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Nanokladda elektroder som kan
lasa av och stimulera nervsystemet:

AR DETTA MOJLIGT?

| dag anvénds ett fatal olika elektrodkonstruktioner for exempelvis behandling av symtom
hos Parkinsonpatienter. Framtidens vidareutveckling av sddana elektroder gar mot en ultra-
tunn elektrod i mikrostorlek, tankt att anvandas for langtidsimplantation i hjarna och rygg-
marg. Dessa "state-of-the-art”-elektroder kan komma att hjdlpa patienter med svara funk-
tionshinder, kronisk smarta, depression, epilepsi och neurodegenerativa sjukdomar. Elektro-
dernas uppgift ar att skicka och ta emot elektriska signaler i det centrala nervsystemet.
Tekniken, som kallas fér Brain Machine Interface (BMI), vantas aven revolutionera studier
av fundamentala neurofysiologiska funktioner som minne och inldrning, da detta kommer
att kunna studeras pa vakna djur. Darmed 6ppnas helt nya méjligheter att forsta hur hjarnan
fungerar, samt att utveckla nya terapeutiska metoder, menar Cecilia Eriksson Linsmeier
och Lina Gallentoft, Neuronano Research Center, Lunds universitet. Kanske kommer blin-
da att kunna se, ddva att hora och rorelsehindrade att ga?

Dagens implanterbara BMI-clekt-
roder, tinkta for forskning eller klinisk
anvindning, fungerar tyvirr inte helt
optimalt.”” Ofta férsimras funktionen
over tid, di kontakten med individuella
nervceller férsvinner. Kontakten med
enskilda nerveeller ir en forutsittning
for att dessa elektroder ska fungera.
Den férsimrade funktionen beror for-
modligen till stérsta del pd att elektro-
derna isoleras av reaktiva celler och in-
flammatorisk drrvivnad som kapslar in
elektroderna (Figur 1). Detta inflam-
matoriska forlopp leder till att nerveel-
lerna antingen skjuts bort frin elektro-
derna eller att de dér d& de reaktiva cel-

lerna som utgér drrvivnaden frisitter
olika inflammatoriska faktorer. Att
hjirnans vivnad reagerar pd detta sitt
och bildar drrvivnad bestdende av reak-
tiva inflammatoriska gliaceller beror
férmodligen inte pd att elektroderna
tillverkas av ett icke-biokompatibelt ma-
terial, utan snarare pd dimension och
design av dagens BMI-elektroder.
Elektroderna som anvinds i dag ir
ndmligen relativt stora, stela och tunga
och dirmed inte helt skriddarsydda for
dndamadlet. Hjirnan utsiitts for konstant
rorelse (hjirtslag, andning, accelera-
tionskrafter o.s.v.) och mycket tyder pd
att det idr de rorelser och mikrokrafter

som uppstdr mellan den implanterade,
oflexibla elektroden och hjirnan som
starkt paverkar det kroniska inflamma-
toriska svaret och dirmed elektrodens
funktion.

FORSKNING MED FOKUS PA NY
ELEKTRODDESIGN

Neuronano Research Center (NRC) ir
ett tviirvetenskapligt forskningscentrum
vid Lunds universitet som arbetar med
att utveckla ny revolutionerande elekt-
roddesign och teknik for framtidens im-
planterbara och biokompatibla BMI-
elektroder. NRCs vision ir att forbittra
livskvaliteten foér personer med funk-
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Figur 1. Illustration av det inflammatoriska svaret i hjarnan efter implantation av dagens BMI-elektrod. Direkt efter implantation av elekt-
roder i hjarnan sker en akut massiv blédning i implantationsomradet da blodkérl trasas sonder p.g.a. det direkta implantationstraumat
(se "Akut efter implantation”). Det sker &ven en lokal celldéd, dels pa grund av det faktiska traumat da elektroden implanteras, men
aven efter frisattning av toxiska substanser fran blod och skadade celler. Detta leder till att mikrogliaceller i hjarnvdvnaden aktiveras.
De aktiverade mikrogliacellerna fagocyterar ("ater upp”) cellrester samt frisatter inflammatoriska mediatorer, som i sin tur aktiverar ast-
rocyter. De reaktiva astrocyterna kapslar in elektroden for att skydda hjarnvavnaden fran vidare skada och infektion. Over tid minskar
de aktiverade mikrogliacellernaiantal, medan gliakapseln stabiliseras och kvarstar i véavnaden dver lang tid (se “Kroniskt tillstand”).
Gliakapseln skjuter bort omkringliggande vavnad fran elektroden, tillsammans med att en ganska stor andel av nérliggande nervceller
dor. Sammantaget leder detta till att elektrodens funktion forséamras éver tid da kontakten med individuella nervceller férséamras eller
férsvinner. En ndra kontakt mellan elektrod och nervcell (ca 50 um) &r en forutsattning for att dessa elektroder ska kunna stimulera eller

