehet&ségeiben. Tobb-
féle mikroszkopia tipussal ismerkedtem meg elméletben és gyakorlatban is egyarédnt és
ezeket a mérGeszkozoket a kifejlesztett rendszerem validacidjara is felhasznaltam. Tob-
bek kozt elsajatitottam a Fourier transzformaécios infravords spektroszkopia hasznala-
tat ezéltal nyomonkovethettem a felépiil§ rendszerem bizonyos részfolyamatait, pasztazo
elektronmikroszkoppal készitett felvételeken végeztem képfeldolgozast és az elektrodokon
elhelyezked6 mérépontokat mint aramkori elemeket vizsgaltam az elektrokémiai impe-
dancia spektroszkopia segitségével.

A kontaktszog és FTIR mérések segitségével lathatova tudtam tenni, hogy az elektrod
felszin plazma kezelése, szilanizacidja azid moédositésa és a BCN-NHS linkerrel valo funk-
cionalizalédsa a hidrofobicitdsok és az infravords spektrum cstcsai alapjan sikeres volt.
Miutan a részecskék felszinét is moédositottam és Osszekapcsoltam ket az elektrod felii-
lettel a BCN-NHS-en keresztiil, SEM képalkotas segitségével tudtam bizonyitani, hogy
a részecskék ténylegesen rogziiltek a felszinre és mechanikai behatas (Agar gél teszte-
lés) utan sem szakadtak le onnan. Ezutan egy elektrokémiai cellaba munkaelektrodként
bekapcsolva az ECoG-om pt/ir mérépontjait, vizsgalni tudtam az azokra esetlegesen a

modositasi folyamat soran lerakodott szennyez&dés és hibasan megtapadt nanorészecskék
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hatésat. Megallapitottam, hogy az impedancia magnitidok atlaga a modositott rendsze-
rekben alacsony frekvencidn csokkent, mig magas frekvencian nétt a funkcionalizalatlan
elektrodokhoz képest, viszont (irodalmi adatok alapjan) egyik tartomanyban sem volt
olyan szignifikdns a véltozas, hogy ne lehetne majd megkisérelni elektorfiziologids méré-
seket az eszkozokkel. Viszont a fazisszogek vizsgalatabol kideriilt, hogy a cella geometria
és az elektrolit oldat Osszetételén még mindenképp valtoztatni kell, hogy a kés6bbi in
vivo mérés elGtt még az eredményeimet teljesen hitelesiteni tudjam. Ezeken a méréseken
feliill még LED fénnyel valo gerjesztést kovetGen UV /Vis spektroszkopidval megfigyeltem
azt is, hogyan hasad le a festék fluoreszcens alegysége az UCNP-krdl és ezaltal, hogyan
emelkedik meg a foton emisszidja.

Jovébeli terveim kozé tartozik, hogy az elébb emlitett EIS mérési elrendezést toké-
letesitsem, illetve az elektrod-UCNP-festék rendszer hatdéanyag lead6 képességét in vitro
koriilmények kozott, a részecskék NIR lézeres gerjesztést kovetGen, (patkany) agyszelete-
ken teszteljem, illetve ha ez sikeresnek volt mondhaté in vivo is, él§ allat idegszovetébe
iiltetve végezzek kisérletet a leszakad festékrészlet nyomonkdvetésével kapcsolatban. Pro-
jektem végsd célja pedig az, hogy a festéket egy szintén a részecskék felszinérsl lehasithatd
neuralis hatast kivalto vegyiiletre cseréljem le és azzal befolyasoljam lokalisan az idegrend-
szer aktivitasat, mikozben ezt a valtozast szimultan, az elektr6d mérépontjain keresztiil
nyomon is kdvessem.

A nanorészecske funkcionalizalashoz kidolgozott, jelen dolgozatban is ismertetett re-
cept részét képezi a "Diagnosztikai méréshez alkalmazhat6 mikrofluidikai folyadékcella és
eljaras alkalmazésara" cimi beadas alatt 1évS szabadalomnak is, melyben 50 szézalékos

feltalalol részesedéssel rendelkezem.
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