
HAL Id: tel-04588111
https://theses.hal.science/tel-04588111

Submitted on 25 May 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Brain on a chip : to reconstruct multi-nodal neuronal
networks in vitro for neurodegenerative disease

modelling
Teng Pan

To cite this version:
Teng Pan. Brain on a chip : to reconstruct multi-nodal neuronal networks in vitro for neurodegen-
erative disease modelling. Neurons and Cognition [q-bio.NC]. Sorbonne Université, 2022. English.
�NNT : 2022SORUS261�. �tel-04588111�

https://theses.hal.science/tel-04588111
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

                                                               

                                                                                                            

S O R B O N N E U NI V E R SI T É  

É c ol e  D o ct or al e C er v e a u C o g niti o n C o m p ort e m e nt  ( P aris, n ° 1 5 8) 

L a b or at oir e N e ur os ci e n c e P aris S ei n e, É q ui p e  R é g é n ér ati o n et Cr oiss a n c e d e l' a x o n e  

L a b or at oir e P h ysi c o -C hi mi e C uri e , É q ui p é M a cr o m ol é c ul es et Mi cr os yst è m es e n Bi ol o gi e et e n  M é d e ci n e  

S p é ci alit é :  N e ur os ci e n c es et  Mi cr o -i n g é ni eri e 

 

B r ai n o n a c hi p to r e c o nst r u ct m ulti -n o d al n e u r o n al 

n et w o r ks in vitr o  f o r n e u r o d e g e n e r ati v e dis e as e m o d elli n g 

 

Pr és e nt é e p ar  

Te n g P A N   

P o ur o bt e nir l e gr a d e d e  

D O C T E U R D E S O R B O N N E U NI V E R SI T É  

Diri g é e p ar  

J e a n -Mi c h el P E Y RI N et C at h eri n e VI L L A R D  

 

Pr és e nt é e et s o ut e n u e p u bli q u e m e nt l e  2 4 /0 5 /2 0 2 2 ,  

d e v a nt u n j ur y c o m p os é d e:  

Dr J e a n -Mi c h el P E Y RI N  Dir e ct e ur d e r e c h er c h e, P aris  Dir e ct e ur  d e t h ès e  
Dr C at h eri n e VI L L A R D  Dir e ct e ur d e r e c h er c h e, P aris  C o -d ir e ctri c e d e t h ès e 
Dr B e n oît C H A R L O T  Dir e ct e ur d e r e c h er c h e, M o nt p elli er  R a p p ort e ur  

Dr D e vri m KI LI N C  
C h ar g é d e r e c h er c h e - H a bilit ati o n à diri g er 
d es r e c h er c h e ( C R -H D R ), Lill e  

R a p p ort e ur  

Dr A y a k o Y A  M  A  D  A  C h ar g é d e r e c h er c h e , P aris  E x a mi n atri c e  
Dr R a c h el S H E R R A R D  Pr of ess e ur e d es u ni v ersit és , P aris Pr ési d e nt d e j ur y  



 

 1  

 



 

 2  

P h D T h e sis  

 

 

 

B r ai n o n a c hi p t o r e c o nst r u ct m ulti -n o d al n e u r o n al 

n et w o r ks i n vitr o f o r n e u r o d e g e n e r ati v e dis e as e m o d elli n g 

 

 

P A N Te n g  

 

  



 

 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S or b o n n e U ni v ersit y - P h D T h esis  

Titl e : Br ai n o n a c hi p t o r e c o nstr u ct m ulti -n o d al n e ur o n al n et w or ks i n vitr o f or n e ur o d e g e n er ati v e 

dis e as e m o d elli n g  

A ut h or  : P A N Te n g 

A d dr ess : 7 Q u ai S ai nt -B er n ar d, I B P S, S or b o n n e U ni v ersit y, A 3 0 1, 7 5 0 0 5, P aris.  

  



 

 4  

A c k n o wl e d g e m e nt  

P aris is a b e a utif ul, r o m a nti c a n d t ol er a nt cit y. I w as v er y f ort u n at e t o s p e n d f ort y -

t w o m o nt hs of m y P h D r es e ar c h at S or b o n n e U ni v ersit y, w hi c h is l o c at e d a dj a c e nt t o 

t h e S ei n e Ri v er. I still r e m e m b er m y first e n c o u nt er wit h S or b o n n e U ni v ersit y, it w as 

c all e d U ni v e rsit é Pi err e-et -M ari e -C uri e . W h e n I w as a c hil d, M ari e C uri e us e d t o b e a 

r ol e m o d el of f e m al e s ci e ntists i n m y mi n d，  a n d I w a nt e d t o b e a s ci e ntist li k e h er.  

Wit h t his l o n gi n g a n d m y eff orts, I w as e v e nt u all y gr a nt e d t h e o p p ort u nit y t o st u d y i n 

P aris.  

I n t his bl oss o mi n g s e as o n, I a m c o mi n g t o t h e e n d of m y d o ct or al c ar e er, a pr o c ess 

t h at  h as  b e e n  f ull  of  u ps  a n d  d o w ns,  s et b a c ks  a n d  misf ort u n es,  b ut  m or e  t h a n  t h at, 

gr o wt h, a c q uisiti o n a n d str e n gt h, all of w hi c h ar e m y pr e ci o us m e m ori es. L o o ki n g b a c k 

o v er t h e p ast t hirt y y e ars, I t hi n k it is m y p ers e v er a n c e a n d eff ort t h at h as t a k e n m e s o 

f ar.  T h e  w ei g ht y  t h esis  is  n ot  o nl y  t h e  a c c u m ul ati o n  of  m y  P h D,  b ut  als o  t h e  m ost 

i m p ort a nt cr e ati o n i n m y lif e. A n d it will als o i ns pir e m e t o w ar ds t h e f ut ur e. 

First of al l, I w o ul d li k e t o t h a n k m y m ot h er w h o m a d e it p ossi bl e f or m e t o d o m y 

P h D i n Fr a n c e. S h e is a gr e at m ot h er. H er str e n gt h, c o n c e ntr ati o n a n d p assi o n f or h er 

c ar e er  a n d  c o nti n u o us  p urs uit  of  k n o wl e d g e  h a v e  b e e n  a  gr e at  i ns pir ati o n  f or  m e. 

M or e o v er, s h e g a v e m e a n e w lif e a g ai n w h e n I w as at t h e l o w est p oi nt of m y lif e. It 

w as als o h er d e cisi o n t h at l e d m e t o c o m e t o Fr a n c e. Of c o urs e, I c a n't i g n or e t h e f a ct 

t h at  I  s e e m  t o  h a v e  i n h erit e d  s o m e  d esi g n  t al e nt  fr o m  h er  as  w ell.  Li k e wis e,  I  a m 

gr at ef ul t o m y f at h er, w h o, li k e all C hi n es e f at h ers, is a q ui etl y gi vi n g a n d c o m mitt e d 

m a n. T h e s u p p ort fr o m m y f a mil y is t h e pr er e q uisit e t h at e n a bl e d m e t o m a k e t his c h oi c e.  

S e c o n dl y ,  I  w o ul d  li k e  t o  t h a n k  m y  s u p er vis ors,  J e a n-Mi c h el P E Y RI N a n d 

C at h eri n e VI L L A R D. T h e y h a v e tr a nsf err e d m e e n or m o us k n o wl e d g e o n N e ur o bi ol o g y 

a n d Mi cr ofl ui di cs, g ui d e d a n d h el p e d m e t o s ol v e pr o bl e ms i n m y r es e ar c h. I f e el v er y 

f ort u n at e t o b e t h eir P h. D. st u d e nt. T h er ef or e, i n m y a c k n o wl e d g e m e nts, I w o ul d li k e 

t o  e x pr ess  m y  gr atit u d e  a n d  a d mir ati o n  f or  t h e m  all. Dr.  P E Y RI N  is  a  v er y  ki n d, 
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r e s p o nsi bl e a n d p ati e nt s u p er vis or. H e is v er y brilli a nt a n d k n o wl e d g e a bl e . H e al w a ys 

r es p o nsi v e t o all m y q u esti o ns a n d  r e g ul arl y s h ar es t h e l at est r es e ar c h t o m e. I n a d diti o n, 

h e is v er y g o o d at dis c o v eri n g m y t al e nts a n d al w a ys g ui d es m e i n t h e ri g ht w a y.  Fr o m 

hi m, I l e ar n e d t h e attit u d e a n d m et h o d ol o g y of d oi n g r es e ar c h.  Dr. VI L L A R D is a v er y 

ni c e, e nt h usi asti c a n d m eti c ul o us s u p er vis or. S h e is v er y i nt ell e ct u al a n d e x p eri e n c e d 

i n t h e fi el d of mi cr ofl ui di cs. S h e al w a ys e n c o ur a g e d m e a n d g a v e m e a l ot of a d vi c e o n 

m y r es e ar c h. I n m y mi n d, s h e is a v er y c h ar mi n g a c a d e mi c a n d I w o ul d l o v e t o b e li k e 

h er.  

T hir dl y, I w o ul d li k e t o t h a n k m y c oll e a g u es i n o ur l a b or at ori es f or t h eir h el p i n 

m y r es e ar c h a n d m y lif e.  T h e y ar e A u dri c, C h ai m a e, C h ol é, C h arl es, C or e nti n, J os q ui n, 

K a di a, K e vi n, N A, Si m o n, S yl vi a, T h é o, U z, X a vi er, Ya a n d als o o ur dir e ct or F ati h a 

N ot hi as.  

T h e n, I als o w o ul d li k e t o t h a n k m y fri e n ds w h o h a v e a c c o m p a ni e d m e at e a c h 

st a g e of m y lif e. T h e y ar e  Li n d e, F ei LI A O, Y o n gl a n , Ni n g  Z H A N G , Xia o mi n g  Y A  N , 

Xi a o xi a o , C h e n g  Y A  N , R o n gr o n g, P e n g C H E N , H ait a o, H uiji e, Ji a n g h a o, X u a n m e n g, 

Ya n a n, Qi a n qi a n . I w o ul d als o li k e t o t h a n k t h e t e a c h ers w h o h a v e i nfl u e n c e d m y lif e, 

X uf u M A, Ji a nji a n g LI, D a h ai T A N G, Wa n g xi F A N, H o n g xi a M A el al.  

Fi n all y,  a n d  m ost  i m p ort a ntl y,  I  w o ul d  li k e  t o  t h a n k  t h e  C hi n es e  S c h ol ars hi p 

C o u n cil f or f u n di n g m y d o ct or al st u di es.  
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R e m e r ci e m e nts  

P aris est u n e vill e m a g nifi q u e, r o m a nti q u e et t ol ér a nt e. J' ai e u l a c h a n c e d e p ass er 

q u ar a nt e -d e u x m ois d e m a r e c h er c h e d o ct or al e à l' U ni v ersit é d e l a S or b o n n e, q ui est 

sit u é e  à  c ôt é  d e  l a  S ei n e.  J e  m e  s o u vi e ns  e n c or e  d e  m a  pr e mi èr e  r e n c o ntr e  a v e c 

l' U ni v ersit é  d e  l a  S or b o n n e,  q ui  s' a p p el ait  al ors  U ni v ersit é  Pi err e-et -M ari e -C uri e. 

Q u a n d  j' ét ais  e nf a nt,  M ari e  C uri e  ét ait  u n  m o d èl e  d e  f e m m e  s ci e ntifi q u e  d a ns  m o n 

es prit ，  et j e v o ul ais êtr e u n e s ci e ntifi q u e c o m m e ell e.  Gr â c e à c e d ésir et à m es eff orts, 

j' ai fi n al e m e nt e u l' o p p ort u nit é d' ét u di er à P aris. 

E n  c ett e  p éri o d e  d e  fl or ais o n,  j' arri v e  à  l a  fi n  d e  m a  c arri èr e  d e  d o ct or a nt e,  u n 

pr o c ess us q ui a c o n n u d es h a uts et d es b as, d es r e v ers et d es m al h e urs, m ais s urt o ut u n e 

cr oiss a n c e, u n e a c q uisiti o n et u n e f or c e, q ui s o nt a ut a nt d e s o u v e nirs pr é ci e u x p o ur m oi. 

E n  r e g ar d a nt  c es  tr e nt e  d er n i èr es  a n n é es,  j e  p e ns e  q u e  c' est  m a  p ers é v ér a n c e  et  m es 

eff orts q ui m' o nt m e n é e si l oi n. L a l o ur d e t h ès e n' est p as s e ul e m e nt l' a c c u m ul ati o n d e 

m o n d o ct or at, m ais a ussi l a cr é ati o n l a pl us i m p ort a nt e d e m a vi e. Et ell e m'i ns pir er a 

é g al e m e nt p o ur l' a v e nir.  

T o ut d' a b or d, j e ti e ns à r e m er ci er m a m èr e q ui m' a p er mis d e f air e m o n d o ct or at 

e n Fr a n c e. C' est u n e m èr e f or mi d a bl e. S a f or c e, s a c o n c e ntr ati o n et s a p assi o n p o ur s a 

c arri èr e et s a q u êt e p er m a n e nt e d e c o n n aiss a n c es o nt ét é u n e gr a n d e s o ur c e d'i ns pir ati o n 

p o ur m oi. D e pl us, ell e m' a r e d o n n é vi e l ors q u e j' ét ais a u pl us b as d e m a vi e. C' est a ussi 

s a d é cisi o n q ui m' a p o uss é à v e nir e n Fr a n c e. Bi e n s ûr, j e n e p e u x p as i g n or er l e f ait q u e 

j e  s e m bl e  a v oir  h érit é  d' ell e  u n  c ert ai n  t al e nt  p o ur  l e  d esi g n.  D e  m ê m e,  j e s uis 

r e c o n n aiss a nt e à m o n p èr e q ui, c o m m e t o us l es p èr es c hi n ois, est u n h o m m e dis cr et, 

g é n ér e u x et e n g a g é. L e s o uti e n d e m a f a mill e est l a c o n diti o n pr é al a bl e q ui m' a p er mis 

d e f air e c e c h oi x.  

E ns uit e, j e ti e ns à r e m er ci er m es s u p er vis e urs, J e a n -Mi c h el P E Y RI N et C at h eri n e 

VI L L A R D.  Ils  m' o nt  tr a ns mis  d' é n or m es  c o n n aiss a n c es  s ur  l a  n e ur o bi ol o gi e  et  l a 

mi cr ofl ui di q u e, m' o nt g ui d é et ai d é à r és o u dr e l es pr o bl è m es d e m es r e c h er c h es. J e m e 
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s e ns tr ès c h a n c e u x d' êtr e l e ur d o ct or a nt. C' est p o ur q u oi, d a ns m es r e m er ci e m e nts, j e 

v o u dr ais e x pri m er m a gr atit u d e et m o n a d mir ati o n p o ur e u x t o us. L e Dr P E Y RI N est 

u n s u p er vis e ur tr ès g e ntil, r es p o ns a bl e et p ati e nt. Il est tr ès brill a nt et bi e n i nf or m é. Il 

r é p o n d  t o uj o urs  à  t o ut es  m es  q u esti o ns  et  m e  f ait  r é g uli èr e m e nt  p art d es  d er ni èr es 

r e c h er c h es. E n o utr e, il est tr ès d o u é p o ur d é c o u vrir m es t al e nts et m e g ui d e t o uj o urs 

d a ns l a b o n n e dir e cti o n. D e l ui, j' ai a p pris l' attit u d e et l a m ét h o d ol o gi e d e l a r e c h er c h e. 

L e Dr VI L L A R D est u n s u p er vis e ur tr ès g e ntil, e nt h o usi ast e et m éti c ul e u x. Ell e est tr ès 

i nt ell e ct u ell e et e x p éri m e nt é e d a ns l e d o m ai n e d e l a mi cr ofl ui di q u e. Ell e m' a t o uj o urs 

e n c o ur a g é et m' a d o n n é b e a u c o u p d e c o ns eils s ur m es r e c h er c h es. D a ns m o n es prit, ell e 

est u n e u ni v ersit air e tr ès c h ar m a nt e et j' ai m er ais êtr e c o m m e ell e.  

Tr oisi è m e m e nt,  j e  v o u dr ais  r e m er ci er  m es  c oll è g u es  d a ns  n os  l a b or at oir es  p o ur 

l e ur ai d e d a ns m es r e c h er c h es et d a ns m a vi e. C e s o nt A u dri c, C h ai m a e, C h ol é, C h arl es, 

C or e nti n,  J os q ui n,  K a di a,  K e vi n,  N A,  Si m o n,  S yl vi a,  T h é o,  U z,  X a vi er, Ya  et  a ussi  

n otr e dir e ctri c e F ati h a N ot hi as.  

E ns uit e, j e ti e ns é g al e m e nt à r e m er ci er m es a mis q ui m' o nt a c c o m p a g n é à c h a q u e 

ét a p e d e m a vi e. Il s' a git d e Li n d e, F ei LI A O, Y o n gl a n, Ni n g Z H A N G, Xi a o mi n g Y A N, 

Xi a o xi a o, C h e n g Y A N, R o n gr o n g, P e n g C H E N, H ait a o, H uiji e, Ji a n g h a o, X u a n m e n g, 

Ya n a n, Qi a n qi a n. J e ti e ns é g al e m e nt à r e m er ci er l es pr of ess e urs q ui o nt i nfl u e n c é m a 

vi e, X uf u M A, Ji a nji a n g LI, D a h ai T A N G, Wa n g xi F A N, H o n g xi a M A el al.  

E nfi n, et s urt o ut, j e ti e ns à r e m er ci er l e C o ns eil c hi n ois d es b o urs es d' ét u d es p o ur  

a v oir fi n a n c é m es ét u d es d o ct or al es.  
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A bst r a ct  

N e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es  ar e  a  gr o u p  of  dis e as es  i n  w hi c h  n e ur o ns  u n d er g o 

d e g e n er ati v e  l esi o ns  a n d  l oss  of  str u ct ur al  f u n cti o n.  E x a m pl es  of  dis e as es  i n cl u d e 

P ar ki ns o n's s y n dr o m e a n d Al z h ei m er's dis e as e, w hi c h l e a d t o p o or q u alit y of lif e f or 

p ati e nts i n t h eir l at er y e ars. T h e o c c urr e n c e of t h es e dis e as es is b o o mi n g i n t h e c o nt e x t 

of  a n  e xtr e m el y  r a pi d  i n cr e as e  i n  t h e  gl o b al  a g ei n g  p o p ul ati o n.  C urr e ntl y,  a ni m al 

m o d els a n d i n vitr o c ell c ult ur es ar e c o m m o nl y us e d t o st u d y t h e bi ol o gi c al m e c h a nis ms 

of t h es e dis e as es. T h e y i n v ol v e t h e s p ati al s pr e a d of n e ur o n al d e g e n er ati o n i n t h e br ai n's 

a n at o mi c al  str u ct ur es.  H o w e v er,  t h e  a d v a nt a g e  of  i n  vitr o  pr e p ar ati o ns  i n  t er ms  of 

c o ntr ol  a n d  a c c essi bilit y  is  b al a n c e d  b y  a  l oss  of  t h e  ori gi n al  a n at o mi c al  str u ct ur e. 

M or e o v er,  t h e  a ct u al  c o nstr u cti o n  of  f u n cti o n al  n e ur al  n et w or ks  i n  vitr o  f a c es  m a n y 

diffi c ulti es.  

First, n e ur o ns ar e br a n c h e d a n d p ol ari z e d c ells, us u all y e x hi biti n g o n e a x o n a n d a 

d e n driti c tr e e. T o cr e at e artifi ci all y d esi g n e d n e ur o n ar c hit e ct ur es i n vitr o, w e n e e d t o 

l o c at e a gi v e n n e ur o n al p o p ul ati o n's c ell ul ar b o di es (s o m a) a n d g ui d e t h eir a x o n t ow ar d 

a n ot h er gr o u p of n e ur o ns. T h e n, e x pl ori n g t h e pr o p a g ati o n of n e ur o n al d e g e n er ati o n of 

t h es e n et w or ks r e q uir es m a ni p ul ati n g a n d f oll o wi n g i n d e p e n d e ntl y diff er e nt n e ur o n al 

p o p ul ati o ns.   

T h e e m er gi n g mi cr ofl ui di c c hi p t e c h n ol o g y h as o p e n e d u p n e w p ossi b iliti es f or 

f ulfilli n g t h es e g o als. Mi cr ofl ui di cs is a t e c h ni q u e f or h a n dli n g or m a ni p ul ati n g fl ui ds 

at t h e mi cr o n s c al e. T h e fi el d of c ult uri n g mi cr otiss u es a n d or g a ns i n a c hi p h as e v ol v e d 

i nt o a n e w n a m e, or g a n-o n -a -c hi p. It is a cl ass of bi o c hi ps t h at si m plif y t h e str u ct ur e of 

r e al  or g a ns  t o  r e ali z e  t h e  f u n cti o n  of  t h e  mi ni-or g a n.  I n  t h e  fi el d  of  n e ur os ci e n c e, 

mi cr ofl ui di cs  h as  b e e n  us e d  t o  c o m p art m e nt ali z e  c ells  usi n g  c ult ur e  c h a m b ers 

c o n n e ct e d  b y  mi cr o n -si z e  mi cr o c h a n n els  g ui di n g  a x o n  gr o wt h,  o p e ni n g u p  t h e 

p ossi bilit y of b uil di n g artifi ci al n et w or ks. B y c o n v erti n g fr o m 3 D t o 2 D or e v e n 2. 5 D, 
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it c a n s ol v e t h e sit u ati o n of n e ur o ns i n or di n ar y c ult ur e dis h es wit h a criss cr ossi n g of 

n e urit es. I n a d diti o n, mi cr ofl ui di c d e vi c es wit h mi cr o n -s c al e c h a n n els a n d mi cr olit er 

a n d n a n olit er v ol u m es of c ell c ult ur e m e di u m ar e c a p a bl e of b ot h m ai nt ai ni n g a st a bl e 

mi cr o e n vir o n m e nt f or br ai n c ells a n d n e ur o n al cir c uits a n d c h a n gi n g t his e n vir o n m e nt 

v er y r a pi dl y b y a fl ui di c c o ntr ol. Usi n g t h e r es p o ns e of n e ur o n al c ells t o c h e mi c al or 

p h ysi c al  sti m uli,  t h e  c h a n g e  of  l o c al  m ol e c ul ar  c o n c e ntr ati o n  c a n  b e  m o nit or e d  b y 

pr e cis el y  c o ntr oll e d  s e ns ors  w hi c h  i nt erf a c e  wit h  mi cr ofl ui di c  c hi ps  a n d  s o m e 

fl u or es c e n c e i n di c at ors. T h e m or p h ol o gi c al c h a n g es of n e urit es, s o m a a n d n u cl ei, a n d 

c yt os oli c si g n als als o c a n b e o bs er v e d. T his all o ws n ot o nl y t o st u d y r e al -ti m e r es p o ns es 

tri g g er e d  b y  c h a n g es  i n  t h e  mi cr o e n vir o n m e nt  b ut  als o  t o  st u d y  t h e  m ol e c ul ar 

m e c h a nis ms of n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es.  

T h e s e mi n al w or k of Ta yl or et al. d es cri b e d  t h e us e of mi cr ofl ui di cs t o b uil d a bi-

n o d al n et w or k. B ut h o w t o c o nstr u ct m ulti -n o d al n et w or ks is still a c h all e n g e i n t his 

fi el d. Br ai n c o n n e ct o mi cs h as r e c e ntl y r e v e al e d t h e r el ati o ns hi p b et w e e n t o p ol o gi c al 

str u ct ur e  a n d  f u n cti o n  of  t h e  br ai n.  It  i ns pi r e d  o ur  t e a m  t o  c o m bi n e  t h e 

c o m p art m e nt ali z e d  mi cr ofl ui di c  t e c h ni q u es - w hi c h  c a n  c o ntr ol  a x o n's  dir e cti o n al 

gr o wt h - wit h  t h e  t o p ol o gi c al  pri n ci pl es  of  br ai n  c o n n e ct o mi cs  t o  d esi g n  n e ur al 

n et w or ks. T his t o p ol o g y -b as e d d esi g n of n e ur al n et w or ks m or e cl os el y r es e m bl es t h e 

c o n n e cti o ns  b et w e e n  n e ur o ns  i n  t h e  r e al  br ai n  a n d  c a n  b e  us e d  t o  st u d y  h o w,  f or 

e x a m pl e, α -s y n u cl ei n a n d b -a m yl oi d a g gr e g at es, w hi c h ar e ass o ci at e d wit h P ar ki ns o n's 

a n d Al z h ei m er's dis e as es, r es p e cti v el y, pr o p a g at e i n n e ur al n et w or ks.  

I n g en er al, t h e e m er gi n g br ai n -o n -a -c hi p is a pr o misi n g n e w cl ass of t e c h n ol o g y 

a m o n g t h e c urr e nt m o d els of m ulti pl e n e ur ol o gi c al dis e as es.  

I n t h e first c h a pt er, t his t h esis pr es e nts t h e b asi c k n o wl e d g e a n d r e c e nt a d v a n c es 

i n t his ar e a. T h e s e c o n d s e cti o n d e als wit h s o m e b asi c n e ur o bi ol o gi c al k n o wl e d g e a n d 

b asi c c o n c e pts of br ai n c o n n e ct o mi cs, t h e t h e or eti c al b asis f or i n vitr o c o nstr u cti o n of 

n e ur al n et w or ks. It i ntr o d u c es t h e bi ol o gi c al f e at ur es of n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es a n d 
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s o m e  m ai nstr e a m  vi e ws  o n  t h eir p at h o g e n esis,  f oll o w e d  b y  a n  o v er vi e w  of  s o m e 

m o d els f or st u d yi n g n e ur ol o gi c al dis or d ers. I n t h e t hir d s e cti o n of t his c h a pt er, t h e br ai n 

c hi p s e cti o n first f o c us es o n t h e f a bri c ati o n pr o c ess of mi cr ofl ui di c c hi ps a n d r el at e d 

m at eri als  a n d  t h e  b asis  of  c el l  s ur vi v al  i n  t h e  c hi p.  It  r e vi e ws  a n d  dis c uss es  m o d els 

c o nstr u ct e d i n r e c e nt y e ars usi n g mi cr ofl ui di c c hi ps t o st u d y n e ur ol o gi c al dis e as es.  

I n C h a pt er 2, a pl atf or m f or t h e i n vitr o r e c o nstr u cti o n of t w o-n o d es dir e cti o n al 

n e ur al  n et w or ks  wit h  c o ntr oll e d  s y n a pti c  c o n n e cti vit y  is  i ntr o d u c e d. T h e  f a bri c ati o n 

pr o c ess i n v ol v es "i n -m ol d p att er ni n g " t e c h ni q u e. T h at all o ws t o e nf or c e b ot h c h e mi c al 

a n d  m e c h a ni c al  c o nstr ai nts  o n  gr o wi n g  n e ur o ns.  T his  pl atf or m  e n a bl es  mi cr o -

p ositi o ni n g gr o u ps of n e ur o ns i nsi d e mi cr of l ui di c c hi ps a n d dir e cti o n al a x o n al g ui d a n c e 

t o a c hi e v e t u n e a bl e f u n cti o n al c o n n e cti vit y.   

I n c h a pt er 3, usi n g t h e s a m e mi cr of a bri c ati o n pr o c ess, I e x pl or e d t h e f e asi bilit y of 

r e c o nstr u cti n g  c o m pl e x  m ulti-n o d al  n et w or ks  i n  a  c o m p art m e nt ali z e d  mi cr ofl ui di c  

pl atf or m. T o r e a c h t h at g o al, I st u di e d v ari o us p ar a m et ers t o o pti mi z e t h e s ur vi v al of 

c o m pl e x n et w or ks i n vitr o.    

I n  c h a pt er  4,  usi n g  t h e  t w o  pl atf or ms  I  d e v el o p e d,  I  st u d y  t h e  tr a ns  n e ur o n al 

pr o p a g ati o n of al p h a -S y n u cl ei n a g gr e g at es t h at ar e pr o p os e d t o st e m f or t h e i niti ati o n 

of n e ur o d e g e n er ati v e pr o c ess es s u c h as P ar ki ns o n’s Dis e as e.  

I n  C h a pt er  5, b as e d  o n  s o m e  fi n al  t e c h n ol o gi c al  e x p eri m e nts,  I  pr es e nt  f e w 

t e c h n ol o gi c al p ers p e cti v es t o  f urt h er o pti mi z e t h e r e c o nstr u cti o n of c o m pl e x n et w or ks 

i n vitro.  

I n  C h a pt er  6,  I  dis c uss v ari o us  as p e cts u n d erl yi n g  t h e mi cr o -f a bri c ati o n of  

pl atf or ms t o h a n dl e n e ur o ns  a n d  pr o p os e s o m e p ers p e cti v e s f or t h e f ut ur e of br ai n -o n -

a -c hi p  a p pr o a c h es . 

I n  s u m m ar y,  t h e  br ai n-o n -a -c hi p  e n a bl es  i n  vitr o  c o nstr u cti o n  as  a  m o d el  f or 

st u d yi n g dis e as es. B y C o nstr u cti n g a br ai n o n a c hi p f or n e ur ol o gi c al dis e as es, t his c hi p 
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will bri n g n e w o p p ort u niti es f or t h e dis c o v er y of n e w dr u g t ar g ets a n d t h e s cr e e ni n g of 

d r u gs i n t h e n er v o us s yst e m. I n t h e f ut ur e, hi g h-t hr o u g h p ut dr u g s cr e e ni n g o n a c hi p 

will  si g nifi c a ntl y  r e d u c e  t h e  ti m e  f or  t esti n g  t h e  a cti vit y  of  dr u g  m ol e c ul es,  t h us 

s h ort e ni n g t h e c y cl e ti m e f or n e w dr u g d e v el o p m e nt a n d r e pl a ci n g a ni m al e x p eri m e nts 

f or dr u g a cti vit y t esti n g m or e effi ci e ntl y.  
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R é s u m é  

L es m al a di es n e ur o d é g é n ér ati v es s o nt u n gr o u p e d e m al a di es d a ns l es q u ell es l es 

n e ur o n es s u biss e nt d es l ési o ns d é g é n ér ati v es et u n e p ert e d e f o n cti o n str u ct ur ell e. P ar mi 

c es m al a di es, o n p e ut cit er l e s y n dr o m e d e P ar ki ns o n et l a m al a di e d' Al z h ei m er, q ui 

e ntr aî n e nt u n e m a u v ais e q u alit é d e vi e d es p ati e nts à u n â g e a v a n c é. L' a p p ariti o n d e c es 

m al a di es est e n pl ei n ess or d a ns l e c o nt e xt e d' u n e a u g m e nt ati o n e xtr ê m e m e nt r a pi d e d e 

l a p o p ul ati o n m o n di al e vi eilliss ant e. A ct u ell e m e nt, l es m o d èl es a ni m a u x et l es c ult ur es 

c ell ul air es i n vitr o s o nt c o ur a m m e nt utilis és p o ur ét u di er l es m é c a nis m es bi ol o gi q u es 

d e  c es  m al a di es.  Ell es  m ett e nt  e n  j e u  l a  pr o p a g ati o n  s p ati al e  d e  l a  d é g é n ér es c e n c e 

n e ur o n al e  d a ns  l es  str u ct ur es  a n at o mi q u es  d u  c er v e a u.  C e p e n d a nt,  l' a v a nt a g e  d es 

pr é p ar ati o ns i n vitr o e n t er m es d e c o ntr ôl e et d' a c c essi bilit é est c o ntr e b al a n c é p ar u n e 

p ert e d e l a str u ct ur e a n at o mi q u e ori gi n al e. E n o utr e, l a c o nstr u cti o n eff e cti v e d e r és e a u x 

n e ur o n a u x f o n cti o n n els i n vi tr o s e h e urt e à d e n o m br e us es diffi c ult és. 

Pr e mi èr e m e nt,  l es  n e ur o n es  s o nt  d es  c ell ul es  r a mifi é es  et  p ol aris é es,  pr és e nt a nt 

g é n ér al e m e nt u n a x o n e et u n ar br e d e n driti q u e. P o ur cr é er d es ar c hit e ct ur es n e ur o n al es 

artifi ci ell es i n vitr o, n o us d e v o ns l o c alis er  l es c or ps c ell ul air es (s o m a) d' u n e p o p ul ati o n 

n e ur o n al e  d o n n é e  et  g ui d er  l e ur  a x o n e  v ers  u n  a utr e  gr o u p e  d e  n e ur o n es.  E ns uit e, 

l' e x pl or ati o n d e l a pr o p a g ati o n d e l a d é g é n ér es c e n c e n e ur o n al e d e c es r és e a u x n é c essit e 

d e m a ni p ul er et d e s ui vr e i n d é p e n d a m m e nt  diff ér e nt es p o p ul ati o ns n e ur o n al es.   

L a  t e c h n ol o gi e  é m er g e nt e  d es  p u c es  mi cr ofl ui di q u es  a  o u v ert  d e  n o u v ell es 

p ossi bilit és p o ur att ei n dr e c es o bj e ctifs. L a mi cr ofl ui di q u e est u n e t e c h ni q u e p er m ett a nt 

d e m a ni p ul er d es fl ui d es à l' é c h ell e d u mi cr o n. L e d o m ai n e d e l a c ult ur e d e mi cr otiss us 

et d' or g a n es d a ns u n e p u c e a é v ol u é v ers u n n o u v e a u n o m, c el ui d' or g a n e s ur p u c e. Il 

s' a git  d' u n e  c at é g ori e  d e  bi o p u c es  q ui  si m plifi e nt  l a  str u ct ur e  d es  or g a n es  r é els  p o ur 

r é alis er  l a  f o n cti o n  d u  mi ni-or g a n e.  D a ns  l e  d o m ai n e  d es  n e ur os ci e n c es,  l a 

mi cr ofl ui di q u e a ét é utilis é e p o ur c o m p arti m e nt er l es c ell ul es à l' ai d e d e c h a m br es d e 

c ult ur e  r eli é es  p ar  d es  mi cr o c a n a u x  d e  l' or dr e  d u  mi cr o n  g ui d a nt  l a  cr oiss a n c e  d es 
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a x o n es, o u vr a nt ai nsi l a p ossi bilit é d e c o nstr uir e d es r és e a u x artifi ci els. E n p ass a nt d e 

l a 3 D à l a 2 D o u m ê m e à l a 2, 5 D, ell e p e ut r és o u dr e l a sit u ati o n d es n e ur o n es d a ns d es 

b oît es d e c ult ur e or di n air es a v e c u n e ntr e cr ois e m e nt d e n e urit es. E n o utr e, l es dis p ositifs 

mi cr ofl ui di q u es d ot és d e c a n a u x à l' é c h ell e d u m i cr o n et d e v ol u m es d e mi cr olitr es et 

d e  n a n olitr es  d e  mili e u  d e  c ult ur e  c ell ul air e  s o nt  c a p a bl es  à  l a  f ois  d e  m ai nt e nir  u n 

mi cr o e n vir o n n e m e nt st a bl e p o ur l es c ell ul es d u c er v e a u et l es cir c uits n e ur o n a u x et d e 

m o difi er c et e n vir o n n e m e nt tr ès r a pi d e m e nt p a r u n c o ntr ôl e fl ui di q u e. E n utilis a nt l a 

r é p o ns e d es c ell ul es n e ur o n al es à d es sti m uli c hi mi q u es o u p h ysi q u es, l e c h a n g e m e nt 

d e l a c o n c e ntr ati o n m ol é c ul air e l o c al e p e ut êtr e s ur v eill é p ar d es c a pt e urs c o ntr ôl és a v e c 

pr é cisi o n  q ui  s'i nt erf a c e nt  a v e c  d es  p u c es  mi cr ofl ui di q u es  et  c ert ai ns  i n di c at e urs  d e 

fl u or es c e n c e. L es c h a n g e m e nts m or p h ol o gi q u es d es n e urit es, d u s o m a et d es n o y a u x, 

ai nsi q u e l es si g n a u x c yt os oli q u es p e u v e nt é g al e m e nt êtr e o bs er v és. C el a p er m et n o n 

s e ul e m e nt  d' ét u di er  e n  t e m ps  r é el  l es  r é p o ns es  d é cl e n c h é es  p ar  l es  c h a n g e m e nts  d u 

mi cr o e n vir o n n e m e nt, m ais a ussi d' ét u di er l es m é c a nis m es m ol é c ul air es d es m al a di es 

n e ur o d é g é n ér ati v es.  

L es tr a v a u x pr é c urs e urs d e Ta yl or et al. o nt d é crit l' utilis ati o n d e l a mi cr ofl ui di q u e 

p o ur c o nstr uir e u n r és e a u bi o n o d al. M ais l a c o nstr u cti o n d e r és e a u x m ulti -n o d a u x r est e 

u n d éfi d a ns c e d o m ai n e. L a c o n n e ct o mi q u e c ér é br al e a r é c e m m e nt r é v él é l a r el ati o n 

e ntr e l a str u ct ur e t o p ol o gi q u e et l a f o n cti o n d u c er v e a u. C el a a i ns pir é n otr e é q ui p e à 

c o m bi n er  l es  t e c h ni q u es  mi c r ofl ui di q u es  c o m p arti m e nt é es - q ui  p e u v e nt  c o ntr ôl er  l a 

cr oiss a n c e  dir e cti o n n ell e  d es  a x o n es - a v e c  l es  pri n ci p es  t o p ol o gi q u es  d e  l a 

c o n n e ct o mi q u e c ér é br al e p o ur c o n c e v oir d es r és e a u x n e ur o n a u x. C ett e c o n c e pti o n d es 

r és e a u x n e ur o n a u x b as é e s ur l a t o p ol o gi e r ess e m bl e d a v a nt a g e a u x c o n n e xi o ns e ntr e 

l es n e ur o n es d a ns l e c er v e a u r é el et p e ut êtr e utilis é e p o ur ét u di er c o m m e nt, p ar e x e m pl e, 

l es  a gr é g ats  d'α -s y n u cl éi n e  et  d e  b -a m yl oï d e,  q ui  s o nt  ass o ci és  r es p e cti v e m e nt  a u x 

m al a di es d e P ar ki ns o n et d' Al z h ei m er, s e  pr o p a g e nt d a ns l es r és e a u x n e ur o n a u x.  

E n g é n ér al, l e c er v e a u s ur p u c e é m er g e nt est u n e n o u v ell e cl ass e t e c h n ol o gi q u e 

pr o m ett e us e p ar mi l es m o d èl es a ct u els d e m ulti pl es m al a di es n e ur ol o gi q u es.  
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D a ns  l e  pr e mi er  c h a pitr e,  c ett e  t h ès e  pr és e nt e  l es  c o n n aiss a n c e s  d e  b as e  et  l es 

a v a n c é es  r é c e nt es  d a ns  c e  d o m ai n e.  L e  d e u xi è m e  c h a pitr e  tr ait e  d e  c ert ai n es 

c o n n aiss a n c es  n e ur o bi ol o gi q u es  d e  b as e  et  d es  c o n c e pts  f o n d a m e nt a u x  d e  l a 

c o n n e ct o mi q u e  c ér é br al e,  l a  b as e  t h é ori q u e  d e  l a  c o nstr u cti o n  i n  vitr o  d e  r és e a u x 

n e ur o n a u x.  Ell e  pr és e nt e  l es  c ar a ct éristi q u es  bi ol o gi q u es  d es  m al a di es 

n e ur o d é g é n ér ati v es  et  c ert ai ns  p oi nts  d e  v u e  d o mi n a nts  s ur  l e ur  p at h o g e n ès e,  p uis 

d o n n e  u n  a p er ç u  d e  c ert ai ns  m o d èl es  d' ét u d e  d es  tr o u bl es  n e ur ol o gi q u es.  D a ns  l a 

tr oisi è m e s e cti o n d e c e c h a pitr e, l a p arti e c o ns a cr é e a u x p u c es c ér é br al es s e c o n c e ntr e 

d' a b or d  s ur  l e  pr o c ess us  d e  f a bri c ati o n  d es  p u c es  mi cr ofl ui di q u es  et  d es  m at éri a u x 

c o n n e x es, ai nsi q u e s ur l es b as es d e l a s ur vi e d es c ell ul es d a ns l a p u c e. Ell e e x a mi n e et 

dis c ut e l es m o d èl es c o nst r uits c es d er ni èr es a n n é es à l' ai d e d e p u c es mi cr ofl ui di q u es 

p o ur ét u di er l es m al a di es n e ur ol o gi q u es.  

L e c h a pitr e 2 pr és e nt e u n e pl at e -f or m e p o ur l a r e c o nstr u cti o n i n vitr o d e r és e a u x 

n e ur o n a u x dir e cti o n n els à d e u x n œ u ds a v e c u n e c o n n e cti vit é s y n a pti q u e c o ntr ôl é e. L e 

pr o c ess us d e f a bri c ati o n f ait a p p el à l a t e c h ni q u e d u " p att er ni n g i n -m ol d ". C el a p er m et 

d' a p pli q u er d es c o ntr ai nt es c hi mi q u es et m é c a ni q u es a u x n e ur o n es e n cr oiss a n c e. C ett e 

pl at ef or m e  p er m et  d e  mi cr o p ositi o n n er  d es  gr o u p es  d e  n e ur o n es  d a ns  d es  p u c es 

mi cr ofl ui di q u es  et  d e  g ui d er  l es  a x o n es  d e  m a ni èr e  dir e cti o n n ell e  p o ur  o bt e nir  u n e 

c o n n e cti vit é f o n cti o n n ell e r é gl a bl e.   

D a ns l e c h a pitr e 3, e n utilis a nt l e m ê m e pr o c é d é d e mi cr of a bri c ati o n, j' ai e x pl or é 

l a f ais a bilit é d e r e c o nstr uir e d es r és e a u x multi -n o d a u x c o m pl e x es d a ns u n e pl at ef or m e 

mi cr ofl ui di q u e c o m p arti m e nt é e. P o ur att ei n dr e c e b ut, j' ai ét u di é diff ér e nts p ar a m ètr es 

p o ur o pti mis er l a s ur vi e d es r és e a u x c o m pl e x es i n vitr o.    

D a ns l e c h a pitr e 4, e n utilis a nt l es d e u x pl at ef or m es q u e j' ai d é v el o p p é es, j' ét u di e 

l a pr o p a g ati o n tr a ns n e ur o n al e d es a gr é g ats d' al p h a-S y n u cl éi n e q u e l' o n pr o p os e d' êtr e 

à  l' ori gi n e  d e  l'i niti ati o n  d e  pr o c ess us  n e ur o d é g é n ér atifs  t els  q u e  l a  m al a di e  d e 

P ar ki ns o n.  
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D a ns l e c h a pitr e 5, s ur l a b as e d e q u el q u es e x p éri e n c es t e c h n ol o gi q u es fi n al es, j e 

pr és e nt e  q u el q u es  p ers p e cti v es  t e c h n ol o gi q u es  p o ur  o pti mis er  d a v a nt a g e  l a 

r e c o nstr u cti o n d e r és e a u x c o m pl e x es i n vitr o.  

D a ns  l e  c h a pitr e  6,  j e  dis c ut e  d es  di v ers  as p e cts  q ui  s o us -t e n d e nt  l a 

mi cr of a bri c ati o n d e pl at es -f or m es p o ur m a ni p ul er l es n e ur o n es et j e pr o p os e q u el q u es 

p ers p e cti v es p o ur l' a v e nir d es a p pr o c h es d e t y p e " c er v e a u s ur p u c e ".  

E n r és u m é, l e c er v e a u s ur p u c e p er m et d e c o nstr uir e i n vitr o u n m o d èl e p o ur l' ét u d e 

d es m al a di es. E n c o nstr uis a nt u n c er v e a u s ur u n e p u c e p o ur l es m al a di es n e ur ol o gi q u es, 

c ett e p u c e a p p ort er a d e n o u v ell es o p p ort u nit és p o ur l a d é c o u v ert e d e n o u v ell es ci bl es 

m é di c a m e nt e us es et l e cri bl a g e d e m é di c a m e nts d a ns l e s yst è m e n er v e u x. À l' a v e nir, l e 

cri bl a g e d e m é di c a m e nts à h a ut d é bit s ur u n e p u c e r é d uir a c o nsi d ér a bl e m e nt l e t e m ps 

n é c ess air e p o ur t est er l' a cti vit é d es m ol é c ul es m é di c a m e nt e us es, c e q ui r a c c o ur cir a l a 

d ur é e  d u  c y cl e  d e  d é v el o p p e m e nt  d e  n o u v e a u x  m é di c a m e nts  et  r e m pl a c er a  pl us 

effi c a c e m e nt l es e x p éri e n c es s ur l es a ni m a u x p o ur t est er  l' a cti vit é d es m é di c a m e nts. 
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1  I nt r o d u cti o n  



 

 

1. 1  O v e r vi e w  

H u m a n b ei n gs h a v e al w a ys str u g gl e d wit h v ari o us dis e as es, a m o n g w hi c h dis e as es 

r el at e d  t o  t h e  n er v o us  s yst e m.  S p e cifi c all y n e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es  s u c h  as 

Al z h ei m er, P ar ki ns o n or H u nti n gt o n Dis e as es  t ar g ets s p e cifi c br ai n ar e as a n d pr o m ot es 

c hr o ni c a n d pr o gr essi v e d e g e n er ati o n l e a di n g t o i m p air e d q u alit y of lif e a n d r e d u c e d 

l o n g e vit y. H o w e v er , u ntil n o w, d es pit es s e v er al d e c a d es of a cti v e r es e ar c h, n o  eff e cti v e 

m et h o d all o ws t o pr e v e nt or c ur e t hes e  d e g e n er at i v e s y n dr o m es.  

Fr o m a hist ori c al a n d c ult ur al p ers p e cti v e , h u m a n i n g e n uit y h as pr o m ot e d  w est er n 

m e di ci n e  b as e d  o n  a n at o m y,  a n d  ori e nt al  m e di ci n e  b as e d  o n  m eri di a n  d o ctri n e. 

N o w a d a ys, h u m a n b ei n gs m ai nl y r el y o n s ur g er y, v ari o us dr u gs a n d a dj u n cti v e t h er a p y 

or i nt er v e nti o n al m e di c al d e vi c es as t h e m ai n w a y t o fi g ht a g ai nst dis e as es. I n t h e n e ar 

f ut ur e,  t h er e  is  a  g o o d  p ossi bilit y  t h at  a d v a n c e d  t e c h n ol o gi es  b as e d  o n  g e n eti c 

e n gi n e eri n g, artifi ci al or g a ns, et c. will e nt er t h e cli ni c as n e w t h er a p e uti c t o ols. Fr o m 

a n  hist ori c al  p oi nt  of  vi e w,  h u m a n  t h er a p e uti c  y et  m ostl y  r el y  o n  s m all  or g a ni c 

c o m p o u n d t h er a p e uti cs t h e dr u g d e v el o p m e nt fi el d w hi c h a c c o u nts f or v ast m aj orit y of 

a v ail a bl e o p er ati o n al t h er a pi es. I n t h e pr o c ess of dr u g d e v el o p m e nt, t h e dis c o v er y a n d 

s y nt h esis of a n e w dr u g m ol e c ul e is t h e first st e p, f oll o w e d b y ri g or o us dr u g a cti vit y 

s cr e e ni n g  a n d  p h ar m a c e uti c al  f or m ul ati o n.  N or m all y,  aft er  t h e  bi ol o gi c all y  a cti v e 

m ol e c ul es (l e a d c o m p o u n ds or hit) ar e t est e d i n a ni m als, a b o ut 9 0 % of t h e dr u gs f ails 

i n cli ni c al tri als, w hil e m or e t h a n h alf of t h e r e m ai ni n g 1 0 % of t h e dr u gs still f ail i n 

p h as e  III  cli ni c al  tri als.  W hil e  t his  e vi d e n c e  a  g a p  b et w e e n  t h e or eti c al  c o n c e pts 

u n d erl yi n g  t ar g et  s el e cti o n  /  dr u g  d e v el o p m e nt  a n d  t h er a p e uti c al  effi c a c y,  t his  als o 

q u esti o n t h e r el e v a n c e of b ot h c ell c ult ur e a n d a ni m al m o d els us e d i n t h e pr e cli ni c al 

stu di es.  Usi n g of a ni m al m o d els, w hi c h p er mitt e d tr e m e n d o us a d v a n c es i n b ot h b asi c 

a n d  a p pli e d  bi ol o g y,  is  n o w  q u esti o n e d  b ot h  at  t h e  et hi c al  a n d  o p er ati o n al  l e v el. 

T h er ef or e,  alt er n ati v e  t e c h n ol o gi es  t h at  c o ul d  r e pl a c e  or  r e d u c e  a ni m al  e x p eri m e nts, 

w o ul d al l o w s h ort e ni n g of s cr e e ni n g ti m e, i m pr o vi n g effi ci e n c y t h a n ks t o h u m a n st e m 
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c ell pr o c ess es all o wi n g t o cr e at e h u m a n b as e d m o d els, t h e ti m e a n d m o n e y c ost f or n e w 

dr u g d e v el o p m e nt, w hil e it c a n r e d u c e t o s a crifi c e t h e a ni m als w hi c h ar e li vi n g f or dr u g 

a cti v it y s cr e e ni n g. 

I n p ar all el t o h u m a n st e m c ell r es e ar c h fi el d, mi cr ofl ui di cs h as d e v el o p e d r a pi dl y 

i n  t h e  bi ol o g y  a n d  c h e mistr y  fi el d.  Mi cr ofl ui di c  is  r a pi dl y  p er v a di n g  a n al yti c al 

c h e mistr y a n d bi ol o gi c al t esti n g fi el ds, as a f ast, mi ni at uri z e d e as y t o h a n d l e w a y t o us e 

c o n v e nti o n al  l a b or at or y  t e c h ni q u es  i n  s m all  p ort a bl e  “l a b  o n  c hi p ”  d e vi c es.  It  is  a 

t e c h n ol o g y  t h at  is  b as e d  o n  t h e  m a ni p ul ati o n  of  fl ui ds  i n  t h e  mi cr o n-s c al e  s p a c e. 

Si mil arl y, 2 0 y e ars of r es e ar c h h a v e n o w pr o v e d t h at c o n v e nti o n al c ell c ult u r e dis h es 

c a n  b e  a d v a nt a g e o usl y  r e pl a c e d  b y  mi ni at uri z e d  c ell  c ult ur e  d e vi c es  t h at  all o w 

c o ntr olli n g c ell mi cr o e n vir o n m e nt at a n u n pr e c e d e nt e d l e v el. T h a n ks t o t h eir i n h er e nt 

pr o p erti es,  t h es e  t e c h n ol o gi es  all o w  c o ntr oll e d  r e c o nstr u cti o n  of  c o -c ult ur es  a n 

a p pr o a c h t h at p a v es t h e w a y f or t h e r ati o n al d esi g n of mi ni m alisti c “ or g a n -o n -a -c hi p ”. 

Mi cr ofl ui di c d e vi c es f or c ell c ult ur e c o nt ai ns mi cr o n s c al e d c ell c ult ur e c h a m b ers t h at 

all o ws  c o ntr oll e d  a n d  c o nti n u o us  p erf usi o n  of  li q ui ds  t o  r e n e w  m e di a,  b uil d  s h a p e d 

fl ui di c gr a di e nts, m o d el p uls e d fl o w c h a m b ers. A n ot h er as p e ct st e ms i n t h e p ossi bilit y 

t o c o n n e ct i n b ot h 2 D a n d 3 D m a n n ers s e v er al c h a m b ers t o c o ntr ol c ell/ c ell i nt er a cti o ns 

a n d  i m pl e m e nt  mi cr o  t e c h n ol o gi c al  c u es  i nsi d e  t h e  c ell  c ult ur e  c h a m b ers  s u c h  as  

r ati o n al  m e c h a ni c al  c o nstr ai ns,  bi o c h e mi c al  or  el e ctr o ni c  sti m ul ati n g  a n d  s e nsi n g 

d e vi c es. It is t h er ef or e a c ell c ult ur e mi cr o e n gi n e eri n g t e c h n ol o g y wit h a hi g h p ot e nti al 

f or  mi mi c ki n g  a n d  r e c o nstr u cti n g  t h e  p h ysi ol o gi c al  f u n cti o ns  of  h u m a n  or g a ns. 

T h e or eti c all y, or g a n -o n -a -c hi p -b as e d m o d el h a v e m a n y a d v a nt a g es c o m p ar e d wit h t h e 

tr a diti o n al a ni m al m o d els. First of all, t h e tiss u e u nits c o nstr u ct e d b y c a n b e c o nstr u ct e d 

o ut of h u m a n -d eri v e d st e m c ells.  T h e or g a n -o n -a -c hi p c a n a c hi e v e a pr e cis e c o ntr ol i n 

s c al e,  w hi c h  c a n  e n a bl e  st u d yi n g  t h e  q u a ntit ati v e  p h ar m a c ol o g y,  m e as uri n g 

p h ar m a c o ki n eti c  p ar a m et ers  s u c h  as  dr u g  a bs or pti o n,  distri b uti o n,  m et a b olis m  a n d 

eli mi n ati o n, a n d h as a n irr e pl a c e a bl e a d v a nt a g e i n t o xi cit y esti m ati o n.  

M y  P h D  t h esis  is  r o ot e d  i n  t h e  c h all e n g e  of  d e v el o pi n g  r el e v a nt  br ai n  o n  c hi p 
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pl atf or m. D u e t o i ntri nsi c br ai n c o m pl e xit y wit h n e ur o n al n et w or ks e x hi biti n g or d er e d 

t o p ol o gi es t h at r a n g es fr o m t h e c m s c al e ( a x o ns) t o n a n o m etri c o n es (s y n a ps es) b uil di n g 

br ai n o n c hi ps pl atf or ms is a l o n g t er m r u n t h at r e q uir es v ali d ati o n of “ m o d ul es ” t h at 

p er mit t o c a pt ur e s p e cifi c pr o p erti es of br ai n n et w or ks. I n t h e f oll o wi n g c h a pt er, I will 

t h er ef or e i ntr o d u c e s o m e b asi c k n o wl e d g e of t h e n er v o us s yst e m a n d will i nt ers p ers e it 

wit h  t h e  c urr e nt  h y p ot h es is  a b o ut  t h e  m e c h a nis ms  of  n e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es  t o 

fi n all y pr es e nt a n o v er vi e w of c urr e nt t e c h n ol o gi es us e d f or br ai n o n c hi p pl atf or ms 

r e c o nstr u cti o ns. 