registrera fran nervcellerna. Da elektroderna som anvands i dag &r relativt stora, stela och tunga och darmed inte helt skraddarsydda
for andamalet resulterar detta i ett reaktivt gliadrr som &r ca 100 um i diameter runt elektroden lang tid efter implantation i hjarnvéavna-

den.
Bild: Jerker Eriksson och Linda Carlsson.

“Dessa innovativa elektroder &r extremt
tunna, flexibla och vavnadsvanliga och
kan genom sin flexibilitet félja med hjar-
nans rorelser, t.ex. vid rotation, accelera-
tion och vid andning och skadar da hjar-

nan minimalt.”

tionshinder och patienter med neuro-
degenerativa sjukdomar, genom att lyss-
na till, forstd och tala med nervsystemet
med hjilp av BMI-elektroder. NRC
startade 2006 med anslag frin Knut och
Alice Wallenbergs Stiftelse och Veten-
skapsrddet (VR, Linnaeus anslag) och
koordineras av professor Jens Schouen-
borg. NRC ir ett starkt forsknings- och
innovationscentrum som innefattar ett
unikt samarbete mellan fakulteterna f6r
medicin, teknik, naturvetenskap samt
humaniora och teologi vid Lunds uni-
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versitet. NRC édr dven partner 1 Nano-
meter Structure Consortium (nmC) vid
Lunds universitet.

NRC har i tidigare studier visat att
om man designar och tillverkar BMI-
elektroder efter vissa specifika kriterier,
kan man minimera det inflammatoriska
svaret och fa ett 6kat antal nervceller
extremt nira elektroden och dirmed en
forbittrad elektrodfunktion éver bide
kort och ldng tid (Figur 2).*> Dessa in-
novativa elektroder ir extremt tunna,
flexibla och vivnadsvinliga och kan ge-

nom sin flexibilitet f6lja med hjirnans
rorelser, t.ex. vid rotation, acceleration
och vid andning och skadar d hjirnan
minimalt. Om dessa elektroder dven
kan placeras stabilt i férhallande till de
nerveeller man lyssnar och interagerar
med, kan optimala BMI-elektroder ska-
pas. Ett problem har dock varit att im-
plantera dessa tunna och flexibla elekt-
roder i den mjuka hjirnvivnaden. Detta
har NRC I6st genom att bidda in elekt-
roderna i ett relativt hdrt vivnadsvinligt
material som uppldses efter implanta-
tion och med tid bryts ner inne i hjirn-

vivnaden.® "

NANOKLADDA ELEKTRODER

For att kunna kommunicera med myck-
et smd nerveeller eller till och med gre-
nar av nervceller, krivs det att man
kommer extremt nira malomradet. Da
kan BMI-elektroder klidda med skogar
av flexibla nanopinnar vara ritt vig att
gd. De flexibla nanopinnarna skulle dels
kunna ge en hég mekanisk foljsamhet
samt en 0kad vivnadsvinlighet, da hjir-
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Figur 2. lllustration av det inflammatoriska svaret i hjarnan efter implantation av NRCs optimerade elektrod. Forskning inom NRC har i
tidigare studier visat att om man designar och tillverkar elektroderna efter vissa specifika kriterier, kan man minimera det inflammato-
riska svaret och fa ett 6kat antal nervceller valdigt néra elektroden och déarmed en forbéattrad elektrodfunktion 6ver bade kort tid (se
“Akut efter implantation”) och lang tid (se “Kroniskt tillstdnd”). Dessa innovativa elektroder &r extremt tunna, flexibla och vavnadsvanli-
ga vilket i ett akut skede resulterar i ett minimalt initialt trauma och darmed skadas farre blodkarl vid implantation, férre mikrogliaceller
aktiveras vilket sammantaget med den optimerade elektroddesignen leder till en minskad total inflammation i implantationsomradet.

