In vitro-uppstallning for grundlaggande test av mikro- och
nanoelektroder menade for kroniska implantat

Allteftersom nanovetenskapen gar fran att vara ett abstrakt koncept till konkret verklighet 6kar vart
behov av att forsta vara nya verktyg. Med den stora potential inom en mangd olika vetenskapliga
omraden som nanovetenskapen tillfor drivs utvecklingen oundvikligen framat; inte minst inom
biomedicinsfaren. Men nanovetenskapens kanske starkaste aspekt — och samtidigt det som gor
begreppet svaroverskadligt — ar i mojligheten att overbrygga denna enorma, tvarvetenskapliga
bredd. Om vi anvander oss val av den aspekten kan vi hitta helt nya infallsvinklar, dar nya
anvandningar av material, metoder eller diagnostik uppenbarar sig.

Idag ar mikroelektroder en del av den normala arsenalen i flera vetenskapliga félt; bland andra
neurobiologi — dar de kan anvdndas som registrerande elektroder, for att exempelvis mata
elektrokemisk aktivitet — och neurokirurgi — dar de anvands som implantat. Hjarnkirurgi ar ett
drastiskt ingrepp, och lamnandet av ett metall- eller halvledarimplantat sker inte utan att irritera
vavnad, varfor det dr en metod som endast anvands vid allvarliga neurologiska sjukdomar eller
syndrom.

Forskning menad att ta fram nya, effektivare implantat — ofta kallade BMI (brain-machine interface) —
ar huvudsakligen inriktad mot att forbattra tva attribut hos implantaten: specificitet och
biokompatibilitet. Badadera kan till stor del forbattras genom anvandandet av produkter pa
nanoskalan.

En starkt bidragande anledning till att vilja anvdnda mindre BMI ar att reducera vdavnadsresponsen i
hjarnan. De inflammatoriska och framférallt drrbildande skyddsmekanismer som satts igang av
frammande (inte biokompatibla) objekt &dr destruktiva i sammanhanget. Speciellt drrvdvnaden kan
stora funktionaliteten hos implantatet, dels genom att ersatta narliggande nervceller — med vilka
BMI:et var menat att interagera — med gliaceller (normalt stabiliserande och skyddande celler i
hjarnan), dels genom att gliacellerna isolerar BMI:et fran nervcellerna bortom. Nar man dvergar den
isolerande vavnaden sianker man specificiteten avsevart, vilket utdéver minskad avsedd respons kan
ge upphov till en méngd (i hjarnan ofta svarférutsedda) bieffekter.

Det har visats att mindre elektroder ar ett satt att minska arrvavnadsbildningen, men det ar inte enda
angreppspunkten. Nya material — ofta designade pa nanoskalan — 6kar mojligheterna. Man kan
bddda in sjdlva elektroden i skyddande, konfirmerat mer biokompatibla material som inte stor
interaktionen alltfor mycket. Och man kan forbattra designen av BMl:et i sin helhet — elektrodens
forankring, dess férmaga att folja med hjarnans naturliga rérelser (med varje andetag, varje rorelse vi
utfor, ror sig var hjarna — for lite for att det ska markas pa var niva, men inte pa mikrometerskalan),
och dess informationshantering.

Den anvédndning som antytts ovan — att med implantatet stimulera nervceller — kallas DBS (deep
brain stimulation) och &r ett accepterat och anvant ingrepp i Parkinsons sjukdom, essentiell tremor,
dystoni och tvangssyndrom, men det kan mycket vdl komma att anvédndas for fler neurologiska
sjukdomar och syndrom (bl.a. depression, epilepsi och kronisk smarta). Man kan ocksa anvanda



implantat till att registrera hjarnaktivitet i syfte att styra externa maskiner; robotiska extremiteter,
rullstol, elektronisk rést. Aven om den vetenskapen &r i sin vagga s& ar det inte science fiction, utan
har gjorts — dven om processen ar bade valdigt dyr och dnnu ofullstandigt.

Inom alla viaxande vetenskapliga falt ar det viktigt att ha respekt for de etiska implikationer som
utvecklingen medfor. Hjarnimplantat ror ett ovanligt kdnsligt omrade, och kontinuerlig, kritisk
granskning ar nodvandig. Dels behdver oro stillas (sakligt om den ar obefogad, annars efter att
lampliga justeringar gjorts), dels kan det vara bra for vetenskapen att kvantifiera sina syften. Vad
géller DBS ar det debatterbart huruvida det finns grundldggande skillnader mellan sjukdomar med
fysiska symptom (sdsom Prakinsons) och psykiska, som till exempel allvarlig depression. Det ar ocksa
under diskussion om de regelverk som finns for farmaka i sammanhanget ar tillrackliga for att
appliceras direkt pa implantat.