1. 2  N e r v o us  s yst e m  

T h e or g a nis m is c o m p os e d of diff er e nt or g a ns a n d s yst e ms, e a c h of w hi c h h a vi n g 

its s p e cifi c  f u n cti o ns.  T h es e  f u n cti o n al  a cti viti es  ar e  n ot  is ol at e d  b ut  i nt er a ct  a n d 

c o or di n at e  wit h  e a c h  ot h er.  W h e n  t h e  b o d y  is  i n  t h e  pr o c ess  of  r es p o n di n g  t o  t h e 

c o nti n u o us  c h a n g es  i n  t h e  e xt er n al  e n vir o n m e nt,  t h e  i nt er n al  e n vir o n m e nt  is  als o 

c o nst a ntl y c h a n gi n g.  It  is  t hr o u g h  its  r e g ul at or y  s yst e m  t h at  t h e  b o d y  r es p o n ds  t o 

e xt er n al e n vir o n m e nt al c h a n g es t o r est or e t h e st a bilit y of t h e i nt er n al e n vir o n m e nt of 

t h e b o d y t o s ur vi v e. T h e n er v o us s yst e m is a n i m p ort a nt b o d y s yst e m t o a c hi e v e t his 

r e g ul at or y  f un cti o n.  W h e n  t h e  n er v o us  s yst e m  d e g e n er at es  a n d  d e v el o ps  p at h ol o gi c 

l esi o ns, it will c a us e i m p air m e nt i n t h e b o d y's r es p o ns e t o t h e e xt er n al e n vir o n m e nt. 

T h e n er v o us s yst e m is a l ar g e a n d c o m pl e x s yst e m c o m p os e d of n u m er o us n er v e 

c ells t h at li ais e a n d r e g u l at e t h e f u n cti o n of t h e b o d y's s yst e ms a n d or g a ns i n r es p o ns e 

t o c h a n g es i n t h e i nt er n al a n d e xt er n al e n vir o n m e nt. Its f u n cti o n is m ai nl y t o tr a ns mit 

i nf or m ati o n fr o m aff er e nt fi b ers t o t h e br ai n a n d s pi n al c or d, t h e n er v e c e nt ers. Aft er 

c o m pl e x pr o c essi n g i n t h e br ai n a n d s pi n al c or d, t h e i nf or m ati o n is tr a nsf or m e d i nt o 

eff er e nt si g n als, w hi c h ar e tr a ns mitt e d vi a eff er e nt fi b ers t o all s yst e ms a n d or g a ns of 

t h e  b o d y  t o  r e g ul at e  t h eir  f u n cti o n al  a cti viti es. T h e  br ai n,  as  a n  i m p ort a nt  or g a n  f or 

i nf or m ati o n pr o c essi n g,  als o  p oss ess es  a d v a n c e d  f u n cti o ns  of  m e m or y  a n d  l e ar ni n g, 

a n d  t h er ef or e  its  st u d y  i m pli es  m a n y  fi el ds  o utsi d e  n e ur o bi ol o g y  s u c h  as  c o g niti v e 



 

 3 7  

n e ur os ci e n c e. H o w e v er, i n t his t h esis, I will f o c us o nl y o n t h e b asi c bi ol o gi c al iss u es 

r el at e d t o n e uro d e g e n er ati v e dis e as es ar e. T his s u bs e cti o n i ntr o d u c es o nl y s o m e b asi c 

n e ur o bi ol o gi c al  k n o wl e d g e  at  t h e  c ell ul ar  a n d  m ol e c ul ar  l e v el,  w hi c h  will  h el p 

i nt er dis ci pli n ar y r e a d ers t o u n d erst a n d t his fi el d,  t h e r e a d ers wh o alr e a d y h a v e t h e b asi c 

k n o wl e d g e c a n d ir e ctl y j u m p t o n e xt s e cti o n.  

1. 2. 1  T h e n e u r o n s a n d gli al c ells  i n t h e n e r v o u s s y st e m 

T h e  n er v o us  s yst e m  is  m ai nl y  c o m p os e d  of  n e ur o ns  a n d  gli al c ells .  I n t h e  l at e 

1 9t h c e nt ur y, t h e G er m a n s ci e ntist Fr a n z Nissl us e d w h at is n o w a d a ys c all e d t h e Nissl 

st ai ni n g  t o  disti n g uis h  b et w e e n  n e ur o ns  a n d  gli al  c ells.  S u bs e q u e ntl y,  t h e  It ali a n 

s ci e ntist  C a mill o  G ol gi  us e d sil v er-st ai n e d  br ai n  s e cti o ns  t o  d e m o nstr at e  t h e  s p e ci al 

str u ct ur e of n e ur o ns. N e ur o ns, li k e ot h er c ells, ar e c o m p os e d of a n u cl e us, c yt o pl as m 

a n d  c ell  m e m br a n e. T h e  n u cl e us  is  a  n e arl y  s p h eri c  or g a n ell e  wr a p p e d  b y  a  n u cl e ar 

m e m br a n e,  l o c at e d  wit hi n  t h e  c ell  b o d y,  a n d  c o nt ai ns  t h e  c hr o m os o m es  t h at  h ol d 

g e n eti c i nf or m ati o n. T h e c yt o pl as m ar o u n d t h e n u cl e us c o nt ai ns t h e i ntr a c ell ul ar fl ui d 

ri c h  i n  p ot assi u m  i ons,  t h e  fi br o us  c yt os k el et o n  a n d  v ari o us  or g a n ell es.  T h e  c ell 

m e m br a n e c o nsists of a 5 n m t hi c k li pi d bil a y er, i nl ai d wit h m e m br a n e pr ot ei ns. T h e 

c ell m e m br a n e e n v el o ps t h e e ntir e n e ur o n, s e p ar ati n g it fr o m t h e o utsi d e w orl d. T h e 

str u ct ur e of n e ur o ns is di vi d e d i nt o t h e c ell b o d y, d e n drit es a n d a x o ns.) T h e c ell b o d y 

is t h e m ai n c e nt er of n e ur o n al m et a b olis m a n d is r es p o nsi bl e f or pr ot ei n s y nt h esis a n d 

e n er g y  m et a b olis m  t o  m ai nt ai n  c ell  s ur vi v al;  t h e  d e n drit es  ar e  t h e  m ai n  sit e  w h er e 

n e ur o ns  r e c ei v e  e xt er n al  si g n als;  a n d  t h e  a x o n  is  r es p o nsi bl e  f or  n er v e  si g n al 

tr a ns missi o n. I n a d diti o n, dist a nt sit es of a x o ns wit h mit o c h o n dri a, a n d G ol gi als o c a n 

s y nt h eti z e pr ot ei ns.  

1. 2. 1. 1  T h e m e m br a n es of N e ur o n  

T h e c ell m e m br a n e of n er v e c ells, li k e ot h er c ells, s er v es as a b arr i er b et w e e n t h e 

c ell  a n d  t h e  e n vir o n m e nt,  all o wi n g  t h e  c ell  t o  e xist  r el ati v el y  i n d e p e n d e ntl y  of  t h e 

e n vir o n m e nt. T hr o u g h t h e c ell m e m br a n e, n er v e c ells c a n o bt ai n n utri e nts a n d e x cr et e 
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m et a b olit es; t h e y c a n r e c ei v e sti m uli fr o m e n vir o n m e nt al c h a n g es, g e n e r at e r es p o ns es, 

a n d  tr a ns mit  i nf or m ati o n.  T h e  m ol e c ul ar  str u ct ur e  of  n er v e  c ell  m e m br a n es  is 

c o m p os e d  of  li pi ds,  pr ot ei ns  a n d  s u g ars,  as  i n  m ost  ot h er  c ells. T h e  c o m p ositi o n  of 

n er v e c ell m e m br a n es als o d et er mi n es t h eir f u n cti o ns, i n cl u di n g t h e i o ni c e x c h a n g es 

t h at  tri g g er  d e p ol ari z ati o n  a n d  r e p ol ari z ati o n  of  t h e  c ell  as  w ell  as  t h eir  r es p o ns e  t o 

v ari o us e xt er n al s u bst a n c es.  

1. 2. 1. 2  D e n drit es a n d a x o ns   

T h e  d e n drit es  ar e  o n e  c at e g or y  of  o ut w ar d  pr oj e cti o ns  a n d  e xt e nsi o ns  of  t h e 

n e ur o n al c ell b o d y, w hi c h v ar y i n si z e a n d s h a p e d e p e n di n g o n t h e n e ur o n al s p e ci es. 

T h e  b o u n d ar y  b et w e e n  d e n drit es  a n d  t h e  c ell  b o d y  is  s o m eti m es  diffi c ult  t o  d efi n e. 

Or g a n ell es s u c h as t h e r o u g h e n d o pl as mi c r eti c ul u m, fr e e ri b os o m es a n d G ol gi c o m pl e x 

ar e  visi bl e  at  t h e  pr o xi m al  e n d  of  t h e  d e n drit es,  a n d  m ost  or g a n ell es  c a n  e nt er  t h e 

d e n drit es fr o m t h e c ell b o d y. A n e ur o n c a n h a v e m ulti pl e d e n drit es, a n d t h e d e n drit es 

c a n r e g e n er at e n e w br a n c h es as t h e y e xt e n d o ut w ar d. T h e m or p h ol o g y of d e n drit es is 

m ai nt ai n e d b y a d h esi o n m ol e c ul es o n t h e d e n driti c s urf a c e a n d t h e c yt os k el et o n i nsi d e 

t h e  c ell.  D e n drit es  c a n  f or m  s y n a ps es  wit h  t h e  a x o n  t er mi n als  of  ot h er  n e ur o ns  t o 

r e c ei v e si g n al aff er e nts, a n d ar e t h e m ai n sit e w h er e n e ur o ns r e c ei v e si g n al tr a ns d u c ers. 

T h e d e n driti c s pi n e, w hi c h h as a v ari et y of r e c e pt ors a n d i o n c h a n n els, is a n i m p ort a nt 

sit e f or d e n driti c s y n a ps e f or m ati o n.  

E a c h n e ur o n h as l o n g, t hi n, u nif or ml y t hi c k a n d t hi n a x o ns wit h f e w br a n c h es a n d 

s m o ot h s urf a c es. T h e l e n gt h of a x o ns v ari es a m o n g diff er e nt cl ass es of n e ur o ns, wit h 

s o m e a x o ns r e a c hi n g u p t o 1 m a n d ot h ers l ess t h a n 1 m m. S o m e a x o ns br a n c h d uri n g 

e xt e nsi o n a n d t h es e br a n c h es ar e c all e d a x o n c oll at er als. T h e a x o n c oll at er al is oft e n 

p er p e n di c ul arl y  e m a n ati n g  fr o m  t h e  a x o n  at  a  dist a n c e  fr o m  t h e  c ell  b o d y  a n d  is 

ess e nti all y t h e s a m e t hi c k n ess as t h e m ai n st e m. H o w e v er, a x o ns c o nt ai n a l ar g e a m o u nt 

of c yt os k el et o n el e m e nts s u c h as mi cr ot u b ul es a n d n e ur ofil a m e nts arr a n g e d i n p ar all el, 

a n d t h es e fil a m e nts pl a y a n i m p ort a nt r ol e i n t h e f or m ati o n a n d m ai nt e n a n c e of a x o ns 
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a s w ell  as i n t h e tr a ns p ort of a x o n al m at eri al.  

 

Fi g u r e 1.  T h e c o n d u cti o n of t h e a cti o n p ot e nti al i n m y eli n at e d a x o n a n d u n m y eli n at e d a x o n ( c o p yri g ht: 

E n c y cl o p æ di a Brit a n ni c a, I n c.)  

T h e i m p uls es g e n er at e d b y n e ur o ns ar e c all e d a cti o n p ot e nti als, w hi c h pr o p a g at e 

al o n g t h e a x o ns. A x o ns c a n b e wr a p p e d i nt o a m y eli n s h e at h. M y eli n at e d a x o ns fr o m 

t h e  c e ntr al  n er v o us  s yst e m  ar e  s urr o u n d e d  b y  m y eli n  s h e at hs  f or m e d  b y  t h e  c ell 

m e m br a n es  of  oli g o d e n dr o c yt e  or  oli g o d e n dr o gli a  c ells,  w hil e  t h e  a x o ns  fr o m  t h e 

p eri p h er al  n er v o us  s yst e m  ar e  s urr o u n d e d  b y  m y eli n  s h e at hs  f or m e d  b y  t h e  c ell 

m e m br a n es of S c h w a n n c ells. T h e m y eli n is n ot c o m pl et el y wr a p p e d ar o u n d t h e a x o n, 

b ut r at h er i n s e g m e nts. T h e ar e a b et w e e n t h e m y eli n s h e at hs w h er e t h e a x o n is e x p os e d 

is c all e d t h e n o d e of R a n vi er, a n d t h e c ell m e m br a n e of t h e n o d e is ri c h i n v olt a g e-g at e d 

s o di u m  c h a n n els  a n d  ri c h  i n  i ntr a -m e m br a n o us  p arti cl es. T h e  j u n cti o n  is  e asil y 

a cti v at e d  a n d  a cti o n  p ot e nti als  ar e  r e g e n er at e d  h er e.  A cti o n  p ot e nti als  wit h  n er v e 

si g n als ar e tr a ns mitt e d j u m pil y i n t h e m y eli n at e d fi b ers, s o t h at t h e y ar e tr a ns mitt e d 

f ast er i n t h e m y eli n at e d fi b ers t h a n i n t h e u n m y eli n at e d fi b ers. I n g e n er al, l o c al n e ur o ns 

wit h s h ort er a x o ns, s u c h as i n hi bit or y i nt er n e ur o ns, h a v e a x o ns t h at ar e n ot m y eli n at e d, 

w h er e as n e ur o ns c o n n e cti n g d iff er e nt r e gi o ns of t h e n er v o us s yst e m h a v e l o n g er a x o ns 

t h at ar e m y eli n at e d. T h e e n d of t h e a x o n is e nl ar g e d a n d is c all e d t h e a x o n t er mi n al. 

T h e a x o n t er mi n al oft e n gi v es off m a n y ti n y br a n c h es t h at ar e n ot c o v er e d b y m y eli n, 
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c all e d  t h e  t er mi n al  ar b or.  T h es e  a x o n  t er mi n als  f or m  s y n a pti c  c o n n e cti o ns  wit h 

r e c ei vi n g  n e ur o ns  or  eff e ct or  c ells  ( e. g.,  m us cl e  c ells  a n d  gl a n d ul ar  c ells)  f or 

i nt er c ell ul ar c o m m u ni c ati o n.  

1. 2. 1. 3  T h e str u ct ur e of  c h e mi c al  s y n a ps e  

T h e sit e of i nf or m ati o n e x c h a n g e b et w e e n a x o n t er mi n als a n d ot h er n e ur o ns or 

eff e ct or c ells is c all e d t h e s y n a ps e. T h e s y n a ps e c o nsists of t h e pr es y n a pti c el e m e nt, 

w hi c h is t h e a x o n t er mi n al of t h e pr es y n a pti c n e ur o n, t h e s y n a pti c cl eft b et w e e n n e ur o ns, 

a n d t h e p osts y n a pti c el e m e nt of t h e p osts y n a pti c n e ur o n. D e p e n di n g o n t h e str u ct ur al 

a n d  el e ctr o p h ysi ol o gi c al  pr o p erti es  of  s y n a ps es,  t h er e  ar e  t w o  m ai n  t y p es:  c h e mi c al 

s y n a ps e a n d el e ctri c al s y n a ps e.  

C h e mi c al s y n a ps es c o nsist of a s p e ci ali z e d t hi c k e n e d ar e a i n t h e c ell m e m br a n e of 

t h e c orr es p o n di n g p art of t h e t w o n e ur o ns i n v ol v e d i n s y n a ps e f or m ati o n a n d t h e g a p 

b et w e e n  t h e m.  W h e n  i nf or m ati o n  is  tr a ns mitt e d  fr o m  o n e  n e ur o n  t o  a n ot h er,  t h e 

pr es y n a pti c  c o m p o n e nt  r el e as es  n e ur otr a ns mitt ers,  w hi c h  a ct  o n  n e ur o tr a ns mitt er 

r e c e pt ors  i n  t h e  p osts y n a pti c  c o m p o n e nt  t o  tr a ns mit  t h e  si g n al  t o  t h e  p osts y n a pti c 

n e ur o n.  

S y n a ps es ar e  str u ct ur es  t h at  ar e  s p e ci ali z e d  f or  n e ur o n al  c ell  m e m br a n es.  E a c h 

s y n a ps e c o nsists of a pr es y n a pti c a n d a p osts y n a pti c str u ct ur e, w hi c h c a n ori gi n at e fr o m 

t h e s a m e n e ur o n, a n d f or m a n a ut a ps e. Or fr o m diff er e nt n e ur o ns, w hi c h f or m s y n a pti c 

c o n n e cti o ns b et w e e n n e ur o ns a n d t h us tr a ns mit i nf or m ati o n. A t y pi c al s y n a ps e h as a 

s y n a pti c  v esi cl e  c o nt ai ni n g  a  n e ur otr a ns mitt er  at  t h e  pr es y n a pti c  t er mi n al,  a n d  t h e 

v esi cl e is i n cl os e c o nt a ct wit h t h e pr es y n a pti c m e m br a n e. I m m e di at el y a dj a c e nt t o t h e 

pr es y n a pti c  m e m br a n e  is  t h e  p osts y n a pti c  m e m br a n e,  w hi c h  a p p e ars  as  a  t hi c k e n e d 

el e ctr o n -d e ns e b a n d u n d er el e ctr o n mi cr os c o p y, a n d a s p e ci al str u ct ur e d p osts y n a pti c 

d e ns e b a n d f or m e d b y a d e ns e arr a n g e m e nt of n e ur otr a ns mitt er r e c e pt ors a n d b a c k b o n e 

pr ot ei ns. S y n a pti c s u bst a n c e tr a ns p ort pl a ys a n i m p ort a nt r ol e i n t h e d e v el o p m e nt a n d 

m at ur ati o n of s y n a ps es. F or e x a m pl e, pr es y n a pti c str u ct ur es s u c h as s y n a pti c v esi cl es, 
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a cti v e  z o n e  pr e c urs or,  mit o c h o n dri a,  a n d  ot h er  pr ot ei ns  r el at e d  t o  s y n a pti c  v esi cl e 

f usi o n  a n d  r e g ul ati on  ar e  tr a ns p ort e d  al o n g  t h e  mi cr ot u b ul e  tr a c k  s yst e m  b y  m ot or 

pr ot ei ns s u c h as ki n esi n. Aft er s y nt h esis i n t h e c yt os ol, pr es y n a pti c m e m br a n e pr ot ei ns 

ar e ass e m bl e d i nt o m at eri al tr a ns p ort v esi cl es. T h es e v esi cl e str u ct ur es, w hi c h v ar y i n 

si z e a n d s h a p e, ar e tr a ns p ort e d al o n g t h e mi cr ot u b ul es t o s y n a pti c sit es. Aft er r e a c hi n g 

t h e s y n a pti c t er mi n al, t h es e tr a ns p ort v esi cl es f us e wit h t h e pr es y n a pti c m e m br a n e a n d 

r el e as e t h e tr a ns p ort m at eri al t o b uil d a n a cti v e z o n e or r e or g a ni z e s y n a pti c v esi cl es. It 

is o nl y t h e m at ur e pr es y n a pti c e n di n gs t h at ar e a bl e t o c o m pl et e t h e pr o c ess of pr e p ari n g 

s y n a pti c  v esi cl es  a n d  f usi n g  t h e m  wit h  c al ci u m  i o ns  ( C a 2 + )  a n d  r el e asi n g 

n e ur otr a ns mitt ers. At t h e s a m e ti m e, t his c o nti n u o us tr a ns p ort pr o c ess is a n i m p ort a nt 

b asis f or s y n a pti c str u ct ur al di v ersit y ( h et er o g e n eit y) a n d s y n a pti c f u n cti o n al pl asti cit y.   

1. 2. 1. 4  T h e c yt os k el et o n  

T h e  tr a nsl o c ati o n  a n d  l o c ali z ati o n  of  al m ost  all  or g a n ell es  a n d  bi o m ol e c ul es 

wit hi n n e ur o n al c ells ar e r e g ul at e d b y t h e c yt os k el et o n s yst e m, i n cl u di n g mi cr ot u b ul es, 

mi cr ofil a m e nts, a n d n e ur ofil a m e nts. T h e c yt os k el et o n is a c o m pl e x s yst e m of fi br o us 

n et w or k  str u ct ur es  wit hi n  c ells  a n d  is  a n  i m p ort a nt  or g a ni z er  of  c ell  str u ct ur e  a n d 

f u n cti o n.  I n  n e ur o ns,  c yt os k el et al  fi b ers  a n d  t h eir  ass o ci at e d  pr ot ei ns  f or m  t h e 

c yt os k el et al s yst e m, w hi c h a c c o u nts f or 2 5 % of all n e ur o n al pr ot ei ns. T h e c yt os k el et al 

s yst e m is t h e m aj or d et er mi n a nt of c ell m or p h ol o g y a n d t h e distri b uti o n of or g a n ell es 

i n  t h e  c yt o pl as m.  N e ur o ns  ar e  a  hi g hl y  diff er e nti at e d  cl ass  of  c ells  wit h  di v ers e 

m or p h ol o gi es  of  c ell  b o di es,  d e n drit es  a n d  a x o ns.  T h e  c yt os k el et o n  pl a ys  a  v er y 

i m p ort a nt  r ol e  i n  t h e  f or m ati o n  a n d  m ai nt e n a n c e  of  n e ur o n al  m or p h ol o g y.  N e ur o ns 

c o nt ai n  t hr e e  diff er e nt  c yt os k el et al  s yst e ms:  mi cr ot u b ul e,  a cti n  a n d  n e ur ofil a m e nt, 

w hi c h ar e ass e m bl e d b y diff er e nt pr ot ei n s u b u nits. T h es e t hr e e c yt os k el et al pr ot ei ns ar e 

u n d er d y n a mi c c h a n g es a n d ar e i n v ol v e d i n t h e m ai nt e n a n c e a n d alt er ati o n of n e ur o n al 

m or p h ol o g y,  t h e  alt er ati o n  of  c ell  m e m br a n e  s h a p e  a n d  s e cr et or y  a cti viti es,  a n d  t h e 

tr a nsl o c atio n a n d r e gi o n ali z ati o n of or g a n ell es a n d pr ot ei ns, a n d h a v e i m p ort a nt r ol es 

i n t h e m ai nt e n a n c e of n e ur o n al str u ct ur e a n d f u n cti o n. Mi cr ot u b ul es ar e p ol ar h oll o w 



 

 4 2  

t u b ul ar fi b ers wit h a di a m et er of a b o ut 2 4 n m. Mi cr ot u b ul es t e n d t o b e l o n g fi b er-li k e 

i n t h e cell a n d r u n t hr o u g h o ut t h e i nt eri or of t h e n e ur o n, s er vi n g n ot o nl y f or m e c h a ni c al 

s u p p ort  b ut  als o  f or  tr a ns p ort,  l o c ali z ati o n  a n d  or g a ni z ati o n.  C urr e ntl y,  t w o  t y p es  of 

mi cr ot u b ul e -r el at e d m ol e c ul ar m ot ors h a v e b e e n i d e ntifi e d: ki n esi n, w hi c h m o v es fr o m 

th e n e g ati v e p ol e of mi cr ot u b ul es t o t h e p ositi v e p ol e, a n d d y n ei n, w hi c h m o v es fr o m 

t h e p ositi v e p ol e of mi cr ot u b ul es t o t h e n e g ati v e p ol e. Mi cr ot u b ul es pl a y a n i m p ort a nt 

r ol e  i n  t h e  f or m ati o n  a n d  m ai nt e n a n c e  of  n e ur o n al  m or p h ol o g y,  t h e  f or m ati o n  a n d 

e xt e n si o n of n e ur al pr otr usi o ns, a n d a x o pl as mi c tr a ns p ort. A cti n m ai nt ai ns a n d c h a n g e 

t h e  s h a p e  of  t h e  c ell  m e m br a n e,  p arti ci p at e  i n  t h e  f or m ati o n  a n d  m ai nt e n a n c e  of 

s p e ci ali z e d  str u ct ur es  of  t h e  pr es y n a pti c  a n d  p osts y n a pti c  m e m br a n es,  m e di at e  t h e 

f or m ati o n  a n d e xt e nsi o n  of  n e ur al  pr otr usi o ns,  a n d  p arti ci p at e  i n  i m p ort a nt 

p h ysi ol o gi c al pr o c ess es s u c h as v esi cl e s e cr eti o n. T h e n e ur ofil a m e nt is t h e i nt er m e di at e 

fil a m e nt i n n e ur o ns, wit h a di a m et er of a b o ut 1 0 n m. I n a x o ns, t h e n e ur ofil a m e nts a n d  

mi cr ot u b ul es  ar e  t h e  m ost  a b u n d a nt  c o m p o n e nt  of  t h e  c yt os k el et o n  i n  a x o ns,  w hi c h 

pl a ys a n i m p ort a nt r ol e i n m ai nt ai ni n g t h e m or p h ol o g y of a x o ns.  

1. 2. 1. 5  T h e cl assifi c ati o n of n e ur o ns  

N e ur o n al c ells ar e di v ers e i n s h a p e a n d f u n cti o n. A c c or di n g t o t h eir l o c ati o n, t h er e 

ar e t w o m aj or c at e g ori es: c e ntr al n e ur o ns a n d p eri p h er al n e ur o ns. T h e c e ntr al n e ur o ns 

c a n b e cl assifi e d i nt o f or i nst a n c e c orti c al n e ur o ns, hi p p o c a m p al n e ur o ns, a n d c er e b ell ar 

n e ur o ns  a c c or di n g  t o  t h e  br ai n  r e gi o n  i n  w hi c h  t h e y  ar e  l o c at e d. T h er e  ar e diff er e nt 

cl assifi c ati o ns  b y  n e ur o n al  m or p h ol o g y.  N e ur o ns  c a n  b e  c at e g ori z e d  i nt o  u ni p ol ar 

n e ur o n, bi p ol ar n e ur o n, ps e u d o -u ni p ol ar n e ur o n, a n d m ulti p ol ar n e ur o n a c c or di n g t o 

t h eir m or p h ol o g y. T h e u ni p ol ar n e ur o n is t h e si m pl est n e ur o n b e c a us e it o nl y e xt e nds 

fr o m t h e c ell b o d y wit h a si n gl e pr otr usi o n. T his pr otr usi o n c a n gi v e ris e t o diff er e nt 

br a n c h es, s o m e of w hi c h a ct as a x o ns a n d s o m e of w hi c h f u n cti o n as d e n drit es. I n t h e 

n o n -v ert e br at e n er v o us s yst e m, u ni p ol ar n e ur o ns pr e d o mi n at e, w h er e as i n v ert e br a t es, 

u ni p ol ar  n e ur o ns  ar e  f o u n d  o nl y  i n  t h e  a ut o n o mi c  n er v o us  s yst e m.  Bi p ol ar  n e ur o ns 

c o nt ai n t w o pr otr usi o ns, a d e n drit e, w hi c h s er v es as a si g n al -r e c ei vi n g sit e, a n d a n a x o n, 
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w hi c h s er v es as a si g n al -s e n di n g sit e. T h e r eti n al n e ur o ns ar e t y pi c al bi p ol ar n e ur o ns. 

T h e m ulti p ol ar n e ur o n is t h e m ost d o mi n a nt n e ur o n t y p e i n t h e m a m m ali a n n er v o us 

s yst e m. It h as o n e a x o n a n d m ulti pl e d e n drit es. S u c h as m ot or n e ur o ns i n t h e s pi n al 

c or d, p yr a mi d al c ells i n t h e hi p p o c a m p us, a n d P ur ki nj e c ells i n t h e c er e b ell u m all ar e 

t y pi c al m ulti p ol ar n e ur o ns. 

1. 2. 1. 6  G li al c ells  

T h er e  is  a n ot h er  t y p e  of  c ells  i n  t h e  br ai n,  gli al  c ells,  t h e y  ar e  i n v ol v e d  i n  t h e 

f or m ati o n of t h e bl o o d-br ai n b arri er a n d m y eli n str u ct ur es, a n d h a v e a r ol e i n n utriti o n, 

s u p p ort a n d pr ot e cti o n of n e ur o ns. It i s i n v ol v e d i n m e di ati n g t h e gr o wt h of s y n a ps es 

a n d t h eir e x cit a bilit y, a n d h as a n i m p ort a nt i nfl u e n c e o n t h e d e v el o p m e nt of t h e n er v o us 

s yst e m.  A n d  it  m e di at es  t h e  n e ur oi m m u n e  r es p o ns e,  p arti ci p at es  i n  p ai n  r es p o ns e, 

pr o m ot es  t h e  r e c y cli n g  of  n e ur otr a ns mit t ers,  m ai nt ai ns  t h e  d y n a mi c  b al a n c e  of  i o ns, 

a n d p arti ci p at es i n hi g h er f u n cti o ns of t h e br ai n s u c h as c o g niti o n a n d m e m or y. It c a n 

b e s ai d t h at wit h t h e d e e p e ni n g of n e ur o bi ol o gi c al r es e ar c h, n ot o nl y t h e gli al c ells ar e 

f o u n d t o h a v e m ulti pl e f u n cti o ns, b ut als o diff er e nt t y p es of gli al c ells ar e f o u n d t o h a v e 

t h eir o w n u ni q u e f u n cti o ns. 

Gli al c ells c a n b e cl assifi e d i nt o t w o t y p es: m a cr o gli a a n d mi cr o gli a. M a cr o gli a 

ar e  f o u n d  i n  b ot h  t h e  c e ntr al  a n d  p eri p h er al  n er v o us  s yst e ms,  wit h  astr o c yt es  a n d 

oli g o d e n dr o c yt es i n t h e c e ntr al n er v o us s yst e m a n d S c h w a n n a n d s at ellit e c ells i n t h e 

p eri p h er al  n er v o us  s yst e m.  T h e  m ost  n u m er o us  of  t h es e  ar e  astr o c yt es,  w hi c h  ar e 

n a m e d f or t h eir irr e g ul ar st ar -s h a p e d. T h e n u m b er of astr o c yt es a c c o u nts f or a b o ut h alf 

of all n e ur o gli a, a n d is t h e m ost n u m er o us, wi d el y distri b ut e d, a n d v ol u mi n o us t y p e of 

n e ur o gli a. Astr o c yt es c a n b e diff er e nti at e d fr o m c ells i n t h e v e ntri c ul ar z o n e ( V Z) of 

t h e  n e ur o e pit h eli u m  d uri n g  e m br y o ni c  d e v el o p m e nt,  or  fr o m  i m m at ur e  c ells  i n  t h e 

s u b v e ntri c u l ar z o n e ( S V Z) t h at mi gr at e t o t h e gr a y or w hit e m att er d uri n g t h e p eri n at al 

st a g e. D uri n g t h e d e v el o p m e nt al st a g e of t h e C N S, s o m e gli al c ells c a n diff er e nti at e 

i nt o n e ur o ns [1 ].  At t h e e n d of n e ur o n al mi gr ati o n, s o m e u n diff er e nti at e d gli al c ells 
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c a n  b e  tr a nsf or m e d  i nt o  astr o c yt es. T h e  c yt o pl as m  of  astr o c yt es  c o nt ai ns  or g a n ell es 

s u c h  as  r o u g h  e n d o pl as mi c  r eti c ul u m,  fr e e  ri b os o m es,  mit o c h o n dri a  a n d  G ol gi 

c o m pl e x es,  b ut  f e w er  t h a n  n e ur o ns,  s o  t h e y  c a n n ot  b e  st ai n e d  wit h  Nissl  st ai n. 

Astr o c yt es  c a n  e x pr ess  a  v a ri et y  of  c ell  m e m br a n e  pr ot ei ns,  i n cl u di n g  i o n  c h a n n el 

pr ot ei ns,  r e c e pt or  pr ot ei ns  a n d  tr a ns p ort er  pr ot ei ns.  T h es e  m e m br a n e  pr ot ei ns  ar e 

cl os el y r el at e d t o t h e f u n cti o n of astr o c yt es. T h er e ar e a b u n d a nt g a p j u n cti o ns b et w e e n 

astr o c yt es t h at all o w t h e p ass a g e of i n or g a ni c i o ns a n d s o m e or g a ni c m ol e c ul es of s m all 

r el ati v e m ol e c ul ar m ass. It is t h e c o n n e xi n pr ot ei ns t h at ar e i n v ol v e d i n t h e f or m ati o n 

of astr o c yt e g a p j u n cti o ns. G a p j u n cti o ns h a v e a r ol e i n d et er mi ni n g c ell p h e n ot y p e a n d 

li miti n g  c ell  pr olif er ati o n,  t h us  aff e cti n g  n e ur al  d e v el o p m e nt.  T h er e  is  a  t w o-w a y 

i nf or m ati o n  e x c h a n g e  ( cr oss-t al k)  b et w e e n  n e ur o ns  a n d  astr o c yt es,  r es ulti n g  i n  t h e 

c o n c e pt  of  "tri p artit e  s y n a ps e ".  T h e  tri p artit e  s y n a ps e  c o nsists  of  a  pr es y n a pti c 

c o m p o n e nt, a p osts y n a pti c c o m p o n e nt, a n d t h e pr otr usi o ns of p ar as y n a pti c astr o c yt es, 

w hi c h r e a c h o ut t o a n d wr a p ar o u n d t h e s y n a ps e b et w e e n n e ur o ns s o t h at n e ur o ns c a n 

a cti v at e  astr o c yt es  b y  r el e asi n g  n e ur otr a ns mitt ers.  T h e  astr o c yt es  c a n  als o  r el e as e 

gli otr a ns mitt ers, w hi c h pr o vi d e f e e d b a c k t o n e ur o ns.  

I n t h e c e ntr al n er v o us s yst e m, t h er e is a n i m p ort a nt p h ysi ol o gi c al b arri er b et w e e n 

t h e e xtr a c ell ul ar fl ui d of t h e br ai n a n d t h e bl o o d cir c ul ati o n s yst e m - t h e bl o o d br ai n 

b arri er ( B B B). T h e f u n cti o n of t h e bl o o d br ai n b arri er is t o e ns ur e t h e st a bilit y of t h e 

i nt er n al  e n vir o n m e nt  of  t h e  br ai n  tiss u e  fr o m  f or ei g n  s u bst a n c es  ( mi cr o or g a nis ms, 

t o xi ns, et c.) fr o m t h e bl o o d a n d fr o m h or m o n al i nfl u e n c es fr o m ot h er p arts of t h e b o d y, 

i n or d er t o f a cilit at e t h e a cti viti es of t h e c e ntr al n er v o us s yst e m. A m o n g ot h er t hi n gs, 

astr o c yt es ar e als o i n v ol v e d i n c o nstit uti n g t h e bl o o d -br ai n b arri er.  

Mi cr o gli a  ar e  a  r el ati v el y  s m all  t y p e  of  gli al  c ell  i n  t h e  C N S.  T h e  n u m b er  of 

mi cr o gli a is s m all, a c c o u nti n g f or 5 % -2 0 % of all gli al c ells. Mi cr o gli a ar e distr i b ut e d 

i n all p arts of t h e br ai n a n d ar e fi v e ti m es m or e n u m er o us i n t h e gr a y m att er t h a n i n t h e 

w hit e m att er. T h er e ar e m or e mi cr o gli a i n t h e hi p p o c a m p us, olf a ct or y l o b es a n d b as al 

g a n gli a  t h a n  i n  t h e  t h al a m us  a n d  h y p ot h al a m us,  a n d  t h e  l e ast  i n  t h e  br ai ns t e m  a n d 
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c er e b ell u m.  Mi cr o gli a  ar e  p h a g o c yt es  pr es e nt  i n  t h e  br ai n,  b el o n gi n g  t o  t h e 

m o n o n u cl e ar  p h a g o c yt e  f a mil y,  a n d  ar e  wi d el y  c o nsi d er e d  t o  b e  t h e  m ai n  i m m u n e 

eff e ct or c ells wit hi n t h e C N S. I n t h e pr es e n c e of i nfl a m m at or y sti m uli, t h eir a nti g e ni cit y 

is e n h a n c e d, t h eir m or p h ol o g y is str et c h e d, a n d t h e y ar e f u n cti o n all y a cti v e. Mi cr o gli a 

ar e t h e m ai n s o ur c e of c yt o ki n es wit hi n t h e n er v o us s yst e m as w ell as t h e m ai n t ar g et 

c ells f or t h eir a cti o n a n d pl a y a n i m p ort a nt r ol e i n t h e n e ur oi m m u n e a n d i nfl a m m at or y  

r es p o ns e. Mi cr o gli a ar e i n v ol v e d i n t h e d e v el o p m e nt of n e ur ol o gi c al dis e as es s u c h as 

Al z h ei m er's  dis e as e,  P ar ki ns o n's  dis e as e,  h u m a n  i m m u n o d efi ci e n c y  vir us  ( HI V) 

e n c e p h al o p at h y,  a n d  m ulti pl e  s cl er osis  [2 , 3 ]. Mi cr o gli a  ar e  als o  o n e  of  t h e  m aj or 

c o m p o n e nts  of  a m yl oi d  pl a q u es,  a  c h ar a ct eristi c  f e at ur e  of Al z h ei m er's  dis e as e,  a n d 

t o g et h er  wit h  astr o c yt es  t h e y  p arti ci p at e  i n  t h e  n e ur oi nfl a m m at or y  p at h ol o g y  of 

Al z h ei m er's  dis e as e.  Mi cr o gli a  h a v e  a  d u al  r ol e  i n  Al z h ei m er's  dis e as e,  b ot h  i n 

tri g g eri n g  n e ur oi nfl a m m at or y  r es p o ns es  a n d  i n  p h a g o c yti c  all y  r e m o vi n g  d a m a g e d 

n e ur o ns  a n d  a b n or m al  m et a b olit es  [4 , 5 ]. I n  P ar ki ns o n's  dis e as e,  mi cr o gli a  ar e  n ot 

si m pl y  "r e a cti v e  pr olif er at ors ",  b ut  ar e  als o  i n v ol v e d  i n  t h e  d e v el o p m e nt  a n d 

pr o gr essi o n of P ar ki ns o n's dis e as e  [6 -8 ]. T h er ef or e, t h e f u n cti o n a n d r ol e of gli al c ells 

c a n n ot b e i g n or e d.  

1. 2. 2  T h e t r a n s p o rt ati o n  of p h y si ol o gi c al  m at e ri als /si g n als i n  t h e 

n e r v o u s s y st e m  

1. 2. 2. 1  T h e tr a ns p ort ati o n i nsi d e n e ur o ns - A x o pl as mi c tr a ns p ort  

A m o n g m a n y n e ur o ns wit h l o n g a x o ns, t h e a x o n a c c o u nts f or m ost of t h e t ot al c ell 

v ol u m e.  Alt h o u g h  m ost  of  pr ot ei n  s y nt h esis  is  p erf or m e d  i n  t h e  c ell  b o d y,  l o c al 

s y nt h esis e xists i n a x o n t er mi n als. I n  a d diti o n, or g a n ell es s u c h as mit o c h o n dri a, h a v e 

t o b e tr a ns p ort e d fr o m t h e c ell b o d y t o t h e a x o n t er mi n al. T his is k n o w n as a nt er o gr a d e 

a x o n al tr a ns p ort.  T h er ef or e, n e ur o ns m ust tr a ns p ort pr ot ei ns w hi c h ar e s y nt h esi z e d i n 

t h e c ell b o d y t o t h e a x o n. Als o, s o m e or g a n ell es t h at ar e n e e d e d f or a x o n t er mi n als, 

s u c h as mit o c h o n dri a, h a v e t o b e tr a ns p ort e d fr o m t h e c ell b o d y t o t h e a x o n t er mi n al 
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a n d t his is k n o w n as a nt er o gr a d e a x o n al tr a ns p ort. T h e o p p osit e is r etr o gr a d e a x o n al 

tr a ns p ort, f or e x a m pl e, t h e tr a ns port of s o m e e n d os o m es fr o m t h e a x o n t er mi n al t o t h e 

c ell b o d y  (Fi g ur e 2 ) [9 ]. T h e tr a ns p ort of t h es e s u bst a n c es i n t h e a x o n is c oll e cti v el y 

r ef err e d  t o  as  a x o n al  tr a ns p ort  or  a x o pl as mi c  tr a ns p ort.  T h e  s p e e d  of  a x o pl as mi c 

tr a ns p ort c a n b e v er y v ari a bl e, as w h e n tr a ns p orti n g s o m e or g a n ell es, m ol e c ul ar m ot or 

ki n esi ns c a n bi n d t o s e cr et or y v esi cl es, s y n a pti c v esi cl e pr e c urs ors, mit o c h o n dri a, a n d 

l ar g e  d e ns e-c or e  v esi cl es  w hi c h  c o nt ai n  n e ur otr a ns mitt ers,  t h us  e n a bli n g  a  r a pi d 

a nt er o gr a d e  a x o n al  tr a ns p ort  al o n g  mi cr ot u b ul es. W hil e  tr a ns p orti n g  e n d os o m es  a n d 

v esi cl es fr o m t h e a x o n t er mi n al t o s o m a, t h e c yt o pl as mi c d y n ei n  will a ct as a tr a ns p ort 

c arri er,  w hi c h  c a n  u n d er g o  a  r a pi d  r etr o gr a d e  tr a ns p ort.  Ot h ers,  s u c h  as  c yt o pl as mi c 

pr ot ei ns t h at ar e n ot ass e m bl e d i nt o v esi cl es,  will b e tr a ns p ort e d m or e sl o wl y. If t h e 

a x o pl as mi c tr a ns p ort is i nt err u pt e d, it c a n l e a d t h e a x o n al disf u n cti o n.  

 

Fi g u r e 2.  A x o pl as mi c tr a ns p ort . ( G u e d es -Di as,  2 0 1 9 )  

1. 2. 2. 2  A x o n al Tr a ns p ort a n d N e ur o d e g e n er ati v e Dis e as es  

T h e  pr o p er  f u n cti o ni n g  of  a x o n al  tr a ns p ort  is  t h e  b asis  f or  e n a bli n g  n e ur o ns  t o 

w or k  pr o p erl y.  H o w e v er,  it  is  cl e arl y  o bs er v e d i n  s o m e  dis e as es [1 0 -1 2 ] t h at  a x o n al 
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tr a ns p ort  is  d a m a g e d  a n d  t h e  m e c h a nis ms  i nf err e d  fr o m  t h e  lit er at ur e [1 3 , 1 4 ] ar e: 

m ot or m ol e c ul ar d a m a g e d, mi cr ot u b ul e disr u pti o n, mit o c h o n dri al d a m a g e, tr a ns p ort e d 

m at eri al d estr u cti o n, et c. Mi cr ot u b ul es a ct as r ails i n a x o n al tr a ns p ort, w hil e ki n esi ns 

ar e  li k e  c arri er  bi ns  o n  t h e  r ai ls,  mit o c h o n dri a  ar e  t h e  s o ur c e  of  e n er g y,  a n d  t h e 

tr a ns p ort e d m at eri als ar e t h e c ar g os, a n y d a m a g e t o o n e of t h es e c o n diti o ns will l e a d t o 

d ef e cts  of  a x o n al  tr a ns p ort. As  m e nti o n e d  a b o v e,  ki n esi ns  ar e  m ai nl y  tr a ns p ort e d  i n 

a nt er o gr a d e o n t h e mi cr ot u b ul es ， t o w ar ds t h e pl us e n ds of t h e mi cr ot u b ul es, w hil e t h e 

d y n ei n is o p p osit e . T h e str u ct ur es of t h e t w o m ot or pr ot ei ns ar e s h o w n i n t h e fi g ur e 

(Fi g ur e  3 a ).  M ut a nt  pr es e nili n-i n d u c e d  p h os p h or yl ati o n  of  ki n esi n  li g ht  c h ai n  b y 

G S K 3 β disr u pts t h e bi n di n g of ki n esi n t o v esi cl es a n d c a n i n hi bit tr a ns p ort of v esi cl es 

t o a x o n t er mi n als[1 5 , 1 6 ]. A n d t h e ki n esi n h e a v y c h ai n c a n als o b e p h os p h or yl at e d a n d 

t h us bl o c k t h e bi n di n g of m ot or pr ot ei ns t o mi cr ot u b ul es (Fi g ur e 3 ). B esi d es, r e g ul ati o n 

a n d disr u pti o n of m ot or -c ar g o i nt er a cti o n m a y disr u pt a x o n al tr a ns p ort i n a n u m b er of 

n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es  [9 , 1 7 ]. 

 
Fi g u r e 3.  M e c h a nis ms  of  a x o n al  tr a ns p ort  d ef e cts:  m ol e c ul ar  m ot ors , c ar g o es a n d mi cr ot u b ul es 

d a m a g e d.  (M o difi e d b as e d o n K urt J. D e Vos, 2 0 0 8 ) 

Mit o c h o n dri a us e o xi d ati v e p h os p h or yl ati o n t o pr o d u c e A T P, b ut as a b y pr o d u ct it 

c a n  pr o d u c e  t o xi c  r e a cti v e  o x y g e n  s p e ci es  ( R O S)  [1 8 ].  T h es e  R O S  d a m a g e  m a n y 

c ell ul ar  c o m p o n e nts,  b ut  als o  d a m a g e  mit o c h o n dri a  a n d  t h eir  D N A.  Mit o c h o n dri a 

a c c u m ul at e  m ut ati o ns/ d a m a g e  d uri n g  t h eir  lif eti m e,  w hi c h  c a n  l e a d  t o  a  d e cr e as e  i n 

f u n cti o n wit h a gi n g. Mit o c h o n dri al d ysf u n cti o n m a y aff e ct a x o n al tr a ns p ort i n at l e ast 

t w o w a ys (Fi g ur e 4 ). First, t h e a nt er o gr a d e tr a ns p ort of mit o c h o n dri a a n d v esi cl es i n 
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a x o ns  is  i n hi bit e d.  S e c o n d,  t h e  r es ulti n g  d e cr e as e  i n  mit o c h o n dri a  i n  t h e  a x o n  m a y 

r e d u c e t h e s u p pl y of A T P t o t h e m ol e c ul ar m ot or, r es ulti n g i n r e d u c e d a nt er o gr a d e  a n d 

r etr o gr a d e m o v e m e nt of ot h er a x o pl as mi c c ar g o es. T his mit o c h o n dri al d ysf u n cti o n m a y 

b e  p art  of  a  vi ci o us  c y cl e  m e c h a nis m  t h at  ulti m at el y  l e a ds  t o  a x o n al  d e at h  [9 , 1 7 ]. 

Mit o c h o n dri al d a m a g e c a n b e s e e n i n m a n y n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es.  F or e x a m pl es,  

i n Al z h ei m er's dis e as e, mit o c h o n dri a ar e t h e t ar g et of Aβ d a m a g e i n Al z h ei m er's dis e as e, 

a n d A β its elf c a n disr u pt t h e tr a ns p ort of m ulti pl e c ar g o es, as w ell as mit o c h o n dri a. [1 9 , 

2 0 ] T h e disr u pti o n of A P P a nt er o gr a d e tr a ns p ort c a n i n cr e as e A β g e n er ati o n  [2 1 ], a n d 

a  v ari et y  of  Al z h ei m er's  dis e as e -r el at e d  l esi o ns  ar e  n o w  k n o w n  t o  i m p air  a x o n al 

tr a ns p ort. T h es e  d a m a g e  i n cl u d e  c h a n g e d  p h os p h or yl ati o n  of  K L C 2  vi a  m ut a nt 

pr es e nili n t o r el e as e c ar g o es w hi c h is m ot or d a m a g e d, a n d t h e m ut a nt t a u c a n bl o c k t h e 

ki n esi n bi n di n g t o mi cr ot u b ul es, a n d  t o xi c A β c a n d a m a g e mit o c h o n dri a  [2 2 , 2 3 ]. 

 
Fi g u r e 4.  Alt er ati o n of Mit o c h o n dri a l tr a ns p ort ar e li n k e d t o mit o c h o n dri al d a m a g e  ( C o p yri g ht: K urt 

J. D e Vos,  2 0 0 8)  

1. 2. 2. 3  T h e e x c h a n g e of m at eri als b et w e e n c ells a n d t h e e n vir o n m e nt  

T h e  tr a ns p ort  of  s u bst a n c es  i nsi d e  n e ur o ns  is  m ai nl y  b y  a x o pl as mi c  tr a ns p ort, 

w hil e  t h e  e x c h a n g e  of  s u bst a n c es  s u c h  as  v ari o us s ol u bl e  n utri e nts  a n d  m et a b olit es 
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b et w e e n  n e ur o ns  a n d  t h e  e xtr a c ell ul ar  m atri x  is  d e p e n d e nt  o n  t h e  p assi v e  tr a ns p ort, 

a cti v e tr a ns p ort, a n d v esi c ul ar tr a ns p ort w hi c h c o nsists of e n d o c yt osis a n d pi n o c yt osis.   

P assi v e tr a ns p ort is t h e pr o c ess t h at all o ws t h e m ol e c ul es o n b ot h si d es of t h e c ell 

m e m br a n e  t o  cr oss  t h e  m e m br a n e  vi a a n  el e ctr o c h e mi c al  gr a di e nt.  T h e  s m all  li pi d -

s ol u bl e s u bst a n c es p ass dir e ctl y t hr o u g h t h e c ell m e m br a n e f oll o wi n g its c o n c e ntr ati o n 

diff er e n c e  or  p ot e nti al  diff er e n c e.  F or  s o m e  n o n -li pi d-s ol u bl e  or v er y  s m all  li pi d -

s ol u bl e s m all m ol e c ul es s u c h as N a + , K+ , C a2 + , et c., r e q uiri n g s o m e s p e ci al pr ot ei ns o n 

t h e m e m br a n e, w hi c h ar e c arri ers a n d i o n c h a n n els. T h es e pr ot ei ns ar e als o c all e d N a+  

c h a n n els, K +  c h a n n els, C a 2 +  c h a n n els, a n d t h e y c a n assist t h e i o ns m o v i n g fr o m t h e hi g h 

c o n c e ntr ati o n t o l o w c o n c e ntr ati o n si d e. T h e s el e cti vit y of c h a n n el pr ot ei ns f or i o ns is 

m ai nl y d et er mi n e d b y t h e si z e of t h e a q u e o us p or e a n d t h e c h ar g e of t h e p or e w all w h e n 

t h e c h a n n el (g at e ) o p e n s (a cti v ati o n ) a n d cl os es  (i n a cti v ati o n). 

A cti v e  tr a ns p ort  is  t h e  pr o c ess  b y  w hi c h  n er v e  c ells  tr a ns p ort  n o n -li pi d-s ol u bl e 

s u bst a n c es a cr oss m e m br a n es a g ai nst a n el e ctr o c h e mi c al gr a di e nt t hr o u g h a n e n er g y -

c o ns u mi n g pr o c ess wit h t h e assist a n c e of s o m e f u n cti o n all y s p e ci ali z e d pr ot ei n i n t h e 

c ell m e m br a n e , li k e t h e s o di u m-p ot assi u m p u m p, c al ci u m p u m ps a n d h y dr o g e n p u m ps.   

Vesi c ul ar tr a ns p ort is t h e m ai n w a y i n w hi c h s o m e l ar g e m ol e c ul es e nt er a n d e xit 

t h e  c ell. T h e  pr o c ess  of  e x o c yt osis  is  t h e  tr a ns p ort  of  l ar g e  m ol e c ul es  or  cl u m ps  of 

s u bst a n c es  fr o m  t h e  s o m a  t o  t h e  e xtr a c ell ul ar  m atri x.  W h e n  s o m e  s p e cifi c  c h e mi c al 

si g n al or t h e p ot e nti al c h a n g e d, it c a n c a us e t h e C a 2 +  c h a n n els o p e ni n g, t h e n g e n er at e 

C a 2 +  i nfl u x. T h e  C a 2 +  i nfl u x  c a n  tri g g er  a  s eri es  of  s e qu e nti al  r e a cti o ns  s u c h  as 

tr a nsl o c ati o n, t ar g eti n g, m e m br a n e m elti n g a n d br e a ki n g of v esi cl es, r es ulti n g i n t h e 

r el e as e of all v esi cl e c o m p o n e nts i nt o t h e e xtr a c ell ul ar m atri x. F urt h er m or e, t h e i n w ar d 

fl o w of C a2 +  i n s o m e c ells c a n als o tri g g er t h e r el e as e of C a2 +  fr o m i ntr a c ell ul ar C a2 +  

r es er v oirs. T h e v esi cl e c o nt e nts c o m pl et e t h e e x o c yt osis pr o c ess wit h a q u a nt u m r el e as e, 

t h at is a si n gl e e x o c yt osis c a n r el e as e all t h e s u bst a n c e of t h at v esi cl e. E n d o c yt osis is 

th e o p p osit e of e x o c yt osis.  S o m e s u bst a n c e i n t h e e xtr a c ell ul ar m atri x c o nt a cts  wit h t h e 
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c ell m e m br a n e, c a usi n g a n i n v a gi n ati o n of t h e c ell m e m br a n e t h er e a n d wr a p pi n g t h e 

s u bst a n c e, w hi c h t h e n s plits wit h t h e pl as m a m e m br a n e str u ct ur e a n d e nt ers t h e c ell 

p l as m a t o g et h er. I n a d diti o n, t h er e is a r e c e pt or i n t h e c ell m e m br a n e t h at m e di at es t h e 

pr o c ess  of  e n d o c yt osis.  T his  pr o c ess  is  b as e d  o n  t h e  f a ct  t h at  t h e  s u bst a n c e  is  first 

r e c o g ni z e d  b y  a  s p e cifi c  r e c e pt or  o n  t h e  s urf a c e  of  t h e  c ell  m e m br a n e  a n d  bi n ds 

s p e cifi c all y t o it.  T h e c o m bi n e d c o m pl e x es a c c u m ul at e i n t h e c o at e d v esi cl e o n t h e c ell 

m e m br a n e  t hr o u g h  l at er al  m o v e m e nt  o n  t h e  m e m br a n e  s urf a c e,  w hi c h  l e a ds  t o  t h e 

d e pr essi o n a n d dis c o n n e cti o n of t h e c ell m e m br a n e, w h er e t h e c o m pl e x es wr a p p e d i n 

t h e c o at e d v esi cl e f or m a p h a g o c yti c v esi cl e a n d e nt er t h e c yt o pl as m.  T h e n t h e r e c e pt or 

is s e p ar at e d fr o m t h e tr a ns p ort er. T h e s e p ar at e d r e c e pt ors ar e fi n all y tr a ns p ort e d t o t h e 

c orr es p o n di n g or g a n ell es. T h e r e c e pt ors t h at r e m ai n i n t h e i ntr a c ell ul ar b o d y ar e t h e n 

re ass o ci at e d wit h s o m e of t h e m e m br a n o us str u ct ur es t o f or m s m all er r e c y cli n g v esi cl es, 

w hi c h t h e n m o v e b a c k t o t h e c ell m e m br a n e a n d f us e wit h t h e m, all o wi n g t h e r e c e pt ors 

a n d  m e m br a n e  str u ct ur es  t o  b e  r e us e d,  a  pr o c ess  c all e d  m e m br a n e  r e c y cli n g. T his 

r e c ycli n g m ai nt ai ns t h e t ot al ar e a of t h e c ell m e m br a n e r el ati v el y c o nst a nt a n d all o ws 

t h e c orr es p o n di n g r e c e pt ors t o b e r e us e d. 