P1-4
Bild: Jerker Eriksson och Linda Carlsson.

nan foredrar strukturerade ytor framfor
plana ytor. Nyligen publicerade NRC
resultat frin s.k. akutforsok dir vi visar
att BMI-elektroder klidda med nano-
pinnar och implanterade i hjdrnbarken
pa forsoksdjur kan ta upp signaler frin
nerveeller. Detta innebir att NRC kun-
de presentera det forsta beviset pa att det
faktiskt gdr att registrera nervsignaler
frin en elektrod i nanometerstorlek.”
For att dessa elektroder ska fungera
kroniskt dr det dock centralt att nano-
materialet, i detta fall nanopinnarna
man klir elektroderna med sitter fast pd
clektroden och att nanomaterialet inte
bryts ned 6ver tid.

For ndgra ar sedan fanns det extremt
{4 biokompatibilitetsstudier med infor-
mation om hur hjidrnvivnaden svarar pd
nanopinnar som pd ndgot sitt implan-
terats 1 hjiirnan. Tilliggas bor att dessa
nanopinnar morfologiskt sett liknar as-
bestfibrer. Asbestfibrers egenskaper ir
sedan tidigare kiinda och det ir vil do-
kumenterat att dessa fibrer ger hoga in-
flammatoriska svar i exponerade viivna-
der, ofta med cancer som f6ljd.* Detta
var bakgrunden till att NRC, tillsam-
mans med nmC i Lund, startade arbetet
med att studera ett s.k. "worst-case”-sce-
nario pd vuxna forsoksdjur, d.v.s. vad

hinder i vivnaden om nanopinnar skul-
le lossna frin en nanowire-elektrod, vil-
ket skulle leda till ”fria” nanopinnar i
hjdrnan. Innan fler f6rsék med nanowi-
re-clektroder kunde utféras var det dir-
for av storsta vikt att dessa sikerhetsstu-
dier utférdes. Det var angeliget att stu-
dera om tillverkningsmaterial, tickma-
terial, lingd p& nanopinnarna och tid i
vivnaden spelade roll f6r vivnadssvaret
efter implantation av fria nanopinnar.

DEN FORSTA BIOKOMPATIBILITETS-
STUDIEN AV NANOPINNAR | HJARNAN
NRC publicerade dr 2009 den forsta ar-
tikeln ndgonsin dir detta “worst-case”-
scenario studerades.” I denna studie im-
planterade man galliumfosfid (GaP) na-
nopinnar (2 pm linga, 80 nm i diame-
ter) tickta med biokompatibelt kiseldi-
oxid (SiOx, totaldiameter ~120 nm, for
information om tillverkning av nano-
pinnar se Figur 3). Nanopinnarna var
friflytande i saltlésning (70.000 nano-
pinnar/pl) och injicerades i ett specifikt
omride 1 hjirnan (striatum) pd vuxna
rittor. Som kontroll injicerades endast
saltlosning. Overlevnadstiden pa for-
soksdjuren var 1, 6 och 12 veckor. Na-
nopinnarna kunde visualiseras i injek-
tionsomrddet med hjilp av konfokal-

mikroskopi. Det inflammatoriska svaret
undersoktes med immunohistokemi dir
markoérer f6r mikrogliaceller (EDI), re-
aktiva astrocyter (GFAP) samt nerveel-
ler (NeuN) anviindes. Aven det totala
antalet cellkirnor 1 injektionsomridet
analyserades (DAPI).