Etiska overvaganden &r inte bara for applikationer, eller angaende vilken forskning som bor fa
bedrivas, utan i hogsta grad angelaget for hur forskning bedrivs. Ett av de klaraste exemplen angar
djurréatt, dar man vager djurs liv och lidande mot medicinsk vinning. Det grundldggande kravet pa alla
djurforsok ar att det endast ska tillampas om inga andra tillrackliga férsoksmodeller finns att tillga.
Mellan testning med elektronisk eller maskinella hjalpmedel och djurférsdk in vivo, i levande vavnad,
ligger in vitro-modellen, dar man anvander sig av odlade celler. Den ar inte lika komplex som in vivo-
modellen, och har inte lika manga parametrar inblandade. Detta goér den inkomplett, och cellodlingar
kan aldrig vara ett fullstandigt substitut till djurférsok, men det innebar ocksd en mojlighet i vissa
sammanhang. Speciellt om man vill utféra en stérre mangd relativt enkla férsék — men dock i en
naturtrogen miljo. Det jag har forsokt ta fram i mitt examensarbete &r en in vitro-plattform for att
snabbt och enkelt kunna testa olika elektroders férmaga att registrera signaler fran nervcellsliknande
celler.

Jag anvande mig av en uppstéllning som tidigare inforskaffats for den sa kallade patch clamp-
tekniken. Det dr en metod som kraver bra signal, och jag kan lita pa utrustningens kvalitet och att
den begransar valdigt lite — jamfért med framfor allt de elektroder jag anvander. Det var fran bérjan
tankt att jag skulle testa ett antal av the NRC:s (Neuronano Research Center, ett suprainstitutionellt
samarbete pa LU och LTH, fysiskt stationerat pa Biomedicinskt Centrum i Lund) i uppstallningen, men
det begransades till att fa det hela att fungera, samt utvardera eventuella forbattringar.

Jag boérjade mina tester med valdigt enkla, relativt stora, vajerelektroder (en isolerad wolframtrad,
tiotal mikrometer i diameter) pa en cellinje kallad PC12. Cellerna kommer ursprungligen fran en
cancerform i rattans binjuremarg. Nar man odlar dem kan de stimuleras med den sa kallade
neurotropiska (”nervvaxande”) substansen NGF (nerve growth factor; den forsta neurotropiska
substansen funnen), vilket gor att cellerna differentierar mot ett nervcellsliknande tillstand.
De &r inte kompletta nervceller, men de anvands ofta for att undersdka den signalering som
nervceller anvander sig av, celler emellan. Formen av signalering ar frisdttande av kemiska
signaldmnen och kallas exocytosis. Tyvarr var det tveksamt huruvida jag skulle kunna
detektera den formen av signalering; det jag egentligen ville var att cellerna skulle sanda
elektriska (elektrokemiska) signaler inom cellen i den form som kallas aktionspotentialer.
Aktionspotentialer anvands nar cellkroppen i ett neuron skickar direktiv langs langa armar
(ofta axon) for att exempelvis initiera exosytosis (vilket sker vid s.k. synapser, dar signalering
till andra celler sker).



Men eftersom mina celler inte var riktiga nervceller, och bérjade som sma runda celler utan
tillstymmelse till den nervliknande utvaxt jag eftersokte, var jag inte sdker pa till vilken niva
de skulle bli som nervceller. Jag valde att forsoka stimulera cellerna att skicka
aktionspotentialer genom att tillsatta kaliumjoner (i form av KCl-16sning; kaliumklorid), vilket
ska fungera pa nervceller. Litteraturstudie kunde endast sdga mig att kalium kan inducera
exocytosis, och att elektriskt stimulerande av PCl2-celler har kunnat ge
"aktionspotentialsliknande” svar. Lovande, man inte nagra |6ften. Vidare forstar jag fran
litteratur att cellernas utskottsvaxt ar till viss del ett matt pa hur nervcellslika de blivit, men
utvaxt ar ingen garanti for respons. Jag valjer mangden kaliumklorid utifran vad som bor
kravas for att inducera exocytosis med motiveringen att om jag inte far nagra
aktionspotentialer kanske exocytosis kan registreras, och att nivan for att inducera
aktionspotentialer bor vara lagre dan den for exocytosis.

Till en borjan svarar inte cellerna pa NGF, och de vaxer i stora klumpar, ett tiotal celler djupa.
Det visar sig ha att gora med ytan de vaxer pa, och efter att den byts vaxer cellerna i ett jamt
lager och bildar nervliknande utskott. Men inga aktionspotentialer uppmats.