1. 2. 2. 4  T h e  si g n als /i nf or m ati o n/s u bst a n c es tr a nsf er fr o m n e ur o n t o n e ur o n  

T h e  i nf or m ati o n  i n  o ur  br ai n  tr a v els  al o n g  n e ur o ns  t hr o u g h  a cti o n  p ot e nti als. 

A cti o n p ot e nti als tr a v el d o w n a si n gl e n e ur o n c ell as a n el e ctr o c h e mi c al c as c a d e, a n d 

e n d at t h e a x o n t er mi n al w hi c h h as v esi cl es fill e d wit h n e ur otr a ns mitt ers r e a d y t o b e 

r el e as e d (Fi g ur e  5 ). T h e  n e ur o ns  c o m m u ni c at e  fr o m  o n e  c ell  t o  t h e  ot h er  t hr o u g h 

n e ur otr a ns mitt ers. If t h e n e ur otr a ns mitt er is e x cit at or y, t h e i nfl u x of p ositi v e i o ns will 

d e p ol ari z e t h e c ell b o d y. If t h e n e ur otr a ns mitt er is i n hi bit or y , it will h y p er p ol ari z e t h e 

c ell b o d y. T h e m ai n e x cit at or y n e ur otr a ns mitt er is gl ut a m at e w hi c h c a n tri g g er m or e 

a cti o n  p ot e nti als,  a n d  t h e  m aj or  i n hi bit or y  n e ur otr a ns mitt er  is  g a m m a -a mi n o b ut yri c 

a ci d  ( G A B A). W h e n  t h e n e ur o n  tri g g er e d  a n  a cti o n  p ot e nti al, it will  r el e as e t h e 

n e ur otr a ns mitt ers . M ost n e ur o ns t e n d t o h a v e o nl y o n e t y p e of n e ur otr a ns mitt er –  eit h er 

e x cit at or y or i n hi bit or y.  T h e y r el e as e d b y n e arl y all t h e i n hi bit or y or e x cit at or y n e ur o ns 
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of  t h e  br ai n.  Ot h er  w ell -k n o w n  n e ur otr a ns mitt ers  i n cl u d e  d o p a mi n e,  s er ot o ni n, 

a dr e n ali n e, a n d hist a mi n e ar e f o u n d at pr e cis e p oi nts of t h e br ai n t o h el p ai d i n l e ar ni n g, 

m e m or y, m ot or f u n cti o n, a n d ot h er n e ur ol o gi c f u n cti o ns. H o w e v er, a si n gl e v esi cl e of 

n e ur otr a ns mitt er is n’t e n o u g h t o d e p ol ari z e t h e c ell b o d y. M ost of t h e ti m e, t h e p ost 

s y n a ps e n e e ds e n o u g h v esi cl es t o tri g g er a n a cti o n p ot e nti al.  

 

Fi g u r e 5.  A cti o n p ot e nti al pr o p a g ati o n al o n g a x o ns l e a ds t o l o c al s y n a pti c r el e as e of n e ur otr a ns mitt er 

p er mitti n g  f e e df or w ar d  i nf or m ati o n  fl o w  i n  n e ur o n al  n et w or ks . ( c o p yri g ht:  E n c y cl o p æ di a  Brit a n ni c a, 

I n c.) 

M or e  r e c e ntl y,  a cti v e  a n d  r e g ul at e d  m o d es  of  i nt er c ell ul ar  tr a nsf er  h a v e  b e e n 

d es cri b e d. T h es e e n c o m p ass r el e asi n g of s m all v esi cl es ( E V’s) s u c h as e x os o m es t h at 

m ostl y  d eri v es  fr o m  i ntr a c yt o pl as mi c  M ulti  v esi c ul ar  B o di es,  or  str u ct ur es  s u c h  as 

T u n n elli n g  n a n ot u b es [2 4 -2 7 ].  Alt h o u g h t h eir r el e v a n c e i n i nt er - n e ur o n al tr a nsf er is 

d e b at e d,  E V’s  h a v e  b e e n  pr o p os e d  t o  p er mit  m at eri al  ( pr ot ei ns,  pr ot ei n  a g gr e g at es, 

R N A) e x c h a n g e b et w e e n a x o ns a n d n ei g h b ori n g  gli al c ells.  

1. 2. 2. 5  C a 2 +  si g n als i n t h e n er v o us s yst e m  

C al ci u m si g n ali n g  is  b ei n g  st u di e d  i n  m a n y  c ells  a n d  m o d el  or g a nis ms  t o 

u n d erst a n d t h e m e c h a nis ms of m a n y p h ysi ol o gi c al pr o c ess es a n d t h e p at h o g e n esis of 

m a n y  dis e as es [2 8 ].  C a2 +  pl a ys  a n  i m p ort a nt  r ol e  i n  n e ur o ns,  a n d  m e di at es  m a n y 
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i m p ort a nt p h ysi ol o gi c al pr o c ess es, es p e ci all y i n c o ntr ol of s y n a pti c pl asti cit y[2 9 ]. C a2 +  

si g n ali n g  m a c hi n er y i n n er v o us  s yst e m is c o m pl e x a n d i n cl u d es v ari o us of c al ci u m -

d e p e n d e nt pr ot ei ns  as  d o w nstr e a m  t ar g ets  i n cl u di n g  ki n as es,  p h os p h at as es, 

tr a ns cri pti o n  f a ct ors,  e n z y m es  a n d  pr ot ei ns  t h at  i n d u c e  s y n a pti c  v esi cl e  f usi o n. Als o 

h a v e v olt a g e -g at e d C a 2 +  c h a n n els ( V G C C), N -m et h yl -D -as p art at e r e c e pt ors ( N M D A R),  

a n d c al ci u m r el e as e-a cti v at e d c h a n n els ( C R A C)  [3 0 ]. 

M ulti pl e  d at a  s h o w n  t h at  C a 2 +  d ysr e g ul ati o n  pl a ys  a n  i m p ort a nt  r ol e  i n 

n e ur o d e g e n er ati o n  [3 1 , 3 2 ]. I n Al z h ei m er, s o m e st u di es i n di c at e t h at Aβ m a y dir e ctl y 

bi n d t o a n d m o d ul at e a cti vit y of N M D A r e c e pt ors [3 3 , 3 4 ]. T h e R e d u cti o n of N M D A R 

a cti vit y i n A D m a y als o b e i n d u c e d b y a n o xi d ati v e str ess, m ost li k el y d u e t o o xi d ati o n 

of  e xtr a c ell ul ar  N M D A R c yst ei n e  a n d  i ntr a c ell ul ar  t ar g ets  s u c h  as  c al m o d uli n.  T h e 

disr u pti o n of N M D A R si g n ali n g  f urt h er l e a ds t o i m p air e d s y n a pti c pl asti cit y, r e d u c e d 

L T P, e n h a n c e d L T D a n d s y n a pti c l oss  [3 5 , 3 6 ]. Als o, C a2 +  d ysr e g ul ati o n h a p p e n e d i n 

P D p at h ol o g y [3 7 , 3 8 ]. 

T h er e h a v e m a n y w a ys t o i m a g e t h e c al ci u m [3 9 ].T h e dis c o v er y of t h e m et h o d f or 

m e as uri n g c o n c e ntr ati o n of c al ci u m i o ns b y fl u or es c e nt C a 2 +  i n di c at ors[4 0 , 4 1 ]. T h es e 

i n di c at ors w er e t h e r es ult of t h e h y bri di z ati o n of hi g hl y c al ci u m-s el e cti v e c h el at ors li k e 

E G T A or B A P T A wit h a fl u or es c e nt c hr o m o p h or e.  T h e n aft er r e v ol uti o n, li k e fl u o -4 

[4 2 ] d y e f a mili es ar e wi d el y us e d i n n e ur os ci e n c e d u o t o pr o vi d e l ar g e si g n al -t o-n ois e 

r ati os. T h e d e v el o p m e nt of t h e fl u or es c e nt i n di c at ors w as p ar all el e d b y t h e n e w i m a gi n g 

i nstr u m e nt ati o n, t h e n g e n er ate a l ot of n e w t e c h ni q u e a n d a p pli c ati o n [4 3 , 4 4 ]. 

1. 2. 3  T h e st r u ct u r e a n d f u n cti o n of t h e b r ai n  

T h e c e ntr al n er v o us s yst e m c o nsists of t h e s pi n al c or d i n t h e v ert e br al c a n al a n d 

t h e br ai n i n t h e cr a ni al c a vit y. T h e s pi n al c or d is l o c at e d wit hi n t h e v ert e br al c a n al a n d 

is c o n n e ct e d t o t h e m e d ull a o bl o n g at a at its u p p er e n d at t h e o c ci pit al b o n e. T h e int eri or 

of t h e s pi n al c or d is c o m p os e d of t h e c e ntr al c a n al, gr a y m att er a n d w hit e m att er. T h e 

gr a y m att er is m ai nl y c o m p os e d of n e ur o n al c ell b o di es, s h ort d e n drit es, a n d gli al c ells. 



 

 5 3  

T h e w hit e m att er is c o m p os e d m ai nl y of criss cr oss e d m y eli n at e d n er v e fi b ers. T h er e 

ar e  3 1  p airs  of  n er v es  i n  t h e  s pi n e  t h at  c o n n e ct  t h e  tr u n k,  li m bs,  a n d  s o m e  i nt er n al 

or g a ns a n d m a n a g e t h eir a cti viti es t hr o u g h r efl e x es.  

T h e br ai n is l o c at e d i n t h e cr a ni al c a vit y, a n d t h e a v er a g e a d ult br ai n w ei g hs 1 4 0 0 

g. It h as 1 2 p airs of c er e br al n er v es t h at c o n n e ct t h e f a ci al or g a ns a n d s o m e i nt er n al 

or g a ns. T h e s pi n al n er v es of t h e s pi n al c or d a n d t h e c er e br al n er v es tr a ns mit i nf or m ati o n 

r e c ei v e d fr o m t h e o utsi d e t o t h e br ai n, w h er e it is i nt e gr at e d t o f or m f e eli n gs, e m oti o ns, 

a n d f e eli n gs. T h e i nf or m ati o n s e nt fr o m t h e br ai n t o t h e s pi n al c or d a n d c er e br al n er v es 

is  m e di at e d  b y  t h e  c e ntr al  s yst e m  t o  a c c o m plis h  m o v e m e nt,  i nsti n cti v e  b e h a vi or, 

l e ar ni n g,  m e m or y  cr e ati o n,  et c. T h e  br ai n  is  m ai nl y  c o m p os e d  of  t h e  br ai nst e m, 

di e n c e p h al o n, c er e b ell u m a n d t el e n c e p h al o n (Fi g ur e 6 ). 

 
Fi g u r e 6.  M e di al  vi e w  of  t h e  l eft  h e mis p h er e  of  t h e  h u m a n  br ai n.  ( C o p yri g ht:  E n c y cl o p æ di a 

Brit a n ni c a, I n c.)  
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1. 2. 3. 1  Br ai nst e m  

T h e br ai nst e m c o nsists of t h e m e d ull a o bl o n g at a, p o ns a n d mi d br ai n, w hi c h is a 

str u ct ur e b et w e e n t h e s pi n al c or d a n d t h e di e n c e p h al o n a n d is l o c at e d i n t h e a nt eri or 

p art  of  t h e  p ost eri or  cr a ni al  f oss a.  T h e  i nt er n al  str u ct ur e  of  t h e  br ai nst e m  is  m or e 

c o m pl e x c o m p ar e d t o t h at of t h e s pi n al c or d. It c a n b e di vi d e d i nt o f o ur m ai n p arts, 

w hi c h  ar e  gr a y  m att er,  w hit e  m att er,  mi x e d  gr a y  a n d  w hit e  m att er  ar e as  a n d  c e ntr al 

c a n ali c ul ar str u ct ur es. T h e f u n cti o n of t h e br ai nst e m is si mil ar t o t h at of t h e s pi n al c or d 

i n t h at it h as c o n d u cti o n a n d r efl e x f u n cti o ns. T h e c o n d u cti o n f u n cti o n of t h e br ai nst e m 

is t o c o n d u ct i nf or m ati o n fr o m t h e br ai n, c er e b ell u m a n d m es e n c e p h al o n t o t h e s pi n al 

c or d wit h t h e h el p of its w hit e m att er, a n d t o c o n d u ct i nf or m ati o n fr o m t h e s pi n al c or d 

a n d br ai nst e m t o t h e m es e n c e p h al o n. Diff er e nt p arts of t h e br ai nst e m c o ntr ol diff er e nt 

r efl e x a cti viti es. F or e x a m pl e, t h e mi d br ai n is m ai nl y ass o ci at e d wit h t h e r efl e x a cti vit y 

of  t h e  e y es. T h e  m e d ull a  o bl o n g at a  is  r el at e d  t o  t h e  r efl e x es  of  t h e  t hr o at  a n d  ot h er 

i nt er n al  or g a ns.  T h e  p o ns  is  ass o ci at e d  wit h  t h e  f a ci al  r efl e x es  of  t h e  h e a d.  T h e 

br ai nst e m i nt er v e n es i n r ef l e x ar cs s u c h as p u pil-t o-li g ht r efl e x, c or n e al r efl e x, s n e e zi n g 

r efl e x, v o miti n g r efl e x, c o u g h r efl e x, et c. 

1. 2. 3. 2  Di e n c e p h al o n  

T h e  di e n c e p h al o n  is  t h e  r e gi o n  of  t h e  e m br y o ni c  v ert e br at e  n e ur al  t u b e,  it 

i n cl u di n g t h e t h al a m us, h y p ot h al a m us, p ost eri or p orti o n of t h e pit uit ar y gl a n d, a n d t h e 

pi n e al  gl a n d. T h e  t h al a m us  s er v es  as  a  r el a y  c e nt er  f or  s e ns or y  a n d  m ot or  i m p uls es 

b et w e e n t h e s pi n al c or d a n d m e d ull a o bl o n g at a, a n d t h e c er e br u m. It r e c o g ni z es s e ns or y 

i m p uls es of h e at, c ol d, p ai n, pr ess ur e et c. A n d t h e h y p oth al a m us h as c o ntr ol c e nt ers f or 

c o ntr ol of e y e m o v e m e nt a n d h e ari n g r es p o ns es.  

1. 2. 3. 3  C er e b ell u m  

T h e c er e b ell u m is l o c at e d i n t h e b a c k of t h e m e d ull a o bl o n g at a a n d t h e p o ns. It is 

c o m p os e d  m ai nl y  of  gr a y  m att er  a n d  w hit e  m att er.  M ost  of  t h e  gr a y  m att er  is 

c o n c e nt r at e d o n t h e s urf a c e f or mi n g t h e c er e b ell ar c ort e x. T h e w hit e m att er is l o c at e d 
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i n  t h e  d e e p er  c orti c al  l a y ers. T h e  c er e b ell ar  c ort e x  is  hi g hl y  l a mi n at e d  a n d m ai nl y 

c o m p os e d of astr o c yt es, b as k et c ells, et c. P ur ki nj e c ells, G ol gi II, a n d gr a n ul e c ells.  It 

is  i n v ol v e d  i n  t h e  f u n cti o ns  of  m ai nt e n a n c e  of  b al a n c e  a n d  p ost ur e,  c o or di n ati o n  of 

v ol u nt ar y m o v e m e nts, m ot or l e ar ni n g a n d C o g niti o n.  

1. 2. 3. 4  Tel e n c e p h al o n ( c er e br u m)  

T h e c er e br u m, l o c at e d i n t h e u p p er p art of t h e m es e n c e p h al o n a n d c er e b ell u m, is 

t h e hi g h est-l ev el p art of t h e br ai n a n d t h e p art t h at a c c o u nts f or t h e l ar g est pr o p orti o n 

of t h e br ai n. It is m ai nl y c o m p os e d of gr a y m att er, w hit e m att er a n d t h e l at er al v e ntri cl es 

wit hi n it. M ost of t h e gr a y m att er of t h e t el e n c e p h al o n is c o n c e ntr at e d o n t h e s urf a c e t o 

f or m t h e c er e br al c ort e x; a s m all p orti o n of t h e m att er is g at h er e d i n t h e d e e p er m e d ull a, 

w hi c h  f or ms  t h e  b as al  g a n gli a  of  t h e  br ai n. T h e  w hit e  m att er  is  l o c at e d  d e e p  i n  t h e 

c ort e x a n d is c all e d t h e m e d ull a. T h e t el e n c e p h al o n c o nsists of t w o h e mis p h er es , t h e 

l eft a n d ri g ht. T h e c a vit y i nsi d e t h e l eft a n d ri g ht h e mis p h er es is t h e l at er al v e ntri cl e. 

T h er e is a d e e p fiss ur e b et w e e n t h e l eft a n d ri g ht h e mis p h er es of t h e br ai n c all e d t h e 

c er e br al l o n git u di n al fiss ur e, w hi c h di vi d es t h e br ai n i nt o t w o h e mis p h e r es, t h e b ott o m 

of t h e i nt er h e mis p h eri c fiss ur e is a br o a d fi b er pl at e c o n n e cti n g t h e t w o h e mis p h er es, 

c all e d t h e c or p us c all os u m. B el o w t h e h e mis p h er es a n d b et w e e n t h e c er e b ell u m a n d t h e 

c er e b ell u m t h er e is t h e c er e br al tr a ns v ers e fiss ur e.  

T h e s urf a c e ar e a of t h e h u m a n c er e br al c ort e x is a b o ut 2 2 0 0 c m 2 , w hil e t h e v ol u m e 

of t h e cr a ni al c a vit y is li mit e d.  I n or d er t o a c c o m m o d at e t h e c ort e x, t h e c er e br al c ort e x 

is c o n c a v e a n d c o n v e x, s o t h e s urf a c e of t h e c er e br al h e mis p h er e s h o ws m a n y s ul ci of 

diff er e nt  d e p t hs,  a n d  t h e  el e v ati o n  b ef or e  t h e  s ul ci  is  t h e  c er e br al  g yri.  I n  t h e  e arl y 

e m br y o ni c st a g e, t h e s urf a c e of t h e c er e br al h e mis p h er e is s m o ot h, a n d l at er, d u e t o t h e 

u n b al a n c e d d e v el o p m e nt of t h e v ari o us ar e as of t h e c ort e x, t h e sl o w -d e v el o pi n g ar e as 

ar e  s u n k e n  i n  t h e  d e pt hs,  a n d  t h e  f ast -d e v el o pi n g  ar e as  ar e  e x p os e d  o n  t h e  s urf a c e, 

f or mi n g t h e s ul c us a n d g yr us. T h e cr e ati o n of t h e s ul c us a n d g yr us ar e e nl ar gi n g  t h e 

s urf a c e ar e a of t h e c er e br al h e mis p h er e.  
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Fi g u r e 7.  T h e n e ur o n al l a y ers i n t h e C ort e x 

( htt ps://fr. wi ki pe di a. or g/ wi ki/ Fi c hi er: E B 1 9 1 1 _ Br ai n _ Fi g. _ 1 5 -C er e br al _ C ort e x.j p g)  

O n e t hir d of t h e c er e br al c ort e x is e x p os e d o n t h e s urf a c e a n d t w o t hir ds o n t h e 

b ott o m a n d w all of t h e s ul c us, wit h a t hi c k n ess b et w e e n 1. 5 a n d 4. 5 m m, a v er a gi n g 

a b o ut 5 m m. T h e c er e br al c ort e x is c o m p os e d of a v ari et y of n e ur o ns a n d gli al c ells, 

a n d  t h e  n u m b er  of  n e ur o ns  is  e xtr e m el y  l ar g e,  esti m at e d  t o  b e  a b o ut  1 0 0  billi o n, 

a c c o u nti n g  f or  7 0 %  of  t h e  t ot al  n u m b er  of  n e ur o ns.  T h e  n e ur o ns  t h at  m a k e  u p  t h e 

c er e br al c ort e x ar e all m ulti p ol ar n e ur o ns, m ai nl y p yr a mi d al c ells, gr a n ul e c ells, b as k et 

c ells a n d s pi n dl e c ells. P yr a mi d al c ells ar e n a m e d aft er t h eir c o n e -s h a p e d c ell b o di es. 

T h e t o p of t h e c o n e f a c es t h e s urf a c e a n d h as d e n drit es at t h e ti p, w hil e t h e b ott o m of 

t h e v esi cl e h as l o n g a x o ns t hat r e a c h d e e p i nt o t h e w hit e m att er, w hi c h ar e pr oj e cti o n 

n e ur o ns. T h e gr a n ul e c ells h a v e p ol y g o n al or tri a n g ul ar s h a p e d c ell b o d y, a n d t h e c ell 

b o d y is s m all, n u m er o us a n d gr a n ul ar. T h e y ar e a cl ass of l o c al n e ur o ns t h at p arti ci p at e 

i n t h e f or m ati o n of i ntr a c orti c al mi cr o cir c uits. B as k et c ells ar e i n hi bit or y G A B A er gi c 

i nt er n e ur o ns  of  t h e  br ai n,  f o u n d  t hr o u g h o ut  diff er e nt  r e gi o ns  of  t h e  c ort e x  a n d 
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c er e b ell u m. B as k et c ells ar e m ulti p ol ar G A B A er gi c i nt er n e ur o ns t h at f u n cti o n t o m a k e 

i n hi bit or y s y n a ps es a n d c ontr ol t h e o v er all p ot e nti als of t ar g et c ells.  T h e f usif or m c ell 

is a t y p e of pr oj e cti o n n e ur o n wit h a s m all n u m b er of f usif or m c ells, m ai nl y l o c at e d i n 

t h e d e e p c orti c al l a y er. T h e a x o ns of t h es e c ells c a n aris e  fr o m t h e tr u n k of t h e d e n drit es 

a n d e nt er t h e m e d ull a, f or mi n g pr oj e cti o n a n d ass o ci ati o n fi b ers. T h e n er v e c ells i n t h e 

c er e br al  c ort e x  ar e  arr a n g e d  i n  a  hi er ar c hi c al  f as hi o n.  M or p h ol o gi c all y  ess e nti all y 

si mil ar  n er v e  c ells  a g gr e g at e  i nt o  c ert ai n  l a y ers.  D e p e n di n g  o n  t h e  l o c ati o n,  t h e 

t hi c k n ess  of e a c h  l a y er,  t h e  distri b uti o n  of  v ari o us  c ell ul ar  c o m p o n e nts  a n d  ot h er 

c h ar a ct eristi cs,  t h e  c er e br al  c ort e x  c a n  b e  di vi d e d  i nt o  m a n y  ar e as,  f or  e x a m pl e,  t h e 

fr o nt al  l o b e  is  m ai nl y  r el at e d  t o  r a n d o m  m o v e m e nts  a n d  hi g h er  m e nt al  a cti viti es, 

i n cl u di n g s o m at o m otor f u n cti o ns, i nt elli g e n c e a n d e m oti o n al a n d ot h er a cti viti es. T h e 

t e m p or al l o b e h as a u dit or y, p er c e pt u al, m e m or y a n d m ot or f u n cti o ns. P ari et al c ort e x: 

T h e  p ari et al  l o b e  is  m ai nl y  ass o ci at e d  wit h  g e n er al  s o m at os e ns or y  s e ns ati o ns.  I n 

a d diti o n  t o  t h e  h ori z o n t al  str atifi c ati o n,  n e ur o ns  h a v e  a  v er y  l o n git u di n al  c ol u m n ar 

str u ct ur e. E a c h c orti c al c ol u m n is n ot pr e c e d e d b y disti n ct gli al c ells or fi b er s e p ar ati o ns, 

s o it is n ot c o nsi d er e d a str u ct ur e -b as e d f u n cti o n al u nit.  

 

Fi g u r e 8.  H u m a n br ai n wit h stri at u m ( bl u e), n u cl e ar a m y g d al a ( or a n g e), c orti c al a m y g d al a (r e d), a n d 

hi p p o c a m p us (r e d). ( c o p yri g ht : A. J. M. L o o n e n.)  
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T h e b as al n u cl e us is t h e gr a y m att er n u cl e us n e ar t h e b as e of t h e m e d ull a of t h e 

c er e br al h e mis p h er es a n d i n cl u d es t h e a m y g d al oi d b o d y, c a u d at e n u cl e us, a n d l e ntif or m 

n u cl e us, t h e l att er t w o c oll e cti v el y k n o w n as t h e c or p us stri at u m. Alt h o u g h t h e stri at u m 

h as  b e e n  s u b or di n at e d  t o  t h e  c o ntr ol  of  s o m ati c  m o v e m e nts  i n  m a m m als  d u e  t o  t h e 

hi g hl y d e v el o p e d c er e br al c ort e x, it still h as a n i m p ort a nt r ol e i n m ot or r e g ul ati o n. I n 

a d diti o n  t o  m ot or  r e g ul ati o n,  t h e  b as al  g a n gli a  pl a y  a n  i m p ort a nt  r ol e  i n  l e ar ni n g, 

c o g niti o n, e m o ti o n a n d m a n y ot h er ar e as. As o n e of t h e s u b c orti c al r e g ul at ors of t h e 

m ot or s yst e m, t h e b as al g a n gli a d o n ot dir e ctl y i niti at e or p erf or m m o v e m e nt, b ut r at h er 

pl a y a n i nt e gr ati v e, o pti m al, a n d pr e cis e r e g ul at or y r ol e, w or ki n g wit h t h e c er e b ell u m 

t o p erf orm m ot or f u n cti o ns i n c o nj u n cti o n wit h t h e c ort e x b y r e g ul ati n g m us cl e t o n e, 

m o d ul ati n g j oi nt m o v e m e nts, a n d m ai nt ai ni n g p ost ur e. T h e y r e c ei v e a l ar g e n u m b er of 

pr oj e cti o ns fr o m t h e c ort e x, pr o c ess t h e i nf or m ati o n a n d r et ur n it t o t h e c ort e x vi a t h e 

t h al a m us.  D ysf u n cti o n  of  t h e  b as al  g a n gli a  will  pr o d u c e  a  s eri es  of  n e ur ol o gi c al 

dis or d ers a c c o m p a ni e d b y m ot or dis or d ers. W h e n t h e stri at u m is d a m a g e d it l e a ds t o 

sl o w e d c as u al m o v e m e nts, p ost ur al a b n or m aliti es a n d i n v ol u nt ar y m o v e m e nts ,  as i n 

H u nti n gt o n's dis e a s e. 

T h e m ot or f u n cti o n of t h e b as al g a n gli a is i n dir e ctl y r e ali z e d t hr o u g h t h e m ot or -

r el at e d ar e as of t h e c er e br al c ort e x. T his c o n n e cti o n b et w e e n b as al g a n gli a cir c uits a n d 

t h e  c er e br al  c ort e x  c a n  b e  s u m m ari z e d  i n  t hr e e  cir c uits  t h at  t o g et h er  f or m  t h e  b asi c 

str u ct ur e of t h e b as al g a n gli a. I n t h e b as al g a n gli a cir c uit, t h e stri at u m is t h e g at e w a y t o 

i nf or m ati o n  i n p ut  a n d  t h e  t h al a m us  is  t h e  g at e w a y  t o  i nf or m ati o n  o ut p ut,  pr oj e cti n g 

i nt e gr at e d n er v e i m p uls es t o t h e c er e br al m ot or c ort e x.  

T h e  t hr e e  cir c uits ar e:  1 ) C orti c al -n e o p ort al -p alli d u m  (i nt er n al) -t h al a m us  a 

c orti c al  cir c uit.  2 ) C orti c al -n e o p ort al -p alli d u m  ( e xt er n al) -b as al  t h al a mi c  n u cl e us . 3 ) 

C orti c o -n e ostri at al -n e o pl as mi c -n e o pl as mi c -t h al a mi c-c orti c al cir c uit.  

T h e  b as al  g a n gli a  cir c uit  m e di at es  s o m ati c  m o v e m e nts  b y  p arti ci p ati n g  i n  t h e 

pl a n ni n g  a n d  i niti ati o n  of  m o v e m e nts,  m ast er y  of  n e w  m o v e m e nts,  s e q u e n ci n g  of 
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m o v e m e nts, a n d m ot or r es p o ns es t o n e w sti m ul us si g n als. T h er ef or e, d ysf u n cti o n of 

t h e b as al g a n gli a cir c uit h as t h e p ot e nti al t o pr o d u c e s e v er e m ot or b e h a vi or d efi cits. 

C urr e ntl y, t h er e ar e t w o m ai n cli ni c al c at e g ori es of m o v e m e nt dis or d ers d u e t o dis or d ers 

of t h e b as al g a n gli a cir c uitr y . T h e first gr o u p is t h e s y n dr o m e wit h h y p er m o bilit y a n d 

h y p ot o ni a,  w hi c h  c a n  b e  s e e n  i n  c h or e a,  t ar di v e  d ys ki n esi a,  a n d  l at er al  t hr o wi n g 

dis or d er, wit h l esi o ns m ai nl y l o c at e d i n t h e stri at u m. T h e p at h ol o gi c al d a m a g e of t h e 

dis e as e is m ai nl y i n t h e b as al g a n gli a a n d c er e br al c ort e x, wit h t h e m ost o b vi o us l esi o ns 

i n t h e c a u d at e n u cl e us a n d t h e n u cl e us a c c u m b e ns. T h e p ar e n c h y m al str u ct ur e of t h e 

c a u d at e n u cl e us h e a d is r e d u c e d t o a t hi n b a n d 2 -3 m m t hi c k, r es ulti n g i n a pr otr usi o n 

of t h e l at er al w all of t h e f r o nt al h or n of t h e l at er al v e ntri cl e. D ef or m ati o n a n d d e at h of 

stri at al n e ur o ns as w ell as a si g nifi c a nt d e cr e as e i n t h e c o nt e nt of t h e n e ur otr a ns mitt er 

G A B A  a n d  its  s y nt h et as e,  gl ut a m at e  d e c ar b o x yl as e,  i n  t h e  b as al  g a n gli a  ar e 

a c c o m p a ni e d b y a d e cr e as e i n  c h oli n e a c et yl as e a cti vit y a n d a d e cr e as e i n a c et yl c h oli n e. 

H y p er a cti vit y  r es ults  fr o m  a  d e cr e as e  i n  t h e  i n hi bit or y  a mi n o  a ci ds  G A B A  a n d 

a c et yl c h oli n e a n d a r el ati v e i n cr e as e i n t h e e x cit at or y a mi n o a ci d d o p a mi n e. A n ot h er 

t y p e  of  s y n dr o m e  wit h  h y p er m o bilit y  a n d  h y p ert o ni a  is  c a us e d  b y  ni gr ostri at al  a n d 

p alli d u m l esi o ns a n d is c o m m o nl y s e e n i n P ar ki ns o n's dis e as e. P ar ki ns o n's dis e as e is 

c a us e d b y d e g e n er ati o n of d o p a mi n er gi c n e ur o ns i n t h e ni gr ostri at al d e ns e z o n e, w hi c h 

w e a k e ns t h eir e x cit at or y eff e ct o n s tri at al G A B A/ S P/ D Y N er gi c n e ur o ns, r es ulti n g i n a 

r el ati v e i n hi biti o n of t h e dir e ct cir c uit, w hil e at t h e s a m e ti m e G A B A/ E N K er gi c n e ur o ns 

l os e  t h eir  i n hi bit or y  eff e ct  of  d o p a mi n e,  w hil e  t h e  t h al a m us  is  i n hi bit e d  a n d  c orti c al 

m ot or ar e a a cti vit y is r e d u c e d, r es ulti n g i n r e d u c e d a n d ri gi d m o v e m e nts, a n d diffi c ult y 

i n  m ai nt ai ni n g  t h e  m o v e m e nts  p erf or m e d,  w hil e  T his  c a us es  c h a n g es  s u c h  as 

br a d y ki n esi a. I n a d diti o n, P ar ki ns o n's dis e as e is als o ass o ci at e d wit h h y p er a cti vit y of 

a c et yl c h oli n e tr a ns mitt ers.  

T h e li m bi c s yst e m is m ai nl y r el at e d t o vis c er al a cti vit y, e m oti o ns, l e ar ni n g, a n d 

m e m or y. O n e of t h es e str u ct ur es, t h e hi p p o c a m p us, is l o c at e d at t h e b as e of t h e l at er al 

v e ntri c ul ar  h or n.  T h e  hi p p o c a m p us  a n d  its  a dj a c e nt  str u ct ur es  m a y  b e  i n v ol v e d  i n 
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v ari o us l e ar ni n g a n d m e m or y f u n cti o ns, s u c h as w or ki n g m e m or y, s p ati al m e m or y, a n d 

ass o ci ati v e m e m or y. If t his ar e a is disr u pt e d or d a m a g e d, it c a n c a us e l oss of r e c e nt 

m e m or y. T h e  n e ur al  str u ct ur es  ass o ci at e d  wit h  t his  f u n cti o n  ar e  c all e d  hi p p o c a m p al 

cir c uits. I n hi p p o c a m p al str u ct ur es, l o n g -r a n g e s y n a pti c tr a ns missi o n c a n b e i n d u c e d b y 

m o n os y n a pti c a cti v ati o n. T his is k n o w n as l o n g -t er m p ot e nti ati o n ( L T P). All e x cit at or y 

tr a ns missi o n p at h w a ys i n t h e hi p p o c a m p us c a n i n d u c e L T P.  

1. 2. 4  T h e d e v el o p m e nt of n e r v o u s s y st e m  

T h e e ar l y d e v el o p m e nt of t h e n er v o us s yst e m i n cl u d es t h e est a blis h m e nt of t h e 

pri miti v e  n er v o us  s yst e m  d uri n g  t h e  e m br y o ni c  p eri o d,  t h e  g e n er ati o n  a n d 

diff er e nti ati o n of n e ur al pr e c urs or c ells, t h e mi gr ati o n of n e ur o ns, t h e gr o wt h of a x o ns 

a n d  t h e  d e v el o p m e nt al  p r o c ess  of  a  l ar g e  n u m b er  of  s y n a ps es.  E a c h  of  t h es e  e v e nts 

i n v ol v es  a  v ari et y  of  si g n al-t o-si g n al  i nt er a cti o ns,  si g n al -r e c e pt or  i nt er a cti o ns  a n d 

tr a ns cri pti o n al  r e g ul ati o n  of  g e n es. W h e n  t h e  gr o wi n g  a x o ns  fi n all y  r e a c h  t h e  t ar g et 

ar e a,  t h e  c orr e ct  c o n n e cti o ns  b e gi n  t o  f or m  a n d  t h e  b asi c  n e ur al  cir c uitr y  is  i niti all y 

f or m e d.  F oll o wi n g  birt h  of  e m br y o,  n e ur o n al  gr o wt h  a n d  g e n e  e x pr essi o n  c h a n g e 

a c c or di n gl y i n r es p o ns e t o a v ari et y of e x p eri e n c e - a n d a cti vit y -d e p e n d e nt m ol e c ul ar 

m e c h a nis ms, l e a di n g t o a c o nti n u o us m o difi c ati o n a n d r e m o d eli n g of t h e n e ur al cir c uits, 

a n d t h e ass o ci at e d b e h a vi or al  tr aits ar e t h us s h a p e d a n d st er e ot y p e d. Aft er t h e i n di vi d u al 

m at ur es, s y n a pti c c o n n e cti o ns c o nti n u e t o b e m o difi e d a n d r e n e w e d, a n d t his str u ct ur al 

r e c o nstr u cti o n is n e cess ar y f or t h e l e ar ni n g a n d m e m or y of n e w s kills. I n a d diti o n, n e w 

n e ur o ns ar e g e n er at e d t hr o u g h o ut lif e i n c ert ai n s p e cifi c br ai n r e gi o ns i n a d ult a ni m als, 

d e m o nstr ati n g t h e str o n g pl asti cit y a n d r e p air f u n cti o ns of t h e c e ntr al n er v o us s yst e m.  

1. 2. 4. 1  T h e d e v el o p m e nt of br ai n  

I n  t h e  f o urt h  w e e k  of  h u m a n  e m br y o ni c  d e v el o p m e nt,  t h e  a nt eri or  p art  of  t h e 

n e ur al t u b e u n d er g o es dr a m ati c c h a n g es, a n d its c e p h ali c e n d e x p a n ds t o f or m t hr e e 

pri m ar y  br ai n  v esi cl es,  w hi c h  ar e  t h e  pr os e n c e p h al o n,  m es e n c e p h al o n,  a n d 

r h o m b e n c e ph al o n a n d c o nstit ut e t h e b asis of t h e br ai n. As t h e d ors al w all of t h e n e ur al 
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t u b e d e v el o ps f ast er t h a n t h e v e ntr al w all, its c e p h ali c e n d c ur v es v e ntr all y a n d t h e first 

c ur v e, t h e c e p h ali c fl e x ur e, a p p e ars. T h e p art of t h e br ai n b ef or e t h e c e p h ali c fl e x ur e, 

t h e f or e br ai n v esi cl e, c o nti n u es t o e x p a n d a n d b e c o m es t h e b asis of t h e f or e br ai n; w hil e 

t h e mi d br ai n v esi cl e i n t h e c e p h ali c fl e x ur e p art d e v el o ps i nt o t h e mi d br ai n; a n d t h e 

r h o m b e n c e p h al o n v esi cl e aft er t h e c e p h ali c fl e x ur e d e v el o ps i nt o t h e r h o m b e n c ep h al o n. 

S u bs e q u e ntl y, a s e c o n d b e n d t o w ar d t h e v e ntr al si d e, c all e d t h e c er vi c al fl e x ur e, a p p e ars 

at t h e j u n cti o n of t h e r h o m b e n c e p h al o n a n d t h e s pi n al c or d. At t his p oi nt, t h e n e ur al 

t u b e of t h e e arl y e m br y o h as e v ol v e d i nt o t h e pr ot ot y p e of t h e c e ntr al ner v o us s yst e m. 

O n c e br ai n r e gi o ns ar e est a blis h e d i n t his m a n n er, t h e e m br y o b e gi ns f urt h er r o u n ds of 

s e g m e nt ati o n t o pr o d u c e n e w br ai n r e gi o ns ( Fi g ur e 9 ). T h e c e p h ali c e n d of t h e f or e br ai n 

v esi cl e d e v el o ps i nt o t w o s y m m etri c al t el e n c e p h al o ns, w hi c h e v e nt u all y d e v el o p i nt o 

t w o h e mis p h er es o n eit h er si d e of t h e br ai n. T h e t er mi n al p art of t h e a nt eri or v esi cl e 

d e v el o ps i nt o t h e di e n c e p h al o n, w hi c h i n cl u d es t h e t h al a m us, h y p ot h al a m us, a n d a p air 

of o pti c c u ps l o c at e d l at er all y, w hi c h will d e v el o p i nt o r eti n al n e ur al tiss u e. T h e d ors al 

p art of t h e mi d br ai n v esi cl es f or ms t h e f o ur b ul g es of t h e s u p eri or a n d i nf eri or t h al a m us, 

w hil e  t h e  v e ntr al  p art  f or ms  t h e  n u cl ei  c o n c e ntr a t e d  i n  t h e  mi d br ai n  p eri a q u e d u ct al 

r e gi o n. T h e r h o m b e n c e p h al o n e v ol v es i nt o a m et e n c e p h al o n at t h e c e p h ali c e n d a n d a 

m y el e n c e p h al o n at t h e c a u d al. T h e hi n d br ai n e v e nt u all y f or ms t h e c er e b ell u m a n d t h e 

p o ns, a n d t h e e n d br ai n d e v el o ps i nt o t h e m e d ull a o bl o n g at a. T h e l u m e n of t h e n e ur al 

t u b e  i n  t h e  v esi c ul ar  ar e a  e v ol v es  i nt o  v e ntri cl es  at  all  l e v els. T h e  a nt eri or  v esi c ul ar 

l u m e n  f or ms  t h e  l at er al  v e ntri cl es  i n  t h e  ri g ht  a n d  l eft  c er e br al  h e mis p h er es  a n d  t h e 

t hir d v e ntri cl e of t h e m es e n c e p h al o n; t h e mi d br ai n v esi c ul ar l u m e n f or ms t h e n arr o w 

mi d br ai n a q u e d u ct; a n d t h e r h o m bi c v esi c ul ar l u m e n f or ms t h e f o urt h v e ntri cl e l o c at e d 

d ors al t o t h e p o ns a n d m e d ull a o bl o n g at a, w hi c h c o nti n u es wit h t h e c e ntr al c a n al of t h e 

s pi n al c or d.  
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Fi g u r e 9.  T h e d e v el o p m e nt of h u m a n br ai n. ( C o p yri g ht: P ur v es, et al 2 0 1 1)  

1. 2. 4. 2  T h e d e v el o p m e nt of c ells i n n er v o us s yst e m  

D uri n g e arl y e m br y o ni c d e v el o p m e nt, aft er t h e i niti al f or m ati o n of t h e br ai n a n d 

s pi n al c or d, t h e p ersist e nt c ell ul ar c o m p o n e nts of t h e c e ntr al n er v o us s yst e m - n e ur o ns 

a n d g li al c ells - b e gi n t o aris e a n d diff er e nti at e. Al m ost all of t h e 1 0 0 billi o n n e ur o ns 

a n d m a n y m or e gli al c ells c o nt ai n e d i n t h e a d ult br ai n aris e wit hi n j ust a f e w m o nt hs 

fr o m a s m all gr o u p of pr e c urs or c ells. T h es e n e ur al pr e c urs or c ells ( N P Cs), or n e ur al  

st e m c ells, ar e l o c at e d i n t h e v e ntri c ul ar z o n e ( V Z), t h e i n n er m ost l a y er of t h e n e ur al 

t u b e w all. T h e mit oti c a cti vit y i n t his z o n e is e x c e pti o n all y a cti v e. D uri n g t h e p e a k of 

c ell  pr olif er ati o n  i n  t h e  h u m a n  e m br y o ni c  p eri o d,  it  is  esti m at e d  t h at  2 5 0, 0 0 0  n e w 
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n e ur o ns  c a n  b e  g e n er at e d  e v er y  mi n ut e. Aft er  birt h,  m ost  of  t h e  c ells  i n  t his  z o n e 

dis a p p e ar, l e a vi n g o nl y a v er y s m all fr a cti o n t h at c o nti n u es t o pr o d u c e n e w n e ur o ns.  

E arl y n e ur o g e n esis u n d er g o es t hr e e t e m p or al p h as es  [4 5 ]. T h e first p h as e is t h e 

e x p a nsi o n  of  N P Cs  t hr o u g h  m ulti pl e  r o u n ds  of  s y m m etri c  di visi o ns,  c all e d  t h e 

e x p a nsi o n  p h as e;  t h e n  t h e  n e ur o g e n esis  p h as e,  i n  w hi c h  m ost  N P Cs  di vi d e 

as y m m etri c all y t o pr o d u c e n e ur o ns; a n d t h e l ast  p h as e is  t h e gli o g e n esis, i n w hi c h N P Cs 

u n d er g o  as y m m etri c  di visi o ns  t o  pr o d u c e  m ai nl y  astr o c yt es  a n d  oli g o d e n dr o c yt es 

(Fi g ur e 1 0 ).     

 
Fi g u r e 1 0.  Te m p or al N P C s p e cifi c ati o n i n t h e n e o c orti c al d e v el o p m e nt. ( C o p yri g ht: Mi y at a, 2 0 1 0)  

N P Cs  i n  t h e  e x p a nsi o n  p h as e  us u all y  r ef er  t o  n e ur o e pit h eli al  c ells  ( N Es ).  N Es 

di vi d e s y m m etri c all y a n d e x p a n d l at er all y, w hi c h c a n c a us e t h e n e o c ort e x t o e x p a n d 

l at er all y a n d i n cr e as e t h e s urf a c e ar e a. W h e n n e ur o ns u n d er g o p h as e i niti ati o n, N P Cs 

r ef er t o r a di al gli a ( R G). R Gs g e n er at e m or e diff er e nti at e d c ells t hr o u g h as y m m etri c 

di visi o n w hil e a c hi e vi n g s elf -r e n e w al, w hi c h c a n c a us e r a di al e x p a nsi o n a n d t hi c k e ni n g 

of  t h e  n e o c ort e x.  R Gs  h a v e  a  t y pi c al  bi p ol ar  m or p h ol o g y  wit h  pr otr usi o n s  t h at  r u n 

t hr o u g h t h e w all of t h e n e ur al t u b e, e xt e n d a l o n g dist a n c e fr o m t h e V Z t o r e a c h t h e s oft 

m e m br a n e o n t h e o ut er s urf a c e, a n d l e n gt h e n wit h t h e t hi c k e ni n g of t h e n e ur al t u b e w all, 

s er vi n g as a s c aff ol d f or i m m at ur e n e ur o n al mi gr ati o n. I n t h e l at e  st a g es of n e ur o g e n esis, 

N P Cs gi v e ris e m ai nl y t o astr o c yt es a n d oli g o d e n dr o c yt es, a n d n o l o n g er t o n e ur o ns. 

T h e t er mi n ati o n of n e ur o g e n esis is s y n er gisti c all y r e g ul at e d b y e x o g e n o us f a ct ors a n d 
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e n d o g e n o us pr o gr a ms.  

1. 2. 4. 3  N e ur o n mi gr ati o n a n d a x o n g ui d a n c e i n t h e d e v el o pi n g n er v o us s yst e m  

N e ur o n al  mi gr ati o n  a n d  a x o n  g ui d a n c e  D uri n g  t h e  d e v el o p m e nt  of  t h e  n er v o us 

s yst e m, i m m at ur e n e ur o ns aris e i n t h e v e ntri c ul ar z o n e a n d u n d er g o o ut w ar d mi gr ati o n, 

m ost n e e di n g t o mi gr at e c o nsi d er a bl e dist a n c es b ef or e fi n all y r e a c h i n g t h eir d esti n ati o n. 

I n  t h e  c e ntr al  n er v o us  s yst e m,  mi gr ati o n,  alt h o u g h  c o nfi n e d  t o  t h e  n e ur al  t u b e,  still 

i n v ol v es tr a v ersi n g si g nifi c a nt dist a n c es, es p e ci all y i n l ar g e a ni m als s u c h as pri m at es. 

As i n t h e f or m ati o n of t h e c er e br al c ort e x, n e ur o ns n e e d t o mi gr at e a f e w milli m et ers, 

t hr o u g h  w hi c h  diff er e nt  t y p es  of  n e ur o ns  c a n  c o m e  t o g et h er  t o  f or m  pr o p er  s p ati al 

c o n n e cti o ns.  

N e ur o ns  i n  diff er e nt  r e gi o ns  of  t h e  n er v o us  s yst e m  a d o pt  diff er e nt  mi gr ati o n 

str at e gi es. Si mil ar m ol e c ul ar m e c h a nis ms m a y als o b e us e d t o g ui d e a x o n al gr o wt h at 

diff er e nt  st a g es  of  d e v el o p m e nt.  I n  c o ntr ast,  n e ur o ns  i n  l a mi n arl y  or g a ni z e d  br ai n 

r e gi o ns,  i n cl u di n g  t h e  c er e br al  c ort e x,  c er e b ell u m  a n d  hi p p o c a m p us,  r e a c h  t h eir 

d esti n ati o n  al o n g  t h e  pr otr usi o ns  of  r a di al  gli al  c ells,  t h at  is ,  t h e y  mi gr at e  i n  a  c ell-

g ui d e d m a n n er. T his pr o c ess is m e di at e d b y e xtr a c ell ul ar m atri x a d h esi o n m ol e c ul es 

a n d  ass o ci at e d  si g n al  tr a ns d u cti o n  m ol e c ul es.  M a n y  of  t h es e  m ol e c ul es  ar e  als o 

ess e nti al  f or  s u bs e q u e nt  st e ps  i n  n e ur al  d e v el o p m e nt,  s u c h  as  a x o n  gr o wt h  a n d 

ori e nt ati o n.  H o w e v er,  t h e  mi gr ati o n  of  n e ur o ns  i n  m a n y  ot h er  r e gi o ns  of  t h e  br ai n, 

p arti c ul arl y t h os e e v ol vi n g i nt o n u cl e ol us str u ct ur es, d o es n ot d e p e n d o n t h e g ui d a n c e 

of r a di al gli al c ells.   

F or e x a m pl e ( Fi g ur e 1 1 ), stri at al n e ur o ns l o c at e d i n t h e stri os o m e w er e g e n er at e d 

d uri n g e arl y n e ur o g e n esis, w hil e n e ur o ns of t h e m atri x c o m p art m e nt w er e g e n er at e d 

d uri n g  l at e  n e ur o g e n esis.  L at e -b or n  ( m atri x)  stri at a l  n e ur o ns  r e c ei v e  c orti c al  i n p ut 

i n d e p e n d e nt a n d diff er e nt fr o m t h e c orti c al i n p ut t h at e arl y-b or n (stri os o m al) stri at al 

n e ur o ns r e c ei v e. T h us, birt h -d ati n g r es ults i n a diff er e nt c orti c al i n n er v ati o n p att er n a n d 

s u bs e q u e ntl y, i n a diff er e nt f u n cti o n alit y of stri at al n e ur o ns [4 6 ]. 
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Fi g u r e 1 1.  A n e x a m pl e of mi gr ati o n wit h C orti c o Stri at al.( M ari e -C hristi n P a ul y 1, 2 0 1 2) . 

N e ur o ns  aris e,  mi gr at e  a n d,  u p o n  r e a c hi n g  t h eir  d esti n ati o n,  b e gi n  t o  est a blis h 

n e ur al l o o ps. Firstl y, n e ur o ns fr o m diff er e nt br ai n r e gi o ns m ust b e c o n n e ct e d t o g et h er 

b y  a x o ns  a n d  s e c o n dl y,  or d er e d  s y n a pti c  c o n n e cti o ns  m ust  b e  f or m e d  b et w e e n  t h e 

a p pr o pri at e pr e - a n d p osts y n a pti c n e ur o ns. T h us, t h e c yt ol o gi c al m e c h a nis ms of a x o n al 

gr o wt h  a n d  s y n a ps e  f or m ati o n  ar e  t h e  m ai n  d et er mi n a nts  i n  est a blis hi n g  t h e  n e ur al 

l o o ps  t h at  will  ulti m at el y  c o ntr ol b e h a vi or . T h e  dir e cti o n al  gr o wt h  of  a x o ns  a n d  t h e 

i d e ntifi c ati o n of s y n a pti c t ar g ets ar e m e di at e d b y a s p e ci al str u ct ur e at t h e ti p of e a c h 

gr o wi n g  a x o n,  n a m el y  t h e  a x o n al  gr o wt h  c o n e. T h e  gr o wt h  c o n e  c o nst a ntl y  d et e cts 

e xt er n al si g n als a n d r es p o n ds t o t h e m b y i d e ntif yi n g t h e c orr e ct el o n g ati o n p at h w a y, 

i n hi biti n g  i n c orr e ct  gr o wt h  dir e cti o n  a n d  ulti m at el y  pr o m oti n g  t h e  f or m ati o n  of 

f u n cti o n al s y n a pti c p art n ers. T h es e si g n als i n cl u d e c ell s urf a c e a d h esi o n m ol e c ul es as 

w ell as diff usi bl e si g n ali n g m ol e c ul es t h at c a n attr a ct  or r e p el gr o wt h c o n es. I n a d diti o n, 

s e cr et e d gr o wt h f a ct ors als o i nfl u e n c e a x o n gr o wt h, s y n a ps e f or m ati o n a n d r e g ul at e t h e 

n u m b er of a x o n/t ar g et c o n n e cti o ns. Si mil ar t o ot h er i nt er c ell ul ar c o m m u ni c ati o ns, t h es e 

si g n als, w hi c h ar e tr a ns d u c e d b y v ari o us r e c e pt ors a n d s e c o n d m ess e n g er m ol e c ul es, 

i niti at e i ntr a c ell ul ar e v e nts t h at l e a d t o t h e dir e ct e d gr o wt h of a x o ns, t h e s p e ci ali z ati o n 

of gr o wt h c o n es t o pr es y n a pti c c o m p o n e nts, a n d t h e f or m ati o n of s p e cifi c p osts y n a pti c 

sit es.  
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1. 2. 4. 4  T h e f or m ati o n of s y n a ps es  

As a x o ns gr o w t o t h e c orr e ct t ar g et, t h e y m ust m a k e a f urt h er c h oi c e b et w e e n a 

l ar g e n u m b er of p ot e nti al l o c al s y n a pti c p art n ers, a n d s el e ct a c ell t h at is s p e cifi c all y 

i n n er v at e d b y t h e m. T h e a x o n t er mi n als t h at r e a c h t h e t ar g et ar e a b e gi n t o f or m m ulti pl e 

fi n e t er mi n als a n d i niti at e t h e n e xt pr o c ess of d e v el o p m e nt, t h at is, t h e f or m ati o n of 

s y n a ps es. S y n a ps e f or m ati o n i n v ol v es at l e ast t hr e e m ai n st a g es: (i) T h e l o c ali z ati o n of 

c ell -a cti n g  f a ct ors  or  a d h esi o n  m ol e c ul es  b et w e e n  t h e  pr es y n a pti c  a x o n  a n d  t h e 

p osts y n a pti c c yt os ol or d e n drit e, (ii) Pr es y n a pti c diff er e nti ati o n, w hi c h est a blis h es t h e 

tr a ns missi o n str u ct ur e of t h e s y n a ps e.  (iii) P osts y n a pti c s p e cifi c diff er e nti ati o n, w hi c h 

all o ws f or t h e r e c e pti o n of si g n als fr o m n e ur otr a ns mitt ers. T h er e ar e a n e xtr e m el y l ar g e 

n u m b er  of  s y n a ps es  i n  t h e  c e ntr al  a n d  p eri p h er al  n er v o us  s yst e m,  e a c h  v ar yi n g  i n 

al m ost all as p e cts of m or p h ol o g y, f u n cti o n, l o c ati o n a n d m o d e of c o n n e cti o n, s o t h at 

t h e  f or m ati o n  of  s y n a pti c  s p e cifi cit y  m a y  r e q uir e  t h e  i n d u cti o n  a n d  i nt e gr ati o n  of 

m ulti pl e si g n als.  