RESULTAT FRAN DEN FORSTA STUDIEN

Resultaten visade att trots att antalet in-
flammatoriska celler (mikrogliaceller
och astrocyter) var forhéjda efter en
vecka, gick denna inflammatoriska re-
aktion ned med tiden (Figur 4). Vi fann
ingen statistisk skillnad 1 nerveellsantal
mellan f6rsék och kontroll vid ndgon av
de tidpunkter som underséktes. Dock
fanns det en 6kning av totalantalet cell-
kirnor jimfort med kontroll efter 12
veckor, vilket skulle kunna bero pd en
6kning av andra inflammatoriska celler
1 injektionsomradet. Vidare fann vi att
EDI-positiva mikrogliaceller kunde fa-
gocytera ("ita upp”) nanopinnarna, ni-
got som forstirktes éver tid. Det fanns
dven resultat som tydde pd att nanopin-
narna kunde ta sig 6ver blodhjirnbar-
ridren och limna hjirnan. Orovickande
var dock de resultat som visade att na-
nopinnarna degraderades éver tid, vil-
ket innebar att tickmaterialet, SiOx,
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Nanopinnar | galiumiosfid (GaP| tilverkas med hglp av opitax
dar etl GaP-substrat bastnds med katalyserande lillvaxipanikdar
v guild.

Svirpelekironmikroskopd (SEM}-bid av off substral med 2 pm Einga

nanopnnar, & 40 nm, *

Nanopinnama balsggs med el 20 nm {jockt lager av HIO,
Subsatraten sonikeras nedsinkls | salidening far an bryta av
nanopinnarng frkn substratytan (70 000 nanopinnaril). Owan
till hégar syns on droppe mod injekBonsiGsningen (nancopénnar |
saltiisning).

Manopinnssuspension och kontrol-saltidsning injiceras in | striatum pa
wuna riktor (2 pistiatum) med hjiip av en glaskapillis (2 -120 pm) f8si pa
an spnuta (Hamilton), | bilden Sl higer visar den oversta plen glaskapilanen
och den nedre visar kraniobomin, (b - bregma. )

Effer 12 veckor ailor off dr avitvas rittoma och hiimoma hermds foe
immunchésickemisk analys. | bilden il higer visas on mikroskopdbiid av
Injektionastriket § striaum (12 veckor). Mikrogliacelier (gron), estrocytar (nod)
och celicimor [ba) Br inmirkta mied antinopp,

Figur 3. Studiedesignen for studie 1 och 2.7°

66 neurologi i sverige nr 4-15

inte var biostabilt efter implantation i
hjirnan. Sammanfattningsvis visade
studien dock inga tecken pd subakut el-
ler kronisk neurotoxicitet. Var slutsats
blev d& att det var viktigt att utféra en
ny studie, innehdllande fler parametrar,
men framforallt med nanopinnar belag-
da med ett biostabilt tickmaterial samt
en lingre overlevnadstid for att studera
det kroniska svaret.

"De flexibla
nanopinnarna
skulle dels kunna
ge en hég me-
kanisk féljsamhet
samt en 6kad
vavnadsvanlighet,
da hjarnan féredrar
strukturerade ytor
framfor plana
ytor.”

SPELAR LANGDEN PA NANOPINNAR
NAGON ROLL?