Det sammanfoll med byte av celltyp till neuronala stamceller (fran mus) att jag insag att den
troligaste anledningen att inget registrerats — om nu nagonting funnits att registrera — var
elektrodens storlek. Aven de minsta jag anviant var lite bredare an cellernas diameter. Det
betyder att elektroden huvudsakligen matte mot bakgrunden, mot detsamma som min
jordelektrod mater, och att signaler inte skulle kunna urskiljas.

| och med bytet till vad som utvecklas till valdigt ndara ordentliga nervceller omvarderar jag
ocksa den mangd KCl som tillsatts. Istdllet for att efterlikna andras forsok raknar jag ut den
mangd jag behover tillsitta om cellerna jag har vore prototyp-nervceller, for att dari
inducera aktionspotentialer. Jag har ocksa gjort forbattringar i den elektromagnetiska
skdarmningen och fatt luftfickor att ddmpa laborationsbordet jag arbetar pa.

For mina matningar anvander jag kopta volframelektroder med nagon mikrometers 6ppning
och acceptabel impedans (komplex resistans; for hog ger for daligt signal-brusférhallande),
men vid sidan om forsoker jag konstruera egna i form av dragna glaskapillarer fyllda med
koncentrerad saltlésning. Mina kapillarer har antingen for stor Oppning eller for hog
impedans, och jag far inga bra registreringar fran dem; daremot registrerades vad som skulle
kunna vara aktionspotentialer med den kopta elektrodtypen.

Jag provade pa de huvudsakliga delarna i cellodlandet, for att fa en okad forstaelse for
modellen — substratbeldggning av odlingsflaska; tinande och sadd av celler; celltillvaxt;
celldifferentiering — men det var inte mitt fokus, och tack vare att jag fick celler av Agneta
SanMartin kan jag, med hennes labbvana i atanke, i sa stor utstrackning som mojligt
eliminera odlandet som en felkalla.

Om vi tilldter oss att tro att de registreringar jag nadde fram till mot slutet av projektet var
aktionspotentialer — sannolikt med anledning av deras amplitud och varaktighet samt



franvaron av liknande event pa baslinjen (inspelning innan KCI tillsatts) — star det dock fast
att jag fick utféra ganska manga experiment for att ens hitta dem. Om signalerna ska
anvandas som bas for empiriska undersékningar av skillnader mellan olika typer av
elektroder sa behdver man kunna vara saker pa att de kommer att infinna sig. Ifall
osdkerheten kommer ur mitt utférande ar det ett smarre problem, som stérre labbvana och
ovande av rutinerna kring testandet borde kunna &évervinna. Men om det ligger en mer
grundlaggande osdkerhet kring cellernas responsvilja sa ar det varre. Det &r svart att veta
vilket.

Det finns vissa forbattringar man skulle kunna forsoka gora i uppstallningen. Vad galler
utrustning skulle det kunna inforskaffas en provhallare med varmeplatta och CO,-tillforsel,
for att halla cellerna vid konstant temperatur och, viktigare, pH. Det skulle ge langre tid
under vilken man kan arbeta med samma omgang celler. Men en sadan investering kan vara
bortkastad om inte uppstallningen fungerar redan innan.

En annan aspekt man kan andra ar cellodlingarnas form. De jag anvande vaxte i ett lager pa
bottnen av skdlen, men det ar en dalig simulering av de forhallanden (den levande hjarnan)
som de specialdesignade mikro- och nanoelektroder uppstallningen i grunden ar tankt for.
Om man anvander sig av en tredimensionell cellkultur skulle det kunna férbattra modellen,
och dessutom ta bort tvivel om infallsvinkel som finns i nulaget — det ar svart att inte lata en
del av elektroden mata mot bakgrunden istallet for mot cellerna, vilket férsamrar signal-
brusforhallandet. Med celler istéllet for vatska mellan “ovandelen” av elektroden och
jordelektroden skulle cellerna fungera som isolering och elektroderna skulle inte mata
samma sak, darigenom eliminera problemet. Ett problem med sadana 3D-kulturer skulle
kunna vara att fa KCl eller motsvarande @mnen in bland cellerna, men eventuellt skulle det
kunna kringgas genom att anvanda den registrerande elektroden férst som stimulerande,
vilket jag aldrig gav mig pa.

Sammanfattningsvis kan jag bara sidga att jag inte baserat pa projektet kan anse
uppstallningen redo fér mer kvantitativa undersdkningar. Jag kan inte heller saga att mer tid
och pengar bor investeras i uppstallningen om inte den grundldaggande aspekten med
konsekvent respons fran cellerna kan uppnas. Huruvida den ska eftersdkas aktivt och om det
i sa fall ska goras i denna uppstéllning later jag vara osagt. Slutorden &r att ingenting kan
sagas definitivt och att ytterligare forskning behovs.