1. 2. 4. 5  N e ur o g e n esis i n a d ults  

T h e cl assi c al t h e or y b eli e v e d t h at n e ur o g e n esis w as n o l o n g er pr es e nt i n t h e br ai ns 

of  a d ult  hi g h er  v ert e br at es.  I n d e e d,  i n  a  s e mi n al  st u d y,  usi n g  e n vir o n m e nt al 

r a di o a cti vit y as a tr a c er. S p a di n g K L[4 7 ] s h o w e d t h at C orti c al n e ur o ns i n a d ults ar e as 

a g e d as t h e i n di vi d u al. T h es e r es ults, s u bst a nti at e d b y ot h ers, s u g g est t h at i n m ost of 

t h e br ai n ar e as p ost-mit oti c n e ur o ns ar e n ot r e n e w e d d uri n g w h ol e lif e. H o w e v er, t h e 

dis c o v er y  b y  N o c d o h m  a n d  G ol d m a n  i n  1 9 8 3  s h o w n  t h at  a  l ar g e n u m b er  of  n e w 

n e ur o ns w er e f o u n d i n t h e br ai n of a d ult c a n ari es i n s p e cifi c br ai n ar e as, w hi c h attr a ct e d 

a gr e at d e al of att e nti o n i n t h e s ci e ntifi c fi el d. F oll o wi n g st u di es h a v e als o s h o w n t h at 

n e ur o g e n esis  is  pr es e nt  i n  t h e  a d ult  bir d,  r o d e nt,  pri m at e  a n d  e v e n  h u m a n  br ai n 

pri m aril y i n 2 str u ct ur es: t h e olf a ct or y b ul b a n d t h e hi p p o c a m p us.  

E vi d e n c e  of  l o c ali z e d  n e ur o g e n esis  ill ustr at es  t h at  t h e  a d ult  br ai n  h as  str o n g 

pl asti cit y. T h e pl asti c c h a n g es c a n o c c ur n ot o nl y at t h e m ol e c ul ar or s y n a pti c l e v el, b ut  
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al s o at t h e m or e m a cr os c o pi c c ell ul ar, n et w or k a n d s yst e mi c l e v els. It is c o n c ei v a bl e 

t h at t h e cr e ati o n of n e w n e ur o ns a n d t h eir a d diti o n t o e xisti n g n e ur al cir c uits, w hi c h 

r e q uir e n e w c o n n e cti o ns t o ot h er n e ur o ns, will i n e vit a bl y r es ult i n l ar g e c h a n g es t o t h e 

e xisti n g n e ur al n et w or k or s yst e m. At t h e c ell ul ar l e v el, n e wl y g e n er at e d n e ur o ns m a y 

diff er fr o m ol d er n e ur o ns, at l e ast f or a s h ort p eri o d of ti m e, s h o wi n g s o m e diff er e n c e 

i n  s y n a pti c  pl asti cit y.  It  is  p ossi bl e  t h at  at  t h e  l e v el  of  l o c al  n e ur al  n et w or ks,  n e wl y 

g e n er at e d n e ur o ns m a y b e ass o ci at e d wit h t h e a cti v e pr o p erti es of s o m e c ell p o p ul ati o ns. 

E a c h  n e ur al  n et w or k  h as  t h e  a bilit y  t o  e n c o d e  i nf or m ati o n  a n d  st or e  o p er ati o n al 

pr o c e d ur es o v er a wi d e r a n g e of ar e as, a n d t h e p att er n of n e ur o g e n esis m a y b e criti c al 

t o  t h e  i m pl e m e nt ati o n  of  t h es e  f u n cti o ns.  N e ur al  r e pl a c e m e nt  a n d  r e c o v er y  ar e  a n 

i m p ort a nt dir e cti o n i n a d dr essi n g m a n y n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es. M u c h of t h e l oss 

of m a n y of t h e u n d erl yi n g c ells o c c urs pri or t o t h e dis c o v er y of dis e as e s y m p t o ms a n d, 

t o d at e, n o n e ur o pr ot e cti v e t h er a p e uti c t e c h ni q u e h as b e e n a bl e t o pr e v e nt t h e l oss of 

n e ur al c ells. T h e a p pli c ati o n of n e ur al pr e c urs or c ells m a y pr o vi d e n e w i d e as f or t h e 

tr e at m e nt  of  n e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es  d u e  t o  t h e  a bilit y  of  v ari o us  st em  c ells  t o 

g e n er at e n e w n e ur o n al c ells a n d oli g o d e n dr o c yt es.  

1. 3  N e u r al c o n n e cti vit y  

1. 3. 1  T h e n e u r al  ci r c uits  

1. 3. 1. 1  T h e pr oj e cti o n b et w e e n c ort e x a n d stri at u m  

N e ur o ns  i n  t h e  c ort e x  ar e  c o n n e ct e d  t o  m ulti pl e  str u ct ur es  i n  t h e  br ai n  b y 

pr oj e cti o ns.  T h e  si x  l a y ers  of  t h e  c ort e x  c a n  b e  di vi d e d  a n at o mi c all y  i nt o  m ulti pl e 

n e ur o ns. F or e x a m pl e, I ntr at el e n c e p h ali c (I T) n e ur o ns i n t h e c ort e x ar e l o c at e d m ai nl y 

i n l a y ers 2 t o 6 of t h e c ort e x, w h er e I Ts l o c at e d i n l a y ers 2 t o 3 m ai nl y b uil d c orti c al -

c orti c al  c o n n e cti o ns  a n d  I Ts  l o c at e d  i n  l a y ers  5  t o  6  m ai nl y  b uil d  c orti c al -stri at al 

c o n n e cti o ns,  w h er e  t h e  c ort e x  m ostl y  c o m m u ni c at es  wit h  t h e  stri at u m  i n  a 

m o n os y n a pti c  m a n n er .  P yr a mi d al  tr a ct  ( P T)  n e ur o ns  ar e  l o c at e d  i n  l a y er  5 B  of  t h e 

c ort e x a n d r e c ei v e pr oj e cti o ns fr o m t h e I T i n l a y ers 2 -3, a n d als o pr oj e ct t o t h e stri at u m, 
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T h al a m us, s u bt h al a mi c  n u cl e us  ( S T N ),  a n d  Br ai nst e m. C orti c ot h al a mi c  n e ur o ns  ar e 

l o c at e d i n l a y er 6 of t h e c ort e x, a n d pr oj e ct t o t h e t h al a m us a n d r eti c ul ar n u cl e us, a n d 

d o n ot m a k e c o n n e cti o ns t o t h e stri at u m [4 8 ].  

 

Fi g u r e 1 2.  T h e a x o n al pr oj e cti o n of C Str n e ur o ns . 

1. 3. 1. 2  T h e gl ut a m at er gi c pr oj e cti o n  i n n e ur al cir c uits 

Gl ut a m at e  is  t h e  m ai n  e x cit at or y  n e ur otr a ns mitt er  i n  t h e  n er v o us  s yst e m  a n d 

b el o n gs  t o  t h e  cl ass  of  a mi n o  a ci d s.  T h er e  ar e  m a n y  gl ut a m at er gi c  p at h w a ys  i n  t h e 

c e ntr al n er v o us s yst e m, a n d fi v e m ai n p at h w a ys t h at pr oj e ct fr o m t h e c ort e x. T h e y ar e 

c orti c o -br ai nst e m  p at h w a y  ( v e ntr al t e g m e nt al ar e a a n d d ors al r a p h e n u cl e us), c orti c o-

stri at al  p at h w a y, c orti c o -hi p p o c a m p us  p at h w a y,  c orti c o -n u cl e us a c c u m b e ns  p at h w a y, 

c orti c o -t h al a mi c  p at h w a y (Fi g ur e  1 3 ,  gr e e n  arr o w).  A n d als o,  c or t e x  h a v e  c orti c o-

c orti c al pr oj e cti o n  [4 9 , 5 0 ]. I n  a d diti o n, t h e  hi p p o c a m p us  a n d a m y g d al a  als o  h a v e 

gl ut a m at er gi c  pr oj e cti o n  t o  m e di al  pr efr o nt al  c ort e x.  T h es e  pr oj e cti o ns  s u p p ort t h e 

e x hi bit i o n of w h ol e br ai n.  Gl ut a m at e a n d gl ut a m at e r e c e pt ors ar e als o i n v ol v e d i n t h e 

m e c h a nis ms  of  s y n a pti c  pl asti cit y  ( L T P  a n d  l o n g -t er m  i n hi biti o n,  L T D),  w hi ch  is 
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t h o u g ht  t o  u n d erli e  l e ar ni n g  a n d  m e m or y. T h e  l esi o n  of  gl ut a m at er gi c  p at h w a ys  c a n 

d a m a g e  l e ar ni n g  a n d  m e m or y  off.  I n  Al z h ei m er's  dis e as e  ( A D)  t h er e  is  l oss  of 

p yr a mi d al n e ur o ns a n d t h eir s y n a ps es a n d gl ut a m at er gi c d e cr e m e nt. T h e m e c h a nis m of 

gl ut a m at e r gi c  ( a n d  c h oli n er gi c)  c ell  d e at h  m a y  b e  a  c o m bi n ati o n  of  n e cr osis  a n d 

a p o pt osis c a us e d b y m ulti pl e f a ct ors, a n d all of t h es e c h a n g es ar e str o n gl y ass o ci at e d 

wit h c o g niti v e d e cli n e i n A D [5 1 , 5 2 ]. 

 

 

Fi g u r e 1 3.  T h e gl ut a m at er gi c pr oj e cti o n of h u m a n br ai n  ( Ri c h ar d L. B ell, 2 0 1 6). 

1. 3. 1. 3  T h e G A B A er gi c i n hi biti o n i n n e ur al cir c uits  

T h e b al a n c e b et w e e n e x cit at or y a n d i n hi bit or y n e ur otr a ns mitt er s yst e ms m ai nt ai ns 

t h e n or m al f u n cti o ni n g of t h e c e ntr al n er v o us s yst e m ( C N S). E x cit a bilit y is r e g ul at e d 

b y gl ut a m at e, w h er e as i n hi biti o n is r e g ul at e d b y G A B A vi a i nt er n e ur o ns. G A B A is t h e 

m aj or i n hi bit or y n e ur otr a ns mitt er i n t h e  C N S a n d e x erts its i n hi bit or y f u n cti o n t hr o u g h 

i o n otr o pi c  G A B AA  a n d  m et a b otr o pi c  G A B A B  r e c e pt ors [5 3 ].  G A B AA  r e c e pt ors  c a n 

als o c a n b e s el e cti v el y bl o c k e d b y Bi c u c ulli n e  [5 4 ]. W h e n G A B A is r el e as e d i nt o t h e 

s y n a pti c  g a p,  it  will  b e  r e u pt a k e n  b y  G A T-1  a n d  G A T -3  tr a ns p ort er  pr ot ei ns  [5 5 ]. 

G A B A er gi c  n e ur o ns  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  pr es e nt  i n  t h e  a m y g d al a,  hi p p o c a m p us, 

h y p ot h al a m us, pr efr o nt al c ort e x, olf a ct or y b ul b, r eti n a a n d s pi n al c or d  [5 5 ]. 
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G A B A er gi c pr oj e cti o ns ar e wi d el y distri b ut e d t hr o u g h o ut t h e br ai n a n d h a v e b e e n 

f o u n d t o b e m ai nl y fr o m t h e stri at u m t o t h e s u bst a nti a ni gr a a n d br ai nst e m, t h e n fr o m 

t h e s u bst a nti a ni gr a t o t h e t h al a m us, as w ell as fr o m t h e h y p ot h al a m us t o t h e o c ci pit al 

a n d p ari et al c orti c es, fr o m t h e hi p p o c a m p us t o t h e t h al a m us a n d stri at u m, a n d fr o m t h e 

n u cl e us  a c c u m b e ns  t o  t h e  t h al a m us,  w h er e  G A B A  pr oj e cti o ns  ar e  als o  hi g hl y 

i n n er v at e d b y t h e c er e b ell u m[5 6 ] (Fi g ur e 1 4 ) .  

 

Fi g u r e 1 4.  T h e G A B A p at h w a y i n h u m a n br ai n ( Ri c h ar d L. B ell, 2 0 1 6).  

Fr o m t h e pr e vi o usl y m e nti o n e d gl ut a m at er gi c p at h w a y, it c a n b e f o u n d t h at t h e 

p arti al o v erl a p of t h es e t w o p at h w a ys c a n f or m a d y n a mi c i n hi bit or y -e x cit at or y l o o p.  

T h e hi g hl y d y n a mi c G A B A er gi c s yst e m h as a k e y r ol e i n r e g ul ati n g t h e a cti vit y a n d 

pl asti cit y of n e ur al n et w or ks d uri n g d e v el o p m e nt a n d a d ult h o o d [5 7 ]. It h as als o b e e n 

s u g g est e d  t h at  d ysr e g ul ati o n  of  G A B A  a cti o n  i n  br ai n  cir c uits  is  c e ntr al  t o  t h e 

p at h o g e n esis  of  N D D [5 8 ].  G A B A er gi c  p at h w a ys  ar e  e xt e nsi v el y  a n d  i ntri c at el y 

i n v ol v e d i n d et er mi ni n g t h e ons et a n d e n d of criti c al p eri o ds of d e v el o p m e nt, as w ell 

as l e ar ni n g a n d m e m or y.  
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1. 3. 1. 4  T h e  D A er gi c pr oj e cti o n  a n d it's d ysf u n cti o n i n  P ar ki ns o n’s dis e as e  

T h e stri at u m is t h e m ai n i n p ut str u ct ur e t o t h e b as al g a n gli a, r e c ei vi n g t h e m aj or 

e x cit at or y i n p ut fr o m c or ti c al gl ut a m at er gi c p yr a mi d al n e ur o ns a n d t h e d e ns est D A er gi c 

i n n er v ati o n of t h e S N c[5 9 ]. G A B A er gi c s pi n y pr oj e cti o n n e ur o ns ( S P N) ar e t h e m aj or 

n e ur o ns  i n  t h e  stri at u m,  a c c o u nti n g  f or  9 0 %  of  all  stri at al  c ells. T h e  h y p o ki n eti c 

s y m p t o ms of P D ar e d u e t o t h e s el e cti v e l oss of D A er gi c n e ur o ns i n t h e s u bst a nti a ni gr a 

d e ns a ( S N c), w hi c h i n n er v at es t h e b as al g a n gli a [6 0 ]. I n t h e h e alt h y br ai n, e x cit a bilit y 

fr o m t h e c er e br al c ort e x is tr a ns mitt e d t o t h e stri at u m a n d S T N, a n d t h e n t o t h e b as al 

g a n gli a.  S p e cifi c all y, e x cit ati o n t hr o u g h t h e c ort e x is dir e ctl y i n p ut t o t h e s u bst a nti al 

ni gr a  p ars  r eti c ul at a  ( S Nr)  or  i nt er n al  s e g m e nts  of  t h e  gl o b us  p alli d us  ( G Pi)  vi a  t h e 

G A B A er gi c p at h w a y, a n d i n dir e ctl y i n p ut t o e xt er n al s e g m e nts of t h e gl o b us p alli d u s 

( G P e),  a n d  gl ut a m at er gi c  p at h w a y  t o  S T N.  S N c  r e g ul at e  c ell ul ar  a cti vit y wit h  

d o p a mi n er gi c pr oj e cti o ns vi a D 1 or D 2 r e c e pt ors i n t h e b as al g a n gli a (Fi g ur e 1 5 ). B ut 

i n P ar ki ns o n dis e as e, wit h t h e  D A n e ur o ns d e g e n er ati o n, t h e D A er gi c pr oj e cti o n l ost, 

t h e b al a n c e w as br o k e n. T h e c o ns e q u e nt r es ults ar e S Nr/ G Pi a n d S T N ar e h y p er a cti vit y, 

a n d t h at i n hi bit t h e a cti vit y of P P N, t h al a m us, t h e n r e d u c e t h e m o v e m e nt.  

 
Fi g u r e 1 5.  D ysf u n cti o n i n  C orti c o -stri at al cir c uits i n P ar ki ns o n’s dis e as e  ( H o n g-Yu a n   C h u ,   2 0 2 0 ) .  
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1. 3. 2  N e u r al c o n n e ct o mi c s  

We ar e i n a n i nf or m ati o n a g e wit h a c o m pl e x n et w or k str u ct ur e, j ust li k e t h e c ells 

i n  o ur  br ai n.  I n  s o ci ol o g y,  t h er e  ar e  hi g hl y  str u ct ur e d  p att er ns  of  c o n n e cti vit y  fr o m 

i n di vi d u al a n d gr o u p h u m a n li v es, i nt er p erso n al i nt er a cti o ns t o e c o n o mi c b e h a vi or , a n d 

e v e n  dis e as e  tr a ns missi o n  e pi d e mi cs  a n d  m at eri al  tr a ns p ort.  I n  bi ol o g y,  t h e  s elf -

or g a ni z e d r es p o ns e of gr o u ps i n r es p o ns e t o e xt er n al c h all e n g es, fr o m si n gl e c ells t o 

tiss u es a n d e ntir e e c os yst e ms, is a r efl e cti on of t h e str u ct ur e a n d f u n cti o n of c o m pl e x 

s yst e ms. T h e h u m a n br ai n is als o c o m p os e d of s m all c o m m u niti es of str u ct ur al m o d ul es 

a n d  n et w or ks  i n  w hi c h  n e ur o ns  a n d  n et w or ks  of  br ai n  r e gi o ns  ar e  str u ct ur all y 

i nt er c o n n e ct e d t o f or m t h e c e ntr al n er v o us s yst e m. St u d yi n g t h e r ol e of c o n n e cti vit y i n 

br ai n  f u n cti o n  c a n  pr o vi d e  a  b asis  f or u nr a v elli n g  br ai n si g n ali n g , b e h a vi ors , 

d e g e n er ati v e p at h ol o gi es, et c. C o n n e ct o mi cs is a w a y t o a c hi e v e t his, b y m a p pi n g its 

el e m e nts  a n d  c o n n e cti o ns  t o  cr e at e  n et w or k  ar c hit e ct ur e s,  a n d  t h e n  b y  q u a ntit ati v e 

m o d els t o d et er mi n e t h e r el ati o ns hi p b et w e e n str u ct ur e a n d f u n cti o n  [6 1 -6 3 ].   

1. 3. 2. 1  Gr a p h t h e or y a n d  N e ur al c o n n e ct o mi cs   

M a n y  st u di es  h a v e  b e g u n  t o  d es cri b e  t h e  n er v o us  s yst e m  m at h e m ati c all y,  as  a 

gr a p h or n et w or k c o nt ai ni n g n o d es ( n e ur o ns a n d/ or br ai n r e gi o ns) a n d e d g es (s y n a pti c 

c o n n e cti o ns, i nt er -r e gi o n al p at h w a ys) [6 4 ](Fi g ur e 1 6 ). Br ai n n et w or ks ar e c o nstr u ct e d 

fr o m  m e as ur es  of  str u ct ur al  or  f u n cti o n al  r el ati o ns hi ps  b et w e e n  p airs  of  n e ur o ns  or 

br ai n r e gi o ns. T h es e p air e d r el ati o ns hi ps ar e s u m m ari z e d i n t h e f or m of a c o n n e cti vit y 

m atri x t h at d es cri b es t h e r el ati o ns hi ps b et w e e n n o d es a n d e d g es, i. e., t h e t o p ol o g y of 

t h e n et w or k [6 5 ]. T h e m ai n g o al of c o n n e ct o m e r es e ar c h is t o u nr a v el t h e ar c hit e ct ur e 

of br ai n n et w or ks a n d t o e x pl ai n h o w t h e t o p ol o g y of str u ct ur al n et w or ks s h a p es a n d 

r e g ul at es br ai n f u n cti o n. N et w or k s ci e n c e or " gr a p h t h e or y " c a n b e us e d t o el u ci d at e 

k e y or g a ni z ati o n al  f e at ur es of t h e br ai n's c o n n e ct o m e ar c hit e ct ur e a n d t o pr e di ct t h e 

r ol e of n et w or k el e m e nts a n d n et w or k pr o p erti es i n br ai n f u n cti o n[6 1 , 6 2 , 6 6 ]. 
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Fi g u r e 1 6.  At t h e m a cr o -c o n n e ct o m e l e v el br ai n c a n b e e n visi o n e d as m o d ul es of s p e cifi c t o p ol o gi es    

m a d e of  n o d es ( n e ur o n al el e m e nts) a n d e d g es (t h eir i nt er c o n n e cti o ns).  

O n c e  br ai n  n et w or k  d at a  ar e  pr es e nt e d  i n  m atri x  f or m,  t h e y  c a n  b e  us e d  fr o m 

n et w or k s ci e n c e [6 7 ]. H u bs i n gr a p h t h e or y, f or e x a m pl e, r e pr es e nt n o d es of p arti c ul ar 

i nt er est  i n  m a n y  n et w or k  st u di es  b e c a us e  t h eir  c e ntr al  e m b e d di n g  i n  t h e  n et w or k 

t o p ol o g y m a k es t h e m attr a cti v e c a n di d at es f or i nf or m ati o n i nt e gr ati o n a n d als o m a k es 

t h e m v ul n er a bl e t o att a c k[6 8 ]. H u bs c a n b e f o u n d t o b e hi g hl y i nt er c o n n e ct e d, si mil ar 

t o t h e cl os e r el ati o ns hi p b et w e e n m o d ul arit y a n d n et w or k c o m m u niti es[6 9 ]. H u bs t h at 

pri m aril y c o n n e ct n o d es wit hi n a c o m m u nit y ar e als o r ef err e d t o as " pr o vi n ci al h u bs ", 

w hil e  h u bs  t h at  c o n n e ct  m ulti pl e  c o m m u nit i es  ar e  r ef err e d  t o  as  " c o n n e ct or  h u bs ". 

I n cr e asi n gl y, t h e cr oss-c utti n g f e at ur es of br ai n n et w or k or g a ni z ati o n, w hi c h si m ul at e 

c a pt uri n g is ol ati o n, i nt e gr ati o n, a n d i nfl u e n c e, r el y o n t h e d e c o m p ositi o n of n et w or ks 

i nt o m o d ul es or c o m m u niti es c o n n e ct e d b y bri d g e c o n n e cti o ns a n d h u b n o d es [6 6 , 7 0 ]. 

S u c h m o d ul ar d es cri pti o ns of br ai n n et w or ks ar e p arti c ul arl y attr a cti v e b e c a us e t h e y 
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c a n b e a p pli e d t o b ot h str u ct ur al a n d f u n cti o n al n et w or ks, a n d t h e r es ulti n g m o d ul es 

h a v e b e e n s h o w n t o b e r el e v a nt t o b e h a vi or a n d c o g niti o n [7 1 , 7 2 ]. 

1. 3. 2. 2  T h e r el ati o ns hi p  b et w e e n str u ct ur e a n d f u n cti o ns i n n e ur al n et w or k   

W h e n  e x pl ori n g  t h e  c o n n e cti vit y  of  t h e  br ai n,  i n  vitr o  n e ur al  n et w or ks  f or m e d 

b as e d o n a n at o mi c al str u ct ur es c a n b e c o nsi d er e d as str u ct ur al n e ur al n et w or ks, w hil e 

t h os e b as e d o n p h ysi ol o gi c al r ol es c a n b e c o u nt e d as f u n cti o n al n e ur al n et w or ks. T h es e 

t w o d o m ai ns of br ai n n et w or ks ar e diff er e nt i n t h e c o nstr u cti o n al a p pr o a c h a n d als o 

h a v e  n e ur o bi ol o gi c al  diff er e n c es.  A n  i m p ort a nt  disti n cti o n  is  b et w e e n  str u ct ur al  a n d 

f u n cti o n al br ai n n et w or ks. Str u ct ur al n et w or ks ar e d eri v e d fr o m a n at o mi c al d at a s ets 

a n d  r e pr es e nt  p h ysi c al  s y n a pti c  c o n n e cti o ns  b et w e e n  n e ur al  el e m e nts,  w h er e as 

f u n cti o n al n et w or ks ar e d eri v e d fr o m n e ur al r e c or di n gs a n d r e pr es e nt t h eir st atisti c al 

r el ati o ns hi ps [6 3 , 6 4 ]. 

T h e r el ati o ns hi p b et w e e n str u ct ur e  a n d f u n cti o n h as als o b e e n st u di e d at diff er e nt 

s c al es. A n u m b er of st u di es a cr oss mi cr o -, m es o-, a n d m a cr o-s c al es h a v e s h o w n t h at 

p att er ns of str u ct ur al c o n n e cti vit y d o h el p s h a p e t h e d y n a mi cs of n e ur al a cti vit y. Fr o m 

t h e  mi cr o  s c al e,  s u c h  as  i n  t er ms  of cir c uit  t o p ol o g y,  l ar g e -s c al e  r e c or di n g  m et h o ds 

a p pli e d t o or g a nis ms s u c h as z e br afis h l ar v a e c a n pr o d u c e hi g hl y r es ol v e d w h ol e -br ai n 

r e c or di n gs  of  n e ur al  p o p ul ati o n  a cti vit y [7 3 ].  T his  d y n a mi c  cir c uit  a cti vit y  c a n  b e 

a n al y z e d usi n g ti m e -s eri es m et h o ds, a n d t h er e is e vi d e n c e t h at f u n cti o n all y c o h er e nt 

cir c uits f or m cl ust ers or m o d ul es  [7 4 ]. M es os c al e d at a w er e m ai nl y c oll e ct e d usi n g M RI 

[7 5 , 7 6 ], f or e x a m pl e Wa n g et al. [7 7 ] st u di e d t h e r el at i o ns hi p b et w e e n str u ct ur al a n d 

f u n cti o n al c o n n e cti o ns wit hi n m o n k e y s o m at os e ns or y c ort e x at hi g h s p ati al r es ol uti o n. 

T h e c o n n e cti o ns b et w e e n hi g hl y c o n n e ct e d n o d es a n d h u bs ar e aff e ct e d a n d t h e 

d ef a ult  m o d e  n et w or k  is  s p e ci all y  c h a n g e d. S p e cifi c  t o  a ct u al c as es  of 

n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es, s o m e a d v a n c es i n br ai n i m a gi n g s u g g est t h at N D tri g g ers 

d e e p  alt er ati o ns  i n  br ai n  c o n n e ct o mi cs.  N e ur o p at h ol o gi c al  a n al ysis  h as  s h o w n  t h at 

v ari o us p at h ol o gi c al si g ns of N D s u c h as str o k e a n d tr a u m ati c br ai n i nj ur y a p p e ar  t o 
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f oll o w n e ur o a n at o mi c al p at h w a ys i n t h e br ai n.  T h e a n al ysis of br ai n t o p ol o g y s u g g ests 

t h at br ai n n et w or k t o p ol o g y is ass o ci at e d wit h hi g h er r o b ust n ess u n d er str ess a n d t h at 

N D alt ers t his r o b ust n ess i n s p a c e a n d ti m e [7 8 -8 0 ]. Fr o m t h e m ol e c ul ar w at er, it w as 

s h o w n t h at t h e s pr e a d of a g gr e g at e d α -s y n, Ta u, et c., i n t h e br ai ns of aff e ct e d p ati e nts 

w o ul d b e cl os el y r el at e d t o t h e f u n cti o n al as p e cts of t h e n e ur al n et w or k i n s o m e w a y. 

T h es e  r es ults  s u g g est  t h at  n et w or k  t o p ol o g y  is  i n v ol v e d  i n  t h e  pr o p a g ati o n  a m o n g 

d e m e nti a s u c h as Al z h ei m er's dis e as e a n d L e w y b o d y  [8 1 ]. St u d yi n g t h e r el ati o ns hi p 

b et w e e n s u c h s p ati al c h a n g es a n d alt er ati o ns i n p h ysi ol o gi c al f u n cti o n is a k e y p oi nt i n 

u n d erst a n di n g  t h e  pr o c ess es  of  dis e as e  a n d  a b n or m aliti es  o c c urri n g  i n  t h e  n er v o us 

s yst e m.  

1. 3. 3  W h at w e a r e  i n s pi r e d a b o ut r e c o n st r u ct i n g n e u r al n et w o r k ?  

C ult uri n g n e ur o ns i n vitr o is n ot a diffi c ult t as k, b ut t h e s p e cifi cit y of n e ur o n al 

m or p h ol o g y pr e di cts t h at, w h e n b uil di n g n e ur al n et w or ks, it is n e c ess ar y t o mi mi c t h e 

pr oj e cti o ns of diff er e nt r e gi o ns i n t h e h u m a n br ai n, s u c h  as t h e c o n n e cti o ns b et w e e n 

th e  c ort e x  a n d  t h e  stri at u m.  T h e  si g n ali n g  of  n e ur o ns  c o ntr ols  t h e  pr o c essi n g  a n d 

f e e d b a c k of all i nf or m ati o n i n t h e br ai n. T his m e a ns t h at t h e c o nstr u cti o n of i n vitr o 

n e ur al n et w or ks m ust b e p h ysi ol o gi c all y a cti v e a n d a bl e t o mi mi c t h e r e al f u n cti o n al 

o n e s i n c ert ai n r e gi o ns of t h e br ai n, es p e ci all y t h e si g n ali n g b et w e e n n e ur o ns. N e ur al 

c o n n e ct o mi cs c o u pl e d wit h gr a p h t h e or y, m e a n w hil e, si m plifi es t h e br ai n i nt o a n u m b er 

of  diff er e nt  s m all  i nf or m ati o n  c e nt ers.    R at h er  t h a n  r el yi n g  o n  t h e  c as c a di n g  of 

i n di vi d u al n e ur o ns, i nf or m ati o n tr a nsf er r eli es o n a n or d erl y i nt e gr ati n g of i nf or m ati o n, 

f oll o w e d b y t h e n e xt r o u n d of i nf or m ati o n distri b uti o n a n d tr a ns missi o n fr o m t h e h u b. 

It is e as y t o s e e t h at a n et w or k str u ct ur e c o nsisti n g of i n di vi d u al n e ur o ns i n c o m p ositi o n 

is diffi c ult t o a c hi e v e b ot h as p e cts at t h e s a m e ti m e.  B ut w h e n n e ur o ns h a v e t h eir o w n 

c o m m u nit y  or  gr o u p  a n d  t h e n  c o n n e ct e d  t o  a n ot h er  gr o u p,  str u ct ur al  pr oj e cti v e 

c o n n e cti vit y a n d f u n cti o n al i nf or m ati o n tr a nsf er c a n b e a c hi e v e d at t h e s a m e ti m e. I n 

a d diti o n t o t his, t h e o v er all s ur vi v a bilit y i n cr e as es. T h er ef or e, w h e n w e d esi g n a n d b uil d 

t h e c hi p, w e first ai m t o c a pt ur e a c ert ai n n u m b er of n e ur o ns i n n o d es of o ur d esi g n, 
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t h e n all o w m a ki n g c o n n e cti o n o p p ort u niti es  b et w e e n t h es e n o d es . H e n c e , t h e i de a of 

a n or d er e d arr a y of diff er e nt s m all c o m m u niti es of n e ur o n  p o p ul ati o ns c a n b e a c hi e v e d .  

1. 4  N e u r o d e g e n e r ati v e dis o r d e r  

1. 4. 1  Al z h ei m e r's dis e a s e a n d ot h e r d e m e nti a dis e a s e  

D e m e nti a  is  a n  a c q uir e d,  g e n er ali z e d,  p ersist e nt  s y n dr o m e  of  i nt ell e ct u al  l oss 

r es ulti n g fr o m br ai n f u n cti o n a n d m e nt al i m p air m e nt c o m m o n i n ol d er p e o pl e. T h e m ost 

c o m m o n f or ms of d e m e nti a ar e Al z h ei m er's dis e as e ( A D) a n d v as c ul ar d e m e nti a ( V D), 

as w ell as  fr o nt ot e m p or al d e m e nti a (i n cl u di n g Pi c k's dis e as e), L e w y b o d y d e m e nti a, 

tr a u m ati c br ai n i nj ur y, P ar ki ns o n's dis e as e, H u nti n gt o n's dis e as e, et c. T h e i n ci d e n c e of 

Al z h ei m er's dis e as e is i n cr e asi n g e v er y y e ar as t h e el d erl y p o p ul ati o n gr o ws ol d er.  

1. 4. 1. 1  P at h ol o gi c al f e at ur es  of Alz h ei m er's dis e as e  

T h e t y pi c al n e ur o p at h ol o gi c al f e at ur es of A D ar e s e nil e p at c h es ( S P or a m yl oi d 

pl a q u es)  a n d  n e ur ofi brill ar y  t a n gl es  ( N F T)  f or m e d  b y  i ntr a c ell ul ar  o v er-

p h os p h or yl ati o n  of  t a u  pr ot ei ns,  w hi c h  ar e  als o  t h e  b asis  f or  t h e  hist o p at h ol o gi c al 

di a g n osis. T h e β -a m yl oi d pr ot ei n ( A β) is t h e m ai n c o m p o n e nt of s e nil e pl a q u es, a n d 

t h e a c c u m ul ati o n of e xtr a c ell ul ar fi br oti c β -a m yl oi d pr ot ei n c ul mi n at es i n t h e f or m ati o n 

of s e nil e pl a q u es.  

I n A D  p ati e nts,  t h er e  is  wi d es pr e a d  br ai n  atr o p h y  in  t h e  t e m p or al,  p ari et al  a n d 

fr o nt al  l o b es,  m ostl y  s y m m etri c al.  T h e  c er e br al  s ul c us  b e c o m es  s h all o w,  t h e  g yr us 

b e c o m es n arr o w er, t h e l at er al v e ntri cl es b e c o m e e nl ar g e d, t h e v e ntri c ul ar h or n b e c o m es 

bl u nt,  t h e  g a p  b et w e e n  t h e  hi p p o c a m p us  a n d  t h e  t e m p or al  h o r n  b e c o m es  wi d er,  a n d 

si g nifi c a nt  atr o p h y  of  t h e  i nt er n al  olf a ct or y  ar e a  o c c urs  e arl y.  I n A D  p ati e nts,  br ai n 

tiss u e d estr u cti o n s pr e a ds fr o m t h e m e m or y ar e a t o t h e e m oti o n al a n d s e ns or y c o ntr ol 

ar e as, wit h a l oss of 5. 3 % p er y e ar i n t h e gr e y m att er of t h e br ai n a n d u p t o 1 0 % p er 

y e ar i n t h e m e m or y ar e a, c o m p ar e d t o 0. 9 % i n n or m al c o ntr ols, a n d t h e e d g es of t h e 

br ai n tiss u e d estr u cti o n ar e a c o nti n u e t o p us h o ut w ar ds, r es ulti n g i n m or e br ai n tiss u e 
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d a m a g e.  

1. 4. 1. 2  Cli ni c al m a nif est ati o ns of Alz h ei m er's dis e as e  

A D m ai nl y o c c urs i n t h e pr e -g eri atri c a n d ol d a g e. T h e dis e as e st arts i nsi di o usl y 

a n d s y m pt o ms us u all y b e c o m e a p p ar e nt aft er 2 -3 y e ars of o ns et, wit h a d ur ati o n of 5 -

1 0 y e ars. T h e m ai n cli ni c al m a nif est ati o ns ar e d e m e nti a s y n dr o m es, s u c h as m e m or y 

l oss,  c o g niti v e  a n d  l a n g u a g e  d ysf u n cti o n,  et c.  M e m or y  i m p air m e nt  is  t h e  e arli est 

m a nif est ati o n of A D, a c c o m p a ni e d b y e m oti o n al a n d p ers o n alit y c h a n g es.  

 T h er e  ar e  v ari o us  s c al es  t o  d et e ct  d e m e nti a  [8 2 -8 5 ],  i n cl u di n g  t h e  mi ni-m e nt al 

st at e  e x a mi n ati o n ( M M S E), t h e M attis D e m e nti a R ati n g S c al e ( D R S), t h e Al z h ei m er's 

dis e as e  ass ess m e nt  s c al e  ( A D A S),  t h e  H as e g a w a  D e m e nti a  S c al e  ( H D S),  t h e 

Al z h ei m er's  Dis e as e Ass ess m e nt  S c al e  ( A D A S) , t h e Bl ess e d  d e m e nti a  s c al e  ( B D S), 

We c hsl er  a d ult  i nt elli g e n c e s c al e  ( W AI S)  a n d  We c hsl er  m e m or y  s c al e  ( W M S).  T h e 

M M S E is t h e b est -k n o w n s c al e f or d et e cti n g d e m e nti a, d esi g n e d b y F olst ei n et al  [8 6 ]. 

It is e as y t o us e, r e q uiri n g t h e p ati e nt t o dr a w a cl o c k wit hi n a cir cl e, a t est t h at p ati e nts 

wit h  d e m e nti a  oft e n  f ail  t o  c o m pl et e  c orr e ctl y.  T h e  cl o c k  t est  h as  a  s e nsiti vit y  a n d 

s p e cifi cit y of 9 0 % f or p ati e nts wit h d e m e nti a.  

 T h e bi o c h e mi c al t ests i n cl u d e t a u pr ot ei n l e v els i n t h e c er e br os pi n al fl ui d ( S F) 

a n d  a m yl oi d  d eri v ati v es  i n  t h e  c er e br os pi n al  fl ui d.  T h e  el e ctr o p h ysi ol o gi c al  t ests 

i n cl u d e el e ctr o en c e p h al o gr a p h y a n d e v o k e d br ai n p ot e nti als. T h e n e ur oi m a gi n g t ests 

i n cl u d e c o m p ut eri z e d t o m o gr a p hi c s c a n ni n g ( C T), m a g n eti c r es o n a n c e i m a gi n g ( M RI), 

si n gl e p h ot o n e missi o n c o m p ut e d t o m o gr a p h y ( S P E C T), p ositr o n e missi o n c o m p ut e d 

t o m o gr a p h y ( P E T), a n d pr ot o n m a g n eti c r es o n a n c e s p e ctr os c o p y ( H -M R S), et c  [8 7 , 8 8 ]. 

1. 4. 1. 3  T h e t r e at m e nt s of Alz h ei m er's dis e as e  

A c c or di n g t o i nf or m ati o n r el e as e d b y t h e W orl d H e alt h Or g a ni z ati o n, A D is t h e 

fift h m ost c o m m o n dis e as e-c a usi n g d e at h i n h u m a n s, a n d t o d at e t h er e is n o c ur ati v e 

tr e at m e nt.  T h e  ai m  of  tr e at m e nt  is  t o  sl o w  t h e  pr o gr essi o n  of  t h e  dis e as e,  m ai nt ai n 
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r e si d u al br ai n f u n cti o n a n d r e d u c e c o m pli c ati o ns [8 9 , 9 0 ]. N M D A r e c e pt or a nt a g o nists  

[9 1 ], f or e x a m pl e, r e d u c e t he n e ur ot o xi c eff e cts of gl ut a m at e. C h oli n er gi c a g o nists s u c h 

as  mil a m eli n e  a n d  x a n o m eli n e  h a v e  s h o w n  si g nifi c a nt  i m pr o v e m e nts  i n  c o g niti v e 

f u n cti o n  a n d  m ot or  b e h a vi o ur.  C h oli n est er as e  i n hi bit ors [9 2 ] s u c h  as  d o n e p e zil, 

g al a nt h a mi n e a n d ri v asti g mi n e si g nifi c a ntl y i n hi bit t h e a cti vit y of a c et yl c h oli n est er as e 

i n  br ai n  tiss u e  a n d  e n h a n c e  c h oli n er gi c  s y n a pti c  tr a ns missi o n,  t h us  i m pr o vi n g  t h e 

s y m pt o ms of A D p ati e nts i n t er ms of c o g niti o n a n d m e m or y. C al ci u m a nt a g o nists s u c h 

as  ni m o di pi n e,  fl u n ari zi n e  a n d  g uili zi n e  h a v e  diff er e nt  d e gr e es  of  i m pr o v e m e nt  o n 

c ert ai n s y m pt o ms of Al z h ei m er's dis e as e s u c h as m e m or y l oss a n d r e d u c e d a bilit y t o 

a d a pt  t o  t h e  e n vir o n m e nt  [9 3 ]. A nti-A β dr u gs  [9 4 ] s u c h  as Al z h e m e d  (tr a mi pr os at e) 

bi n d s oli d β -a m yl oi d p e pti d es a n d i n hi bit t h eir a g gr e g ati o n. A β a nti b o di es bi n d t o t h e 

A β r e gi o n of t h e A P P pr ot ei n o n t h e s urf a c e of t h e c ell m e m br a n e, a c c el er ati n g A P P 

e n d o c yt osis,  a n d  t h e  pr es e n c e  of  a nti b o di es  i n  e n d os o m al  v esi cl es  e n h a n c es  t h e 

d e gr a d ati o n of A P P cl e a v a g e pr o d u cts, t h er e b y r e d u ci n g t h e i ntr a c ell ul ar A β c o nt e nt 

a n d a c hi e vi n g a r e d u cti o n i n t h e A β pr ot ei n c o nt e nt. I n a d diti o n, t h er e ar e a nti o xi d a nt 

dr u gs a n d s o m e h or m o n e r e pl a c e m e nt t h er a pi es  [9 5 ]. 

I n s u m m ar y, t h e c o urs e of A D is pr o gr essi v e a n d n o n-r e v ersi bl e, t h e p at h o g e n esis 

is c o m pl e x a n d t h er e ar e n o s p e cifi c dr u gs t o t ar g et. 

1. 4. 2  P a r ki n s o n 's dis e a s e  

1. 4. 2. 1  P at h ol o gi c al f e at ur es  of P ar ki ns o n 's dis e as e  

T h e  h all m ar k  hist o p at h ol o g y  of  P D  is  t h e  l oss  of  d o p a mi n er gi c  n e ur o ns  i n  t h e 

s u bst a nti a ni gr a, a c c o m p a ni e d b y n e ur o n al i n cl usi o ns k n o w n as L e w y b o di es. T h e c ell 

l oss i n t h e s u bst a nti a ni gr a o c c urs i n a s p e cifi c w a y. T h er e is als o si g nifi c a nt n e ur o n al 

l oss i n t h e v e ntri cl es, d ors al m ot or n u cl e us of t h e v a g us, n u cl e us a c c u m b e ns, a n d b as al 

n u cl e us. A n d t h e L e w y b o di es m a y b e f o u n d i n all t h es e sit es as w ell as i n m a n y ot h er 

s u b c orti c al  str u ct ur e s.  T h e  c a u d at e,  p ut a m e n,  gl o b us  p alli d us,  t h al a m us,  a n d  ot h er 

br ai nst e m str u ct ur es a p p e ar n or m al  [9 6 , 9 7 ]. 
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1. 4. 2. 2  Cli ni c al m a nif est ati o ns of P ar ki ns o n 's dis e as e  

T h e m ai n cli ni c al f e at ur es of P ar ki ns o n's dis e as e i n cl u d e r esti n g tr e m or, m y ot o ni a, 

br a d y ki n esi a a n d a b n or m al p ost ur al g ait m o v e m e nts. T h e n o n -m ot or s y m pt o ms i n cl u d e  

c o g niti v e  i m p air m e nt,  n e ur o ps y c hi atri c  s y m pt o ms,  a ut o n o mi c  d ysf u n cti o n,  sl e e p 

dist ur b a n c e a n d s e ns or y dist ur b a n c e  [9 8 , 9 9 ]. 

1. 4. 2. 3  T h e t r e at m e nt s of  P ar ki ns o n 's dis e as e  

T h e g o al of tr e at m e nt f or P ar ki ns o n's dis e as e is m ai nl y t o d el a y t h e pr o gr essi o n of 

t h e  dis e as e,  c o ntr ol  t h e  s y m pt o ms  of  t h e  dis e as e  a n d  i m pr o v e  t h e  q u alit y  of  lif e  of 

p ati e nts  [1 0 0 ]. It is g e n er all y c o nsi d er e d t h at t h e g o al of tr e at m e nt f or y o u n g, e arl y-

st a g e p ati e nts is t o m ai nt ai n or r est or e t h e a bilit y t o w or k. F or i nt er m e di at e a n d l at e -

st a g e p ati e nts is t o h a v e t h e a bilit y t o t a k e c ar e of t h e ms el v es. F or a d v a n c e d p ati e nts is 

t o r e d u c e p ai n a n d pr ol o n g lif e. 

P ati e nts wit h P ar ki ns o n's dis e as e h a v e a s e v er e d efi ci e n c y of l e v o d o p a i n t h e br ai n, 

a n d  t h e  pr o visi o n  of  e x o g e n o us  l e v o d o p a  c a n  i n cr e as e  t h e  l e v el  of  d o p a mi n e  i n  t h e 

br ai n [1 0 1 ]. L e v o d o p a is a d o p a mi n e pr e c urs or t h at is d e c ar b o x yl at e d t o d o p a mi n e b y 

L -a mi n o a ci d d e c ar b o x yl as e. D o p a mi n e its elf c a n n ot cr oss t h e bl o o d -br ai n b arri er, b ut 

l e v o d o p a c a n cr oss t h e bl o o d-br ai n b ar ri er a n d b e c o m e d o p a mi n e i n t h e br ai n tiss u e b y 

d e c ar b o x yl as e  a cti o n.  L e v o d o p a  is  c urr e ntl y  t h e  m ost  eff e cti v e  dr u g  f or  P ar ki ns o n's 

dis e as e tr e at m e nt. L e v o d o p a et h yl est er ( L D E E) is a pr e -dr u g of l e v o d o p a  [1 0 2 ], a n d 

l e v o d o p a et h yl c a n b e r a pi dl y h y dr ol y z e d i nt o l e v o d o p a i n t h e d u o d e n u m aft er t a ki n g, 

a n d  is  r a pi dl y  a bs or b e d  i n  t h e  f or m  of  l e v o d o p a,  w hi c h  a v oi ds  t h e  dis a d v a nt a g e  of 

u nst a bl e a bs or pti o n of l e v o d o p a i n P ar ki ns o n's dis e as e p ati e nts. I n a d diti o n, d o p a mi n e 

a g o nists c a n a ct dir e ctl y o n stri at al d o p a mi n e r e c e pt ors, a n d t h eir effi c a c y is n ot e asil y 

aff e ct e d  b y  t h e  l oss  of  ni gr ostri at al  n e ur o n s  a n d  c a n  r e d u c e  t h e  a d v ers e  eff e cts  of 

l e v o d o p a [1 0 3 ].  

I n a d diti o n, n e ur al st e m c ell t h er a p y f or P D m a y b e m or e pr o misi n g, b ut it h as n ot 

b e e n  a p pli e d  t o  t h e  cli ni c  y et  d u e  t o  t h e  pr o bl e ms  of  s ur vi v al  a n d  pr es er v ati o n  of 
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tr a ns pl a nt e d  c ells  a n d  l o n g-t er m  p ost o p er ati v e  i m m u n e r es p o ns e [1 0 4 ].  N e ur al  st e m 

c ells h a v e t h e a bilit y t o diff er e nti at e i nt o n e ur o ns a n d gli al c ells, ar e c a p a bl e of s elf -

r e n e w al, a n d h a v e t h e p ot e nti al t o pr o vi d e a l ar g e n u m b er of br ai n tiss u e c ells. T h er ef or e, 

n e ur al st e m c ell tr a ns pl a nt ati o n t h er a p y c a n r e p air t h e d a m a g e of stri at al d o p a mi n er gi c 

p at h w a y c a us e d b y ni gr ostri at al n e ur o n al d e g e n er ati o n, t h us a c hi e vi n g t h e p ur p os e of 

tr e ati n g P D[1 0 5 ]. 

1. 4. 3  T h e diff e r e nt h y p ot h e s e s f o r m e c h a nis m s of n e u r o d e g e n e r ati v e 

dis e a s e s  

1. 4. 3. 1  Pr ot ei n a g gr e g ati o n   

O n e of t h e m ost i m p ort a nt h y p ot h es es i n n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es is t h at it is 

d u e  t o  a b n or m al  i nt er a cti o ns  of  c ert ai n  pr ot ei ns  i n  t h e  br ai n,  w hi c h  c a n  alt er  t h e 

c o nf or m ati o n  b et w e e n  n or m al  s ol u bl e  br ai n  pr ot ei ns  l e a di n g  t o  t h e  f or m ati o n  of 

a g gr e g at e d i ns ol u bl e fi b ers, w hi c h ar e di vi d e d i nt o or d er e d a n d dis or d er e d f or ms [1 0 6 ]. 

N or m all y,  pr ot ei ns  ar e  i n  a  d y n a mi c  b al a n c e  b et w e e n  v ari o us  c o nf or m ati o ns  i n 

s y nt h esis a n d d e gr a d ati o n [1 0 7 ]. W hil e f ol di n g is t h e n or m al pr o c e d ur e f or c o n v erti n g 

n e wl y  s y nt h esi z e d  pr ot ei ns  i nt o  p h ysi ol o gi c all y  f u n cti o n al  m ol e c ul es,  a b n or m al 

misf ol di n g c a n l e a d t o c h a n g es i n pr ot ei n str u ct ur e a n d i n d u c e t h e f or m ati o n of v ari o us 

s u pr a m ol e c ul ar a g gr e g at es ( Fi g ur e 1 7 ). T h es e mist a k es c a n ori gi n at e fr o m pr o d u cti o n 

err ors,  g e n eti c  or  a c q uir e d  a mi n o  a ci d  s u bstit uti o ns  or  d a m a g e [1 0 8 ].  T h es e 

a b n or m aliti es c a n i n d u c e a vi ci o us c y cl e, l e a di n g t o n e ur o n al a n d gli al c ell d ysf u n cti o n 

a n d d e at h [1 0 9 , 1 1 0 ].  
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Fi g u r e 1 7.  M o d el of pr ot ei n misf ol di n g a n d fi brill ati o n l e a di n g t o d e p ositi o n of a g gr e g at e d pr ot ei ns i n 

c ells a n d e xtr a c ell ul ar s p a c es vi a a cti o ns of t h e U P S, p h a g os o m es a n d a g gr es o m es, eit h er c a usi n g c ell 

d e at h or c yt o pr ot e cti o n.  ( K urt, 2 0 1 0)  

T his m e c h a nis m s h ar es a si mil ar pr ot ei n a g gr e g ati o n p at h w a y wit h t h e c ell -c ell 

pr o p a g ati o n  of  pri o n  dis e as e  li k e  t h e  Cr e ut zf el dt -J a k o b  dis e as e,  h e n c e  t h at  pr ot ei n 

a g gr e g ati o n h y p ot h es es of n e ur al d e g e n er ati o n is als o c all e d pri o n -li k e dis e as e. I n pri o n 

dis e as e,  it  is  t h e  c ell ul ar  pri o n  pr ot ei n  ( Pr PC )  c o n v er gi n g  i nt o  Pr PS c  w hi c h  ar e  t h e 

a b n or m al β -s h e et -ri c h  f or m  of  Pr PC  [1 1 1 ].  I n  Pri o n s pr e a di n g  s c e n ari o,  Pr P S c 

a g gr e g at es  ar e  a m plifi e d  t hr o u g h  a  s e e di n g/ n u cl e ati o n  pr o c ess  t h at  l e a ds  t o  t h e  s elf -

p er p et u ati o n of s p e cifi c s u pr a m ol e c ul ar ass e m bl es t h at b e h a v es li k e i nf e cti o us a g e nts 

i n  t h e  br ai n.  Si mil arl y,  it  is  n o w  p ost ul at e d  t h at  pr ot ei ns  s u c h  as  i n v ol v e d  i n 

n e ur o d e g e n er ati v e s y n dr o m es β -a m yl oi d  ( A β), Ta u, α -s y n u cl ei n  ( α S y n)  a g gr e g at es, 

a n d  T D P -4 3  i n v ol v e d  i n  r es p e cti v el y  Al z h ei m er  Dis e as es,  P ar ki ns o n  Dis e as e  a n d 

A m y otr o p hi c  L at er al S cl er osis m a y a cts as “ Pri o n -Li k e ” el e m e nts t h at pr o gr es si v el y 

i n v a d es s p e cifi c br ai n ar e as i n aff e ct e d p ati e nts. T h e fi g ur e b el o w s u m m ari z e d t h es e 

pri o n -li k e m e c h a nis ms i n v ol v e d i n t h e tr a ns missi o n of misf ol d e d pr ot ei ns w hi c h w er e 

d et e ct e d i n m a m m als  (Fi g ur e 1 8 ). 
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Fi g u r e 1 8.  T h e pri o n -li k e  m e c h a nis m  of  s e v er al  misf ol d e d  pr ot ei n  tr a ns missi o n i n  diff er e nt  N D D 

(A c q u at ell a -Tr a n,  2 0 1 3 ). 