Foljaktligen pdborjades en ny studie
2011 med syfte att studera de kroniska
vivnadssvaren samt att klargora risker-
na efter implantation av nanopinnar av
olika lingd."” Aterigen injicerades frifly-
tande nanopinnar till ett specifikt om-
ride i hjdrnan (striatum) pa vuxna for-
soksdjur (rittor). Nanopinnarna tillver-
kades av GaP och ticktes med det
biostabila tickmaterialet hafniumoxid
(HfOx) (Figur 3). Den slutliga diame-
tern pd nanopinnarna var 80 = 5 nm och
de tillverkades i tre olika lingder; 2, 5
eller 10 pm. De friflytande nanopinnar-
na (70.000 nanopinnar/pl saltlosning)
injicerades 1 striatum (2 pl/striatum).
Overlevnadstiden var 12 veckor eller ett
ar. Det idr noterbart att ett drs dverlev-
nad innebir ungefir halva livstiden for
réttor, vilket betyder att vi studerade
den verkligt kroniska effekten av nano-
pinnar i hjirnvivnad. Som tidigare an-
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Figur 4. Studie 1. Till vanster: Konfokalbilder av hjarnvavnad 12 veckor efter implantation av 2 ym langa SiOx-kladda nanopinnar samt
saltlésning som kontroll. Bilderna visar hur mikrogliaceller (ED1, grén) ses éverlappa med nanopinnar (reflekterande laserljus, vitt),
vilket indikerar att mikrogliacellerna har fagocyterat (“atit upp”) nanopinnarna. Aktiverade astrocyter ses i rétt (GFAP), samt alla cell-
karnor i blatt (DAPI). Tillhéger: Kvantifiering av mikroglia, astrocyter, cellkdrnor och nervceller vid vecka 1, 6 och 12. Boxploten visar
percentilerna (25, 50 och 75) med whiskers som visar max- och min-vardena. De horisontella linjerna indikerar signifikanta skillnader
mellan grupperna. Graferna visar hur mikrogliacellerna minskar éver tid. En minskning ses dven for totalantalet cellkérnor for bade
kontroll och forsdksgrupp. Dock ses en &kning av totalantalet cellkarnoriforséksgruppen jamfért med kontroll efter 12 veckor.
Bilder och grafer tidigare publicerade i Nano Letters.’

viinde vi oss av vill beprévad teknik for
att analysera det inflammatoriska svaret,
d.v.s. med hjilp av immunohistokemi
och antikroppar mot mikrogliaceller
(EDI1), reaktiva astrocyter (GFAP),
nervceller (NeulN) och det totala antalet
cellkirnorna (DAPI) (Figur 5).
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RESULTAT FRAN ANDRA STUDIEN

Resultatet frin denna studie visade att
lingden pa nanopinnar har stor bety-
delse for det inflammatoriska svaret
samt for nerveellséverlevnaden 1 hjidrn-
vivnaden. Implanterade nanopinnar
som var lingre dn 5 pm visade sig resul-

tera 1 thdllande inflammation (dock ¢j
okande 6ver tid). Vid en lingd pa 10
pm, efter ett drs éverlevnad, fann vi dven
en signifikant minskning av antalet
nerveeller 1 injektionsstriket (Figur 5).

Oberoende av lingd, var nanopinnar-
na fortfarande intakta efter ett &r i1 viv-
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Figur 5. Studie 2. Fluoroscensmikroskopibilder av vévnaden 12 veckor och ett ar efter implantation av 2, 5 och 10 pm langa HfOx-klédda
nanopinnar och kontroll. Vi ser méarkbart fler mikrogliaceller (ED1, grén) i bilderna som visar vdvnaden efter injektion av de langa nano-
pinnarna (10 um), bade efter 12 veckor och efter ett ar. Rott = aktiverade astrocyter (GFAP), blatt = cellkérnor (DAPI). Skala: 100 um.
Graferna visar kvantifiering av mikroglia, astrocyter, cellkdrnor och nervceller ett ar efter implantation av 2, 5 och 10 ym langa HfOx-
kladda nanopinnar samt kontroll. Boxploten visar percentilerna (25, 50 och 75) med whiskers som visar max- och min-vérdena. Asterisk
och horisontella linjer indikerar signifikanta skillnader mellan grupperna (* p=0,05). Efter ett ar ser vi en signifikant 6kning av ED1-positi-
va mikrogliaceller bade efterimplantation av 5 och 10 um langa nanopinnar. Vi ser &ven en minskning av antalet nervceller i injektions-
omradet efter implantation av de l&ngsta nanopinnarna (10 um).

Bilder och grafer tidigare publicerade i Biomaterials.10

naden, vilket innebir att det nya tickma-
terialet (HfOx) verkligen var stabilt 6ver
tid. Niir vi studerade de kortaste nano-
pinnarna (2 pm) hade de till stor del fa-
gocyterats av mikrogliacellerna. Dock

fann vi att de lingre nanopinnarna (5
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och 10 pm) inte hade fagocyterats av
mikrogliacellerna i samma utstriickning.
Detta kan bero pd att de var for stora for
cellerna att fagocytera dd mikrogliaceller
ungefir dr 10 pm 1 diameter, d.v.s. 1 sam-

ma storleksordning som de lingsta na-

nopinnarna. Vi kunde dven detektera
flera mikrogliaceller innehdllande fago-
cyterade, korta nanopinnar, 1 grinsen
mellan hjirnvivnad och blodkirl. En-
staka fria, e¢j fagocyterade, nanopinnar

syntes ocksa ligga uppradade lings blod-



kirl. Var nanopinnarna pd vig att limna
hjirnan? For att forsoka svara pd den
frigan undersokte vi dven annan vivnad
(Ilymfnoder, lever, hjirta och kirl), men
fann inga nanopinnar i nigon annan
vivnad dn hjirnan, vilket tyder pd att
om nanopinnarna kan ta sig éver blod-
hjdrnbarriiren s& ackumuleras de inte i
dessa vivnader. Atminstone inte i nigon
noterbar utstrickning.

KONKLUSION

Sammanfattningsvis visar vira resultat
att de korta nanopinnarna (2 pm) inte
péverkade hjirnans vivnad mer dn den
rena saltlosningen. De lingre nanopin-
narna (5 och 10 pm) orsakade inflam-
mation 1 den omgivande hjirnvivnaden.
Vidare, ett dr efter implantation av de
lingsta nanopinnarna fann vi firre
nerveeller 1 injektionsomradet. Detta ty-
der pd att dessa nanopinnar med tiden
kan ha haft en negativ effekt pa nerveel-
lerna. Sammantaget styr dessa resultat
oss mot en elektroddesign med skogar
av korta nanopinnar (kortare in 5 pm),
med potential att ge en mer vivnadsvin-
lig yta, samt en bittre lingvarig regist-
rering av nervcellernas signaler.

FRAMTIDEN

Idag anvinds redan "deep brain stimula-
tion” (DBS)-clektroder, en typ av BMI-
elektroder for kronisk stimulering av
subkortikala strukturer hos bl.a. Parkin-
son-patienter. Dessa elektroder anvinds
med god framgdng, men med forfinad
design skulle de kunna f4 en bittre funk-
tion med firre biverkningar, samt ett
okat anvindningsomride. Det kan kon-
stateras att det ir av storsta vikt att noga
kartligga och forstd hjirnvivnadens nor-
mala biologi for att fa fullgoda resultat
efter implantation av, som 1 detta fall,
BMI-clektroder. Det dr nédvindigt att
analysera varje specifik celltyp som ér in-
blandad i det inflammatoriska svaret, d&
drrbildningen som uppstar isolerar elek-
troden frin nervcellerna och paverkar
funktionen av elektroden negativt. Det
ar tydligt att det inte endast dr material-
valet som paverkar hur vivnadsvinligt
och dirmed funktionsdugligt ett
hjdrnimplantat dr, utan snarare implan-
tationsteknik, elektroddesign, storlek,
flexibilitet o.s.v. som ir helt avgorande for
hur vil och hur linge BMI-elektroderna

kan fungera i hjirnvivnaden.

Vidare har NRCs fynd inte bara be-
tydelse for framtida BMI-elektroder och
dirmed nanoelektroder, utan iven i an-
dra ssmmanhang t.ex. vad det giller ut-
veckling av implanterbara nanopartik-
lar som fungerar som birare av likeme-
del. Aven inom detta forskningsomride
ir det centralt att partiklarna tillverkas
i en dimension och design som pdverkar
immunforsvaret pa ett sitt som gor att
partiklarna och likemedlet far en opti-
mal funktion.

Det idr spidnnande att inse att detta
forskningsfilt kan 6ppna upp for helt
nya mojligheter att forstd hur basala
funktioner i hjirnan sker, nigot man
aldrig tidigare kunnat studera pd vakna
djur, vilket 1 sin tur kan leda till en helt
ny utveckling av terapeutiska metoder.
I framtiden kanske blinda verkligen
kommer att kunna se, déva att héra och
rorelsehindrade att gd!
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