Al p h a -s y n u cl ei n ( α -S y n) is a 1 4 0 a mi n o a ci d l o n g pr ot ei n e n c o d e d b y t h e S N C A 

g e n e t h at is hi g hl y e x pr ess e d i n n e ur o n al tiss u e. α -S y n is n or m all y i n v ol v e d i n v esi c ul ar 

tr a ns p ort b y i nt er a cti n g wit h t h e S N A R E c o m pl e x pr ot ei n at t h e pr es y n a pti c t er mi n al 

[1 1 2 ]. O v er e x pr essi o n of t his pr ot ei n disr u pts t h e h o m e ost asis of t h e t er mi n al v esi cl e 

c y cl e, t h er e b y i n hi biti n g n e ur otr a ns mitt er r el e as e. T his pr ot ei n is n at ur all y u nf ol d e d, it 

is a m p hi p at hi c a n d f or ms a n α -h eli c al str u ct ur e at t h e N -t er mi n al e n d w h e n b o u n d t o 

t h e  li pi d  m e m br a n e [1 1 3 ].  W h e n  it  is  cl e a v e d  a n d  p h os p h or yl at e d  b y  pr ot e as es,  it 

i n cr e as es its pr o p e nsit y t o a g gr e g at e, l e a di n g t o t h e f or m ati o n of β -s h e et f or m at. T h e 

a g gr e g ati o n pr o c ess c a n b e di vi d e d i nt o pri m ar y a n d s e c o n d ar y n u cl e ati o n st a g es. I n 

t h e pri m ar y st a g e, misf ol d e d m o n o m ers f or m oli g o m ers, w hi c h i n t ur n f or m pr efi brill ar 

n u cl ei, w hi c h i n t ur n f or m l ar g er fi brils. I n t h e s e c o n d st a g e, c ell ul os e c a n cr e at e n e w 

fi brils  b y  fr a g m e nt ati o n  a n d  c at al y z e  t h e  f or m ati o n  of  n e w  oli g o m ers  o n  t h e 

h y dr o p h o bi c  s urf a c e  of  t h e  n u cl e us [1 1 4 ]. α -S y n  a g gr e g ati o n  pl a ys  a  k e y  r ol e  i n  its 

t o xi cit y. 

Ta u b el o n gs t o a f a mi l y of mi cr ot u b ul e-ass o ci at e d pr ot ei ns  [1 1 5 ] t h at ar e i n v ol v e d 

i n r e g ul ati n g mi cr ot u b ul e st a bilit y m ai nl y i n a x o ns. T a u h as b e e n s h o w n t o h a v e at l e ast 

4 5  p ossi bl e  p h os p h or yl ati o n  sit es,  w hi c h  ar e  s us c e pti bl e  t o  p h os p h or yl ati o n  a n d  a 

v ari et y  of  ki n as es  h a v e  t h e  a bilit y  t o  p h os p h or yl at e  t h e m  [1 1 6 ].  I n 

h y p er p h os p h or yl ati o n  p at h ol o gi es  c a us e d b y  a n  i m b al a n c e  b et w e e n  ki n as e  a n d 

p h os p h at as e, it b e c o m es u nst a bl e w h e n b o u n d t o mi cr ot u b ul es as w ell as t h e ki n esi n is 
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aff e ct e d,  e v e nt u all y  c a usi n g  i m p air m e nt  of  a x o n al  tr a ns p ort [2 0 ].  M e a n w hil e, 

h y p er p h os p h or yl ati o n  of  t a u  i n cr e as es  its  t e n d e n c y  t o  s elf -ass e m bl e  i n t o  l ar g er 

a g gr e g at es, r es ulti n g i n t h e a c c u m ul ati o n of t a u ass e m bli es a n d t h e f or m ati o n of p air e d 

h eli c al  fil a m e nts  ( P H Fs)  [1 1 7 ].  A mrit  als o  r e vi e w e d  t h e s o m e e vi d e n c e  of  t a u 

p at h ol o g y s pr e a ds t hr o u g h pri o n- li k e pr o p a g ati o n, b ut it is still n ot cl e ar t h at h o w t h e 

pri o n -li k e  pr o p a g ati o n arisi n g  fr o m  diff er e nti al  s p ati o -t e m p or al  v ul n er a bilit y  of 

c o n n e ct e d n e ur o n al p o p ul ati o ns [1 1 8 ]. 

A P P ( A m yl oi d pr e c urs or pr ot ei n) is a tr a ns m e m br a n e gl y c o pr ot ei n [1 1 9 ]. It is a 

c ell  s urf a c e  r e c e pt or  t h at  i nt er a cts  wit h  e xtr a c ell ul ar  m atri x  pr ot ei ns  [1 2 0 ]. A n d  it  is 

ess e nti al  f or  m ot or  n e ur o n  d e v el o p m e nt  a n d  n e ur o n al  mi gr ati o n [1 2 1 ]. A m yl oi d -β 

p e pti d e  ( A β) is  a n  a p pr o xi m at el y  4  k D a  fr a g m e nt  d eri v e d  fr o m  t h e  l ar g er  a m yl oi d 

pr e c urs or pr ot ei n  ( A P P) b y t h e c o n c ert e d a cti o n of β - a n d ɣ -s e cr et as es [1 2 2 ]. T h e Aβ 

p e pti d es p ol y m eri z e i nt o i ns ol u bl e ∼ 1 0 n m fil a m e nts w hi c h ar e t h e m ai n c o m p o n e nt of 

e xtr a c ell ul ar a m yl oi d pl a q u es. T h e d e p ositi o n of a m yl oi d pl a q u es a n d n e ur ofi brill ar y 

t a n gl es ( N F T) i n t h e br ai n is t h e c h ar a ct er of Al z h ei m er's dis e as e[1 2 3 ]. Ta u pr ot ei ns ar e 

m ai nl y distri b ut e d i n n e ur o n al a x o ns, a n d i n n or m al br ai n tiss u e t a u pr ot ei ns pr o m ot e 

t u b uli n  p ol y m eri z ati o n  t o  f or m  mi cr ot u b ul es,  r e d u c e  diss o ci ati o n  of  mi cr o  t u b uli n 

m ol e c ul es, a n d  st a bili z e mi cr ot u b ul e str u ct ur e. N e ur o n al fi b er t a n gl es ar e o n e of t h e 

m ai n  p at h ol o gi c al  f e at ur es  of  A D,  w hi c h  ar e  c o m p os e d  of  d o u bl e -str a n d e d  h eli c al 

fil a m e nts, w hil e t h e m ai n c o m p o n e nt of P H F i n t h e br ai n of A D p ati e nts is a b n or m all y 

p h os p h or yl at e d t a u pr ot ei n. t a u pr ot ei n c a n als o u n d er g o a b n or m al m o difi c ati o ns, s u c h 

as e x c essi v e gl y c os yl ati o n a n d u bi q uiti n ati o n. T h e h y p er p h os p h or yl at e d t a u pr ot ei n is 

p artl y s ol u bl e a n d p artl y i ns ol u bl e d e p osit e d i n t h e P H F [1 2 4 ], res ulti n g i n n e ur o n al 

d e g e n er ati o n  i n  t h e  br ai n.  U n d er  p at h ol o gi c al  c o n diti o ns,  i m b al a n c e  of  ki n as e  a n d 

p h os p h at as e a cti viti es c a n l e a d t o h y p er p h os p h or yl ati o n of t a u pr ot ei n, t h us d et a c hi n g 

t a u  pr ot ei n  fr o m  mi cr ot u b ul es,  c a usi n g  disi nt e gr ati o n  of  t h e  mi cr ot u b ul e  s yst e m, 

aff e cti n g  a x o n al  tr a ns p ort  a n d  e v e nt u all y  l e a di n g  t o  n e ur o n al  d e g e n er ati o n. A P P  is 

wi d el y  pr es e nt  i n  t h e  c ell  m e m br a n es  of  m a n y  tiss u es  t hr o u g h o ut  t h e  b o d y. A β is  a 
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n or m al pr o d u ct of c ell ul ar A P P, a n d all c ells of t h e n er v o us s yst e m e x pr ess A β a n d A P P.  

1. 4. 3. 2  G e n eti c f a ct ors  

B esi d es  “ e pi g e n eti c ”  a b n or m al  pr ot ei n  a g gr e g ati o n  g e n eti c  f a ct ors  ar e  als o 

i n v ol v e d  i n  i niti ati n g  a n d  or  i nt erf eri n g  wit h  t h e  o ut c o m e  of  n e ur o d e g e n er ati v e 

s y n dr o m es.  F or  e x a m pl e,  i n Al z h ei m er  Dis e as e,  s e v er al  g e n es  h a v e  b e e n  li n k e d  t o 

s us c e pti bilit y  f a ct or  t o  A D,  s o m e  of  w hi c h  ar e  dir e ctl y  i n v ol v e d  i n  tri g g eri n g  t h e 

f or m ati o n of a g gr e g at es, s o m e b ei n g s e c o n d aril y li n k e d t o t h e d ur ati o n of t h e dis e as e.    

t h e m ai n g e n es ass o ci at e d wit h A D p ati e nts ar e, Ta u, a m yl oi d pr e c urs or pr ot ei n (A P P ), 

pr es e nili n, a n d a p oli p o pr ot ei n E ( A p o E) [1 2 5 , 1 2 6 ].  

It  is  n ot  t h e  s c o p e  of  t h at  P h D  t o  pr o vi d e  a n  i n-d e pt h  r e vi e w  of  t h e  g e n eti c 

m e c h a nis ms i n v ol v es i n t h e a eti ol o g y  a n d d e v el o p m e nt of A D r el at e d pr o c ess. F or i n -

d e pt h r e vi e w s e e  t h es e p a p ers [1 2 7 -1 3 0 ]. 

U n d er  n or m al  c o n diti o ns,  t h e  pr o d u cti o n  a n d  d e gr a d ati o n  of  A β m ai nt ai n  a 

d y n a mi c b al a n c e. A P P g e n e a b n or m aliti es i n a n y of t h e v ari o us as p e cts of tr a ns cri pti o n, 

tr a nsl ati o n, e x pr essi o n of A P P m ol e c ul es, a n d f or m ati o n of A P P pr e c urs or pr ot ei n a n d 

its h y dr ol ysis pr o d u ct Aβ m a y l e a d t o t h e f or m ati o n a n d d e p ositi o n of A β pr ot ei n [1 3 1 , 

1 3 2 ]. P S g e n es h a v e  P S -1 a n d P S -2  t y p e. D ef e cti v e P S 1 g e n e c a n r e d u c e t h e f or m ati o n 

of A β b y i n hi biti n g t h e o c c urr e n c e of cl e a v a g e b y s e cr et as e [1 3 3 ]. P S 2 c a n i n hi bit T c ell 

r e c e pt or a n d F as-m e di at e d a p o pt osis o f n e ur o n al c ells, t h us s u p pr essi n g t h e o c c urr e n c e 

of A D. M ut ati o ns i n P S 2 g e n e c a n l e a d t o i n cr e as e d pr o d u cti o n of A β [1 3 4 ].T h e m ai n 

r ol e of A p o E is t o tr a ns p ort c hol est er ol i n t h e bl o o d. A p o E is pr es e nt i n b ot h N F T a n d 

s e nil e pl a q u es i n t h e br ai n of A D p ati e nts, a n d t h e m ai n c o m p o n e nt of N F T is P H F, 

w hil e t h e m ai n c o m p o n e nt of P H F is a b n or m all y p h os p h or yl at e d t a u pr ot ei n.  It w as 

f o u n d t h at A p o E is ass o ci at e d wit h ab n or m al p h os p h or yl ati o n of t a u, a n d t h e f or m ati o n 

of P H F m a y r es ult fr o m t h e i n a bilit y of A p o E t o eff e cti v el y m ai nt ai n t h e st a bilit y of t a u 

pr ot ei n -mi cr ot u b ul e pr ot ei n j u n cti o ns a n d/ or t h e f ail ur e t o i n hi bit t h e s elf -a g gr e g ati o n 

of t a u pr ot ei n [1 3 5 ]. I n a d diti o n, A p o E c a n b e i n v ol v e d i n r e g ul ati n g Aβ pr o d u cti o n a n d 
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c a n aff e ct t h e cl e ar a n c e a n d f or m ati o n of A β b y astr o c yt es a n d n e ur o ns. A p o E c a n bi n d 

t o  Aβ a n d a c c el er at e  t h e  pr e ci pit ati o n  of  A β b y  pr o m pti n g  t h e  l att er  t o  f or m 

m o n ofil a m e nt fi b ers  [1 3 6 ]. 

T h er e ar e f i v e g e n es cl e arl y ass o ci at e d wit h P ar ki ns o n's dis e as e, n a m el y t h e al p h a-

s y n u cl ei n  ( α -s y n )  g e n e,  L R R K 2,  p ar ki n,  DJ-1  a n d  PI N K 1  [1 3 7 ]. α -s y n  a n d  L R R K 2 

m ut ati o ns ar e c o m m o nl y f o u n d i n p ati e nts wit h a ut os o m al d o mi n a nt P D a n d ar e m ai nl y 

i n v ol v e d i n t h e f or m ati o n of i ntr ac ell ul ar pr ot ei n i n cl usi o n b o di es. W hil e m ut ati o ns i n 

P ar ki n, DJ -1 a n d PI N K 1 ar e c o m m o n i n a ut os o m al r e c essi v e a n d s p or a di c P ar ki ns o n's 

dis e as e  p ati e nts  a n d  ar e  m ai nl y  i n v ol v e d  i n  t h e  r e g ul ati o n  of  mit o c h o n dri al  a n d 

o xi d ati v e  str ess -r el at e d  si g n ali n g  p at h wa ys.  DJ -1  is  a  c o m m o n  p at h o g e ni c  g e n e  i n 

P ar ki ns o n's  dis e as e  a n d  h as  a n  i m p ort a nt  r ol e  i n  tr a ns cri pti o n al  r e g ul ati o n  a n d 

r esist a n c e t o o xi d ati v e str ess [1 3 8 ]. T h e α -s y n  g e n e e n c o d es a pr es y n a pti c pr ot ei n, α -

s y n pr ot ei n, w hi c h is wi d el y e x pr ess e d i n t h e br ai n, m ai nl y i n pr es y n a pti c t er mi n als of 

t h e c e ntr al n er v o us s yst e m. T h e α -s y n  e xists i n s ol uti o n as a n irr e g ul arl y c oil e d f or m 

a n d  is  a  hi g hl y  s ol u bl e  pr ot ei n  i n  t h e  n e ur o n al  c yt o pl as m.  T h e α -s y n  m ut ati o ns, 

o v er e x pr essi o n, a n d a b n or m al a g gr e g ati o n of t h e pr ot ei n m a y r es ult i n l ar g e a g gr e g at es 

of α -s y n  pr ot ei n t o f or m L e w y v esi cl es. T h e α -s y n  pr ot ei n is pr es e nt i n t h e fi brils of t h e 

a -b et a l a m ell ar str u ct ur e i n t h e L e w y mi cr os o m es a n d bi n ds t o ot h er pr ot ei ns s u c h as 

s y n p hili n -1 a n d p ar ki n t o f or m i ns ol u bl e a g gr e g at es  [1 3 9 ]. I n a d ditio n, b e c a us e α -s y n  

pr ot ei n  h as  a  n at ur al  u nf ol d e d  m ol e c ul ar  c o nf or m ati o n,  it  h as  a  t e n d e n c y  t o  i nt er a ct 

wit h  h o m ol o g o us  pr ot ei n  m ol e c ul es,  a n d  hi g h  c o n c e ntr ati o ns  of α -s y n  c a n  s elf -

a g gr e g at e a n d f or m fi brill ar str u ct ur es, w hi c h h a v e t o xi c eff e cts o n n e ur o ns  [1 4 0 , 1 4 1 ]. 

1. 4. 3. 3  O xi d ati v e str ess/i nj ur y  

O xi d ati v e  str ess  o c c urs  b e c a us e  of  a n  i m b al a n c e  b e t w e e n  t h e  i ntr a c ell ul ar 

o xi d ati v e  a n d  a nti o xi d a nt  s yst e ms,  l e a di n g  t o  t h e  a c c u m ul ati o n  of  r e a cti v e  o x y g e n 

s p e ci es ( R O S) cl ust ers i n c ells, a n d w h e n t h e pr o d u cti o n of t h es e fr e e r a di c als or t h eir 

pr o d u cts e x c e e ds a nti o xi d a nt d ef e ns e m e c h a nis ms, t h es e e n d o g e n o us r e a cti v e o x y g e n 
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s p e ci es pr o d u c e c yt ot o xi c d a m a g e t o c ells. T h e e x c essi v e R O S pr o d u c es d a m a g e s u c h 

as  c ell  m e m br a n e  li pi d  p er o xi d ati o n [1 4 2 ],  alt er e d  li pi d-pr ot ei n  i nt er a cti o ns,  e n z y m e 

i n a cti v ati o n,  D N A  a n d  R N A   br e a ks [1 4 3 , 1 4 4 ], mit o c h o n dri al  r es pir at or y 

d ysf u n cti o n [1 4 5 ], e x cit ot o xi cit y  l e a di n g  t o  c ell  n e cr osis  or  a p o pt osis [1 4 6 ],    t h e n 

i n hi biti n g gl ut a m at e u pt a k e f oll o w e d b y r el e as e a n d i ntr a c ell ul ar c al ci u m o v erl o a d a n d 

a cti v ati o n  of  n e ur oi nfl a m m at or y  r es p o ns es  a n d  a p o pt oti c  p at h w a ys [1 4 7 , 1 4 8 ]. S o m e 

tiss u es of t h e b o d y, es p e ci all y br ai n tiss u e, ar e p arti c ul arl y s e nsiti v e t o o xi d ati v e str ess 

o xi d ati v e  str ess  att a c k  b e c a us e  of  its  hi g h  o x y g e n  utili z ati o n,  its  hi g h  c o nt e nt  of 

p ol y u ns at ur at e d  f att y  a ci ds  a n d  m ulti pl e  m et al  i o ns  r e q uir e d  f or  o xi d ati v e  r e d u cti o n 

r e a cti o ns,  a n d  its  r el ati v el y  l o w  a nti o xi d a nt  c o nt e nt  i n  t h e  br ai n,  w hi c h  m a k es  it 

p arti c ul arl y v ul n er a bl e t o o xi d ati v e str ess [1 4 9 , 1 5 0 ]. I n t h e m o d els of h u m a n A D a n d 

tr a ns g e ni c  (t g)  mi c e  of  A D,  o xi d ati v e  i nj ur y  o c c urs  pri or  t o  Aβ d e p ositi o n,  w hi c h 

f urt h er l e a ds t o O S a n d N D[1 5 1 ], a n d O S i n d u c es m a cr o a ut o p h a g y of Aβ pr ot ei ns a n d 

l e a ds t o a p o pt osis[1 5 2 ]. T h e hi p p o c a m p us is t h e e arli est a n d m ost s e v er e br ai n r e gi o n 

w h er e nitr at e d br ai n [1 5 3 ] pr ot ei ns ar e s e e n i n b ot h t h e e arl y a n d l a t e st a g es of A D, a n d 

o xi d ati v e  d a m a g e  t o  D N A  a n d  R N A  r e p air  is  p arti c ul arl y  s e v er e  i n  t h e 

hi p p o c a m p us. A D is a c c o m p a ni e d b y s u bst a nti al fr e e r a di c al pr o d u cti o n a n d i ns uffi ci e nt 

fr e e r a di c al s c a v e n gi n g c a p a cit y, a n d t h e i m b al a n c e b et w e e n fr e e r a di c al pr o d u cti o n a n d 

s c a v e n gi n g is t h e m ai n c a us e of n e ur o p at h ol o gi c al c h a n g es i n d u ci n g A D. Ot h er st u di es 

h a v e  s h o w n  t h at  i n  P ar ki ns o n's  dis e as e  p ati e nts  t h er e  is  a  d ef e ct  i n  t h e  a nti o xi d a nt 

s yst e m,  wit h  r e d u c e d  a cti vit y  of  b ot h  r e d u c e d  gl ut at hi o n e  a n d  gl ut at hi o n e 

p er o xi d as e [1 5 4 ],  as  i n  t h e  ni gr ostri at al  r e d u c e d  gl ut at hi o n e  l e v els  ar e  si g nifi c a ntl y 

r e d u c e d. T h e D A er gi c n e ur o ns i n t h e s u bst a nti a ni gr a d e ns a ( S N c) of h u m a ns br ai n, 

r e c e nt pr ot e o mi cs h as i d e ntifi e d L-f erriti n i n n e ur o m el a ni n gr a n ul es, s u g g esti n g t h at it 

is a n i m p ort a nt pl a y er i n t h e c o m pl e x n et w or k c o ntr olli n g F e h o m e ost asis i n h u m a n D A 

n e ur o ns [1 5 5 ]. F or o xi d ati v e str ess i nj ur y, a nti o xi d a nts m a y pr ot e ct n e ur o ns i n A D a n d 

P D a n d r e d u c e t h e ris k of N D [1 5 6 -1 5 8 ]. T h e pi ct ur e b el o w d e m o nstr at e d t h e  r ol e of 

O S i n  n e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es.  O S  m a y  n ot  b e  a tri g g er  f or  N N D,  b ut  t h e y  m a y 
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1 6 3 ]. T h e  mit o c h o n dri a  d a m a g e d  a n d  t h e  aff e cti o n  of  a x o n al  tr a ns p ort ati o n  w er e 

d es cri b e d i n c h a pt er 1. 2. 2. 2 . 

1. 4. 3. 5  C ells d e at h –  a p o pt osis, a ut o p h a g y a n d n e cr o pt osis  

Pr o gr a m m e d c ell d e at h ( P C D) is t h e pr o c ess b y w hi c h n u cl e at e d c ells e n d t h eir 

li v es  o n  t h eir  o w n  u n d er  c ert ai n  c o n diti o ns  b y  i niti ati n g  i nt er n al  d e at h  m e c h a nis ms 

a c c or di n g t o a s p e cifi c g e n eti c pr o gr a m. N e ur o n al c ells ar e l o n g -li v e d, n o n-r e c o v er a bl e, 

a n d n o n -diff er e nti at e d c ells t h at c a n n ot b e r e g e n er at e d. W h e n t h e b o d y is e x p os e d t o 

p ersist e nt  l o w  l e v els  of  o xi d ati v e  str ess  a n d  br ai n  i nj ur y, t h e  n e ur o n al  c y cl e  c a n  b e 

a b n or m al,  wit h  d ysr e g ul ati o n  of  a p o pt osis -r el at e d  g e n e  e x pr essi o n,  d ysr e g ul ati o n  of 

c al ci u m  h o m e ost asis,  o xi d ati v e  d a m a g e,  a n d  l o w  e n er g y  m et a b olis m  tri g g eri n g  t h e 

i niti ati o n  of  t h e  a p o pt oti c  pr o gr a m,  l e a di n g  t o  a  si g nifi c a nt  r e d ucti o n  i n  n e ur o n al 

n u m b ers a n d c o ns e q u e nt br ai n d ysf u n cti o n. P C D is cl assifi e d i nt o t hr e e m aj or t y p es: 

a p o pt osis ( P C D t y p e I), a ut o p h a g y ( P C D t y p e II) a n d n e cr o pt osis ( P C D t y p e III) [1 6 4 ]. 

T h e m ai n diff er e n c e b et w e e n P C D I a n d P C D III is t h at t h e f or m er is d e p e n d e nt o n t h e 

a cti v a ti o n of c as p as es a n d c a n o c c ur l o c all y wit h o ut d a m a gi n g a dj a c e nt c ells. T h e l att er 

o n e is a n u n e x p e ct e d a n d u n c o ntr oll e d m o d e of c ell d e at h, tri g g er e d b y O S [1 6 5 ], w hi c h 

e x hi bits  r a pi d  c ell  s w elli n g  a n d  s u bs e q u e nt  pl as m a  m e m br a n e  r u pt u r e,  wit h  D N A 

br e a k a g e als o i n v ol v e d i n t h e d e gr a d ati o n pr o c ess. A ut o p h a g y ( P C D t y p e II), k n o w n as 

t h e  pr o c ess  b y  w hi c h  m ol e c ul es  a n d  or g a n ell es  u n d er g o  l ys os o m al 

cl e ar a n c e/ d e gr a d ati o n t o h el p m ai nt ai n c ell ul ar h o m e ost asis [1 6 6 ]. I n t h e br ai n of A D 

p ati e nts, t h e y first l os e hi p p o c a m p al n e ur o ns a n d as t h e dis e as e pr o gr ess es, t h e fr o nt al 

c ort e x a n d ot h er c orti c al/s u b c orti c al ar e as als o e x p eri e n c e n e ur o n al l oss [1 6 7 , 1 6 8 ]. T h e 

d e at h  p at h w a y  i n v ol v e d  m a y  b e  a p o pt osis  or  n e cr o pt osis .  Ta u  pr ot ei ns  c a n  f or m 

n e ur o g e ni c  fi b er  t a n gl es  ( N F Ts)  u n d er  dis e as e  c o n diti o ns [1 6 9 ]a n d  t h e  f or m ati o n  of 

t h es e a g gr e g at es is ass o ci at e d wit h D N A fr a g m e nt ati o n. It s u g g ests t h at t h e y m a y b e 

r el at e d t o r e g ul at e d n e ur o n al d e at h [1 7 0 ]. B esi d es, it h as b e e n s h o w n t h at Ta u is r el at e d 

t o t h e r e-e ntr y of c el ls c y cl e a n d dir e cts m at ur e n e ur o ns t o w ar ds d e at h, w hi c h m a y als o 

i n cr e as e t h eir s us c e pti bilit y t o c ell d e at h [1 7 1 ].  A n i n vitr o st u d y s h o w e d t h at n e ur o n al 
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c ell m e m br a n e el asti cit y d e cr e as es b y 3 0 % i n s h ort -t er m c o-c ult ur es of A β 4 0 or A β 4 2 

wit h hi p p o c a m p al n e ur o ns, a n d t h at t h es e bi o m e c h a ni c al c h a n g es m a y aff e ct v esi c ul ar 

tr a ns p ort a n d i o n c h a n n el a cti vit y, s o t h at n e ur o ns ar e m or e s us c e pti bl e t o n e ur o n al c ell 

d e at h [1 7 2 ].  I n P D,  t h er e  is  a  h e a v y  l oss  of  ni gr ostri at al  n e ur o ns,  a n d  s o m e  st u di es 

s u g g est t h at n e cr o pt osis m a y als o b e i n v ol v e d i n t h e d e at h p at h w a y i n P D [1 7 3 ].  At  t h e 

m ol e c ul ar l e v el, it is n ot cl e ar h o w α -s y n u cl ei n i n d u c es n e ur o n al d e at h [1 7 4 ]. B ut its 

e x pr essi o n  i n  d o p a mi n er gi c  n e ur o ns  is  r el at e d  t o  mit o c h o n dri al  d ysf u n cti o n  a n d 

o xi d ati v e  str ess.  O v er e x pr essi o n  of α -s y n u cl ei n  i n  vi v o  t a k es  a  l o n g  ti m e  t o  i n d u c e 

si g nifi c a nt p at h ol o gi c al c h a n g es a n d n e ur o n al l oss [1 7 5 ].  It h as b e e n s h o w n t h at aft er 

c o -c ult ur e  of α -s y n u cl ei n  wit h  D A  n e ur o ns,  c ells  w er e  f o u n d  t o  b e  s us c e pti bl e  t o 

a p o pt osis i n t h e pr es e n c e of  mi ni m al l e v els of pr ot e as o m al t o xi ns a n d c ells e x hi bit e d 

n u cl e ar fr a g m e nt ati o n a n d c as p as es a cti v ati o n [1 7 6 ]. I n a n ot h er st u d y, t h e a ut h ors f o u n d 

t h at w h e n α -s y n a pti c n u cl e o pr ot ei n a g gr e g at es e nt eri n g c ells vi a e n d o c yt osis, it l e a ds 

t o  l ys os o m al  m e m br a n e  r u pt ur e  a n d  i n cr e as es  R O S  l e v els[1 7 7 ],  w hi c h  l e a ds  t o  c ell 

d e at h.  O v er all,  f or  t h es e  n e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es  t h er e  is  n o  e vi d e n c e  t o  f ull y 

disti n g uis h t h e P S D t y p e of n e ur o n al c ell d e at h [1 7 8 ]. 

1. 4. 4  C u r r e nt dis e a s e m o d el s  

1. 4. 4. 1  A ni m al m o d els  i n vi v o 

I n  vi v o  a ni m al  m o d els  ar e  us u all y  us e d  t o  si m ul at e  br ai n  i nj ur y  a n d  l esi o ns  b y 

s o m e  m e a ns  s u c h  as  c h e mi c al  w a y  or  bi ol o gi c al  tr a ns g e n esis.  F or  e x a m pl e,  a ni m al 

m o d els i n P D oft e n us e 6 -h y dr o x y d o p a mi n e ( 6 -O H D A) d a m a g e d r ats a n d 1 -m et h yl -4 -

p h e n yl -1, 2, 3, 6 -t etr a h y dr o p yri di n e ( M P T P) p ois o n e d n o n-h u m a n pri m at es [1 7 9 ]. T h es e 

m o d els  si m ul at e  n e ur o c h e mi c al  l esi o ns  i n  w hi c h  l o ss  of  d o p a mi n e -pr o d u ci n g  c ell 

b o di es  i n  t h e  s u bst a nti a  ni gr a,  s o  t h e  l e v els  of  stri at al  d o p a mi n e  d e cr e as e d. A ni m al 

m o d els of H D m ai nl y e m pl o y s o m e n e ur ot o xi ns s u c h as q ui n oli ni c a ci d ( Q A), it a c o ni c 

a ci d (I A) or 3 -nitr o pr o pi o ni c a ci d ( 3 -N P) t o br e a k t h e c or ti c al stri at al cir c uit. B as e d o n 

st u di es of g e n eti c l o ci i n v ol v e d i n P D, tr a ns g e ni c r o d e nts m o d el m o d eli n g f a mili al P D 
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di s e as e  h a v e  b e e n  cr e at e d  t h at  p artl y  r e c a pit ul at es  h u m a n  n e ur o p at h ol o g y.  M or e 

r e c e ntl y,  i n  a n att e m pt  t o  s u bst a nti at es  t h e  “ pri o n  li k e ” s pr e a di n g  h y p ot h esis  of 

s y n u cl ei n,  i ntr a c er e br al  i nj e cti o n  of  Pr ef or m e d  S y n u cl ei n  a g gr e g at es  b e c a m e  a n e w 

a ni m al  m o d el  of  P D  [1 8 0 -1 8 2 ].  Si mil arl y  i n  A D,  a ni m al  m o d els pri m aril y  mi mi c 

e x pr essi o n of h u m a n a m yl oi d pr e c urs or pr ot ei n ( A P P), a n d t h e m ost c o m m o n r o d e nt 

m o d el of A D is t h e tr a ns g e ni c m o us e m o d el [1 8 3 ]. H o w e v er, u nli k e h u m a ns, t h e tr a c er 

b o u n d  t o β -a m yl oi d  d e p osits  d o es  n ot  a c c u m ul at e  s u bst a nti all y  i n  t h e  br ai ns  of 

tr a ns g e ni c mi c e [1 8 4 , 1 8 5 ]. 

T h e  m ost  c o m m o nl y  us e d  i m a gi n g  t e c h ni q u es  i n  a ni m al  m o d els  i n  vi v o  ar e 

p ositr o n  e missi o n  t o m o gr a p h y  ( P E T)  a n d  m a g n eti c  r es o n a n c e  i m a gi n g  ( M RI).  T h e 

gr e at a d v a nt a g e of i n vi v o i m a gi n g is t h at it all o ws t h e n o n -i n v asi v e st u d y of bi ol o gi c al 

pr o c ess es, t h us e n a bli n g t h e l o n git u di n al f oll o w -u p of t h e s a m e o bj e cts o v er ti m e [1 8 6 ]. 

H o w e v er, at t h e s a m e ti m e, t h er e ar e m a n y li mit ati o ns li k e t h e i nstr u m e nt c ost, diffi c ult 

t o  g o  t h e  m ol e c ul ar  l e v els. All  t h e  c h e mi c al  w a ys  us u all y  c a n n ot  c o ntr ol  i n  a  v er y 

pr e cis e c o n diti o n, b e c a us e it als o i m p a ct b y m et a b olis m i n diff er e nt s p e ci es. A n d s o m e 

tr a ns g e ni c m o d els als o n ot v er y i d e all y f or dis e as e m o d elli n g . 

1. 4. 4. 2  Br ai n Sli c e c ult ur e  i n vitr o 

A n i nt er m e di at e pr o c ess t h at li es b et w e e n i n vi v o a n d i n vitr o m o d els c o nsists of 

sli ci n g  br ai ns  i n  t hi c k  s a m pl es  t o  all o w  t h e  st u d y  of  i nt a ct  n et w or ks  i n  a  i n  vitr o 

p ar a di g m. Us u all y, br ai n sli c es pr es er v e t h e str u ct ur al c o n n e cti o ns w hi c h e xist i n vi v o. 

T w o m ai n s yst e ms ar e pri m aril y us e d i n n e ur os ci e n c es: A d ult br ai n sli c e, t h at c a n b e 

m ai nt ai n e d  ali v e  f or  a  c o u pl e  of  h o urs.    W hil e  t h os e  ar e  pri m aril y  us e d  f or [1 8 7 ] 

el e ctr o p h ysi ol o gi c al st u di es of n e ur o ns, a n d n e ur al n et w or ks or s y n a ps es, li k e S ar a [1 8 8 ] 

t h e y d o n ot all o w l o n g t er m st u di es as t h e n et w or ks st arts t o d e g e n er at es aft er a f e w 

h o urs e x vi v o.  

A s e c o n d alt er n ati v e c o nsists i n sli ci n g e m br y o ni c br ai ns w hi c h c a n b e m ai nt ai n e d 

i n  vitr o  f or  s e v er al  w e e ks  i n  air/li q ui d  i nt erf a c e  c ell  c ult ure  s yst e m.  T his  all o ws  t o 
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pr es er v e s o m e a n at o mi c al p at h w a ys a n d st u d y l o n g t er m bi ol o gi c al pr o c ess es. R e c e ntl y, 

m o us e  hi p p o c a m p al  or g a n ot y pi c  br ai n  sli c e  h as  b e e n  us e d  t o  st u d y α -s y n u cl ei n 

a g gr e g ati o n a n d i nt er -n e ur o n al s pr e a di n g i niti at e d b y mi cr oi nj e cti o n  of pr e -f or m e d α -

s y n u cl ei n fi brils ( P F Fs). B ut t h e dr a w b a c k of or g a n ot y pi c sli c es is t h at f e w sli c es c a n 

b e o bt ai n e d p er a ni m al a n d t h eir i n vitr o m a ni p ul ati o n r e m ai ns t e di o us [1 8 9 ]. M or e o v er, 

s o m e st u di es h a v e s h o w n t h at k e e pi n g t h e sli c es i n hi g h ( 9 5 %) O 2  c o n diti o ns m a y l e a d 

t o h y p er o xi a a n d pr o gr essi v e c ell d e at h a n d o xi d ati v e str ess[1 9 0 ]. T h e tr a diti o n al w a y 

a n d n o v el t e c h ni c of c ult uri n g diss o ci at e d n e ur o ns i n vitr o.  

1. 4. 4. 3  T h e tr a diti o n al w a y a n d n o v el t e c h ni c of c ult ur i n g t h e diss o ci at e d n e ur o ns  i n 

vitr o  

Tr a diti o n al  c ell  c ult ur es,  us u all y  diss o ci at e d  c ells,  ar e  s uit a bl e  f or  st u d yi n g  t h e 

f u n cti o n of n e ur o ns a n d s y n a ps es u n d er p at h ol o gi c al or p h ar m a c ol o gi c al c o n diti o ns at 

r el ati v el y hi g h er t hr o u g h p ut t h at i n vi v o or e x vi v o m et h o ds. T his t y p e of m o d el all o ws 

st u di es f or l o n g p eri o ds of ti m e i n vitr o . I n t h e n e ur o d e g e n er ati o n fi el d, i n vitr o c ult ur es 

of  pri m ar y  n e ur o ns  ar e  m ostl y  us e d  t o  d e ci p h er  c ell si g n alli n g  p at h w a ys  t h at  ar e 

i n v ol v e d i n c ell a ut o n o m o us m ol e c ul ar a n d c ell ul ar d ysf u n cti o n. F or e x a m pl e,  R aiss et 

al st u di e d t h e f or m ati o n of i ntr a c ell ul ar α -s y n u cl ei n pr ot ei n i n cl usi o n b o di es wit h a n d 

wit h o ut t h e a d diti o n of l o w c o n c e ntr ati o ns of fi brill at e d s e e ds i n t h e n e ur al e xtr a c ell ul ar 

m atri x). [1 9 1 ]. Usi n g t his ki n g of m o d els, n u m er o us e vi d e n c es h a v e b e e n a c q uir e d t h at 

s h o ws t h at t h at hi g h c o n c e ntr ati o ns of e xtr a c ell ul arl y a d d e d α -s y n u cl ei n or a g gr e g at es 

l e a ds t o n u cl e ati o n of h ost e n c o d e d s y n u cl ei n, a m plifi c ati o n of s y n u cl ei n a g gr e g at es 

a n d pr o gr essi v e s y n a pti c a n d mit o c h o n dri al d ysf u n cti o n [1 9 2 ] [1 9 3 ] [1 9 4 ] [1 9 5 ] [1 9 6 ]. 

H o w e v er,  all  t h es e  st u di es  i n  tr a diti o n al  P etri  dis h es  h a v e  c ert ai n  li mit ati o ns.  First, 

n e ur o ns gr o w n i n tr a diti o n al c ult ur e dis h es f or m a s e mi -r a n d o m n et w or k i n c o m pl e x 

st at e  of  c o n n e cti vit y  t h at  d o  n ot  mi mi c  or d er e d  br ai n  p at h w a ys  a n d  / or  br ai n 

c o n n e ct o mi cs. M or e o v er, tr a diti o n al “ p etri dis h es ” c ult ur es d o n ot p er mit t o i niti at es 

c ell ul ar a n d m ol e c ul ar pr o c ess es at a s u b c ell ul ar l e v el, a n d ar e o nl y us e d t o st u d y c ell -

a ut o n o m o us pr o c ess es w er e all n e ur o ns i n t h e p etri dis h es ar e c o nsi d er e d “ e q ui v al e nt ”. 
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W hil e  n o n -c ell  a ut o n o m o us  pr o c ess es  ar e  cl assi c all y  us e d  tr o u g h  c o -c ult ur e 

e x p eri m e nts, tr e at m e nt of disti n ct c ell p o p ul ati o ns c a n n ot b e p erf or m e d s e p ar at el y. T h e 

diff er e n c es  b et w e e n  i n  vi v o  a n d  i n  vitr o  tiss u e -c ell -m ol e c ul ar  r es p o ns es  t h us  d o  n ot 

p er mit m o d eli n g of h u m a n p h ysi ol o g y or p at h ol o g y at t h e n e ur o n al n et w or k l e v el a n d 

t h er ef or e cr e at e b arri ers t o t h e dis c o v er y of t h er a p e uti c s ol uti o ns. Tr a diti o n al c ult ur e 

dis h t e c h ni q u es h a v e t h er ef or e b e e n gr a d u all y r e pl a c e d b y e m er gi n g t e c h n ol o gi es [1 9 7 -

2 0 2 ]. F or e x a m pl e, i n r e c e nt y e ars, n e ur al n et w or ks h a v e b e e n c ult ur e d i n mi cr ofl ui di c 

c hi ps a n d a c hi e v e d usi n g 3 D pri nti n g t e c h n ol o g y. I n t h e n e xt s e cti o n, t h e e m er gi n g fi el d 

of or g a n -o n -a -c hi p will b e s p e cifi c all y d es cri b e d as it e n c o u nt ers wit h n e ur os ci e n c e.  

1. 5  B r ai n o n a c hi p  

T h e E ur o p e a n O R C HI D ( Or g a n -o n -C hi p d e v el o p m e nt) d efi n e d t h at: “ A n Or g a n -

o n -C hi p  ( O o C)  is  a  fit  f or  p ur p os e  f a bri c at e d  mi cr ofl ui di c -b as e d  d e vi c e,  c o nt ai ni n g 

li vi n g e n gi n e er e d or g a n s u bstr u ct ur es i n a c o ntr oll e d mi cr o- or n a n o e n vir o n m e nt, t h at 

r e c a pit ul at e  o n e  or  m or e  as p e cts  of  t h e  d y n a mi cs,  f u n cti o n alit y  a n d  p h ysi ol o gi c al 

r es po ns e of a n or g a n i n vi v o, i n r e al -ti m e m o nit ori n g m o d e. ”  T h e or eti c all y t h es es O o C 

c a n  b e  us e d  f or  st u d yi n g  h u m a n  or g a ns  p h ysi ol o g y  a n d  dis e as e  i n  a  d y n a mi c  a n d 

s p ati all y c o ntr oll e d c o nt e xt a n d t h er ef or e all o ws t o e n visi o n b ett er bi o m ar k er a n d t ar g et 

i d e ntifi c ati o n,  p ers o n ali z e d  m e di ci n e  a p pr o a c h es  ( us e  of  p ati e nt-s p e cifi c  c ells), 

e m ul ati o n  of  h ost -mi cr o bi o m e  i nt er a cti o n,  dr u g  d e v el o p m e nt  pr o c ess.  T h e  or g a n oi d 

r es e ar c h  fi el d  pr o gr essi v el y  i nt er a cts wit h  t h e  “ or g a n  o n  c hi p ”  fi el d,  ai m i n g at 

r e c o nstr u cti n g  org a n  t hr o u g h  a  t o p  b ott o m  a p pr o a c h  b y  i m p osi n g  dir e ct e d  e v ol uti o n 

t hr o u g h  t h e  us e  of  mi cr o-t e c h n ol o gi c al  a p pr o a c h es.  T his  r e pr es e nts  a  c h all e n g e  t o 

cr e at e a mi cr o p h ysi ol o gi c al s yst e ms ( M P S) w hi c h i n v ol v e d i n i d e ntif yi n g n e w m at eri al 

all o wi n g  t o  c o ntr ol  c ell -c ell  i nt er a cti o n  a n d  t h er ef or e  cr e at es  a d v a n c e d  c o -c ult ur es 

pl atf or ms,  i nt erf a ci n g  wit h  n e w  p h ysi c al  a n d/ or  c h e mi c als  s e ns ors,  a n d  c o ntr ol  of 

c ell ul ar mi cr o -e n vir o n m e nt a n d fl ui d cir c ul ati o n i n mi cr o -c hi ps. T h e m aj or ai m of t his 

fi el d is t o r e c o nstr u cts, tr o u g h t o p b ott o m a p pr o a c h es, or d er e d mi ni m alisti c m o d els of 
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h u m a n  or g a ns  t h at  c o ul d  e v e nt u all y  l e a ds  t o  h u m a n  b o d y  o n  a  c hi p  tr o u g h  s eri al 

i nt erf a ci n g [2 0 3 , 2 0 4 ]. 

T h e br ai n b ei n g a hi g hl y or d er e d or g a n wit h v er y c o m pl e x es t o p o l o gi c al f e at ur es, 

it  r e pr es e nts  a  s p e cifi c  c h all e n g e  i n  t h e  fi el d  of  or g a n  o n  c hi p.  I n  o ur  l a bs,  w e  ar e 

f o c usi n g  o n  d e v el o pi n g  a n d  usi n g  Brai n -o n -c hi p  m o d el s t o  st u d y  t h e  br ai n  r el at e d 

dis e as e  pr o c ess es.  I n  t h e  f oll o wi n g  s e cti o n,  I  will  t h er ef or e  i ntr o d u c e  t h e  b asi c 

e n gi n e eri n g pr o c ess t h at u n d erli es br ai n o n c hi p pl atf or ms d e v el o p m e nt.  

1. 5. 1  M aj o r mi c r o -p h y si ol o gi c al s y st e m s f o r B r ai n -o n -c hi p s  

1. 5. 1. 1  2 D s p ati all y c o ntr oll e d t e c h ni cs - Mi cr o p att er ni n g  

Mi cr o p att er ni n g  is  a  2 D  st a m pi n g  t e c h ni q u e  w hi c h  all o ws  cr e ati o n  of  s p ati all y 

c o ntr oll e d a d h esi v e p att er n o n a s u bstr at u m a n d t h at h as b e e n wi d el y us e d t o c o ntr ol 

l o c al a d h esi o n a n d t h e g e o m etr y of li vi n g c ells. T h e fi g ur e (Fi g ur e 2 0 ) ill ustr at es s o m e 

e x a m pl es of g e o m etri c c o ntr ol of n e ur o n al gr o wt h o v er r ati o n al p att er ns of a d h esi v e 

p ol y c ati o ns. F ei n er m a n et al. [2 0 5 ] d esi g n e d l ar g e tri a n gl e s h a p e d p att er ns w hi c h all o w 

n e ur o n al c ells b o di es a d h esi o n a n d a x o n a l o ut gr o wt h t o w ar d ot h er tri a n g ul ar ar e as. T his 

p er mitt e d t h e cr e ati o n of c h ai n li k e dir e cti o n al n et w or ks a n d t h e cr e ati o n of c o m pl e x 

l o gi c al B o ol e a n l o o ps (Fi g ur e 2 0 a). O n e m aj or iss u e wit h mi cr o p att er ni n g t e c h ni q u e is 

t h at  n e ur o ns  oft e n  d et a c h  fr o m  t h e  p att er n e d  ar e as.  C o p att er ni n g  of  c ell  r e p ulsi v e 

m oi eti es h as b e e n e x pl or e d b y s e v er al l a b or at ori es t o i n cr e as e c ell a d h esi o n c o ntr ast. 

F or e x a m pl e, H a r d el a uf et al. [2 0 6 ] pri nt e d p ol y -l ysi n e wit h mi cr o-str u ct ur e d n et w or k 

m otif o nt o a P L L -g -P E G c o at e d gl ass s u bstr at e t h at all o w e d r e c o nstr u cti o n of a m ulti 

n o d al n e u r al n et w or k wit h g o o d st a bilit y (Fi g ur e 2 0 b). Usi n g si mil ar t e c h ni q u es J a n g 

[2 0 7 ] als o d e m o nstr at e d t h e eff e ct g e o m etri c c o nstr ai ns o n i niti al n e urit o g e n esis a n d 

a x o n g ui d a n c e i n 2 D p att er ni n g m et h o ds. T h e Fi g ur e 2 0 c s h o w s t h e n e urite es c a pi n g 

o ut of t h e g e o m etri c p att er ns f oll o w e d a s h ar p est v ert e x . W hil e n u m er o us st u di es usi n g 

mi cr o -p att eri n g t o c o ntr ol a x o n al o ut gr o wt h h a v e b e e n p u blis h e d i n t h e lit er at ur e, t h e 

v ast  m aj orit y  of  t h os e  ai ms  at  st u d yi n g  t h e  i m p a ct  of  i niti al  c o nstr ai n s  o n  n e ur o n al 
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p ol ari z ati o n  a n d  f e w  st u di es  us e  M P  t o  m o d el  m at ur e n et w or k’s  f u n cti o n  a n d 

d ysf u n cti o ns.  T his  m a y  b e  d u e  t o  t h e  f a ct  t h at  m at ur e  n et w o rks  (tr a ns  n e ur o n all y 

c o n n e ct e d) t e n d t o c oll a ps e a n d d et a c h fr o m t h e p att er n e d s u bstr at u m d u e t o i m p ort a nt 

m e c h a ni c al  t e nsi o n  i n  a x o n al  tr a cts  t h at  li n ks  n e ur o n al  p att er n e d  isl a n ds. T h er ef or e , 

alt er n ati v e m et h o ds t h at e nf or c e n e ur o n al p ol arit y tr o u g h m e c h a ni c al c o nstr ai ns h a v e 

als o b e e n e x pl or e d.  

 

Fi g u r e 2 0.  Mi cr o p att er ni n g t e c h ni cs. ( a) T h e a x o ns c a n cr oss t h e tri a n gl e  s h a p e t o f or m t h e n et w or k. 

( Of er F ei n er m a n, 2 0 0 8) ( b) Mi ni-n et w or k cr e at e d o n P L L -g -P E G c o at e d gl ass s u bstr at e wit h p ol y -l ysi n e 

p att er n. ( H ei k e H ar d el a uf, 2 0 1 4) ( c) Mi cr o p ol y g o n m otifs aff e ct   si n gl e n e ur o n s ur vi v al  ( Mi n J e e J a n g, 

2 0 1 2).  

1. 5. 1. 2  2. 5 D or 3 D ar c hit e ct ur e -b as e d o n c o m p art m e nt aliz e d s yst e m  

C o m p art m e nt ali z e d  n e ur o n al  m o d els  ar e  mi cr o -s yst e ms  t h at  c o nt ai n  m ulti pl e 

c ult ur e c h a m b ers c o n n e ct e d b y mi cr o c h a n n els. Mi cr ofl ui di cs -b as e d c hi ps ar e us u all y 

a. b.

c.
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f a bri c at e d fr o m P D M S usi n g s oft p h ot olit h o gr a p h y. Th e pri n ci pl e of t h es e d e vi c e s w er e 

ori gi n all y  d esi g n e d  b y  t h e  gr o u p  of  Ta yl or  et  al [2 0 8 , 2 0 9 ].  I ns pir e d  b y  t h e  s e mi n al 

w or k of R C a m p e n ot i n t h e l at e 7 0’ s, P D M S  c o m p art m e nt ali z e d c h a m b ers all o ws t o 

g ui d e s o m e a x o ns a n d d e n drit es ori gi n ati n g fr o m a pri m ar y n e ur o n al c ult ur e t o w ar d a 

s e c o n d  c h a m b er  a n d  t h er ef or e  c o m p art m e nt ali z e  dist al  a x o ns  fr o m  s o m at o -d e n driti c 

c o m p art m e nts (t h e l e n gt h of mi cr o -c h a n n el c o ntr olli n g w h et h er or n ot d e n drit es fr o m a 

s p e cifi c n e ur o n al s u bt y p e will r e a c h t h e s e c o n d c o m p art m e nts wit h t h e a x o ns). B as e d 

o n  t his  pri n ci pl e,  s e e di n g  diff er e nt  t y p es  i n  t h e  a x o n al  c o m p art m e nts all o w e d  t h e 

cr e ati o n  of  mi ni m alisti c  m o d els  s u c h  as  n e ur o m u s c ul ar  j u n cti o ns,  n e ur oi m m u n e 

i nt erf a c e et c... O n e of t h e m ai n a d v a nt a g es  of c o m p art m e nt ali z e d pl atf or ms c o m p ar e d 

t o  M P  a p pr o a c h es  is  first  t h at  a x o ns  c a n n ot  es c a p e  t h e  g ui di n g,  t u n n el  li k e, 

mi cr ostr u ct ur es a n d t h er ef or e all o w l o n g t er m c ult ur e a n d s e c o n d t h at fl ui di c is ol ati o n 

b et w e e n mi cr ofl ui di c c h a m b ers all o ws t o c o ntr ol fl ui di c n e ur o n al mi cr o -e n vir o n m e nt. 

M a n y l a b or at ori es h a v e cl o n e d a n d f urt h er o pti mi z e d t h at pri n ci pl e a n d d e m o nstr at e d 

t h at g ui di n g mi cr o-c h a n n els all o ws t o c o m p art m e nt ali z e a x o ns fr o m  all t y p e of n e ur o ns. 

As s h o w n i n t h e fi g ur es ( Fi g ur e 2 1  a a n d b) t h e or eti c all y, t his t y p e of d e vi c e is i d e all y 

s uit e d  f or  c o ntr olli n g  c o n n e cti o ns  b et w e e n  diff er e nt  t y p es  of  n e ur o ns  a n d  t h er ef or e 

r e c o nstr u cts  s m all  n et w or ks  m o d ul es  a n d c o m p art m e nt ali z e d  s yst e ms  h a v e  b e e n 

p arti c ul arl y us e d f or m o d elli n g n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es r el at e d t o a x o n al tr a ns p ort 

a n d s y n a ps e f or m ati o n  (s e e f oll o wi n g c h a pt ers). Si mil arl y t o M P a p pr o a c h es s u c h ki n d 

of d e vi c es c a n als o b e c o m bi n e d wit h M E A t h us all o wi n g r e c or di n g of el e ctri c al si g n als 

pr o p a g ati o n al o n g n e ur o ns [2 1 0 , 2 1 1 ]. S os ci a et al. [2 1 2 ] cr e at e d a c o m p art m e nt ali z e d 

d e vi c e f or pr e cis e pl a c e m e nt of diff er e nt c ells o n M E A s u bstr at e ( Fi g ur e 2 1 c). K ajt e z  

et al. [2 1 3 ] als o us e 3 D pri nt e d c o m p art m e nt ali z e d mi cr ofl ui di c d e vi c e ( Fi g ur e 2 1 d). 

N d y a b a w e  et  al. [2 1 4 ] us e d  si mil ar  pri n ci pl e  t o  r e c o nstr u ct  n e ur al  n et w or k  b y 

m ulti c o m p art m e nt mi cr o d e vi c e ( Fi g ur e 2 1 e).  
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Fi g u r e 2 1.  C o m p art m e nt ali z e d s yst e ms. ( a) C o m p art m e nt ali z e d mi cr ofl ui di c d e vi c e f or n e ur o n s ur vi v al 

a n d a x o n g ui d a n c e. Ta yl or, 2 0 0 5. ( b) Fi v e p ar all el c ult ur e c h a m b ers d e vi c e. A n dr e w J. S a ms o n, 2 0 1 6. ( c) 

C ell p ositi o ni n g o n M E A s u bstr at e. S os ci a, 2 0 1 7. ( d) 3 D pri nt e d c o m p art m e nt ali z e d mi cr ofl ui di c d e vi c e. 

K ajt e z, 2 0 2 0. ( e) M ulti c o m p art m e nt mi cr o d e vi c e. K e n n et h, 2 0 2 1 . 

1. 5. 1. 3  Mi cr o or m a cr o s c al es n e ur al s p h er oi d o n c hi p  

C o n v e nti o n al  c o m p art m e nt ali z e d  pl atf or ms  ar e  als o  us e d  t o  c o m p art m e nt ali z e 

a x o ns  fr o m  br ai n  e x pl a nts;  P ar k  et  al. [2 1 5 ] d e v el o p e d  a  t hr e e -di m e nsi o n al  ( 3 D) 

n e ur os p h er oi ds  s yst e m  o n  c hi p  t h at  all o ws  b ot h  t h e  c o ntr ol  of  i niti al  s p h er oi d 

d e v el o p m e nt a n d i nt er -s p h er oi d c o n n e cti o ns. I n t h at s yst e m w hi c h pr o vi d es a c o nst a nt 

fl o w  of  fl ui d,  t h e  n e ur os p h er oi ds  w er e  f or me d  i n  c o n c a v e  mi cr o w ell  arr a ys 

i nt er c o n n e ct e d t o b uil d a c o m pl e x n e ur al n et w or k (Fi g ur e 2 2 a). J e o n g et al. [2 1 6 ] als o 

cr e at e d a si mil ar s yst e m wit h a d e e p h e mis p h eri c al, mi cr o c h a n n el -n et w or k e d, c o n c a v e 

arr a y  s yst e m  a n d  a p pli e d  it  t o  g e n er at e  t hr e e -di m e nsi o n al  n er v e -li k e  n e ur al  b u n dl es 

(Fi g ur e  2 2 b). K at o -N e gis hi  et  al. [2 1 7 ] est a blis h e d  a  milli m et er -si z e d  3 D  n e ur al 

n et w or k b y c o n n e cti n g n e ur al b uil di n g bl o c k c o m p o s e d of diff er e nt n e ur o n al s u bt y p es. 

T his t e c h ni q u e all o ws t h e vis u ali z ati o n of a x o n al e xt e nsi o n, d e n driti c br a n c hi n g, a n d 

m or p h ol o gi c al c h a n g es of pr es y n a pti c c o m p o n e nts a n d s y n a ps es i n r e al ti m e  (Fi g ur e 

c.

d.

e.

b.a.
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2 2 c) b et w e e n 2 tri di m e nsi o n al n e ur o n al n et w or ks bl o c ks.  

 

Fi g u r e 2 2.  N e ur al s p h er oi ds. ( a) N e ur os p h er oi ds o n c hi p. P ar k, 2 0 1 5. ( b)  ( c) A milli m et er -si z e d 3 D 

n e ur al n et w or k. Mi d ori, 2 0 1 3.  

1. 5. 1. 4  M at eri al ass o ci at e d s c aff ol d d e vi c e   

T h e fi g ur e b el o w d e m o nstr at es a d e vi c e b as e d o n t hr e e -di m e nsi o n al ( 3 D) s c aff ol ds 

w hi c h f a bri c at e d b y 3 D l as er writi n g ( n a n o pri nt e d) [2 1 8 ]. Str u ct ur all y, it e nri c h es t h e 

e xt e nsi o n of t h e n e ur al n et w or k i n Z -a xis s p a c e, w hil e m or e c o m pl e x i m a gi n g pr o bl e ms 

s h o ul d b e c o nsi d er e d a n d f urt h er a p pli c ati o n s ar e still s o m e w a y off.  

 
Fi g u r e 2 3.  3 D s c aff ol d d e vi c e s ( H ar b erts, 2 0 2 0) 

b.

c.a.
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1. 5. 1. 5  I nt e gr ati n g m ulti pl e p h ysi ol o gi c al a n d f u n cti o n al s yst e m 

Mi cr ofl ui di c  t e c h n ol o gi es  p a v e  t h e  w a y  t o w ar d  t h e  r e c o nstr u cti o n  of  m o d ul ar 

el e m e nts of c o m pl e x or g a ns. M a n y gr o u ps ar e a ct u all y i n v o l v e d i n tr yi n g t o c a pt ur e 

c o m pl e x p h ysi ol o gi c al f e at ur es of or g a ns t h r o u g h si m pl e mi cr ofl ui di c pl atf or ms. F or 

e x a m pl e, B o ot h et al. [2 1 9 ] d e v el o p e d a t w o -c h a n n el mi cr ofl ui di c d e vi c e t h at c o nt ai n e d 

a  s e mi p er m e a bl e  m e m br a n e  c o at e d  wit h  br ai n  e n d ot h eli al  c ells  o n  o n e  si d e  a n d 

astr o c yt es  o n  t h e  ot h er .  T h e y i m pl e m e nt e d  a  tr a ns e n d ot h eli al  el e ctri c al  r esist a n c e 

( T E E R) ass a ys o n b ot h si d es of t h e m e m br a n e t o e vi d e n c e t h at t h e y m o d el e d a si m pl e 

bl o o d br ai n b arri er ( B B B) mi cr o c hi p. Si mil arl y Kili c et al. [2 2 0 ] cr e at e d a n e w m ulti -

l a y er  sili c o n e  el ast o m er  d e vi c e  all o wi n g  i nt erf a ci n g  of  l a y er  of  h u m a n  br ai n 

m i cr o v as c ul ar e n d ot h eli al c ells wit h n e ur o n al-gli al e n vir o n m e nt.. T h e y us e d t his d e vi c e 

t o m o d el mi gr ati o n of h u m a n n e ur al pr o g e nit ors wit hi n a br ai n-tiss u e s etti n g. B a n g  et 

al. [2 2 1 ] cr e at e d  a  n o v el  t hr e e -di m e nsi o n al  B B B  pl atf or m  w hi c h  h as  o n e  v as c ul ar 

c h a n n el c o n n e ct e d t o t h e i n n er l u m e n of t h e v as c ul ar n et w or k w hil e t h e ot h er s u p pli es 

m e di a t o t h e n e ur al c ell s c h a n n el.  

 

Fi g u r e 2 4.  I nt e gr ati n g m ulti pl e p h ysi ol o gi c al f u n cti o ns i n o n e s yst e m. ( a) Bl o o d br ai n b arri er o n c hi p. 

B o ot h 2 0 1 2.  ( b) Mi cr o v as c ul ar o n c hi p. (Kili c ,2 0 1 6 ).  ( c) N e ur o v as c ul ar u nit wit h bl o o d-br ai n b arri er 

o n c hi p. (S e o k y o u n g , 2 0 1 7 ). 

b.

c.a.
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1. 5. 2  C o n si d e r ati o n  a b o ut  p h y si c al  c u es  i n  d esi g ni n g  mi c r ofl ui di c 

c hi p s t o b uil d  n e u r o n al n et w o r k s.  

S h e ar  str ess  is  d efi n e d  as  t h e  str ess  cr e at e d  w h e n  a  t a n g e nti al  f or c e  a cts  o n  a 

s u rf a c e.  T h e  d efi niti o n  of  s h e ar  str ess  a p pli e d  t o  bi ol o g y  a n d  mi cr ofl ui di cs  is  t h e 

fri cti o n al f or c e of a bi ol o gi c al fl ui d fl o w a cti n g o n c ells or tiss u es. T h e fl ui d fl o w d o es 

n ot h a v e t h e s a m e v el o cit y at e v er y p oi nt i n t h e c h a n n el, cr e ati n g a v el o cit y dist ri b uti o n 

wit h a v el o cit y pr ofil e t h at t e n ds t o b e p ar a b oli c i n m ost si m pl e c as es of l a mi n ar fl o w. 

Fl ui d v el o cit y is t h e f ast est at t h e c e nt er a n d sl o w est n e ar t h e c h a n n el w all. T h e pi ct ur e 

b el o w s h o wi n g t h e c ell b e h a vi or c h a n g e d u n d er t h e s h e ar str ess ( Fi g ur e 2 5 ). Vis c o us 

fl o w is a fl ui d d efi n e d as a s u bst a n c e t h at c o nti n u es t o e x hi bit str ai n w h e n s u bj e ct e d t o 

s h e ar str ess. T h e R e y n ol ds n u m b er ( R e) c o m p ar es i n erti al e ff e cts wit h vis c o us eff e cts, 

a n d t h e v er y l o w v al u es f or R e t h at ar e t y pi c al i n mi cr ofl ui di cs r e v e al t h at mi cr os c al e 

fl o ws ar e gr e atl y d o mi n at e d b y vis c o us eff e cts. T h e t hr es h ol d b et w e e n t ur b ul e nt fl o w 

a n d l a mi n ar fl o w t y pi c all y d o es n ot o c c ur u ntil R e is at l e ast 1 0, 0 0 0 ti m es gr e at er, s o 

mi cr o c h a n n el fl o w is cl e arl y l a mi n ar.  It’s a g o o d w a y t o mi mi c fl o ws f o u n d i n v ei ns 

a n d s m all art eri es w h er e t h e fl o w is us u all y u ni dir e cti o n al a n d l a mi n ar. H u b er  [2 2 2 ] 

r e vi e w e d  h o w  t h e  h y dr o d y n a mi cs  eff e cts  t h e  cell ul ar  b e h a vi or,  c ell  a d h esi o n  a n d 

d ef or m ati o n. I n t his fi el d, t h e mi cr o s c al e p h ysi c al f or c es ar e a v er y i m p o rta nt p oi nt .  

 

Fi g u r e 2 5.  C ell  b e h a vi or  u n d er  s h e ar  str ess  ( C o p yri g ht:  D ar wi n -mi cr ofl ui di cs  htt ps:// d ar wi n -

mi cr ofl ui di cs. c o m/ bl o gs/r e vi e ws/s h e ar -str ess -i n-mi cr ofl ui di c -d e vi c es)  

1. 5. 3  T h e b a si c t e c h ni c s f o r mi c r ofl ui di c s c hi p s f a b ri c ati o n  

T h e  mi cr o n -si z e d  str u ct ur es  of  t h e  b asi c  b uil di n g bl o c ks  of  mi cr ofl ui di c  c hi ps 

r e q uir es  t h at  t h e  e n vir o n m e nt  m ust  b e  c ar ef ull y  c o ntr oll e d  d uri n g  t h e  pr e p ar ati o n 
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pr o c ess. T h e e n vir o n m e nt al i n di c at ors i n v ol v e d h er e t y pi c all y i n cl u d e: air t e m p er at ur e, 

air  h u mi dit y,  air  a n d  p arti cl e  d e nsit y  i n  t h e  v ari o us  m e d i a  us e d  i n  t h e  pr e p ar ati o n 

pr o c ess. T h e hi g h er e n vir o n m e nt al r e q uir e m e nts f or c hi p f a bri c ati o n g e n er all y n e e d t o 

b e a c hi e v e d i n a cl e a n r o o m. T h e s u c c ess or f ail ur e of t h e mi cr ofl ui di c c hi p f a bri c ati o n 

pr o c ess is i n e xtri c a bl y li n k e d t o cl e a nr o o m t e c h n ol o g y . 

1. 5. 3. 1  T h e pri n ci pl e a n d pr o c ess of p h ot olit h o gr a p h y  

I n t h e pr e vi o us s u bs e cti o n t h e i m p ort a n c e of str u ct ur es f or or g a n-o n -a -c hi p w as 

m e nti o n e d, a n d h o w t o c o nstr u ct t h es e str u ct ur es is o n e of t h e g o als t h at ar e c o nst a ntl y 

b ei n g  e x pl or e d  b y  r es e ar c h ers  i n  t his  f i el d. T h er e  ar e  t w o  br o a d  c at e g ori es  of  t h es e 

m et h o ds. T h e first c at e g or y is dir e ct s c ul pti n g o n t h e m at eri al, s u c h as l as er a bl ati o n, 

w h er e mi cr o -p or es a n d mi cr o -c h a n n els of diff er e nt s h a p es a n d si z es ar e m a c hi n e d i nt o 

m at eri als s u c h as m et als, pl asti cs a n d c er a mi cs b y pr e cis el y c o ntr olli n g t h e p ositi o n of 

t h e  l as er  i n  t h e  X-Y  dir e cti o n,  or  dir e ct  m o ul di n g  b y  3 D  pri nti n g  t e c h ni q u es.  T h e 

a d v a nt a g es of t h es e m et h o ds ar e t h at t h e r es ulti n g mi cr ofl ui di c c hi p str u ct ur es ar e l ess 

d a m a g e d b y h e at, l ess d e p e n d e nt o n t h e m as k a n d m or e fl e xi bl e. T h e dis a d v a nt a g es ar e 

l o w er pr o d u cti vit y a n d t h e ris k of o p er ati n g i n a st a n d ar d l as er l a b or at or y d uri n g l as er 

a bl ati o n a n d t h e hi g h c ost of U V l as ers, w hi c h h as li mit e d t h e f urt h er d e v el o p m e nt of 

l as er a bl ati o n m et h o ds. I ns pir e d b y t his t e c h n ol o g y, st e n cil-b as e d c hi p f a bri c ati o n h as 

d e v el o p e d  r a pi dl y  a n d  p h ot olit h o gr a p h y  b as e d  o n  p h ot os e nsiti z ers  h as  b e c o m e 

m ai nstr e a m. Aft er o bt ai ni n g a n  a c c ur at e m ol d, i n a d diti o n t o i nj e cti o n m ol di n g t h er e is 

als o  h ot  e m b ossi n g ,  w hi c h  c ur es t h er m o pl asti c  m at eri als  t o  q ui c kl y  r e pli c at e  t h e 

mi cr ostr u ct ur e. I n a d diti o n t o t h e us e of p h ot os e nsiti z ers, m ol ds c a n als o b e c o nstr u ct e d 

fr o m wir e wit h a di a m et er of 5 0 μ m or l ess. T his m et h o d of m a n uf a ct uri n g t hr o u g h a 

di e all o ws f or m ulti pl e us e pr o d u c ti o n wit h hi g h effi ci e n c y. 

 P h ot olit h o gr a p h y is t h e pr o c ess f or p att er ni n g t h e mi cr ostr u ct ur e o n t h e s u bstr at e, 

s u c h as sili c o n or gl ass, b y usi n g li g ht e x p os ur e a n d t h e p h ot or esists c h e mi c al r e a cti o ns. 

T h e p h ot or esist us e d i n p h ot olit h o gr a p h y is a p h ot os e nsiti v e p ol y m er m at eri al. Aft er 
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li g ht  e x p os ur e  it  c a n  u n d er g o  p h ot o-cr ossli n ki n g  r e a cti o ns,  p h ot o -p ol y m eri z ati o n 

r e a cti o ns a n d p h ot o-diss ol uti o n r e a cti o ns.  

I n  p h ot olit h o gr a p h y,  a  m as k  is  us e d  f or  li g ht filt eri n g.  T h e  mi cr o c h a n n els  ar e 

us u all y  d esi g n e d  usi n g  st a n d ar d  C A D  c o m p ut er  gr a p hi cs  s oft w ar e  a n d  t h e  d esi g n 

gr a p hi cs  ar e  tr a nsf err e d  t o  a  gr a p hi cs  fil e.  D e p e n di n g  o n  t h e  r es ol uti o n  r e q uir e d, 

diff er e nt s u bstr at es ar e us e d t o c arr y t h e diff er e nt d esi g n. F or e x a m pl e, pl asti c h as a 

r es ol uti o n of a p pr o xi m at el y 2 0 u m, b ut q u art z c a n b e us e d o n a s u b -mi cr o n s c al e. T h e n 

t h e p att er n is pri nt e d o n t h e s u bstr at e m at eri al usi n g hi g h r es ol uti o n pri nti n g t e c h n ol o g y.  

P h ot olit h o gr a p h y b e gi ns b y pl a ci n g t h e sili c o n w af er o n a s pi n c o at er, c o v eri n g it 

wit h p h ot or esist, t h e n a c hi e vi n g t h e r e q uir e d t hi c k n ess b y c o ntr olli n g t h e r ot ati o n s p e e d 

of t h e s pi n c o at er. T h e sili c o n w af er is t h e n tr a nsf err e d o n a n ali g n er, w h er e it will b e 

p ut i n c o nt a ct wit h t h e m as k, a n d ill u mi n at e d. T h us, o nl y t h e u n m as k e d ar e as of t h e 

m at eri al ar e e x p os e d t o li g ht. Wit h p ositi v e p h ot or esists, t h e p h ot os e nsiti v e m at eri al is 

p h ot o d e gr a d e d  a n d  t h e  d e v el o p er  diss ol v es  t h e  e x p os e d  ar e as,  t h e n  l e a vi n g  a  c o at e d 

s urf a c e w h er e t h e o p a q u e ar e as of t h e m as k ar e pl a c e d. Wit h n e g ati v e p h ot or esists, t h e 

p h ot os e nsit i v e  m at eri al  is  p h ot o-e n h a n c e d  ( p ol y m eri z e d  or  cr oss -li n k e d)  a n d  t h e 

d e v el o p er o nl y diss ol v es t h e u n e x p os e d ar e as. T h e m as k h as t w o t y p es of str u ct ur e s 

(tr a ns p ar e nt a n d o p a q u e) a n d t h e p h ot or esist c a n b e  p ositi v e a n d n e g ati v e, s o t h er e ar e 

f o ur c o m bi n ati o ns of m as k a n d p h ot or esist . T h e m as k p att er n is fi n all y tr a nsf err e d a n d 

t h e m ol d o bt ai n e d aft er a. pr o c ess of d e v el o p m e n t. 

T h e b asi c pr o c ess of p h ot olit h o gr a p h y usi n g t h e n e g ati v e r esist S U -8 is c o m p os e d 

of s o m e of t h e f oll o wi n g pr o c ess es: pr e -tr e at m e nt, c oati n g, pr e -b a ki n g, e x p os ur e, p ost -

b a ki n g, d e v el o p m e nt a n d c h e c ki n g, h ar d b a ki n g ( Fi g ur e 2 6 ), a n d th e C h ar a ct eri z ati o n 

of g e o m etr y of S U -8 m ast er.  



 

 1 0 2  

 

Fi g u r e 2 6.  T h e pr o c ess of S U -8 m ast er f a bri c ati o n . ( C o p yri g ht: el v efl o w. c o m). 1) Waf er pr e p ar ati o n. 

cl e a ni n g t h e s urf a c e of t h e s u bstr at e ( w af er) is r e q uir e d t o h a v e a g o o d a d h esi o n of t h e p h ot or esist wit h 

t h e s urf a c e of t h e s u bstr at e. 2) S pi n c o ati n g of t h e n e g ati v e S U-8 p h ot or esist. T h e c o m m o n m et h o d is t h e 

s pi n c o ati n g, usi n g diff er e nt m ol e c ul ar w ei g ht p h ot or esist o n a fl at cl e a n s urf a c e wit h diff er e nt r ot ati o n al 

s p e e d,  c a n  g et  diff er e nt  t hi c k n ess  of  t h e  p h ot os e nsiti v e  a d h esi v e  l a y er,  t his  t hi c k n ess  d et er mi n es  t h e 

h ei g ht of t h e i nt er n al mi cr ostr u ct ur e of t h e c hi p. I n a d diti o n, t h er e ar e br us h c o ati n g m et h o d, di p pi n g 

m et h o d, s pr a yi n g m et h o d. 3) S oft b a ki n g (first b a ki n g of t h e p h ot or esist). T h e s ol v e nt i n t h e p h ot or esist 

s ol uti o n is e v a p or at e d b y h e at, w hi c h e n h a n c es t h e a d h esi o n of t h e p h ot or esist t o t h e s u bstr at e. T his s oli d 

st at e pr ot e cts it fr o m t h e eff e cts of fri cti o n wit h t h e m as k a n d e ns ur es a s u ffi ci e nt p h ot o c h e mi c al r e a cti o n 

d uri n g  t h e  e x p os ur e.  4)  U V  e x p os ur e.  T h e  m as k  is  pl a c e d  b et w e e n  t h e  li g ht  s o ur c e,  us u all y  usi n g  a 

m er c ur y  l a m p  e mitti n g  at  3 0 0 -5 0 0 n m,  a n d  t h e  p h ot or esist.  5)  P ost  b a ki n g  (s e c o n d  b a ki n g  of  t h e 

p h ot or esist).  T h e  p att er n e d  s u bs tr at e  is  h e at e d  a g ai n  t o  a c c el er at e  t h e  r at e  of  li g ht-i n d u c e d  c h e mi c al 

r e a cti o n a n d t o m a k e t h e t hr e e-di m e nsi o n al p att er n sti c k ti g htl y t o t h e s u bstr at e. 6) D e v el o p m e nt. T h e 

d e v el o pi n g  s ol uti o n  w as h es  a w a y  t h e  u n e x p os e d  p h ot or esist,  t h e n  r e m ai n  t h e  fi n al  p att er ns.  7)  H ar d 

b a ki n g.  B y  f urt h er  i n cr e asi n g  t h e  b a ki n g  t e m p er at ur e,  r esi d u al  s ol v e nts  ar e  r e m o v e d  a n d  t h e  p att er n 

c a n n ot sli p off. T h e fi n al m ast er is o bt ai n e d.  

1. 5. 3. 2  T h e s oli difi c ati o n pr o c ess a n d P D M S s oft lit h o gr a p h y  

O n e of t h e m or e wi d es pr e a d a p pli c ati o ns of s oft lit h o gr a p h y is b as e d o n P D M S. 

T his t e c h ni q u e us es a n el asti c m ol d i nst e a d of a h ar d m ol d i n lit h o gr a p h y t o pr o d u c e 

mi cr o -str u ct ur es a n d is k n o w n as s oft lit h o gr a p h y. T h e e m er g e n c e of s oft lit h o gr a p h y 

a n d  t h e l ar g e-s c al e  a p pli c ati o n  of  P D M S  m at eri als  is  a n  i m p ort a nt  mil est o n e  i n  t h e 
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hi st or y  of  mi cr ofl ui di c  c hi p  d e v el o p m e nt. As  c o m p ar e d  t o  c o n v e nti o n al  lit h o gr a p h y, 

s oft lit h o gr a p h y is m or e fl e xi bl e. It c a n cr e at e c o m pl e x t hr e e -di m e nsi o n al str u ct ur es, 

e v e n o n irr e g ul ar c ur v e d s urf a c es.  

 

Fi g u r e 2 7.  T h e pr o c ess of s oft lit h o gr a p h y ( C o p yri g ht: el v efl o w. c o m)  

T h er e  ar e  still  s o m e  li mit ati o ns  i n  t h e  a p pli c ati o n  of  s oft  lit h o gr a p h y  i n 

mi cr of a bri c ati o n,  s u c h  as  t h e  1 %  s hri n k a g e  d ef or m ati o n  of  P D M S  aft er  c uri n g,  a n d 

t h er e will b e s o m e e x p a nsi o n of t h e wi dt h -t o-d e pt h r ati o i n t h e pr es e n c e of t ol u e n e a n d 

et h a n e. T h e el asti cit y a n d t h er m al e x p a nsi o n of P D M S m a k es it diffi c ult t o o bt ai n hi g h 

a c c ur a c y a n d als o li mits s oft lit h o gr a p h y i n m ultif a c et e d mi cr of a bri c ati o n; as t h e el asti c 

m o d e  is t o o s oft t o o bt ai n a l ar g e d e pt h-t o-d e pt h r ati o, t o o l ar g e or t o o s m all as p e ct r ati o 

will r es ult i n d ef or m ati o n or dist orti o n of t h e mi cr ostr u ct ur e.  H o w e v er, t h es e ar e n ot 

e n o u g h t o st o p P D M S b ei n g wi d el y us e d i n s oft lit h o gr a p h y, a n d it is b eli e v e d t h at wit h 

f urt h er r es e ar c h, v ari o us w a ys will b e f o u n d t o c o m p e ns at e f or t h es e s h ort c o mi n gs. 

1. 5. 3. 3  S u bstr at e b o n di n g  

T h er e ar e m a n y diff er e nt p ol y m er m at eri als t h at c a n b e us e d f or mi cr ofl ui di c c hi p 

f a bri c ati o n. T h e m et h o d of b o n di n g is als o diff er e nt.  T h e c o m m on b o n di n g m et h o ds 

i n cl u d e  h ot  pr essi n g,  t h er m al  or  p h ot o c at al yti c  a d h esi v e  b o n di n g,  or g a ni c  s ol v e nt 
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b o n di n g, a ut o m ati c b o n di n g, pl as m a o xi d ati o n b o n di n g, U V irr a di ati o n a n d cr ossli n k er 

c o n diti o ni n g.  

P D M S is r el ati v el y w ell a d h er e nt a n d t h e mi cr o str u ct ur e d  P D M S s u bstr at e c a n b e 

r e v ersi bl y  or  irr e v ersi bl y  b o n d e d  t o  t h e  s a m e  m at eri al  or  t o  a  v ari et y  of  diff er e nt 

c o v eri n g m at eri als. If t h e s urf a c e of t h e P D M S s u bstr at e a n d c o v ersli p is first tr e at e d 

wit h pl as m a o xi d ati o n or U V irr a di ati o n, t h e P D M S c hi p c a n b e  irr e v ersi bl y b o n d e d, 

all o wi n g f or a str o n g er a n d m or e d ur a bl e b o n d. I n a d diti o n, b y c h a n gi n g t h e o pti m al 

r ati o  of  P D M S  p ol y m er  a n d  cr ossli n k er  s o  t h at  t h e  r ati o  of  P D M S  p ol y m er  a n d 

cr ossli n k er  i n  t h e  s u bstr at e  a n d  c o v er  c hi p  ar e  sli g htl y  hi g h er  a n d  l o w er,  w h e n  t h e 

s u bstr at e a n d c o v er c hi p ar e b o n d e d t o g et h er, t h e p ol y m er a n d cr ossli n k er ar e b ett er 

m at c h e d at t h e j u n cti o n d u e t o m ol e c ul ar diff usi o n, w hi c h c a n als o i m pr o v e t h e s e ali n g 

s oli dit y.  

1. 5. 3. 4  Ot h ers m a c hi ni n g m et h o ds f or c hi ps f a bri c ati o n.  

Et c hi n g is t h e m et h o d of c h e mi c all y or p h ysi c all y stri p pi n g off t h e et c h e d m at eri al 

t o  o bt ai n  t h e  d esir e d  p att er n. T h e  m et h o d  usi n g  c h e mi c al  et c hi n g  is  wi d el y  us e d  f or 

m at eri als s u c h as m et als, gl ass a n d pl asti cs, b ut t h e  r es ol uti o n is p o or. I n c o ntr ast, m or e 

pr e cis e et c hi n g c a n b e a c hi e v e d usi n g hi g h -e n er g y p arti cl e b e a ms, b ut t h e i nstr u m e nts 

ar e e x p e nsi v e a n d n ot c o m m o nl y us e d f or p att er n e d c o nstr u cti o n.  

1. 5. 4  T h e m at e ri al s u s e d i n t h e fi el d of mi c r ofl ui di c s  

T h e m at eri als c h os e n f or t h e bi o -mi cr ofl ui di c c hi ps n e e d t o b e bi o c o m p ati bl e a n d 

s h o ul d h a v e g o o d el e ctri c al i ns ul ati o n a n d p er m e a bilit y t o o x y g e n a n d c ar b o n di o xi d e. 

T h e  li g ht  tr a ns missi o n  pr o p erti es  f a cilit at e  t h e  m o nit ori n g  of  t h e  i nsi d e  of  t h e  c hi p. 

M at eri als  c o m m o nl y  us e d  t o  m a k e  mi cr ofl ui di c  c hi ps  i n cl u d e  gl ass  a n d or g a ni c 

p ol y m ers  s u c h  as  p ol y m et h yl m et h a cr yl at e  ( P M M A),  p ol y di m et h ylsil o x a n e  ( P D M S), 

p ol y c ar b o n at e ( P C) a n d h y dr o g els. T h e wi d e r a n g e of p ol y m ers, t h e e as e of pr o c essi n g 

a n d  m ol di n g,  a n d  t h e  l o w  c ost  of  r a w  m at eri als  m a k e  t h e m  i d e al  f or  hi g h  v ol u m e 

pr o d u ct i o n at t h e l a b or at or y s c al e a n d l o w m at eri al c osts. T h er e ar e t hr e e m ai n t y p es of 
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p ol y m ers  us e d  i n  mi cr ofl ui di c  c hi p  f a bri c ati o n:  t h er m o pl asti c  p ol y m ers,  c ur e d 

p ol y m ers a n d s ol v e nt -v ol atil e p ol y m ers. T h er m o pl asti c p ol y m ers i n cl u d e P M M A, P C 

a n d  p ol y et h yl e n e ;  c ur e d  p ol y m ers  i n cl u d e  P D M S,  e p o x y  r esi ns  a n d  p ol y ur et h a n es, 

w hi c h ar e mi x e d wit h a c uri n g a g e nt a n d h ar d e n e d o v er a p eri o d of ti m e t o gi v e t h e 

c hi p. S ol v e nt -v ol atil e p ol y m ers s u c h as a cr yli c, r u b b er a n d fl u or o pl asti cs ar e pr o d u c e d 

b y  diss ol vi n g  t h e m  i n a  s uit a bl e  s ol v e nt  a n d  t h e n  sl o wl y  e v a p or ati n g  t h e  s ol v e nt  t o 

o bt ai n t h e c hi p [2 2 3 , 2 2 4 ]. 

P D M S m at eri al, als o k n o w n as sili c o n e r u b b er, is o n e of t h e m ost us e d p ol y m ers, 

wit h  t h e  f oll o wi n g  a d v a nt a g es: i ) it c a n  tr a ns mit  ultr a vi ol et  a n d  visi bl e  li g ht  a b o v e 

2 5 0 n m, ii) it is p er m e a bl e t o g as, iii) st a bl e u n d er r e p e at e d d ef or m ati o ns a n d i v ) it h as 

a c ert ai n d e gr e e of c h e mi c al i n ert n ess. M or e o v er, t h e c hi p mi cr o c h a n n el s urf a c e c a n b e 

m o difi e d  wit h  a  v ari et y  of  c o ati n gs . Fi n all y,  P D M S  c a n  b e  m ol d e d  t o  r e pli c at e  t h e 

mi cr ofl ui di c c hi p wit h  hi g h fi d elit y, n ot o nl y wit h its elf r e v ersi bl y, b ut als o wit h gl ass, 

sili c o n, sili c a a n d o xi di z e d p ol y m ers r e v ersi bl y.  

H y dr o g els  [2 2 5 , 2 2 6 ] ar e a cl ass of n at ur al or s y nt h eti c p ol y m eri c m at eri als t h at 

ar e  mi cr os c o pi c all y  c o m p os e d  of  h y dr o p hili c  p ol y m er  c h ai ns  i n  a  t hr e e -di m e nsi o n al 

l atti c e-li k e  str u ct ur e  wit h  g a ps  of  t y pi c all y  a  f e w  t o  s e v er al  h u n dr e d  n a n o m et ers. 

S y nt h eti c  h y dr o g els  ar e  m ostl y  n a m e d  aft er  t h eir  p ol y m er  c o m p ositi o n .  T h e  m ost 

c o m m o nl y  us e d  a r e p ol y a cr yl a mi d e  ( P A A M),  p ol y et h yl e n e  gl y c ol  ( P E G),  p ol y vi n yl 

al c o h ol  ( P V A)  a n d  p ol y h y dr o x y  et h yl  m et h a cr yl at e  ( P H E M A).  T y pi c al  n at ur al 

h y dr o g els i n cl u d e a g ar os e g els, g el ati n e, s o di u m al gi n at e g els, h y al ur o ni c a ci d g els, et c. 

H y dr o g els h a v e a r a n g e of b ul k a n d s urf a c e pr o p erti es t h at disti n g uis h t h e m fr o m ot h er 

m at eri als. T h e s p e ci al b ul k pr o p erti es i n cl u d e hi g h w at er c o nt e nt, hi g h p er m e a bilit y, 

str u ct ur al st a bilit y a n d m e c h a ni c al el asti cit y ; i n a d diti o n, s o m e h y dr o g el m at eri als als o 

h a v e g o o d o pti c al pr o p erti es, s u c h as tr a ns p ar e n c y. T h e s urf a c e pr o p erti es of h y dr o g els 

ar e  m ai nl y  r efl e ct e d  i n  t h eir  o v er all  h y dr o p hili c  n at ur e.  S o m e  h y dr o g els  c a n  b e 

s y nt h esi z e d fr o m a q u e o us s ol uti o ns of t h eir m o n o m ers b y U V or visi bl e li g ht -i niti at e d 

r a di c al r e a cti o ns. 
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Q u art z a n d gl ass h a v e g o o d el e ctr o -p er m e a bilit y a n d e x c ell e nt o pti c al pr o p erti es, 

t h eir s urf a c e a ds or pti o n a n d s urf a c e r e a cti vit y ar e c o n d u ci v e t o s urf a c e m o difi c ati o n, 

a n d mi cr ostr u ct ur es c a n b e  et c h e d o nt o q u art z a n d gl ass usi n g si mil ar p h ot olit h o gr a p h y 

a n d et c hi n g t e c h ni q u es t o sili c o n w af ers  [2 2 7 ]. T h e hi g h U V tr a ns missi o n a n d st a bl e 

s urf a c e  pr o p erti es  of  q u art z  m a k e  it  e as y  t o  a c hi e v e  s urf a c e  m o difi c ati o n  a n d  ar e 

p arti c ul arl y s uit a bl e f or mi cr ofl ui di c c hi ps f or d et e cti o n. H o w e v er, d u e t o its hi g h pri c e, 

it is n ot c o m m o nl y us e d i n t h e or g a n-o n -a -c hi p fi el d. Gl ass is oft e n us e d as a s u bstr at e 

m at eri al i n or g a n -o n -a -c hi p. D uri n g t h e s e ali n g pr o c ess of t h e c hi p, t h e s urf a c e of t h es e 

m at eri als  m ust  r e a c h  a  hi g h  l e v el  of  cl e a nli n ess,  w hi c h  us u all y  r e q uir es  a  ri g or o us 

c h e mi c al cl e a ni n g of t h e c hi p s u bstr at e a n d c o v er, a n d t h e cl e a n e d c hi p s h o ul d c o m pl et e 

t h e b o n di n g pr o c ess i n a cl e a n r o o m. T h e s u c c ess of t h e c hi p b o n di n g als o d e p e n ds t o 

a  l ar g e  e xt e nt  o n  t h e  fl at n ess  (t ot al  t hi c k n ess  d e vi ati o n)  a n d  r o u g h n ess  of  t h e  c hi p 

s urf a c e  [2 2 8 , 2 2 9 ]. 

1. 5. 5  A d v a n c e s f o r n e u r al n et w o r k r e c o n st r u cti o n o n mi c r ofl ui di cs 

c hi p s  

B r ai n n et w or ks t o p ol o g y is tr e m e n d o usl y c o m pl e x a n d alt h o u g h n e ur o-a n at o m y is 

a n hist ori c al r es e ar c h fi el d t h at st art e d i n t h e l at e 1 9t h c e nt ur y, n e w n e ur o n al p at h w a ys 

a n d c o n n e cti o ns m o d es b et w e e n br ai n ar e as ar e still dis c o v er e d t h es e d a ys pri m aril y 

t hr o ug h t h e st u d y of w h ol e br ai n c o n n e ct o m e [6 2 , 6 7 , 7 7 ]. T h e a n at o mi c al c o n n e cti vit y 

of t h e br ai n dri v es t h e i m p a ct of n e ur al cir c uits o n br ai n f u n cti o n [7 2 ]. W hil e br ai n ar e as 

c o n n e cti o ns  c a n  b e  vi e w e d  at  a  m a cr os c al e  l e v el  wit h  n o d es  c o m p os e d  of  s p e cifi c 

n e ur o n al s u bt y p es li n k e d b y e d g es r e pr es e nti n g a x o n al tr a cts, e a c h n o d e is als o hi g hl y 

or d er e d at a mi cr o -c o n n e ct o m e l e v el [6 9 ].  A n d t h e pr oj e cti o n of m ulti pl e r e gi o ns i n 

t h e br ai n is c o nstr u ct e d i n a w a y t h at c a n n ot b e a c hi e v e d o n tr a diti o n al P etri dis h es. 

M ost i n vitr o st u di es of n e ur al n et w or ks h a v e b e e n p erf or m e d t hr o u g h t h e us e of br ai n 

sli ci n g t e c h ni q u es t h at all o ws t o st u d y i nt a ct n et w or ks at t h e el e ctr o p h ysi ol o gi c al l e v el. 

H o w e v er,  br ai n  sli ci n g  is  s us c e pti bl e  t o  tri g g er  c ell  d e at h  d a m a g e  a n d  a d ults  sli c es 

s ur vi v es  o nl y  f or  a  f e w  h o urs  i n  vitr o,  t h us  pr e v e nti n g  t h e  st u d y  of  a n y  c hr o ni c 
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bi ol o gi c al pr o c ess. C o m p art m e nt ali z e d  mi cr ofl ui di c c hi ps ar e t h er ef or e a n i nt er esti n g 

c o m pl e m e nt ar y m o d el t h at m a y all o w c o nstr u cti o n of c o m pl e x n e ur al ( p h ysi ol o gi c al or 

n o n -p h ysi ol o gi c al) mi ni m alisti c n et w or ks t h at s ur vi v es f or l o n g p eri o d of ti m e. I n d e e d, 

b y c o m p art m e nt ali zi n g t h e c ells w hi c h ori gi n at e fr o m diff er e nt r e gi o ns of t h e br ai n a n d 

c o n n e cti n g t h e m t hr o u g h mi cr o c h a n n els, it s h o ul d t h er ef or e b e p ossi bl e t o r e c o nstr u ct 

f u n cti o n al n et w or k i n vitr o. 

1. 5. 5. 1  T h e bi n ar y n e ur al n et w or k r e c o nstr u cti o n i n mi cr ofl ui di cs d e vi c e   

B as e d o n t h e s e mi n al w or k of A Ta yl or a n d N L J e o n, s e v er al gr o u ps h a v e b e e n 

i n v ol v e d i n tr yi n g t o r e c o nstr u ct n et w or ks b y s e e di n g 2 diff er e nt n e ur o n al p o p ul ati o ns 

i n  s e p ar at es  c h a m b ers  of  c o m p art m e nt ali zi n g  d e vi c es.  Usi n g  t h eir  i niti al  d esi g n A M 

Ta yl or et al c o n str u ct e d a hi p po c a m p o -hi p p o c a m p al d e vi c e  [2 3 0 ]  t o st u d y hi p p o c a m p al 

s y n a pti c  c o n n e cti vit y.  T his  w as  pr o gr essi v el y  f oll o w e d  b y  t h e  w or k  o f  m a n y  ot h er 

gr o u ps  w h o  cr e at e d  a  v ari et y  of  n et w or ks  c o m p os e d  of  diff er e nt  n e ur o n al  i d e ntiti es  

[1 9 7 ]. W hil e t his c o nstit ut e a first st e p t o w ar d b uil di n g of or d ere d n et w or ks t h e m ai n 

dr a w b a c k  of  t h os e  a p pr o a c h es  is  t h at,  p er mitti n g  s el e cti o n  of  a x o ns  o v er  d e n drit es, 

is otr o pi c  g ui di n g  mi cr o-c h a n n els  us e d  i n  t h e  i niti al  J e o n’s  gr o u p  all o ws  c o n n e cti o ns 

b et w e e n  t h e  2  n e ur o n al  p o p ul ati o n  i n  a  bi -dir e cti o n al  m a n n er. A n  i m pr o v e m e nt  w as 

r e a c h e d b y  s e e di n g  t h e  2  n e ur o n al  p o p ul ati o ns  at  diff er e nt  ti m es  or  usi n g  s p e cifi c 

p att er ni n g of pr ot ei ns i n t h e mi cr ofl ui di c c h a m b ers  [ 2 5 5].   

Fr o m t h e a b o v e c o nstr u cti o n of n e ur al n et w or ks, it c a n b e c o n cl u d e d t h at t h es e 

bi dir e cti o n al n e ur al n et w or ks c a n r es p o n d t o sti m uli a n d a c hi e v e c o m p art m e nt ali z e d 

s e g m e nt ati o n of n e ur al n et w or ks. W hil e m a n y st u di es h a v e d e m o nstr at e d t h at c ells a n d 

n e ur o ns s ur vi v e  f or l o n g t er m i n mi cr ofl ui di c e n vir o n m e nt, c o ntr olli n g t h e pr oj e cti o n 

dir e cti o n of n e ur o ns  is a n a bs ol ut e pr er e q uisit e t o e n visi o n t h e c o nstr u cti o n of n e ur o n al 

n et w or ks i n vitr o f or t h e st u d y of tr a ns n e ur o n al di al o g u e or a n y a p pr o a c h t h at e n visi o n 

t o c a pt ur e n et w or k pr o p erti es.  
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1. 5. 5. 2  T h e  g e o m etri c  str at e gi es  f or  n e ur al  pr oj e cti n g  dir e cti o n  a n d  t h e st u di es  o n 

u ni dir e cti o n al n e ur al n et w or k  

C ells s e ns e t h eir e n vir o n m e nt t hr o u g h i nt e gr ati o n of m a n y diff er e nt t y p es of c u es 

a m o n g  w hi c h  m e c h a ni c al  o n es  ar e  i n cr e asi n gl y  st u di e d.  D e c a d es  of  r es e ar c h  o n 

n e ur o n al bi ol o g y h a v e e vi d e n c e d t h at m e c h a ni c al c u es p ar ti ci p at e b ot h i n t h e c o ntr ol of 

n e ur o n al mi gr ati o n a n d a x o n al o ut gr o wt h, w hil e m or e r e c e nt e vi d e n c es  s h o w  t h at t h e y 

als o c o ntr ol n e ur o n al diff er e nti ati o n. T h er ef or e, g e o m etri c al f e at ur es e n c o d e d b y s oft 

lit h o gr a p h y ar e v er y i nt er esti n g l e v ers t h at c a n b e us e d t o e nf or c e a x o n al o ut gr o wt h a n d 

ulti m at el y p er mit b uil di n g u ni dir e cti o n al t h e n et w or k. C o m p ar e d t o ot h er a p pr o a c h es 

t h at c o ul d pr o v e us ef ul ( pr ot ei n p att er ni n g or fl o wi n g of c h e m o attr a cti v e or r e p ulsi v e 

c u es, us e of el e ctri c al fi el d et c..) t h e us e of m e c h a ni c al c u es all o ws t o e n c o d e g ui di n g 

c u es  i n  r at h er  st ati c  pl atf or ms  t h at  ar e  e as y  t o  m a ni p ul at e.    O ur  l a b  first  cr e at e d  a n 

as y m m etri c a x o n al g ui d a n c e " Di o d es " t h at bri d g es t w o diff er e nt n e ur o n al p o p ul ati o ns. 

T h e pri n ci pl e b ei n g t h at a x o ns ori gi n ati n g fr o m “ e mitti n g ” n e ur o ns e nt ers f ast er i n t h e 

mi cr o -c h a n n els t h a n t h e o n e fr o m t h e “r e c ei vi n g ” p o p ul ati o n [2 3 1 ](Fi g ur e 2 8 a). T his 

all o w e d  t o  g e n er at es  ori e nt e d  n et w or ks  wit h  a n  a x o n al  s el e cti vit y  of  a p pr o xi m at el y 

9 0 %.  Usi n g  t his  s yst e m,  w e  b uilt  u ni dir e cti o n al  c orti c o -stri at al  n et w or k [2 3 1 -2 3 5 ]. 

Usi n g t h at pl atf or m, t h e n e ur o p h ysi ol o gi c al pr o p erti es of c orti c o stri at al n et w or ks w er e 

st u di e d . We als o d e m o nstr at e d t h at t his ki n d of pl atf or m c o ul d pr o v e us ef ul as a dr u g 

s cr e e n  t o ol  f or  e v al u at e  t h e  s y n a pti c  pr ot e cti o n  a bilit y  of  c a n di d a t e  m ol e c ul ar  i n 

d a m a g e d  n e ur al  n et w or k [2 3 2 ].  F urt h er m or e,  w e  f o u n d  t h e  a x o n al  tr a u m a,  f o c al 

is c h e mi a, or alt erati o n of n e ur o n al r h yt h ms c a n i niti at e s pr e a di n g of d ysf u n cti o n al o n g 

n e ur o n al p at h w a ys [2 3 3 ]. I n c orti c al -hi p p o c a m ps n et w or ks, w e f o u n d t h at  β -a m yl oi d 

[2 3 6 ] c a n  c a us e  pr es y n a pti c  l oss  a n d  e v al u at e  t h e  a S y n  e x pr essi o n  l e v el  a n d  p S y n 

a c c u m ul ati o n [1 9 3 ]. Pr o gr essi v el y ot h er r es e ar c h t e a ms e x pl or e d si mil ar a p pr o a c h es t o 

e nf or c es  a x o n al  dir e cti vit y  t o  b uil d  m o d ul ar  ori e nt e d  n et w or ks .  F or  i nst a n c e, 

K a m u d z a n d u et al. [2 3 7 ] us e d " Di o d es " b uilt n e ur o n al cir c uit w hi c h c o n cl u d e c orti c al, 

s u bst a nti a ni gr a ( S N), gl o b us p alli d al ( G P) a n d stri at al n e ur o ns.  
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Fi g u r e 2 8.  T h e  g e o m etri c  str at e gi es  f or  b uil di n g  u ni dir e cti o n al  n e ur al  n et w or k.  ( a)  Di o d es  ( P e yri n, 

2 0 1 1).  ( b -c )  Ar c h es  ( R e n a ult,  2 0 1 6;  C o urt e,  2 0 1 8).  ( d)  Ar c h es-li k e  str u ct ur e  ( H oll o w a y,  2 0 1 9).  ( e) 

St o m a c h s h a p e ( F orr ó, 2 0 1 8). (f) Tri a n gl e ( Gl a d k o v, 2 0 1 7).  

W hil e  “ A x o n al  di o d es ”  w er e  t h e  first  d e m o nstr ati o n  t h at  e n c o di n g  a nis otr o pi c 

g ui di n g str u ct ur es c o ul d b e i nt er esti n g, e xt e nsi v e bi ol o gi c al e x p eri m e nts wit h diff er e nt 

n e ur o n al  s u bt y p es  s h o w e d  t h at  t h e  f u n n eli n g  mi cr o -c h a n n el  s h a p e  e x hi bit e d  li mits. 

Es p e ci all y  f or  l o n g -t er m  c ult ur es  w er e  a x o ns  fr o m  t h e  r e c ei vi n g  p o p ul ati o n 

pr o gr essi v el y i n v a d e d t h e e mitti n g c h a m b ers or wit h t h e us e of n e ur o ns w hi c h e xt e n ds 

v er y l o n g a x o ns ( e. g. h u m a n n e ur o ns). I n s e ar c h of alt er n ati v es a n d i m pr o v e m e nt o ur 

l a bs  cr e at e d  a n ot h er  as y m m etri c  g e o m etr y  e nf or ci n g  u ni dir e cti o n al  g ui d a n c e  i n  t w o 
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c h a m b er  mi cr ofl ui di cs  c hi ps  n a m e d  " Ar c h es " [2 3 8 ](Fi g ur e  2 8 b),  t h e  pri n ci pl e  b ei n g 

t h at gr o wi n g a x o ns f oll o w w alls a n d e d g es a n d h a v e a t e n d e n c y t o b e g ui d e d b y t h e 

dir e cti o n  of  t h e  mi cr ostr u ct ur es  o n c e  t h e y  l e a v e  it. T h er ef or e  e n c o di n g  “ ar c h e ”  li k e 

str u ct ur es all o ws a x o ns t o cr oss t h e str u ct ur es i n o n e dir e cti o n w hil e t h e y ar e d efl e ct e d 

b a c k i n t h e ot h er dir e cti o n. Alt h o u g h t h e pri n ci pl e diff ers fr o m t h e o n e of t h e “ di o d e ”, 

si mil ar  filtr ati o n  r es ults  w er e  o bt ai n e d.   A  f urt h er  i m pr o v e m e nt  w as  pr o p os e d [2 3 9 ] 

(Fi g ur e 2 8 c) t h at all o ws f ull c o ntr ol ( 1 0 0 %) of a x o n dir e cti o n alit y a n d t h er ef or e t h e 

r e c o nstr u cti o n of f ull y ori e nt e d n et w or ks [2 4 0 , 2 4 1 ].  As f oll o w e d, H oll o w a y et al. us e d 

ar c h es -li k e str u ct ur e g ui d e d t h e a x o ns gr o wt h of pri m ar y hi p p o c a m p us c ells i n vitr o 

t w o w e e ks [2 4 2 ](Fi g ur e 2 8 d). B as e d o n i m pr o v e d " Ar c h " s yst e m, w e t est e d t h e a S y n 

s pr e a di n g l e v el i n u ni dir e cti o n al hi p p o c a m p al n et w or k [2 4 0 ].  

Usi n g  a  si mil ar  p hil os o p h y,  F orr ó  et  al.  d esi g n e d  ''st o m a c h  s h a p e''  g ui di n g 

mi cr ostr u ct ur es f or hi p p o c a m p al a x o n al g ui d a n c e [2 4 3 ] (Fi g ur e 2 8 e). I n t h eir s yst e m, 

t h e y  als o  us e d  M E A  t o  r e c or d  n e ur al  a cti vit y  of  t h e  n et w or ks.  T h e y  pr o v e d  t h e 

u ni dir e cti o n al hi p p o c a m p al n et w or k h a v e hi g hl y i nf or m ati o n tr a ns missi o n. Gl a d k o v et 

al.  d esi g n e d  "  Tri a n gl e  "  g e o m etr y [2 1 0 ] (Fi g ur e  2 8 f),  t h e y  als o  b uilt  hi p p o c a m p al 

n et w or k a n d us e d M E A t o v ali d at e t h e n e ur al a cti viti es.  

1. 5. 6  T h e st r at e g y of n e u r ol o gi c al dis e a s e m o d elli n g o n mi c r ofl ui di c s 

c hi p s  

1. 5. 6. 1  Alz h ei m er's dis e as e m o d eli n g o n c hi ps  

I n t h e pr e vi o us s e cti o ns I m e nti o n e d t h at pri o n-li k e m e c h a nis m is a n i m p ort a nt 

h y p ot h esis i n n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es. T h e st u di es of Al z h ei m er's dis e as e m o d eli n g 

o n c hi p h a v e f o c us e d o n t h e s pr e a di n g of t a u a n d A β i n n et w or k. Mi cr ofl ui di c pl atf or ms 

a r e  b ei n g  i n cr e asi n gl y  us e d  b y  t h e  c o m m u nit y  of  r es e ar c h er  i n v ol v e d  i n  st u d yi n g 

n e ur o d e g e n er ati v e sy n dr o m es a n d t h eir ass o ci at e d m ol e c ul ar m e c h a nis ms d ysf u n cti o ns. 

Usi n g c o n v e nti o n al mi cr ofl ui di cs, t a u a g gr e g at es h a v e b e e n s h o w n t o b e t a k e n u p b y 

n e ur o ns  a n d  c a n  b e  a x o n all y  tr a ns p ort e d  b ot h  i n  a n  a nt er o gr a d e  a n d  r etr o gr a d e 
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m a n n er [2 4 4 -2 4 6 ].  W hil e Ta u oli g o m ers als o i n d u c e a g gr e g ati o n a n d p h os p h or yl ati o n 

t h e y c a us e n e ur os y n a pti c r etr a cti o n, s y n a pti c l oss, a b n or m al c al ci u m h o m e ost asis a n d 

i m b al a n c e  i n  n e ur otr a ns mitt er  r el e as e [2 4 4 ].  Usi n g  r e c o nstr u ct e d  n et w or ks  i n 

c o n v e nti o n al  mi cr ofl ui di c  pl atf or ms  t a u  a nti b o d y  h a v e  b e e n  pr o p os e d  t o  eff e cti v el y 

bl o c k Ta u u pt a k e , a g gr e g ati o n a n d tr a ns-n e ur o n al diff usi o n [2 4 7 ]. F or t h e m e c h a nis m 

of t a u tr a ns missi o n, it h as b e e n s u g g est e d t h at s y n a pti c a cti viti es c a n e n h a n c e t h e t a u 

tr a ns missi on  t o  c o n n e ct e d  n e ur o ns  vi a  s y n a ps es [2 4 8 , 2 4 9 ] [2 4 6 , 2 4 8 ], w hil e n o n -

s y n a pti c  m e c h a nis ms s u c h as e x os o m e r el e as e h a v e als o b e e n pr o p os e d t o t a k e p art i n 

pri o n oi d s pr e a di n g  [2 4 9 ] [2 5 0 ]. 

A β h as b e e n si mil arl y s h o w n t o b e t a k e n u p a n d t o h a v e a x o n al tr a ns p ort pr o c ess es 

[2 5 1 ],  a n d  e x p os ur e  t o Aβ c a n  c a us e  n e ur o n al  atr o p h y [2 5 2 ].  D el e glis e  et  al.[2 3 6 ] 

o bs er v e d  t h at  A β i n d u c es  d e at h  a n d  s y n a pti c  c h a n g es  i n  pr es y n a pti c  n e ur o ns  a n d 

p h os p h or yl at e  Ta u  o c c urr e d  p ost -s y n a pti c  n e ur o ns  i n  r e c o nstr u ct e d  n et w or ks.  I n 

a d diti o n, A β c a n aff e ct m or p h ol o gi c al c h a n g es i n mi cr o gli a  i n a c o-c ult ur e s yst e m [2 5 3 ], 

a n d it c a n i n dir e ctl y tri g g ers astr o c yt es pl a y a d etri m e nt al r ol e o n n e ur o ns[2 5 4 ]. 

1. 5. 6. 2  P ar ki ns o n dis e as e m o d eli n g o n c hi ps  

Si m il ar  a p pr o a c h es  h a v e  b e e n  p u blis h e d  t o  st u d y  t h e  “ pri o n  li k e ”  pr o p erti es  of 

al p h a s y n u cl ei n. F or e x a m pl e, e x o g e n o us misf ol d e d α -s y n a n d α -s y n fi brill ar f or m h a v e 

b e e n s h o w n t o b e tr a ns p ort e d cis a n d r etr o gr a d e i n a x o ns [2 5 5 , 2 5 6 ]. B ot h f or ms of α -

s y n,  fi brils  a n d  ri b b o ns,  w er e  s h o w n  t o  b e  tr a ns p ort e d  b et w e e n  n e ur o ns  a n d  c o ul d 

tri g g er e n d o g e n o us α -s y n a g gr e g ati o n, disr u pti n g s y n a pti c i nt e grit y a n d mit o c h o n dri al 

m or p h ol o g y [2 5 7 ] α -s y n oli g o m ers h a v e si mil arl y  b e e n s h o w n t o h a v e t h e s a m e t o xi cit y 

[2 5 8 ]. T h e m e c h a nis m st u di es of a-s y n pr o p a g ati o n i n n e ur al n et w or ks c a n b e f o u n d i n 

c h a pt er 4 of m y t h esis.   

Q uit e  s ur prisi n gl y,  n e ur o n al  n et w or ks  r e c o nstr u ct e d  i n  mi cr ofl ui di c  pl atf or ms 

h a v e  b e e n  m ostl y  st u di e d  t o  pr o b e  “ Pri o n  li k e ”  pr o p a g ati o n  of  pr ot ei n  a g gr e g at e d 

a n d/ or vir al s pr e a d b et w e e n n e ur o ns. Yet, c ar e s h o ul d b e t a k e n i n t h e i nt er pr et ati o n of 
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s o m e  r es ults  p u blis h e d  wit h  cl assi c al  (str ai g ht  c h a n n els)  mi cr o c hi ps  as  bi dir e cti o n al 

c o n n e cti o n  o c c urs  at  v ari o us  l e v el  i n  t h es e  n et w or ks  t h er ef or e  mi ti g ati n g  t h e  tr a ns 

n e ur o n al s pr e a d “ e vi d e n c e ” t h at ar e s o m eti m e c o m m e nt e d  [2 4 0 , 2 4 1 ].  

1. 5. 6. 3  H u nti n gt o n's dis e as e m o d elli n g o n c hi ps  

Mi cr o c hi p  h a v e  als o  b e e n  us e d  t o  m o d el  H u nti n gt o n  Dis e as e  pr o c ess es,  w hi c h 

eti ol o g y  ( 1 0 0 %  g e n eti c)  diff ers  fr o m  t h e  o n e  of A D  a n d  P D  ( 9 0 %  S p or a di c) [2 5 9 ]. 

I m p ort a ntl y, H u nti n gti n, t h e m ai n pr ot ei n i n v ol v e d i n H D f or ms i ntr a c ell ul ar a g gr e g at es, 

is n ot s u p p os e d t o h ol d a n effi ci e nt “ pri o n li k e ” a m plifi c ati o n c a p a cit y a n d t h er ef or e d o 

n o t b e h a v e li k e a n a m plif yi n g i nf e cti o us a g e nt. T his li mits t h e t e c h ni c al pr o bl e m r ais e d 

i n  t h e  pr e vi o us  c h a pt er  ( p ossi bilit y  t h at  r e c ei vi n g  n e ur o ns  s e n d  s o m e  a x o ns  i n  t h e 

e mitti n g  c h a m b er)  t h er ef or e  m a ki n g  t h e  r es ults  o bt ai n e d  t hr o u g h  t h e  us e  of 

“ c o n v e nti o n al ” mi cr ofl ui di c c hi ps m or e r eli a bl e.  Virl o g e u x  et  al . [2 6 0 ] us e d a bi n ar y 

d e vi c e a n d r e c o nstr u ct e d a Htt dis e as e d c orti c ostri at al n et w or k,  

 
Fi g u r e 2 9.  Bi n ar y c orti c ostri at al n et w or k f or H u nti n gt o n’s Dis e as e st u di es ( Virl o g e u x, 2 0 1 8)  

T h e m o d elli n g  of ot h er dis e as es of t h e n er v o us s yst e m o n M P S or c hi ps is us u all y 

b as e d o n si mil ar pri n ci pl es as m e nti o n e d pr e vi o usl y. F or e x a m pl e, m o d elli n g  of mi cr o 

str o k es t hr o u g h t h e us e of c hi ps all o wi n g pr e cis e c o ntr ol i n ti m e a n d s p a c e of o x y g e n 

l e v els[2 5 9 ]. I n cr e asi n g n u m b ers of st u di es als o d e m o nstr at es t h e i nt er est of M P S f or 

t h e  st u d y  of  br ai n  c a n c er  c ells  d y n a mi c  a n d  mi gr ati o n  iss u es [2 6 1 ].  O v er all, 

mi cr ofl ui di c c hi ps a n d ot h er M P S  t h at e n a bl e pr e cis e c o ntr ol of t h e mi cr o e n vir o n m e nt, 

pr e cis e  arr a n g e m e nt  of  c ells  usi n g  s p ati al  str u ct ur e,  a n d  p o w erf ul  i nt e gr ati o n 

c a p a biliti es h a v e tr e m e n d o us r o o m f or d e v el o p m e nt i n n e ur ol o gi c al dis e as e m o d elli n g . 
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2  Usi n g i n -m ol d p att e r ni n g 

t e c h ni q u e t o r e c o nst r u ct c o rti c o-

st ri at al n e u r al n et w o r k a n d 

c o nt r olli n g s y n a pti c c o n n e cti vit y i n 

vitr o  
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2. 1  I nt r o d u cti o n  

As  gl o b al  a g ei n g  of  p o p ul ati o n  i n cr e as es,  t h e  pr e v al e n c e  of  n e ur o d e g e n er ati v e 

dis e as es aris es . T h e  c o m pl e xit y  of  n e ur al  n et w or ks  i n  t h e  h u m a n  br ai n,  w hi c h  li n ks 

br ai n  c ells  i n  a  hi g hl y  d et er mi nisti c  m a n n er,  u n d erl i es t h e  di v ersit y  of  r es e ar c h  o n 

n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es. T h e m ai n h y p ot h es es r e g ar di n g t h e c ell ul ar a n d m ol e c ul ar 

m e c h a nis ms  u n d erl yi n g  n e ur o d e g e n er ati o n  st u di es  i n cl u d e  pr o gr essi v e  pr ot ei n 

a g gr e g ati o n,  c u m ul ati v e  o xi d ati v e  i nj ur y,  i m p air e d  bi o e n er g eti cs  a n d  mit o c h o n dri al 

d ysf u n cti o n, disr u pti o n of c ell ul ar/ a x o n al tr a ns p ort, a x o n al a n d s y n a pti c c oll a ps e et c.  

[1 6 4 ].  N ot a bl y,  m ost  of  t h e  m ol e c ul ar  s c e n ari o  b ei n g  dr a w n  fr o m  b ot h  c ell ul ar  a n d 

a ni m al  m o d els  d es cri b es  c ell  a ut o n o m o us  pr o c ess es  l e a di n g  t o  pr o gr essi v e  n e ur o n al 

d e at h. W hil e n o n c ell a ut o n o m o us d ysf u n cti o n is g a i ni n g m or e att e nti o n, t h e y m ai nl y 

f o c us o n n e ur o n al/ n o n n e ur o n al cr osst al k d ysf u n cti o ns. O nl y a f e w a p pr o a c h es ai m at 

st u d yi n g n o n c ell a ut o n o m o us d ysf u n cti o n b et w e e n n e ur o ns. T his is pri m aril y d u e t o 

l a c k  of  a d e q u at e  i n  vitr o  s yst e m.  F or  t h e  st u d y  of  n e uro d e g e n er ati v e  dis e as es, 

e x p eri m e nt al  m o d els  i n cl u d e  a ni m al  m o d els,  br ai n  sli c e  c ult ur es,  a n d  i n  vitr o  c ell 

c ult ur es. A ni m al  m o d els  pr es er v e  a n at o mi c al  str u ct ur es  b ut  li mit  e x p eri m e nts  at  t h e 

c ell ul ar l e v el. Br ai n sli c e c ult ur e pr es er v es t h e str u ct ur e a n d c ell ul ar l e v el t o a c ert ai n 

e xt e nt. Still, t h e sli ci n g pr o c e d ur es c a n e asil y d a m a g e n et w or ks a n d d o n ot all o w f or 

l o n g t er m c ult ur e e x p eri m e nts. W hil e p er mitti n g t h e pr e cis e i nt erf er e n c e a n d st u d y of 

m ol e c ul ar  s c e n ari o,  c o n v e nti o n al  i n  vitr o  n e ur o n al  c ult ur e  all o ws  r e c o nstr u cti n g 

r a n d o m n et w or ks w hi c h d o n ot m o d el t h e or d erl y a n d d et er mi nisti c ar c hit e ct ur e of br ai n 

n et w or ks. T h er ef or e, t e c h ni q u es t h at e n a bl e t h e c o ntr ol of c o n n e cti o n b et w e e n is ol at e d 

n e ur o ns t o mi mi c t h e r e c o nstr u cti o n of n e ur al n et w or ks h a v e b e c o m e a h ot iss u e i n t his 

fi el d. 

O v er t h e p ast t w o d e c a d es, t e c h ni q u es t o m a ni p ul at e n e ur o n al diff er e nti ati o n i n 

vitr o  h a v e  b e e n  e x p a n di n g.  B ot h  mi cr o p att er ni n g [2 6 2 ] a n d  mi cr ofl ui di c  t e c h ni q u es 

[2 6 3 , 2 6 4 ] w er e s h o w n t o b e p o w erf ul t o ols t o all o w t h e gr o wt h of pri m ar y n e ur o ns i n 
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a c o nstr ai n e d e n vir o n m e nt a n d c o ntr ol t h eir c o m pl e x t o p ol o g y. Bi o c h e mi c al c o nstr ai nts 

li k e  mi cr o c o nt a ct  pri nti n g  t o  pri nt  s u bstr at es  wit h  c ell  a d h esi v e  p ol y-l ysi n e  p att er ns 

h a v e  b e e n  us e d  t o  g ui d e  t h e  n e urit e  e xt e nsi o n  a n d  c o ntr ol  t h e  c o n n e cti o ns  of 

n e ur o ns [2 0 5 , 2 6 5 , 2 6 6 ].  This  h as  b e e n  s u c c essf ull y  us e d  t o  b uil d  or d er e d  n et w or ks 

c o nsisti n g of si n gl e n e ur o ns o n fl at a n d o p e n s u bstr at es. Mi cr ofl ui di c c hi p wit h pr e cis e 

str u ct ur e h as als o b e e n d e v el o p e d as a t o ol all o wi n g m e c h a ni c al c o nfi n e m e nt of a x o n al 

gr o wt h. I ns pir e d b y t h e “ C a m p e n ot c h a m b er ” d e v el o p e d i n t h e l at e 7 0’s, t h e pri n ci pl e 

of mi cr ofl ui di c c ell c ult ur e c h a m b er f or n e ur o ns w hi c h all o ws p h ysi c al s e p ar ati o n of 

a x o ns t er mi n al fr o m t h e s o m ati c c o m p art m e nt w as first d e m o nstr at e d i n t h e l a b or at or y 

of N L J e o n i n 2 0 0 3 [2 0 8 , 2 0 9 ]. I n t h es e st u di es, 2 c ell c ult ur es c h a m b ers s e p ar at e d b y 

a n  arr a y  of  mi cr o -c h a n n els  w hi c h  si z e  is  i nf eri or  t o  n e ur o n al  s o m as  all o ws  n e ur o ns 

s e e d e d i n t h e first c h a m b er t o s e n d t h eir a x o ns al o n g t h e str ai g ht mi cr o c h a n n els t o t h e 

s e c o n d c ell c ult ur e c h a m b er. T h e l a mi n ar fl o w i n c el l c ult ur e c h a m b er a n d h y dr ost ati c 

pr ess ur e  e n c o d e d  b y  t h e  mi cr o c h a n n els  all o ws  s el e cti v e  p erf usi o n  b y  o v er 

pr ess uri z ati o n  of  o n e  of  t h e  2  c h a m b ers.  T his  i n n o v ati v e  d esi g n  h as  b e e n  r a pi dl y 

a d o pt e d  b y  m a n y  n e ur os ci e n c e  l a b or at ori es  a n d  o pti mi z e d  b y  s e v er al  l a b or at ori es 

i n v ol v e d i n mi cr of a bri c ati o n. I n d e e d, b esi d es t h e a d v a nt a g es of t h es e mi cr ofl ui di c c hi ps 

all o wi n g s o m ati c a n d a x o n al s e p ar ati o n, t h es e c hi ps ar e r el ati v el y e as y t o c o nstr u ct i n 

a hi g hl y r e pr o d u ci bl e m a n n er, all o wi n g t h e c o n c e pti o n of si m pl e or c o m pl e x m ultil a y er 

c h a n n el  s yst e ms.  M ost  of  t h e  c hi ps  b ei n g  f a bri c at e d  wit h  a  sili c o n -el asti c  m at eri al 

P D M S  ( m or e  d et ail  wit h  t his  m at eri al  i n  c h a pt er 1. 5. 4 ),  t h e y  e x hi bit e d  e x c ell e nt 

bi o c o m p ati bilit y, o pti c al q u alit y a n d g as  p er m e ati o n.  

T h e  mi cr ofl ui di c  d e vi c e  r e p ort e d  i n [2 0 8 ] pr o vi d e d  t h e  f o u n d ati o n  f or  t h e 

d e v el o p m e nt of br ai n o n a c hi p t e c h n ol o g y, a n d m or e r es e ar c h b as e d o n t h e pri n ci pl es 

of t his c hi p h as e m er g e d o v er t h e y e ars. A m aj or iss u e wit h t h e i niti al d esi g n fr o m t h e 

J e o n’s gr o u p r el at es t o t h e c o ntr ol of n e ur al c o n n e cti o n b et w e e n 2 disti n ct p o p ul ati o ns 

as 2 c ell p o p ul ati o n s e e d e d i n t h e 2 o p p os e d c h a m b ers will c o n n e ct i n a bi dir e cti o n al 

m a n n er. Mi mi c ki n g br ai n p at h w a ys r e q uir es c o ntr olli n g t h e dir e cti o n al gr o wt h of a x o ns 



 

 1 1 6  

t o o bt ai n u ni dir e cti o n al n et w or ks. N ot o nl y t his w o ul d p er mit t o c o nstr u ct d et er mi nisti c 

n et w or ks  c a pt uri n g  s o m e  of  t h eir  i n  vi v o  pr o p erti es  b ut  t his  w o ul d  pr o v e  us ef ul  f or 

m ol e c ul ar  a n d  c ell ul ar  st u di es  e x pl ori n g  n e ur otr o pi c  vir us es  a n d  '' pri o n -li k e'' 

pr o p a g ati o n  al o n g  n er v e  p at h w a ys  (s e e 1. 4. 3. 1 ).  T h e  d esi g n  a n d  r e c o nstr u cti o n  of 

u ni dir e cti o n al n e ur o n al n et w or ks c a n b e s uit a bl e f or st u d yi n g h o w i nf or m ati o n fl o ws 

fr o m  o n e  n e ur o n  t o  t h e  ot h er  ( n e ur o p h ysi ol o g y)  or  e v e nt u all y  t he  w a y  v ari o us  k e y 

pr ot ei ns  i n v ol v e d  i n  N D  s y n dr o m es  pr o p a g at e  al o n g  t h e  n e ur al  n et w or k  ( pl e as e  s e e 

m or e r el at e d k n o wl e d g e i n 1. 2. 2 ). O ur l a b h as p u blis h e d t h e first str at e g y all o wi n g t o 

e asil y  c o ntr ol  n et w or k  t o p ol o g y  i n  vitr o.  T h e  i niti al  s yst e m,  c all e d  “ a x o n al  di o d e ” 

s yst e m ( Fi g ur e 3 0 a) all o ws t o pr o m ot es t o s o m e e xt e n d u ni dir e cti o n al c o n n e cti vit y of 

n e ur o ns  b y  usi n g  f u n n el -li k e  as y m m etri c al  mi cr o c h a n n els  t o  s el e cti v el y  filt er  a x o n 

gr o wt h [2 3 1 ]. T h e pri n ci pl e r eli es o n t h e i n cr e as e d pr o b a bilit y t h at n e ur o ns s e e d e d o n 

t h e wi d e p arts of mi cr o c h a n n els s e n d th eir a x o ns t o t h e o p p osit e c h a m b er c o m p ar e d t o 

n e ur o ns s e e d e d i n fr o nt of t h e n arr o w p art of t h e mi cr o c h a n n els. T h es e t e c h ni q u es h a v e 

b e e n  s u c c essf ull y  us e d  i n  i n  vitr o  st u di es  ai mi n g  at  st u d yi n g  n e ur o n al  n et w or k 

d e v el o p m e nt a n d d ysf u n cti o ns [1 9 3 , 2 3 6 , 2 6 7 , 2 6 8 ], t h us p a vi n g t h e w a y f or m o d elli n g 

n e ur o d e g e n er ati v e s y n dr o m es o n a c hi p.  

 
Fi g u r e 3 0.  M et h o ds f or m e c h a ni c al a x o n g ui d a n c e  i n c o m p art m e nt ali z e d mi cr ofl ui di c a n d c o nstr u cti o n 

of u ni dir e cti o n al n et w or ks . ( a) P e yrin et al. us e f u n n el s h a p e d a x o n al  o ut gr o wt h c h a n n els t o pr ef er e nti all y 

g ui d e a x o ns fr o m o n e c h a m b er t o t h e ot h er ( P e yri n et al., 2 0 1 1). ( b) R e n a ult et al. e x pl oit a n  ar c h s h a p e  

str u ct ur e t o g ui d e t h e a x o n gr o wt h a n d pr o m ot es a “r et ur n ” t o s e n d er aff e ct ( R en a ult et al., 2 0 1 6).  
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W hil e “ a x o n al di o d e ”  str u ct ur es  e n a bl e t o e n h a n c e  dir e cti o n al  c o n n e cti vit y  i n , 

t h e y d o n ot all o w t o e nf or c e f ull dir e cti o n alit y of t h e r e c o nstr u ct e d n et w or ks. I n d e e d, 

w hil e i niti al a x o n al dir e cti o n alit y a p pr o xi m at es  9 0 % i n f or w ar d gr o wt h fr o m e mitti n g 

t o r e c ei vi n g c h a m b ers, wit h i n cr e asi n g ti m e of c ult ur es , a x o ns fr o m n e ur o ns s e e d e d i n 

t h e “ n o n p er missi v e ” c o m p art m e nt c a n r e a c h t o e mitti n g c h a m b ers t h e n l e a di n g t o a 1 0 % 

t o 2 0 % b a c k w ar d gr o wt h.    

I n  or d er  t o  i m pr o v e  t h at  bi as,  st u d yi n g  ho w  a x o ns  gr o w  w h e n  e n c o u nt eri n g  a 

p h ysi c al o bst a cl e, o ur t e a ms d es cri b e d  t h at a x o n, w hi c h t e n ds t o f oll o w w alls, c a n b e 

eit h er d efl e ct e d or g ui d e d b y a n o bst a cl e d e p e n di n g o n t h e c o nt a ct a n gl e b et w e e n t h e 

a x o n a n d t h e o bst a cl e. B as e d o n t his pri n ci pl e, t h e  t e a ms d e v el o p e d a c ur v e d c h a n n el-

s h a p e d  str u ct ur e,  n a m e d  “ Ar c h es ”  str u ct ur e.  ( Fi g ur e  3 0  b) [2 3 8 ].  Usi n g  t h e  ar c h 

str u ct ur e b et w e e n t h e c h a m b ers, it is p ossi bl e f or a x o ns fr o m t h e tr a ns mitti n g c h a m b er 

t o  r e a c h  t h e  r e c ei vi n g  c h a m b er  s m o ot hl y,  w hil e  a x o ns  fr o m  t h e  r e c ei vi n g  c h a m b er 

e n c o u nt er t h e g ui d a n c e of t h e ar c h str u ct ur e, it will f ol d b a c k i nt o t h e r e c ei vi n g c h a m b er, 

t h us a c hi e vi n g a hi g h er u ni dir e cti o n al g ui d a n c e r at e t h a n t h e ori gi n al “ a x o n al di o d e ” 

s yst e m.  F urt h er  i m pr o v e m e nt  of  t h e  filtr ati n g  mi c r o  str u ct ur e d  b arri er  b y  a  tri al  a n d 

err or  pr o c e d ur e  l e d  t o  t h e  g e n er ati o n  of  a  mi cr os yst e m  all o wi n g  f ull  u ni dir e cti o n al 

c o nstr u cti o n of n e ur al n et w or k [2 3 9 ].  

W hil e all o wi n g st u di es r e q uiri n g t h e a bs ol ut e c o ntr ol of a x o n al dir e cti o ns  [2 4 0 ] 

t h e “ c o n v e nti o n al ” mi cr ofl ui di c pl atf or ms us e d f or br ai n c hi p m o d elli n g  h a v e s h o w n 

s o m e li mit ati o ns f or t h e b uil di n g of c o m pl e x n e ur al n et w or ks t h at w o ul d b e c o m p os e d 

of  s e v er al  ( > 2)  “ n o d es ”.  I n  c o n v e nti o n al  c hi p  f a bri c ati o n,  t h e  e ntir e  s urf a c e  of  t h e 

i n c u b ati o n  z o n es,  i n cl u di n g  t h e  mi cr o c h a n n els  a n d  c h a m b ers,  w er e  c o at e d  wit h 

a d h es i v e m ol e c ul es ( us u all y p ol y-l ysi n e). D u e t o t h e us u al wi dt h of , n e ur o n  c h a m b ers 

(a f e w h u n dr e d of mi cr o ns), o nl y a l o w pr o p orti o n of “ e mitti n g ” n e ur o ns will b e a bl e 

t o  s e n d  t h eir  a x o ns  t o  t h e  ( as y m m etri c  or  n ot)  mi cr o c h a n n els  a n d  c o n n e ct  t o  t h e 

r e c ei vi n g  ch a m b ers.  T his  r es ults  i n  a  l o w  r ati o  ( 5 %)  of  c o n n e cti o ns  b et w e e n  t h e 

e mitti n g a n d r e c ei vi n g c h a m b ers, t h us i m p airi n g effi ci e nt a n d c o ntr oll e d m ulti n o d al 
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n et w or ks t o b e r e c o nstr u ct e d. H e n c e, h o w t o effi ci e ntl y g ui d e t h e m aj orit y of a x o ns i n 

t h e e mitti n g c ha m b ers t o c o n n e ct wit h n e ur o ns i n t h e r e c ei vi n g c h a m b er, a n d h o w t o 

s e g m e nt  ar e as  w h er e  n e ur o ns  a d h er e  t o  a c hi e v e  a  hi g h er  d e gr e e  of  n o d e -n et w or k 

str u ct ur e, ar e f urt h er c h all e n g es f or t h e c o nstr u cti o n of n e ur al n et w or ks.  

Ye ars a g o, o ur l a bs d e v el o p e d a t e c h ni q u e c all e d "i n -m ol d p att er ni n g ” (i M P) [2 6 9 ] 

(Fi g ur e 3 1 ), w hi c h i n c or p or at es b ot h mi cr o p att er ni n g a n d mi cr o gr o o v es/mi cr o p o c k ets . 

i M P all o ws p att e r ni n g of p ol y-l ysi n e s p e cifi c all y i nsi d e t h e gr o o v e d str u ct ur e t h er ef or e 

all o wi n g  c o ntr oll e d  a x o n al  g ui d a n c e tr o u g h c h e mi c al  a n d  p h ysi c al  c o nstr ai nts . 

C o m p ar e d t o c o n v e nti o n al mi cr o p att er ni n g of t h e p ol y -l ysi n e al o n e o n fl at s u bstr at u m 

o n t h e o n e h a n d a n d m e c h a ni c al c o nstr ai ns pr o vi d e d b y t h e gr o o v e al o n e o n t h e ot h er 

h a n d, I M P pr o vi d es a b ett er a x o n al c o nstr ai nt o n t h e l o n g t er m wit h m u c h l ess a x o n al 

es c a p e fr o m t h e g ui d es. Yet, i n t h e ori gi n al st u d y, t his t e c h ni q u e h as n ot b e e n us e d t o 

b uil d n e ur al n et w or ks. We t h er ef or e att e m pt e d t o us e t his t e c h ni q u e i n ass o ci ati o n wit h 

ar c h es  str u ct ur e  t o  r e c o nstr u ct  u ni dir e cti o n al,  hi g hl y  n o d al  c o n n e ct e d  n e ur o n al 

n et w or ks i n vitr o.  

 
Fi g u r e 3 1.  i n-M ol d p att er ni n g  (I M P) t e c h ni q u es all o ws t o e n c o d es b ot h m e c h a ni c al a n d c h e mi c al 

c u es t o g ui d e a x o ns i n o p e n ar e as . I M P o ut p erf or ms cl assi c al mi cr o c o nt a ct pri nti n g or m e c h a ni c al 

g ui d a n c e i n m ai nt ai ni n g a x o ns i n s p e cifi c l o c ati o n f or l o n g p eri o d of ti m e (fr o m Ya m a d a et al 2 0 1 6) . 
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First, w e  d esi g n e d  a t h e or eti c al m otif t h at w o ul d all o w t o c o ntr ol t h e c o n n e cti o n 

( or n ot) of 2 n o d es c o m p os e d of 2 disti n ct n e ur o n al p o p ul ati o ns i n a dir e cti o n al m a n n er 

wit h h el p of g ui di n g str u ct ur es e nf or ci n g e xit of t h e a x o ns fr o m t h e first n o d e t o w ar d 

t h e s e co n d n o d e. At t h e mi cr o f a bri c ati o n l e v el, t h e o pti m al pl atf or m s h all  c o m pris e a 

b ott o m l a y er e n c o di n g t h e n e ur o n al cir c uitr y t hr o u g h t h e iM P t e c h ni q u e ( Fi g ur e 3 2 c) 

a n d a n u p p er l a y er all o wi n g fl ui di c is ol ati o n b et w e e n t h e n o d es (Fi g ur e 3 2 b). I n Fi g ur e 

3 2 a , t h e t h e or eti c al m otif d e pi ct e d i n d ar k er bl u e c ol or ar e t h e c ell tr a p pi n g ar e as a n d 

a x o n al  gr o o v es  c o at e d  wit h  p ol y -l ysi n e w hil e  t h e  li g ht er  bl u e  ar e as  r e pr es e nt  fl at, 

u n c o at e d  P D M S . T h e  w hit e  c ol or  pr es e nts  t h e  w alls  of  t h e  t hr e e  s e p ar at e c ult ur es 

c h a m b ers c orr es p o n di n g t o t h e 3 D r e pr es e nt ati o n s h o w n i n Fi g ur e 3 2 b a n d e. T h e o nl y 

c o n n e cti o ns b et w e e n t w o c h a m b ers ar e t h e mi cr o c h a n n els e n c o d e d i n t h e I M P l a y er. 

 
Fi g u r e 3 2.  P ri n ci pl e a n d i m p ort a nt str u ct ur es of t h e “ 2 n o d e ” i n-m ol d p att er ni n g mi cr o -c hi ps. ( a) T h e 

i nt ers e cti o n p oi nt b et w e e n “fi ns ” str u ct ur es ( mi d dl e c h a m b er wit h n e ur o ns i n gr e e n) a n d str ai g ht a x o n al 

mi cr o -gr o o v es s h all all o w p h ysi c al c o nt a ct b et w e e n c orti c al a x o ns (i n r e d) a n d stri at al d e n drit e (i n gr e e n). 

I n pri n ci pl e, t h es e t w o t y p es of n e ur o ns s h o ul d est a blis h s y n a pti c c o n n e cti vit y ar o u n d t h e vi ci nit y of 

“fi ns ” str u ct ur e. T h e p ur p os e of ar c h es -li k e str u ct ur es a n d l o n g er cr o o k e d c h a n n els is t o d ecr e as e stri at al 

n e ur o ns b a c k w ar d gr o wt h. C orti c al a x o ns will t er mi n at e i n t h e c oil e d str u ct ur es. T h e stri at al a x o n will 

t hr o u g h str ai g ht c h a n n el r e a c h t h e ri g ht c h a m b er.  ( b) Gl o b al vi e w of t h e u p p er p art of t h e d e vi c e, w hi c h 

h as t hr e e c o m p art m e nts. ( c) I n -m ol d p att er ni n g l a y er a n d gl ass c o v ersli p as s u bstr at es f or c ell a d h esi o n 

a n d g ui d a n c e. ( d) T h e fi n al a p p e ar a n c e of t h e d e vi c e. ( e) 3 D Dr a wi n g of cr oss -s e cti o n of fi n al c hi ps.  

E a c h mi cr o c hi ps e n c o d es  fi v e 2 n o d es n et w or ks  a n d  f o ur mi cr o c hi ps  ar e arr a n g e d 

i n  o n e l ar g e  mi cr ofl ui di c c hi p ,  t h us  all o wi n g  r e pli c at e d  e x p eri m e nts. T h e  c hi ps 
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f a bri c ati o n f oll o ws t h e pr o c ess d e pi ct e d i n Fi g ur e 3 3 . 

 

Fi g u r e 3 3.  Mi cr of a bri c ati o n  pr o c ess  of 2  n o d es  c hi ps . U p p er p art:  A  sili c o n  w af er  e n c o di n g  t h e 

m a cr o c h a m b er w as pr o d u c e d  b y p h ot olit h o gr a p h y  f oll o w e d b y P D M S s oft lit h o gr a p h y  t o pr o d u c e t h e 

u p p er c h a m b ers . L o w er p art:  T h e i n -m ol d p att er ni n g m otifs  w er e d esi g n e d b y  l as er writ er all o wi n g t o 

pr o d u c e a st a m p . T h e st a m p w as t h e n i n k e d wit h a s ol uti o n of p ol y -l ysi n e t o pr o m ot es P L L a d h esi o n o n 

t h e ar e as of i nt er est.  N e xt,  u n c ur e d  P D M S  w as s pi n c o at e d o n t o p of t h e i n k e d st a m p a n d l et at R T u ntil 

P D M S is c ur e d.  T h e r es ulti n g h y bri d l a y er w as b o n d e d o n t o p of a gl ass c o v ersli p a n d t h e st a m p w as 

r e m o v e d  b y  p e eli n g,  l etti n g  t h e  fi n al,  c o at e d  i M P  l a y er  b o n d e d  t o  t h e  gl ass  c o v ersli p .  Fi n all y, t h e 

m a cr o c h a m b er (tr e at e d b y pl as m a) w as ali g n e d a n d b o n d e d wit h t h e i M P s u bstr at u m.  

U si n g t h e t e c h n ol o g y pr es e nt e d h er e, w e w er e a bl e t o r e c o nstr u ct C orti c o -Stri at al 

n et w or k w h er e s m all p o p ul ati o ns of c orti c al a x o ns ar e u ni dir e cti o n all y c o n n e ct e d, or 

n ot, t o p o c k ets of stri at al n e ur o ns w hi c h its elf s e n d t h eir a x o ns i n a t hir d, fl ui di c all y 

is ol at e d,  c h am b er. A  si m pl e  f u n cti o n al  n e ur al  n et w or k  w as  t h us  r e c o nstr u ct e d.  T h e 

est a blis h m e nt of t his n e ur al n et w or k m a y pr o vi d e a n eff e cti v e m o d el f or s u bs e q u e nt 

st u di es of t h e pr o p a g ati o n of a b n or m all y f ol d e d pr ot ei ns i n n e ur al n et w or ks, mi mi c ki n g 

t h e m e c h a nis ms of dis e as e a n d pr o vi di n g p ot e nti al dr u g s cr e e ni n g f u n cti o ns.  

2. 2  M et h o ds a n d M at e ri als  

2. 2. 1  St r u ct u r e a n d p ri n ci pl e of t h e i n -m ol d p att e r ni n g c hi p s  

 T h e c hi p i n cl u d es m ulti pl e i n d e p e n d e nt n o d es i n t h e s a m e mi cr ofl ui di c c h a m b er 

( b ot h e mitti n g a n d r e c ei vi n g), e a c h e mitti n g n o d e b ei n g c o n n e ct e d t o a r e c ei vi n g o n e. 

T h e  u p p er  l a y er  c o nsists  of  a  l ar g e  c h a m b er  us e d  f or  c ell  d eli v er y  a n d 

c o m p art m e nt ali z e d m e di a r e n e w al. T h e l o w er l a y er c o nsists of a gl ass s u bstr at u m o n 
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t o p of w hi c h a t hi n l a y er ( 7 5 µ m) of P D M S e n c o di n g t h e I MP d esi g n ( 5 µ m d e pt h) is 

b o n d e d.  

T h e mi cr o c hi p d esi g ns c a pit ali z e o n pr e vi o us st u di es s h o wi n g t h at i) b ot h a x o ns 

a n d d e n drit es c a n tr a v el i n mi cr o c h a n n els a n d gr o o v es, c orti c al d e n drit es n ot b ei n g a bl e 

t o gr o w m or e t h a n 4 0 0 µ m. ii) A x o ns ar e g ui d e d b y w alls of mi cr o gr o o v e or c h a n n els 

a n d f oll o ws w alls w hi c h d efl e cti o n a n gl e is n ot m or e t h a n 4 0 °.  

T h e n o d es i n a gi v e n c h a m b er ar e i n d e p e n d e nt a n d d o n ot c o n n e ct t o e a c h ot h er, 

o nl y s h ari n g t h e s a m e c ult ur e m e di u m. T h e n o d es i n diff er e nt c h a m b ers ar e c o n n e ct e d 

b y  mi cr o c h a n n els i n t h e b ott o m t hi n l a y er. T h a n ks t o fl ui di c is ol ati o n t h er e is n o li q ui d 

e x c h a n g e  b et w e e n  t h e  t w o  c h a m b ers,  t h us  all o wi n g  c ell  c ult ur e  m e di u m 

c o m p art m e nt ali z ati o n.  A x o ns  fr o m  n e ur o ns  s e e d e d  i n  t h e  e mitti n g  c h a m b ers will 

e xt e n d i n t h e c ell tr a ps a n d fi n d t h e ar c h e -li k e g ui di n g mi cr o gr o o v es w hi c h r e a c h t h e 

s e c o n d “r e c ei vi n g ” c h a m b er, p ass b y p o c k ets of stri at al n e ur o ns a n d ulti m at el y r e a c h 

a n “i nfi nit e ” cir c ul ar l o o p. O v al s h a p e d c ell p o c k ets i n t h e s e c o n d c ell c ult ur e c h a m b ers 

h a v e 2 mi cr o gr o o v e e xits. T h e first o n e s h all all o w stri at al n e ur o ns t o s e n d t h eir a x o n 

i n a t hir d c ell c ult ur e c h a m b er. T h e s e c o n d o n e is c o nstit ut e d of s m all mi cr o gr o o v es 

c o n n e cti n g t h e c orti c al a x o ns mi cr o gr o o v e tr a cts. C orti c o -stri at al c o n n e cti o n o c c urri n g 

i n fi ns stru ct ur e , t his s h all all o w Stri at al d e n drit es t o e xt e n d t o t h e c orti c al a x o ns’ tr a cts.      

I n a d diti o n, i n d e p e n d e nt n o d es i n t h e e mitti n g c h a m b er n ot b ei n g li n k e d t o a n y 

mi cr o gr o o v e g ui di n g tr a cts h a v e b e e n p ositi o n e d. T h e y s h all e n a bl e m or e “i n d e p e n d e nt ” 

d at a a c q uisiti o n a n d o bs er v ati o n a n d i n cr e as e n u m b er of n e ur o ns s e e d e d i n t h e e mitti n g 

c h a m b er  t h us  i m pr o vi n g  c orti c al  n e ur o ns  s ur vi v al  b y  all o wi n g  c ell  c ult ur e  m e di a 

c o n diti o ni n g b y n e ur o n d eri v e d pr o s ur vi v al f a ct ors.   

2. 2. 2  Mi c r o -C hi p s F a b ri c ati o n  

T h e d esi g ns of e a c h l a y er c hi p p att er ns w er e dr a w n usi n g Cl e wi n 5 s oft w ar e. T h e 

pl asti c  m as ks  wit h  hi g h  r es ol uti o n  of  t h e  d eli v er y  c h a m b er  w er e  pri nt e d  at  I P G G 

Mi cr ofl ui di c pl atf or m.  
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2. 2. 3  T h e p r o c e s s of i n -m ol d p att e r ni n g c hi p s f a b ri c ati o n  

2. 2. 3. 1  T h e sili c o n w af er f or m a cr o -c h a m b er f a bri c ati o n.  

A 4 -i n c h sili c o n w af er w as s pi n-c o at e d wit h 4 ml n e g ati v e p h ot or esist S U -8 2 0 5 0 

( Mi cr o C h e m) at 3 0 0 0 r p m f or t h e 3 0s, t h e n s oft-b a k e d f or 1 mi n at 6 5 ° C a n d f oll o w e d 

b y 6 mi n at 9 5 ° C. Aft er t h e w af er c o oli n g d o w n t o r o o m t e m p er at ur e, it w as e x p os e d 

1 4s u n d er U V li g ht ( MJ B 4 M as k Ali g n er, w a v el e n gt h: 3 6 5 n m, e n er g y: 1 6. 8 m W/ c m 2) 

t hr o u g h  t h e  d eli v er y  c h a m b er  p h ot o m as k.  A n d  t h e n  b a k e d  f or  2 mi n  at  6 5 ° C  a n d 

f oll o w e d b y 7 mi n at 9 5 ° C. T h e m ast er w as d e v el o p e d i n P G M E A at 6 0 r p m f or t h e 

6 mi n a n d dri e d wit h pr ess uri z e d nitr o g e n. A fi n al " h ar d b a k e " w as p erf or m e d f or 5 mi ns 

at 2 0 0 ° C.  

2. 2. 3. 2  T h e sili c o n w af er of I M P tr a p pi n g l a y er  

A 4 -i n c h sili c o n w af er w as s pi n-c o at e d wit h S U -8 2 0 0 5 ( Mi cr o C h e m) at 2 5 0 0 r p m 

f or 3 0s, t h e n s oft -b a k e d f or 2 mi ns at 9 5 ° C. Aft er c o o li n g d o w n t o r o o m t e m p er at ur e, 

t h e w af er w as l o a d e d i n a U V L as er Writ er ( H ei d el b er g µ P G 1 0 1)  t o pr o m ot es l o c al 

S U 8 p ol y m eri z ati o n a c c or di n g t o t h e c hi ps bl u e pri nts . T h e r es ulti n g m ast er w as  p ost -

b a k e d  f or 3 mi ns at 9 5 ° C f oll o w e d b y d e v el o p m e nt i n P G M E A u n d er  6 0 r p m  a git ati o n  

f or 4 5s a n d fi n all y dri e d wit h pr ess uri z e d nitr o g e n. A fi n al h ar d b a k e w as p erf or m e d f or 

5 mi ns at 2 0 0 ° C.  

All  a b o v e  m ast ers’  di m e nsi o n w er e  c h ar a ct eri z e d  b y  a n  o pti c al  pr ofil o m et er 

( Ve e c o W y k o N T 9 1 0 0). 

2. 2. 3. 3  S oft Lit h o gr a p h y  of t h e ( u p p er)  c ell d eli v er y m a cr o c h a m b er a n d I M P st a m p 

f a bri c ati o n 

P ol y di m et h ylsil o x a n e ( P D M S, S yl g ar d 1 8 4, Ells w ort h A d h esi v es) b as e w as mi x e d 

wit h its c uri n g a g e nt as r ati o of 1 0: 1, a n d d e g ass e d u n d er v a c u u m. T h e mi xt ur e w as 

p o ur e d o n t h e sili c o n m ast er s urr o u n d e d b y al u mi ni u m  a n d i n c u b at e d at 7 0 ° C ，  3 h 

f or t h e m a cr o c h a m b er  a n d 2 h f or t h e st a m p. Aft er u n m ol di n g, usi n g t h e 4 m m di m et er 



 

 1 2 3  

p u n c h t o m a k e t h e w ells o n d eli v er y c h a m b er, a n d cl e a ni n g it v er y w ell t o k e e p f or 

c hi ps ass e m bl y.  

2. 2. 3. 4  T h e P L L -FI T C I n k er pr e p ar ati o n  

7 -8 ml of t h e mi x e d p ol y di m et h ylsil o x a n e w er e p o ur e d i n a 5 c m p etri dis h, b a k e d 

i nt o a n o v e n at 7 0 ° C f or 1 0 h o urs, a n d f urt h er c o ol e d d o w n t o t h e r o o m t e m p er at ur e. 

T h e P D M S w as i n c u b at e d wit h 1 0 % s o di u m d o d e c yl s ulf at e ( S D S) s o l uti o n f or 1 5 mi ns, 

ri ns e d wit h w at er a n d f urt h er i n c u b at e d wit h a 1 0 0µ g/ ml P L L -FI T C s ol uti o n f or 1 h. 

T h e i n k e d P D M S w as t h e n dri e d wit h pr ess uri z e d nitr o g e n. T h e dri e d i n k er w as sli c e d 

i n 5 m m * 5 m m s m all s q u ar e bl o c ks.  

2. 2. 3. 5  T h e st a m p f a bri c ati o n of tr a p pi n g s u bs tr at e 

T h e  st a m p  w as  pl a c e d  i n  O 2 pl as m a  m a c hi n e  ( F E M T O,  s ci e n c e,  C Y T E)  wit h 

p att er n  si d e  a b o v e  ( e x p os e d  t o  pl as m a).  Aft er  pl as m a  tr e at m e nts,  t h e  st a m p  w as 

sil a ni z e d  usi n g  ( Tri d e c afl u or o -1, 1, 2, 2 -t etr a h y dr o o ct yl)  tri c hl or osil a n e  ( A B 1 1 1 4 4 4, 

a b cr) f or 3 0 mi ns.  

2. 2. 3. 6  I M P l a y er tr a p pi n g s u bstr at e f a bri c ati o n 

T h e st a m p w as i m m ers e d i nt o 1 0 % S D S s ol uti o n f or 3 0 mi n, ri ns e d a n d dri e d wit h 

pr ess uri z e d nitr o g e n. N e xt, t h e st a m p w as i n k e d wit h p ol y -l ysi n e b y g e ntl y c o nt a ct wit h 

t h e dri e d i n k er wit h o ut a n y pr ess ur e. T h e n t h e i nk e d st a m p w as s pi n c o at e d wit h fr es h 

P D M S at 1 0 0 0r p m f or 4 5s, a n d b a k e d at 7 0 ° C f or 7 5 mi ns t o pr o m ot e P D M S c uri n g.  

Gl ass c o v ersli p w er e cl e a n e d wit h is o -pr o p a n ol, tr e at e d wit h pl as m a a n d att a c h e d 

t o t h e I M P st a m p. Aft er 5 mi ns of c o nt a ct, t h e st a m p w as p e el e d off, g e n er ati n g a fi n al 

I M P b ott o m l a y er r e a d y f or f urt h er ass e m bl y wit h t h e t o p d eli v er y c h a m b er.  

2. 2. 3. 7  C hi ps ass e m bl y  

T h e c ell d eli v er y m a cr o c h a m b er w as tr e at e d i n a pl as m a o v e n a n d i m m e di at el y 

( n ot m or e t h a n 1 0s) m a n u all y ali g n e d a n d b o n d e d wit h t h e I M P l a y er, a n d pr ess e d f or 
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b o n di n g f or a p pr o xi m at el y 3 0s. Fi n al mi cr o -c hi ps w er e t h e n i m m e di at el y fill e d wit h 

P B S t hr o u g h t h e p u n c h e d r es er v oirs ( a p pr o pri at e li q ui d fl o w i n c h a m b er is m o nit or e d 

b y  e y es  t h us  e ns uri n g  t h e  d e vi c e  h y dr o p hil y  is  a d e q u at e  f or  f urt h er  bi ol o gi c al 

e x p eri m e nts.  T h e  fi n al  mi cr o c hi ps  ar e  k e pt  i n  5 c m  p etri  dis h,  st erili z e d  wit h  U V 

ill u mi n ati o n, c o v er e d a n d s e al e d f or st or a g e i n a fri d g e u ntil us e.   

2. 2. 4  T h e p r e p a r ati o n of p ri m a r y n e u r o n s c ell s u s p e n si o n  

E 1 4 Pr e g n a nt W T S wiss mi c e w er e p ur c h as e d fr o m J a n vi er L a b ( L e G e n est S ai nt 

Isl e, Fr a n c e) a n d s a crifi c e d t h e d a y of d eli v er y f or n e ur o n al c ult ur es. T h e C 5 7 B L/ 6J 

t d T o m at o  a n d  G F P  m o us e  li n es  w er e  s u p pli e d  b y  I nstit ut  C uri e  a ni m al  f a cilit y. T h e 

st u d y w as c arri e d o ut i n a c c or d a n c e wit h E ur o p e a n C o m m u nit y g ui d eli n es o n t h e c ar e 

a n d us e of l a b or at or y a ni m als: 8 6/ 6 0 9/ E E C, a n d t h e st a n d ar d et hi c al g ui d eli n es of l o c al 

i nstit uti o ns at S or b o n n e U ni v ersit y. 

C orti c al a n d stri at al r e gi o ns of E 1 4 e m br y os of W T S WI S S m o us e (J a n vi er L a bs), 

C 5 7 B L/ 6J  t d T o m at o  m o us e  a n d  G F P  m o us e  w er e  mi cr o -diss e ct e d  u n d er  t h e 

mi cr os c o p e i n t h e c ol d G e y's b al a n c e d s alt s ol uti o n ( G B S S) s u p pl e m e nt e d wit h 0. 1 % 

gl u c os e ( w/ v). C orti c al a n d stri at al diss e ct e d str u ct ur es w er e s e p ar at el y ri n c e d 2 ti m es 

wit h  G B S S . C orti c es  w er e  i n c u b at e d  at  3 7  ° C  wit h  5 ml  of  5 m g/  m L  p a p ai n  ( Si g m a 

7 6 2 2 0)  i n  D ul b e c c o’s  M o difi e d  E a gl e  M e di u m  ( D M E M,  T h er m ofis h er  3 1 9 6 6  0 2 1) 

s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0 u nits/ m L p e ni cilli n -str e pt o m y ci n f or 8 mi n. P a p ai n w as t h e n 

i n a cti v at e d b y a d di n g 5 0 0µ l of F et al B o vi n e S er u m ( F B S, G E H ealt h c ar e), f oll o w e d b y 

2  mi ns  i n c u b ati o n  at  r o o m  t e m p er at ur e.  Br ai n  tiss u e  w as  all o w e d  t o  s e di m e nt  a n d 

diss o ci ati o n  m e di u m  w as  r e m o v e d  a n d  r e pl a c e d  b y  5 ml  of  fr es h  D M E M  c o nt ai ni n g 

2 0 ul  of  d e o x yri b o n u cl e as e  ( D N As e,  Si g m a  D 5 0 2 5).  T h e  tiss u e  w as  m e c h a ni c all y 

diss o ci at e d b y pi p etti n g. F oll o wi n g a si mil ar pr o c e d ur e, stri at al tiss u e w as i n c u b at e d 

wit h  2 ml  G B S S  s u p pl e m e nt e d  wit h  1 m L  of Tr y psi n -E D T A  at  r o o m  t e m p er at ur e  f or 

1 0 mi ns.  Tr y psi n  w as  t h e n  i n a cti v at e d  b y  a d di n g  1 ml  D M E M,  3 0 0 ul  F B S  a n d  2 0 ul 

D N As e.  T h e  stri at a  w er e  t h e n  m e c h a ni c all y  diss o ci at e d  b y  pi p etti n g.  C orti c al  a n d 
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stri at al  n e ur o ns  w er e  r e c o v er e d  b y  c e ntrif u g ati o n  ( 8 0  g,  7  mi n)  a n d  c o u nt e d  wit h  a 

M al ass e z  c o u nti n g  d e vi c e.  N e ur o ns  w er e  r es us p e n d e d  at  fi n al  c o n c e ntr ati o n  i n 

N e ur o b as al  c o m pl et e  c ult ur e  m e di u m  c o nt ai ni n g  5 %  F B S  a n d  2 %  B 2 7  n e ur al 

s u p pl e m e nt e d  (I n vitr o g e n).  Fi n al  c o n c e ntr ati o n  f or  C orti c al  c ell  s us p e nsi o ns  w as  3 0 

milli o n c ells p er millilit er , a n d t h e stri at al c ells s us p e nsi o ns w as 2 0 M/ ml. 

2. 2. 5  C ell s e e di n g a n d c ult u ri n g  

T h e mi cr o -c hi ps w er e st erili z e d b y U V li g ht ( 1 5 mi ns) b ef or e t o o k t o c ell c ult ur e 

r o o m.  P B S  w as  r e m o v e d  fr o m  mi cr o-c hi ps  r es er v oirs.  6 µl  of  c orti c al  n e ur o ns  c ell 

s us p e nsi o n w er e i ntr o d u c e d i n t h e u p p er w ells of e mitti n g (l eft) c h a m b er. 6 ul of stri at al 

n e ur o ns c ell s us p e nsi o n w er e i ntr o d u c e d i n t h e u p p er w ells of t h e mi d dl e c h a m b er, a n d 

t h e ri g ht c h a m b ers w er e fill e d wit h 6 µl of c ult ur e m e di a wit h n o c ells. T h e s e e d e d c ells 

fl o w i nt o t h e c ell c ult ur e c h a m b er fr o m u p p er t o l o w er w ell a n d r a pi dl y s ettl e d o n t h e 

c ell c ult ur e (I M P) s u bstr at u m. S e e d e d s us p e nsi o n l et t o s ettl e f or 2 5 mi ns p er mit str o n g 

a d h esi o n t o t h e I M P P L L ar e a , t h e n o n-a d h er e nt  c ells w er e r e m o v e d b y fl o wi n g fr es h 

c ell c ult ur e m e di u m i n t h e d e vi c es . Aft er  filli n g t h e mi cr o c hi ps r es er v oir wit h c o m pl et e 

m e di u m, c hi ps w er e pl a c e d  i n a n i n c u b at or at 3 7 ° C wit h 5 % C O 2 f or l o n g t er m c ult ur e. 

I n or d er t o a v oi d e v a p or ati o n of m e di a fr o m t h e r es er v oir, w at er w as pl a c e d i n t h e 6 c m 

h ol di n g p etri dis h es. 2 4 h o urs aft er s e e di n g, i niti al c ell c ult ur e m e di a w as r e pl a c e d b y 

F B S  fr e e  N e u r al  b as al  m e di u m  c o nt ai ni n g  2 % B 2 7.  T h e  m e di u m  w as  h alf-c h a n g e d 

e v er y 6 -7 d a ys.  

2. 2. 6  Li v e -I m a gi n g of  C al ci u m a cti vit y  

C orti c o Stri at al n et w or ks w er e r e c or d e d f or c al ci u m tr a nsi e nts aft er 1 2 t o 1 4 d a ys 

of  c ult ur e.  T o  st art  c al ci u m  li v e -i m a gi n g  r e c or di n g,  t w o  b uff er  s h o ul d  b e  pr e p ar e d 

b ef or e  e x p eri m e nts [2 3 5 ].  R e c or di n g  (ri nsi n g)  b uff er  pr e p ar ati o n  c o m p os e d  of  N a Cl 

1 1 6  m M, K Cl 5. 4  m M, M g S O 4 0. 8  m M, C a Cl 2 1. 8  m M, N a H 2 P O 4 1. 3  m M, Gl u c os e 

1 0  m M, H e p es 1 0  m M, bi c ar b o n at e 2 5  m M, gl y ci n e 1 0  µ M diss ol v e d i n st eril e w at er. 

L o a di n g b uff er pr e p ar a ti o n: r e c or di n g b uff er s u p pl e m e nt e d wit h 2  µ M Fl u o-4 c al ci u m 
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i n di c at ors a n d 1/ 1 0 0 0 dil uti o n of a 2 0 % pl ur o ni c F 6 8 a ci d diss ol v e d i n st eril e w at er. 

T h e l o a di n g b uff er s h o ul d b e fr es hl y m a d e f or e a c h e x p eri m e nt.  

W h e n t h e c ell c ult ur es ar e m at ur e f or r e c or di n g c ell c ult ur e m e di u m w as g e ntl y 

r e m o v e d wit h a pi p ett e, a n d n et w or ks w er e w as h e d wit h ri nsi n g b uff er. N et w or ks w er e 

t h e n  i n c u b at e d  wit h  l o a di n g  b uff er  f or  1 0 mi ns  at  3 7  ° C,  5 %  C O 2  e n vir o n m e nt. 

N et w or ks  w er e  t h e n  w as h e d  wit h  r e c or di n g  b uff er,  a n d  r e c or d e d u n d er  a n  i n v ert e d 

e pifl u or es c e n c e mi cr os c o p e ( Z eiss A xi o -o bs er v er, 5 X or 2 0 X o bj e cti v e, C o ols n a p H Q 

C D D c a m er a). Ar e as of i nt er est w er e s el e ct e d wit h a 5 x o bj e cti v e a n d ti m e l a ps i m a gi n g 

w as r e c or d e d at a 5 0 0 ms fr a m e r at e ( 0. 5 H z) wit h a 2 0 0 ms a c q uisiti o n ti m e. M o vi es 

w er e a c q uir e d s o t h at b ot h e mitti n g a n d r e c ei vi n g c h a m b ers c o ul d b e r e c or d e d at t h e 

s a m e ti m e all o wi n g f urt h er a n al ysis f or i ntr a n o d e s y n c hr o n o us a cti vit y.  

2. 2. 7  C al ci u m a cti vit y a n al y sis b y Fl u o r o S N N A P s oft w a r e  

T h e d at a  (i m a g es st a c ks) w er e pr o c ess e d u n d er M A T L A B e n vir o n m e nt b y usi n g 

Fl u or es c e n c e  Si n gl e  N e ur o n  a n d  N et w or k A n al ysis  P a c k a g e  ( Fl u or o S N N A P,  Ta p a n 

P at el,  U ni v ersit y  of  P e n ns yl v a ni a) [2 7 0 ].  F oll o wi n g  t he  Fl u or o S N N A P  us er  g ui d e . 

Bri efl y R. O.I’s r e pr es e nti n g e ntir e n o d es w er e a ut o m ati c all y s el e ct e d a n d v ari ati o n i n 

Fl u o 4 fl u or es c e nt si g n al i nt e nsit y w as q u a ntifi e d o v er ti m e. T his g e n er at e d r a w c al ci u m 

tr a c es  t h at  w er e  f urt h er  n or m ali z e d  t hr o u g h  t h e  us e  of Fl u or o S N A P P  i nt er n al  d F/ F 0 

i nt er n al f u n cti o ns. B ursti n g p e a ks w er e t h e n is ol at e d b y s el e cti n g u p st at es t h at w er e 

hi g h er t h a n 3 st a n d ar d d e vi ati o ns  o v er n ois e, all o wi n g r ast er pl ot r e pr es e nt ati o n.    

2. 2. 8  I m m u n ofl u o r e s c e n c e st ai ni n g a n d i m a gi n g  

C ell c ult ur e m e di u m w as r e m o v e d a n d r e pl a c e d b y 4 % p ar af or m al d e h y d e ( P F A, 

El e ctr o n Mi cr os c o p y S ci e n c e) a n d 4 % s u cr os e ( Si g m a) diss ol v e d i n p h os p h at e b uff er e d 

s ali n e ( P B S, T h er m o Fis h er) f or 1 5 mi ns at r o o m t e m p er at ur e. Aft er ri nsi n g wit h P B S, 

t h e c hi ps i n c ub at e d wit h 1 % b o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A, Si g m a) a n d 0. 2 % Trit o n X -

1 0 0 ( Si g m a) P B S s ol uti o n f or 4 5 mi ns t o all o w b ot h s at ur ati o n a n d p er m e a bili z ati o n. 

Aft er r e m o vi n g t h e s at ur ati o n s ol uti o n pri m ar y a nti b o di es dil ut e d ( 1/ 5 0 0 i n 1 % B S A 
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P B S  s ol uti o n  w as  i ntr o d u c e d.  T h es e  pri m ar y  a nti b o di es  w er e  a nti -mi cr ot u b ul e 

ass o ci at e d pr ot ei n 2 ( M A P 2, I g G 1, si g m a, M 4 4 0 3), a nti -β -T u b uli n Is ot y p e III ( T U B B 3, 

I g G 2 b, si g m a, T 5 0 7 6), B ass o o n  (I g G 2 a, A b c a m, S A P 7 F 4 0 7), H o m er 1(I g G 1, S y n a pti c 

S yst e m, 1 6 0 0 1 1),  V G L U T 1  ( R a b bit,  S al a  El  M e sti k a wi's  l a b) ,  a n d  P h os p h o-p 4 4/ 4 2 

M A P K ( Er k 1/ 2, R a b bit, C ell Si g n alli n g  Te c h n ol o g y, 4 3 7 0) . C hi ps w er e c o v er e d wit h 

al u mi ni u m  f oil a n d i n c u b at e d at ( 4 ° C) o v er ni g ht. Mi cr o c hi ps w er e t h e n w as h e d wit h a 

P B S  ri nsi n g  st e p  a n d  f urt h er  i n c u b at e d  wit h  s p e ci es  s p e cifi c  s e c o n d ar y  a nti b o di es 

dil ut e d at 1/ 5 0 0 i n 1 % B S A P B S s ol uti o n f or 4 5 mi n at R T. T h es e s e c o n d ar y a nti b o di es 

ar e c orr es p o n di n g wit h is ot y p e of pri m ar y a nti b o di es, w hi c h c o nj u n ct t o Al e x a Fl u or 

3 6 5, 4 8 8, 5 5 5 or 6 3 3 ( T h er m o Fis h er).  I n or d er t o pr o b e c ell n u cl ei, H o e c hst ( Si g m a, 

3 3 3 4 2)  c a n  b e  a d d e d  t o  s e c o n d ar y  a nti b o di es  s ol uti o n  wit h  1/ 5 0 0 0  dil uti o n.  Aft er 

ri nsi n g b y D P B S, t h e c hi ps w er e i m a g e d b y a n A xi o-o bs er v er Z 1 ( Z eiss) fl u or es c e n c e 

mi cr os c o p e,  w hi c h  e q ui p p e d  wit h  a  C C D  c a m er a  ( C o ols n a p H Q 2,  R o p ert  S c i e ntifi c) 

t hr o u g h a 5 X, 2 0 x, a n d 6 3 x o bj e cti v es a n d w as c o ntr oll e d vi a M et a m or p h s oft w ar e. All 

i m a gi n g d at a w er e pr o c ess e d usi n g Fiji[2 7 1 ] I m a gi n g s oft w ar e. T h e c hi ps w er e st or e d 

at 4 ° C i n P B S s ol uti o n c o nt ai ni n g 0. 1 % a zi d e b ef or e e v e nt u al a n al ysis.  

2. 3  R es ults  

2. 3. 1  T h e P L L -F I T C i n ki n g a n d c ell t r a p pi n g p e rf o r m a n c e  

2. 3. 1. 1  T h e p ol y -l ysi n e p att er ni n g of t h e I M P c ell tr a p pi n g l a y er a n d c ell c a pt ur e i n 

t h e i niti al 2 h o urs  

T o st u d y t h e r es ults of mi cr of a bri c ati o n pr o c ess a n d I M P p att er ni n g effi ci e n c y, w e 

us e d  fl u or es c e ntl y l a b ell e d P L Ls  d uri n g  t h e  I M P  l a y er  f a bri c ati o n.  Aft er  f ull  c hi p 

ass e m bl y,  mi cr os c o p e  i m a gi n g  s h o w e d  t h e  distri b uti o n  of  P L L  p att er ns  i n  t h e  c hi ps 

(Fi g ur e 3 4 ). A l o n g tri al a n d err or o pti mi z ati o n pr o c ess of t h e I M P p att er ni n g t e c h ni q u e 

l e d t o t h e v ali d ati o n of st a bl e pr ot o c ol all o wi n g r e pr o d u ci bl e pr o d u cti o n of mi cr oc hi ps. 

T h e  r es ults  d e m o nstr at e d  t h at  t h e  p att er ns  ar e w ell  d efi n e d a n d  ar e  als o  i nt a ct  f or 

r el ati v el y n arr o w mi cr o c h a n n els. T h e c o m pl e xit y of t h e o pti mi z ati o n is u n d erli n e d b y 
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t h e f a ct t h at r es ol uti o n of p att er ns r a n g es fr o m 5 µ m ( mi cr o gr o o v es) t o 3 0 0 0 µ m (so m e 

l ar g e  c ell  c ult ur e  p o c k ets)  a n d  t h at  s e v er al  i n d e p e n d e nt  n et w or ks  ar e  p att er n e d  i n  a 

si n gl e  mi cr o -c hi p  ( Fi g ur e  3 4 d). Fi g ur e  3 4  s h o ws  r e pr es e nt ati v e  i m a g e  of  c hi ps 

pr o d u c e d wit h o pti mi z e d pr ot o c ol. O v er all, o ur I M P p att er ni n g pr ot o c ol all o ws g o o d 

a n d h o m o g e n o us P L L p att er ni n g i n all t h e ar e a of i nt er est wit h b ar el y n o i nt err u pti o n 

of t h e P L L p att er n . D u e t o s o m e a m o u nt of P L L w as i ns ert i nt o P D M S b y s pi n ni n g 

c o ati n g pr o c ess, t h us FI T C -P L L si g n al i nt e nsit y w as n ot m e as ur e d .  Fi g ur e 3 4 e a n d f 

s h o w  c orti c al  n e ur o ns  a n d  stri at al  n e ur o ns  s e e di n g  2  h o urs  aft er  s e e di n g  pri m ar y 

n e ur o n al c ells i n c hi ps.   

 
Fi g u r e 3 4.  I M P  l a y er  Fl u or es c e nt  P L L P att er n  a n d  C ell  tr a p pi n g effi ci e n c y.  ( a) Mi cr o gr a p h  of  a 

c o m pl et e  mi cr o c hi p  e n c o di n g  5  mi ni m alisti c  n et w or ks . ( b) Hi g h er  m a g nifi c ati o n  pi ct ur e  of  a  si n gl e 

mi ni m alisti c i M P n et w or k  (c -d) L eft, m a g nifi c ati o n of e mitti n g n o d es. Ri g ht, M a g nifi c ati o n of R e c ei vi n g 

n o d es,  t h e  u p p er  o n e  b ei n g  c o n n e ct e d  t o  t h e  a x o n al  gr o o v es  ori gi n ati n g  fr o m  t h e  e mitti n g  n o d e . ( e) 

Fr es hl y diss o ci at e d c orti c al n e ur o ns s e e d e d i n t h e e mitti n g  c h a m b er aft er 2 h o urs. (f) Fr es hl y diss o ci at e d 

stri atal  n e ur o ns s e e d e d  i n t h e r e c ei vi n g c h a m b er aft er 2 h o urs.   

2. 3. 1. 2  C ells  tr a p pi n g effi ci e n c y  a n d fi n al c ell  d e nsit y  i n e mitti n g  a n d  r e c ei vi n g  

c h a m b e rs.  

I n or d er t o esti m at e t h e effi ci e n c y of I M P pr ot o c ol o n l o c al c ell tr a p pi n g i n t h e 

ar e as  of  i nt er est,  t h e  n u m b er  of  c ells  w hi c h  a d h er e d  i n  t h e  e mitti n g  a n d  r e c ei vi n g 

1 0 0 0 u m 4 0 0 u m

1 5 0 u m 1 5 0 u m

2 0 0 u m

4 0 0 u m

a b

c d

e f

P L L -FI T C

P L L -FI T C P L L -FI T C

P L L -FI T C
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c h a m b ers  w er e  q u a ntifi e d  aft er  s e e di n g  wit h  n e ur al  pri m ar y  c ells  f or  2  h o urs.  E a c h 

mi cr o -c hi p c o nt ai n e d  1 1  i n di vi d u al c orti c al tr a ps (6  n o n c o n n e ct e d a n d 5 c o n n e ct e d) 

a n d 1 0 stri at al p o c k ets, c o nstit uti n g 5 i n di vi d u al mi ni m alisti c c orti c o -stri at al n et w or ks 

( e a c h  c orti c al  p o c k ets  li n ki n g  or  n ot  2  stri at al  p o c k ets). We  t h er ef or e  q u a ntifi e d  t h e 

tr a p pi n g  effi ci e n c y  i n  e a c h  si n gl e  n o d e.  T h e  effi ci e n c y  of  c ells  b ei n g  c a pt ur e d  f or 

c orti c al a n d stri at al n e ur o ns w er e  8 6. 3 6 % a n d 8 7. 8 % r es p e cti v el y ( Fi g ur e 3 5 a) ( > 1 0 

i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts). I n r o uti n e e x p eri m e nts a m e a n of 2 6 0  (r o u n d-li k e tr a ps) a n d 

2 2 0 (s q u ar e tr a ps) c orti c al n e ur o ns w er e s e e d e d i n e a c h tr a p w hil e a m e a n of  2 2 3 stri at al 

c ells a d h er e d i n  t h e  p air  of  r e c ei vi n g  c h a m b ers (Fi g ur e  3 5 b). T h e  fi n al  tr a p p e d  c ell 

d e nsit y w as c orr el at e d wit h t h e i niti al s e e di n g c o n c e ntr ati o n . H e n c e , f or f urt h er us e, t h e 

s e e di n g  c o n c e ntr ati o ns  w er e  fi x e d  at  3 0  milli o n/ ml  f or  e mitti n g  c h a m b er 

( c orr es p o n di n g t o 3 3 c ells p er 1 × 1 0 4 µ m 2  of r o u n d -li k e tr a ps a n d 3 5 c ells p er 1 × 1 0 4 

µ m 2  of s q u ar e tr a ps ), a n d 2 0 milli o n/ ml f or r e c ei vi n g c h a m b er (3 5 c ells p er 1 0 0 0 0 µ m 2  

of elli ps oi d al tr a ps ) (Fi g ur e 3 5 c) .  

 

Fi g u r e 3 5.  C ell  tr a p pi n g  q u a ntifi c ati o n  a n d  c ell  d e nsit y  i n  e a c h  c h a m b er 2  h o urs  aft er  s e e di n g .  ( a) 

P er c e nt a g e of br ai n c ells tr a p p e d i nsi d e P L L c o at e d ar e as ( d ar k gr e y) v ers us o utsi d e t h e P L L ar e as (li g ht 

a

b

c
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gr e y) .  ( b-c) Q u a ntifi c ati o n  of  fi n al  c ell  d e nsit y  ( b)  a n d  c ell  n u m b er/tr a p  ( c)  i n  tr a ps  l o c at e d  i n  b ot h 

e mitti n g a n d r e c ei vi n g c h a m b ers .  

2. 3. 2  T o p o g r a p h i c al c o nt r ol of r e c o n st r u ct e d n e u r al n et w o r k  

2. 3. 2. 1  A x o n g ui d a n c e a n d tr a ci n g  

Aft er  3  t o  4  d a ys  i n  vitr o,  n e ur o ns  p ositi o n e d  i n  t h e  tr a ps  a n d  h a v e  e xt e n d e d 

d e n drit es a n d gr o wi n g a x o ns. I n or d er t o vis u ali z e t h e w h ol e n e ur o n al ar c hit e ct ur e  of 

t h e  r e c o nstr u ct e d  n et w or ks, c orti c al  a n d  stri at al  n e ur o ns  fr o m fl u or es c e nt T o m at o 

tr a ns g e ni c mi c e w er e s e e d e d i n t h eir r es p e cti v e c h a m b ers. As s h o w n i n  Fi g ur e 3 6  b ot h 

n e ur o ns a n d gr o wi n g a x o n ar e w ell c o nfi n e d b y t h e tr a ps a n d t h at a x o ns t e n ds t o f oll o w 

t h e  w alls/ e d g e  of  t h e  c ell  c ult ur e  tr a ps.  N e urit es  fi n all y  e nt er e d  t o  t h e  e xiti n g 

mi cr o gr o o v es.  I m p ort a ntl y  n o  a x o n  es c a p e d  als o  fr o m  t h e  tr a ps  a n d  g ui di n g  mi cr o -

gr o o v es. T h e fi ns str u ct ur e i n t h e r e c ei vi n g c h a m b er e n c o d es a c ur v e d mi cr o gr o o v e t h at 

li n ks stri at al  p o c k ets  t o  c orti c al  a x o n al  gr o o v es. As  s h o w n  i n Fi g ur e  3 6 c  t h e  c ur v e d 

''fi ns'' effi ci e ntl y g ui d es t h e stri at al n e urit e t o t h e a x o n al gr o o v es. T h e s e c o n d e xit of 

stri at al p o c k ets is a str ai g ht mi cr o gr o o v e t h at r e a c h t h e 3t h d c ell c ult ur e c h a m b er w hi c h  

is  pr o gr essi v el y  i n v a d e d  b y  t h e  e xt e n di n g  n e urit es  fr o m  t h e  stri at al  n e ur o ns  (Fi g ur e 

3 6 d).  

 

Fi g u r e 3 6.  R e pr es e nt ati v e i m a g e of t d T o m at o fl u or es c e nt c orti c al n e ur o ns  s e e d e d i n  t h e e mitti n g n o d es 

( a); a n d t d T o m at o fl u or es c e nt stri at al n e ur o ns s e e d e d i n t h e r e c ei vi n g n o d es aft er 6 DI V  ( b, c, d).  N ot e  

t h at n e urit es ar e stri ctl y c o nfi n e d i n t h e tr a ps of e mitti n g ( a) a n d r e c ei vi n g c h a m b ers ( b) wit h n e urit es 

b ei n g g ui d e d b y “fi n ” st r u ct ur es ( c) a n d a x o n al tr a cts  ( d).  

2. 3. 2. 2  T h e e n c o u nt er of t w o gr o u ps of n e ur o ns  

We r e c or d e d a x o n al o ut gr o wt h  b et w e e n 4 d a ys a n d 6 d a ys i n vitr o. St arti n g fr o m 

2 0 0 u m 5 0 u m 1 0 0 u m 1 0 0 u m

t d T o m at o - n e ur o n t d T o m at o - n e ur o n t d T o m at o - n e ur o n t d T o m at o - n e ur o n

E mitti n g c h a m b er R e c ei vi n g c h a m b er ( c o n n e ct e d) R e c ei vi n g c h a m b er ( u n c o n n e ct e d) 
a. b. c. d.
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5 DI V, ar c h str u ct ur es ar e pr o gr essi v el y i n v a d e d b y a x o ns ori gi n ati n g fr o m t h e c orti c al 

p o c k ets ( Fi g ur e 3 7 ) wit h b ar el y n o es c a p e of c orti c al a x o ns fr o m t h eir i niti al p o c k et. 

Aft er 6 DI V c orti c al a x o ns b u n dl es c o nstr ai n e d i n t h e mi cr o gr o o v es r e a c h t h e ar e a of 

stri at a l p o c k ets aft er w hi c h t h e y p ass b y t h at ar e a a n d k e e p gr o wi n g t o w ar d t h e cir c ul ar 

“i nfi nit e ”  wr a p pi n g  ar e a.  A n al ysis  of  s e v er al  n et w or ks  s e e d e d  wit h  T d  T o m at o 

tr a ns g e ni c n e ur o ns s h o ws e x c ell e nt a x o n al c o nfi n e m e nt i n t h e a x o n al gr o o v es wit h n ot 

es c a p e u p t o  2 w e e ks i n vitr o. O n t h e ot h er h a n d, stri at al n e ur o ns ar e w ell c o nfi n e d i n 

t h e stri at al p o c k ets a n d effi ci e ntl y s e n d n e urit es t o t h e a x o n al gr o o v es as w ell as a x o ns 

( > 4 0 0 µ m l e n gt h) i n t h e 3t h d c ell c ult ur e c h a m b er.   

 
Fi g u r e 3 7.  Pr o gr essi v e a x o n al i n v asi o n of t d T o m at o fl u or es c e nt c orti c al a x o ns tr o u g h “ ar c h ” g ui di n g 

str u ct ur es b et w e e n DI V 4 ( u p p er) a n d DI V 6 (l o w er ).  

2. 3. 2. 3  T h e t o p o gr a p h y of a x o n c o nfi n e m e nt i n m at ur e n et w or k  

错 误错 误 !未 找 到 引 用 源 。未 找 到 引 用 源 。  b el o w s h o ws s e v er al mi cr o -n et w or ks gr o w n i n t h e s a m e 

c hi ps aft er 1 3 d a ys i n Vitr o. N et w or ks w er e st ai n e d wit h β -III-t u b uli n, hi g hli g hti n g t h e 

a x o n al c o m p art m e nts.  

Fiji - fir e

t d T o m at o - n e ur o n

t d T o m at o n e ur o n 4 DI V i n vitr o 

2 0 0 µ m

t d T o m at o - n e ur o n

1 0 0 µ m

t d T o m at o - n e ur o nFiji - fir e

t d T o m at o n e ur o n 6 d a y s i n vitr o 

2 0 0 µ m
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Fi g u r e 3 8.  R e pr es e nt ati v e i m a g e of a f ull s c a n of a si n gl e d e vi c e e n c o di n g 5 mi ni m alisti c n et w or ks  

s e e d e d wit h G F P fl u or es c e nt c orti c al a n d stri at al n e ur o ns aft er 1 3 DI V.   

2. 3. 2. 4  Q u a ntifi c ati o n of t o p o gr a p hi c al distri b uti o n of n e urit i c e xt e nsi o ns i n v ari o us 

ar e as of t h e mi cr o c hi ps  

F or a t w o -n o d e n e ur al n et w or k, t h e u ni dir e cti o n alit y of t h e n e ur al n et w or k is a n 

i m p ort a nt as p e ct. We t h er ef or e u n d ert o o k si n gl e-c h a m b er s e e di n g t o e v al u at e t h e p at hs 

distri b uti o n of c orti c al a n d stri at al e xt e nsi o ns i n t h e g ui di n g tr a c ks, a n d t h er ef or e ass ess 

t h e eff e cti v en ess of t h e p att er n i n g ui di n g a x o n gr o wt h t o t h eir e x p e ct e d l o c ati o n.  

Q u a ntifi c ati o n  of  A nt e r o g r a d e  C o rti c al  s h o oti n g  t o w a r d  st ri at al  p o c k ets. 

Aft er t w o w e e ks of c ult ur es , a ti m e b y w hi c h c orti c al a x o ns h a v e r e a c h e d t h e cir c ul ar 

“i nfi nit e ” l o o p, c orti c al  n e ur o ns s e e d e d i n t h e e mitti n g c h a m b er w er e fi x e d a n d st ai n e d. 

As d es cri b e d e arli er, b ef or e r e a c hi n g t h e fi n al l o o p ar e a, e a c h c orti c al p at h p ass es  b y 2 

p o c k ets of stri at al n e ur o ns o n e c o n n e ct e d t hr o u g h “fi ns ” str u ct ur e t o a x o n al gr o o v e a n d 

o n e u n c o n n e ct e d r e c ei vi n g tr a p. Q u a ntifi c ati o n of  c orti c al a x o n al l o c ati o n at t h e vi ci nit y 

of t h e stri at al tr a ps c o n n e ct e d t o t hr o u g h “fi ns ”  t o t h e stri at al tr a ps s h o ws t h at 2 3 .3 3 % 

of stri at al tr a ps w er e i n v a d e d b y c orti c al a x o ns a n d 7 6. 6 7 % of t h e m di d n ot c o nt ai n a n y 

c orti c al m at eri al, wit h c orti c al a x o ns b ei n g c o nfi n e d i n t h eir gr o o v es u p t o t h e t wi ni n g 
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 1 3 4  

Q u a ntifi c ati o n  of  R et r o g r a d e  St ri at al  s h o oti n g  t o w a r d  c o rti c al  p o c k ets.  We 

n e xt ass ess e d t h e p ot e nti al r etr o gr a d e s h o oti n g of stri at al n e ur o ns b a c k t o t h e c orti c al 

c h a m b ers. U n d er t h e s a m e e x p eri m e nt al c o n diti o ns, t h e c hi ps w er e s e e d e d wit h pri m ar y 

c ells i n t h e r e c ei vi n g c h a m b er a n d a n al y z e d  aft er 2 w e e ks of c ult ur e ( Fi g ur e 4 1 ). We 

a n al y z e d  t h e distri b uti o n of stri at al n e ur o ns a c c or di n g t o t w o m ai n crit eri a 1) “ F or w ar d ” 

A x o n al  i n v asi o n  of  t h e  c orti c al  a x o n al  tr a ct  (fr o m  “fi ns ”  t o  cir c ul ar  l o o p)  a n d  2) 

R etr o gr a d e stri at al a x o n i n v asi o n of t h e c orti c al p o c k ets, i n b ot h t h e “ c o n n e ct e d (tr o u g h 

“fi ns ” or n ot c o n n e ct e d c o nfi g ur ati o n.  

 

Fi g u r e 4 1.  B e h a vi ors  of a x o n fr o m n e ur o ns s e e d e d i n t h e p o c k ets fr o m r e c ei vi n g “fi n ” c o n n e ct e d or 

c h a m b ers;  ( L eft)  a x o ns i n v a di n g  t h e  e mitti n g  c h a m b er,  ( Ri g ht)  a x o ns  i n v a di n g  t h e  f or w ar d  c orti c al 

a x o n al tr a cts. ( C e nt er) q u a ntifi c ati o n of b a c k w ar d gr o wt h fr o m “fi n ” c o n n e ct e d r e c ei vi n g c h a m b er t o t h e 

e mitti n g c h a m b er . 4. 4 5 %  of t h e e mitti n g c h a m b ers e vi d e n c e d o n e or m or e a x o ns ori gi n ati n g fr o m t h e 

r e c ei vi n g  c h a m b ers.  D at a  fr o m  3  diff er e nt  e x p eri m e nts.  (O n e  e x p eri m e nt = 3  c hi ps;  O n e  c hi p = 5  mi ni 

n et w or k)  

A s  s h o w n  i n  Fi g 4 1,  4. 4 5 %  of  t h e  n e ur al  n et w or ks  e x hi bit e d  stri at al  a x o ns  t h at 

r e a c h r etr o gr a d el y t h e e mitti n g c h a m b er d es pit es t h e pr es e n c e of ar c h -li k e str u ct ur es. 

T his  s h o ws  t h at t h e filt eri n g effi ci e n c y  of t h e fi ns a n d ar c h es str u ct ur e f or u ni dir e cti o n al 

a x o n g ui d a n c e r e a c h es 9 5. 5 5 %. Li k e wis e, n o a x o ns fr o m n e ur o ns s e e d e d i n r e c ei vi n g 

(stri at al)  c h a m b ers  t h at  w er e  n ot c o n n e ct e d  t hr o u g h  “fi ns ” w er e  a bl e  t o  r e a c h  t h e 

e mitti n g c h a m b er  (Fi g ur e 4 2 ). 

E mitti n g c h a m b er ( c o n n e ct e d)  < --- O nl y s e e d e d pri m ar y c ell s i n R e c ei vi n g c h a m b er

! -III-t u b uli n

3 0 0 u m

! -III-t u b uli n

3 0 0 u m

! -III-t u b uli n 2 0 0 u m

! -III-t u b uli n 2 0 0 u m

S u c c e s sf ul
R( c) t o E
9 2. 5 9 %

U n s u c c e ssf ul
R ( c) t o E 
7. 4 1 %

E mitti n g c h a m b er ( c o n n e ct e d)  < --- O nl y s e e d e d pri m ar y c ell s i n R e c ei vi n g c h a m b er

! -III-t u b uli n

3 0 0 u m

! -III-t u b uli n

3 0 0 u m

! -III-t u b uli n 2 0 0 u m

! -III-t u b uli n 2 0 0 u m

S u c c e s sf ul
R( c) t o E
9 2. 5 9 %

U n s u c c e ssf ul
R ( c) t o E 
7. 4 1 %

E mitti n g c h a m b er ( c o n n e ct e d)  < --- O nl y s e e d e d pri m ar y c ell s i n R e c ei vi n g c h a m b er

! -III-t u b uli n

3 0 0 u m

! -III-t u b uli n

3 0 0 u m

! -III-t u b uli n 2 0 0 u m

! -III-t u b uli n 2 0 0 u m

S u c c e s sf ul
R( c) t o E
9 2. 5 9 %

U n s u c c e ssf ul
R ( c) t o E 
7. 4 1 %

E mitti n g c h a m b er ( c o n n e ct e d)  < --- O nl y s e e d e d pri m ar y c ell s i n R e c ei vi n g c h a m b er

! -III-t u b uli n

3 0 0 u m

! -III-t u b uli n

3 0 0 u m

! -III-t u b uli n 2 0 0 u m

! -III-t u b uli n 2 0 0 u m

S u c c e s sf ul
R( c) t o E
9 2. 5 9 %

U n s u c c e ssf ul
R ( c) t o E 
7. 4 1 %
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ar os e m ostl y fr o m c hi p l e a ki n g a n d i n c orr e ct i niti al c ell s e e di n g d e nsit y.  

 

Fi g u r e 4 3.  Stri at al n e ur o ns diff er e nti ati o n i n r e c ei vi n g c h a m b ers aft er 6 DI V. Stri at al n e ur o ns gr o wi n g 

o n  FI T C  l a b ell e d  P L L,  w er e  st ai n e d  wit h  M A P 2  ( d e n drit es)  a n d D A PI  ( n u cl ei).    N ot e  t h at  Stri at al 

d e n drit es i n v a d es t h e w h ol e stri at al p o c k ets wit h s o m e d e n drit es i n v a di n g t h e c orti c al a x o n al tr a c ks.  

We n e xt ass ess e d s ur vi v al a n d diff er e nti ati o n at l o n g er ti m e of c ult ur e. As s h o w n 

o n Fi g ur e 4 4 , 1 4 d a ys n e ur o n al c ult ur es  s e e d e d at l o w d e nsit y s h o ws e x hi bit e d e x c ell e nt 

n e ur o n al s ur vi v al b ot h i n b ot h  c orti c al a n d stri at al n o d es wit h n o si g ns of s p o nt a n e o us 

a x o n al  d e g e n er ati o n.  St ai ni n g t h e  n et w or ks wit h b ass o o n  ( pr e  s y n a pti c  m ar k er) a n d 

H o m er 1 ( p ost  s y n a pti c  m ar k er) a nti b o d i es all o ws  t o  e vi d e n c e pr e  a n d  p ost s y n a pti c 

p u n ct a  i n  t h e  c orti c al  a n d  stri at al  n o d es.  I nt er esti n gl y  str o n g  s y n a pti c  p u n ct a  w er e 

e vi d e n c e d at t h e j u n cti o n b et w e e n stri at al d e n drit es a n d c orti c al a x o ns tr a cts, s u g g esti n g 

t h at  pr e  a n d  p ost  s y n a pti c  c o n n e ctio ns  o c c urs  b et w e e n  b ot h  n e ur o n al  t y p es  i n  t h e 

mi ni m alisti c n et w or ks.  

P L L -FI T C

M P 2
D A PI

5 0 u m
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Fi g u r e 4 4.  R e pr es e nt ati v e i m m u n ofl u or es c e n c e of a x o n al a n d d e n driti c ar b o urs a n d s y n a pti c m ar k ers  

of 1 4 DI V c orti c o -stri at al n et w or k. N e ur o ns fr o m b ot h e mitti n g ( u p p er l a n e) a n d r e c ei vi n g (l o w er  l a n e) 

p o c k ets  w er e  st ai n e d  f or  a x o n al b 3  t u b uli n  ( bl u e),  d e n driti c  M A P 2  (r e d),  pr e -s y n a pti c  B ass o o n 

c o m p art m e nt  ( y ell o w)  a n d  p ost  s y n a pti c  h o m er  c o m p art m e nt  ( w hit e).     N ot e  t h e  str o n g  pr e  a n d  p ost 

s y n a pti c  cl ust ers  i n  t h e  “fi n ”  str u ct ur es  at  t h e vi ci nit y  of  t h e or eti c al  c o nt a ct  z o n e  b et w e e n  stri at al 

d e n drit es a n d c orti c al a x o ns.  

2. 3. 4  C a 2 +  a cti vit y a n al y sis f o r esti m ati n g s y n a pti c c o n n e cti vit y.  

I n  n e ur o ns,  pr o p a g ati o n  of  a cti o n  p ot e nti al  l e a ds  t o  tr a nsi e nt  m o difi c ati o n  of 

C a 2 +  i o ns i nfl u x es, a pr o c ess t h at c a n b e m o nit or e d b y d y n a mi c i m a gi n g usi n g c al ci u m 

pr o b es  i n di c at ors  (fl u or es c e nt  m ol e c ul es)  w hi c h  r e v ersi bl y  c h el at es  C a 2 +  i o ns.  I n 

diss o ci at e d  c ell  c ult ur es,  c orti c al  n e ur o n  e x hi bit  c al ci u m  os cill ati o n  p att er ns  w hi c h 

e v ol v es  wit h  m at ur ati o n  ti m e.  T his is  li n k e d  t o  t h e  pr o gr essi v e  c o n n e cti o n  of 

Gl ut a m at er gi c p yr a mi d al c orti c al n e ur o ns a n d G A B A er gi c c orti c al i nt er n e ur o ns. T h e 

a cti vit y  g o es  fr o m  s p o nt a n e o us  s p ars e  a cti vit y  i n  si n gl e  n e ur o ns  t o  m assi v e  i nt er -

n e ur o ns s y n c hr o nis ati o n e v e nts u p t o 5 0 % of c orti c al n e ur o ns e x hi biti n g s y n c hr o n o us 

a cti vit y.  T h e  e m er g e n c e  a n d  a m plit u d e  of t h es e p att er ns  d e p e n ds  o n  t h e 

E x cit at or y/I n hi bit or y  ( E/I ) b al a n c e  of  t h e  c ult ur e s a n d  t h e  fi n al  d e nsit y  of  c orti c al 

n e ur o ns [2 7 2 ] .O n  t h e  ot h er  h a n d,  stri at al  n e ur o ns,  w hi c h  ar e  G A B A er gi c  i n hi bit or y 

n e ur o ns a n d o nl y c o n n e ct t o t h e ms el v es d o n ot s h o w a n y si g ns of s y n c hr o n o us c al ci u m 

a cti vit y  i n  c ult ur e. We  pr e vi o usl y  s h o w e d  t h at  stri at al  n e ur o ns  c o n n e ct e d  t o  c orti c al 

n e ur o ns  i n  c o n v e nti o n al  mi cr ofl ui di c  c hi ps  e x hi bit e d  s y n c hr o n o us  os cill at or y 

b e h a vi o ur wit h c orti c al n e ur o ns, a pr o c ess dri v e n b y stri at al N R 2 B si g n ali n g   [2 3 1 , 2 3 5 ]. 

M a p 2
β - III- t u b uli n
B a s s o o n
h o m er 1

B a s s o o n

B a s s o o n

M a p 2
β - III- t u b uli n 
B a s s o o n
h o m er 1

H o m er

H o m er

C orti c al e mitti n g c h a m b er ( 1 4 DI V)

Stri at al r e c ei vi n g c h a m b er( 1 4 DI V)
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s e v er al n et w or ks p er c o n diti o n.  

Fl u or o S N N A P  a n al ysis  of  c al ci u m  tr a c es  t hr o u g h  R ast er  Pl ot  r e pr es e nt ati o n 

all o ws t o d et e ct s y n c hr o n o u s os cill at or y e v e nts.  

 

Fi g u r e 4 6.  R ats er pl ot r e pr es e nt ati o n fr o m d at a o bt ai n e d i n Fi g 4 5.  

A s s h o w n i n 错 误错 误 !未 找 到 引 用 源 。未 找 到 引 用 源 。 , d uri n g t h e s a m pli n g ti m e, tr a p N ° 1 a n d N ° 3 

fir e d 1 7 ti m es i n t ot al a n d n o. 2 fir e d 7 ti m es. O v er all, t h e a v er a g e b ursti n g fr e q u e n c y 

is a b o ut 0. 1 9 s  -1 . C o m p aris o n of t h e  c orti c al  n o d es t w o b y t w o  e vi d e n c es n o i nt er n o d e 

s y n c hr o ni cit y s u g g esti n g n o f u n cti o n al c o n n e cti o n b et w e e n t h e n o d es . T h e R ast er pl ot 

is  r e pr es e nt ati v e  of  w h at  w as  o bs er v e d  i n  s e v er al  i n d e p e n d e nt  e x p eri m e nts y et  t h e 

s p o nt a n e o us  b ursti n g  fr e q u e n c y  a n d  a m plit u d e  c h a n g e d  fr o m  o n  c hi p  t o  t h e  ot h er,  a 

pr o c ess li n k e d t o t h e st o c h asti cit y of c al ci u m tr a nsi e nt e m er g e n c e i n i n vi tr o m o d els.  

2. 3. 4. 2  S y n a pti c a cti vit y of C orti c al - Stri at u m c o n n e cti v e cl ust er i n c o m p art m e nt al 

c h a m b ers  

C a 2 +  si g n al  i n  t h e  n e ur al  n et w or k  w er e  n e xt  m o nit or e d  i n  c o n n e ct e d  vs 

u n c o n n e ct e d  c orti c o -stri at al  mi ni m alisti c  n et w or ks.  I n t h es e  c o nfi g ur ati o ns,  e a c h 

c ort i c al a x o n tr a ct w as s urr o u n d e d b y 2 stri at al n o d es, o n e c o n n e ct e d t o c orti c al a x o n 

c h a n n el t hr o u g h s m all c ur vili n e ar gr o o v es “fi ns ”, o n e n ot c o n n e ct e d l yi n g 3 0 µ m a w a y 

I nf err e d cl u st er b ursti n g

R ast er pl ot
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a n d a m plit u d e c h a n g e d fr o m o n c hi p t o t h e ot h er, a pr o c ess li n k e d t o t h e st o c h asti cit y 

of c al ci u m tr a nsi e nt e m er g e n c e i n i n vitr o m o d els.   

 
Fi g u r e 4 8.  T h e i nt err e d n et w or k cl ust er a n d c orr es p o n d r a st er pl ot  

T h e c o n cl usi o n is t h at c orti c al n e ur o ns s p h er oi ds e x hi biti n g s p o nt a n e o us a cti vit y 

effi ci e ntl y t r a ns mit a cti o n p ot e nti al t o w ar d t h e c o n n e ct e d stri at al p o c k ets a n d n ot t o t h e 

u n c o n n e ct e d  o n e  t h at  li es  3 0 µ m  a w a y  fr o m  t h e  c orti c al  a x o n al  b u n dl es.  T his  is 

r e mi nis c e nt  of  effi ci e nt  s y n a pti c  c o nt a ct  est a blis hi n g  b et w e e n  stri at al  n e urit es  a n d 

c orti c al a x o ns.   

2. 3. 4. 3  Eff e ct of K C L sti m ul ati o n of C orti c al n o d es  

I n or d er t o f urt h er v ali d at e t h e c o u pli n g of c orti c al a n d stri at al n e ur o ns, w e als o 

sti m ul at e d c orti c al n e ur o ns wit h 5 0 m M p ot assi u m C hl ori d e ( K Cl ) t o e n h a n c e cl ust er 

I nf err e d cl u st er b ursti n g

R ast er pl ot
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a cti vit y. 错 误错 误 !未 找 到 引 用 源 。未 找 到 引 用 源 。  s h o ws  c al ci u m  tr a c es  b ef or e  a n d  aft er  (r e d  li n e) 

sti m ul ati o n of t h e c orti c al n o d es wit h K Cl. Aft er K Cl sti m ul ati o n n o d e 1 i n t h e e mitti n g 

c h a m b er st arts t o os cill at e s y n c hr o n o usl y, t o g et h e r wit h n o d e 2 a n d 4 ( c o n n e ct e d stri at al 

p o c k ets). R ast er pl ot a n al ysis s h o ws hi g h c oi n ci d e nt b ursti n g b et w e e n n o d e 1 ( c ort e x) 

2  a n d  4  s u g g esti n g  effi ci e nt  c o u pli n g  i n  t h e  n et w or ks. W hil e  n o d e  3  t h at  is  n ot 

c o n n e ct e d  t hr o u g h  n o d e  o n e,  s h o ws  n o  si g n  of  b urst i n g,  s ur prisi n gl y,  n o d e  5  ( a n 

i n ci d e nt al  stri at al  cl ust er  gr o wi n g  o utsi d e  of  t h e  stri at al  p o c k ets)  s h o ws i n cr e as e  i n 

c al ci u m fr e q u e n c y.  

 
Fi g u r e 4 9.  K C L  sti m ul ati o n  of  C orti c al  n o d es  a n d  i m p a ct  o n  Stri at al  os cill ati o ns. ( L eft) : p h as e a n d 

Fl u o 4 i m a g es. ( Ri g ht) r ast er pl ot a n al ysis  of e xtr a ct e d D F/ F tr a c es. Pr eli mi n ar y e x p eri m e nt p erf or m e d 

o n c e.  

2. 3. 5  A cti v ati o n of st ri at al E r k si g n ali n g  p at h w a y i n r e c o n st r u ct e d 

n et w o r k s  

We pr e vi o usl y s h o w e d t h at c orti c all y i n d u c e d stri at al  os cill ati o n l e a ds t o a cti v ati o n 

of  Er k si g n ali n g  p at h w a y  i n  stri at al  n e ur o ns  [2 3 1 , 2 7 3 ].H a vi n g  s h o w n  t h at  c al ci u m 

os cill ati o n  o nl y  o c c urr e d  i n  t h e  c o n n e ct e d  stri at al  p o c k ets  w e  t h er ef or e  ass ess e d 

w h et h er c orti c al a cti vit y w o ul d tri g g er c h a n g es i n Er k p h os p h or yl ati o n i n c o n n e ct e d or 

u n c o n n e ct e d stri at al n o d es.  First, t h e e mitti n g c h a m b er of  m at ur e ( > > 1 4 DI V) n et w or ks 

w er e tr e at e d wit h Bi c u c u lli n e, a c o m p etiti v e G A B AA  r e c e pt or a nt a g o nist t h at l e a ds t o 

i n cr e as e  e x cit a bilit y  of  c orti c al  n e ur o n al  c ult ur e,  or T T X a n  i n hi bit or y  sti m ul us  t h at 

1 2

3

4

5



 

 1 4 3  

a b olis h es c orti c al r h yt h ms . As s h o w n b y o ur pr eli mi n ar y r es ults d e pi ct e d i n Fi g ur e 5 0 , 

stri at al n e ur o ns s e e d e d i n t h e tr a p c o n n e ct e d t o t h e e mitti n g c h a m b er h a v e hi g h er p E R K 

si g n al  t h a n  t h e  c o ntr ol ( u n c o n n e ct e d) c h a m b er  ( Fi g ur e  5 0 ). As  s h o w n  i n  Fi g ur e  5 1 , 

a n al ysis at hi g h er mi cr os c o p e m a g nifi c ati o n t o e vi d e n c e Er k n u cl e ar tr a nsl o c ati o n at 

t h e si n gl e c ell l e v el, w as r e n d er e d diffi c ult b y t h e cl u m pi n g of n e ur o ns i nt o s p h er oi ds. 

S h all  t h es e  r es ults  b ei n g  r e pr o d u c e d  t his  w o ul d  f urt h er  s u bst a nti at es  o ur  r es ults 

s h o wi n g t h at c orti c o -stri at al c o n n e cti vit y c a n b e fi n el y t u n e d i n o ur mi ni m alisti c I M P 

pl atf or ms.  

 
Fi g u r e 5 0.  T h e p E R K si g n als i n Bi C tr e at e d n e ur al n et w or k.  

 

Fi g u r e 5 1.  T h e E R K si g n al i n c orti c o -stri at al n e ur al n et w or k. First r o w, e mitti n g c h a m b ers. S e c o n d 

Tr a ns M a p 2 E R K! III-t u b uli n

1 0 0 ! m

E mi 4 n g
C h a m b er

C o n n e ct e d
c h a m b er

U n c o n n e ct e d
c h a m b er

( Tr e at e d b y Bi C )

( E R K i m a gi n g c ol or : C y a n h ot)

C orti c al c h a m b er tr e at e d b y Bi c C orti c al c h a m b er n o n -tr e at e d

U n c o n n e ct e d Stri at al c h a m b erC o n n e ct e d Stri at al c h a m b er 1 C o n n e ct e d Stri at al c h a m b er 2
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r o w, Bi C tr e at e d n et w or k. T hir d r o w, T T X tr e at e d n et w or k. T h e titl e wit h r e d c ol or, it m a y h a v e p Er k 

si g n als. T h e titl e wit h gr e e n c ol or, it s h o ws n o p Er k si g n al. 

2. 4  Dis c ussi o n  

Us i n g “I n M ol d P att er ni n g ” t h at all o ws t o i m p os e b ot h m e c h a ni c al a n d c h e mi c al 

g ui d a n c e  t o  gr o wi n g  n e ur o ns,  w e d esi g n e d  a  mi cr ofl ui di c  pl atf or m  t h at  all o ws  t o 

c o nstr u ct mi ni m alisti c ori e nt e d 2 n o d es n et w or ks wit h a c o ntr ol of s y n a pti c c o n n e cti vit y. 

St arti n g f r o m c o n v e nti o n al mi cr ofl ui di c pl atf or ms o ur i niti al ai ms w er e t o a c hi e v e 3 

g o als: 1) E n c o d e a pl atf or m w er e all t h e n e ur o ns s e e d e d i n t h e first n o d e s e n d t h eir 

a x o ns t o w ar d t h e s e c o n d n o d e. 2) C o m p art m e nt ali z e a x o ns fr o m t h e s e c o n d n o d es a w a y 

fr o m t h e o n es of t h e first n o d e. 3) All o w t o c o ntr ol s y n a pti c c o n n e cti vit y b et w e e n t h e 

first a n d t h e s e c o n d n o d e. T h es e g o als r o ot e d i n bi ol o gi c al r e q uir e m e nt t h at w er e 1) 

p er mit t h e f ut ur e c o nstr u cti o n of m ulti -n o d al n et w or ks s u c h as f e e df or w ar d A à B à C 

n et w or ks  i n  w hi c h  C  N e ur o ns  ar e  i n dir e ctl y  c o n n e ct e d  t o A.  2) all o ws t h e  st u d y  of 

r etr o gr a d e  pr o p a g ati o n  si g n als  fr o m  B  a x o ns  t o w ar d A  n e ur o ns  wit h o ut  t ar g eti n g A 

a x o ns. 3) All o ws t h e st u d y of t h e r ol e of s y n a pti c c o nt a ct i n a g e m at c h e d n et w or ks. At 

t h e t e c h n ol o gi c al  l e v el,  w hil e  s o m e  of  t h es e  g o als  c o ul d  h a v e  b e e n  a c hi e v e d  usi n g 

cl assi c al mi cr o -p att er ni n g a p pr o a c h es w e r e as o n e d t h at t his w o ul d h a v e b e e n i m p air e d 

b y t h e f a ct t h at first n et w or ks t e n ds t o d et a c h fr o m t h eir p att er n e d s u bstr at u m o n c e t h e y 

m at ur e  d u e  t o str o n g  t e nsil e  str e n gt h  b et w e e n  c o n n e ct e d  n e ur o ns;  s e c o n d, 

i m pl e m e nti n g  mi cr o-p att er ni n g  o n  fl at  s u bstr at u m  r e q uir es  mi cr o  ali g n m e nt  wit h 

f u n n eli n g  mi cr ofl ui di c  c h a n n els  t h at  s er v es  b ot h  as  g ui d es  a n d  fl ui di c 

c o m p art m e nt ati o n b arri er. “I n M ol d P att er ni n g ” t h at w as pr e vi o usl y d e v el o p e d i n o ur 

l a b or at ori es  i niti all y  d e m o nstr at e d  t h at  it  all o w e d  t h e  c o nstr u cti o n  of  “ m o n o-n o d al ” 

n et w or ks  wit h  e x q uisit e  st a bilit y  o v er  ti m e.  “I n  M ol d  P att er ni n g ”  t e c h ni q u e  is  a 

d e m a n di n g  a p pr o a c h  t h at  r e q uir e d  m a n y  t e c h n ol o gi c al  o pti mi z ati o n  st e ps  t o  o bt ai n 

r e pr o d u ci bl e  p att er ni n g  i n  t h e  gr o o v e  a n d  p o c k ets,  effi ci e nt  n e ur o n al  s ur vi v al  at 

r el ati v el y l o w c ell c ult ur e d e nsiti es a n d g o o d m ai nt ai n st a bilit y of n et w or k t o p ol o g y. 
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2. 4. 1  Mi c r o -f a b ri c ati o n p r o c e s s a n d mi c r o-c hi p s p r o d u c ti o n.  

Effi ci e nt, h o m o g e n e o us a n d r e pr o d u ci bl e p att er ni n g of p ol y -l ysi n e i nsi d e t h e tr a ps 

a n d  gr o o v es  w as  a n  a bs ol ut e  pr er e q uisit e  f or  e n a bli n g  t h e  c hi p  t o  c a pt ur e  c ells  a n d 

c o nfi n e n e uritis.  

T his t ur n e d o ut t o b e a c h all e n gi n g iss u e as t h e d esi g ns e n c o d es  s urf a c e di m e nsi o ns 

e n c o m p assi n g  3  or d ers  of  m a g nit u d es;  t h e  s m all est  r es ol uti o n  of  d esi g n  f or  a x o n al 

g ui d a n c e b ei n g a f e w mi cr o ns wi d e, w hil e t h e s c al e of t h e w h ol e c hi p n e ur al n et w or k 

c a n r e a c h s e v er al t h o us a n d mi cr o ns. T h e m ost i m p ort a nt p ar a m et er t o c o ntr ol t h er ef or e 

r eli e d o n t h e w a y of st a m pi n g a n d i m pri nti n g P L L, a c o m pl e x iss u e. si n c e p ol y-l ysi n e 

f a c es  t w o  tr a nsf ers  st e ps,  o n e  cl assi c al  mi cr o  c o nt a ct  pri nti n g  a n d  o n e 

i m pri nti n g/ e m b e d di n g  i n  t h e  b ul k  of  r eti c ul ati n g  P D M S.  F or  t his  r e as o n,  t hr o u g h 

e xt e nsi v e tri al a n d err or e m piri c al pr o c ess es e n c o m p assi n g v ari ati o n of P L L q u a ntiti es, 

c o ati n g of P D M S st a m ps wit h v ari o us a m o u nts of S D S, m o difi c ati o n i n P D M S stiff n ess 

( v ari ati o n of % c uri n g a g e nts, v ari ati o n i n T ° a n d c uri n g ti m e.), pr e v e nti o n of c oll a ps e 

d uri n g  t h e  I M P  p att er ni n g  ( cr e ati n g  u n w a nt e d  p att er n  z o n es)  wit h  distri b uti o n  of 

s u p p orti n g mi cr o -pill ars. w e r e n o v at e d t h e w h ol e i niti al pr o c ess t o m a k e s u c h c o m pl e x 

c hi ps. O v er all, b y t h e e n d of t h e o pti mi z ati o n pr o c ess, t his p er mitt e d t h e pr o d u cti o n of 

6 -1 0 o v er all m ol d r e pli c a  l e a di n g t o 4 0 i n d e p e n d e nt c hi ps, t h er ef or e  2 0 0 mi ni n et w or ks 

p er b at c h of mi cr of a bri c ati o n s essi o n wit h a f a bri c ati o n r at e of s u c c ess ( a c c or di n g t o 

fl u or es c e nt  P L L  d e p ositi o n)  b ei n g  > 8 0 %.  S o m eti m es,  w e  l ost  s o m e  c hi ps  d u e  t o 

mis a li g n m e nt,  b ut  w e  still  at  l e ast  h a v e  1 2 0  mi ni  n et w or ks  f or  e a c h  tri al.  T h at 

f a bri c ati o n s u c c ess r at es w er e t h e n c h all e n g e d b y t h e bi ol o gi c al f u n cti o n al pr o p erti es 

of t h e c hi ps. At t h e mi cr of a bri c ati o n pr o c ess l e v el, I M P t h er ef or e t ur ns as a f e asi bl e 

pr o c es s t o c o nstr u cts s eri ali z e d mi cr ofl ui di c c hi ps. Yet w e e n visi o n f urt h er a d a pt ati o ns 

t o  si m plif y  t h e  f a bri c ati o n  pr o c ess,  w hi c h  li miti n g  st e ps  st a n ds  i n  t h e 

p att er ni n g/ m ol di n g of t h e b ott o m l a y er. M or e o v er, i n d e pt h c ell bi ol o gi c al e x p eri m e nts 

l e d  us  t o  pi n p oi nt  s o m e  s p e cifi c  li mit ati o n  of  t h e  I M P  pr o c ess  i n  c o ntr olli n g  c ell 

cl ust eri n g  t h r o u g h  P L L  bi o a v ai bilit y. I n d e e d, I M P  pr o c ess  m ost  pr o b a bl y  tri g g ers 
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p arti al e m b e d di n g of t h e bi o c h e mi c al c u es t h at ar e p att er n e d, t h e pr o p orti o n of w hi c h 

is u n k n o w n. T h e e x act q u a ntit y of P L L a ds or pti o n o n 2 D s urf a c e f or o pti m al n e ur o n al 

“ gl ui n g ” is n ot k n o w n, as f or n e ur o n al att a c h m e nt o n 2 D s u bstr at u m t h e o pti m al P L L 

c o n c e ntr ati o n is m ostl y i nf err e d t h r o u g h e m piri c al o bs er v ati o n i n t h e bi ol o gi c al l a bs. 

Yet, m o difi c ati o n i n t h e q u a ntit y of P L L d uri n g t h e f a bri c ati o n pr o c ess di d n ot l e a d t o 

si g nifi c a nt  c h a n g es  i n  t h e  c ell  c ult ur e  o ut c o m es.  As  m e nti o n e d  i n  C h a pt er  5,  t his 

pr o m ot e d us t o e x pl or e alt er n ati v e w a ys t o pr o m ot e c o ntr oll e d l o c al P L L d e p ositi o n i n 

mi cr ostr u ct ur es ar e as .   

2. 4. 2  Mi c r o e n vi r o n m e nt s y st e m s f o r c ell c ult u ri n g a n d s u r vi v al.  

I n or d er t o pr o m ot e s ur vi v al o n t h e r e c o nstr u ct e d mi ni n et w or ks, I h a d t o m o dif y 

s o m e  c ell  c ult ur e  p ar a m et ers.  We  t h us  h a v e  tri e d  diff er e nt  c ell  c ult ur e  m e di a 

f or m ul ati o n. A m o n g t h e m, D M E M a n d Ne ur o b as al ar e o ur c o m m o n f or m ul ati o ns a n d 

w e  h a v e  tri e d  t o  a dj ust  t h e  r ati o  of  s er u m.  We  f o u n d  t h at  D M E M  wit h  5 %  s er u m 

s u p p ort e d  b ett er  n e ur o n al  s ur vi v al  t h a n  N e ur o b as al  f or  hi p p o c a m p al  c ells,  w hil e  f or 

c orti c al a n d stri at al c ells, t h er e w as n o si g nifi c a nt  diff er e n c e. As f ar as t h e r es ults of t h e 

c urr e nt  e x p eri m e nt,  w e  b eli e v e  t h at  t h e  e n gi n e eri n g  p ar a m et ers  u n d erl yi n g  t h e  c hi p 

ass e m bl y pr o c ess ( v ol u m e a n d g e o m etr y of c ell c ult ur e m a cr o -c h a m b ers h ol di n g t h e 

p o c k ets,  c o ntr ol  of  P L L  q u a ntit y,  fi n al  i niti al  c e ll  d e nsit y)  h a v e  a  m or e  pr o n o u n c e d 

eff e ct o n c ell s ur vi v al t h a n b asi c c ult ur e m e di u m f or m ul ati o n. Yet u n e x pl or e d str at e gi es 

s u c h  as  s u p pl e m e nt ati o n  wit h  n e ur otr o p hi c  gr o wt h  f a ct ors,  us e  of  astr o c yti c 

c o n diti o n e d m e di a or r ati o n al c o -c ult ur e wit h gli al c ell s t o t h e s yst e m c o ul d b e tri e d t o 

e n h a n c e st a bili z e t h e s ur vi v al o ut c o m es.  

2. 4. 3  T h e  t o p ol o g y  of  t h e  p att e r n  c o nt r ols  t h e  di r e cti o n  of  a x o n al 

g r o wt h a n d n e u r al n et w o r k c o n n e cti o n s.  

T h e  c o ntr ol  of  c o n n e cti o ns  b et w e e n  c ell  p o p ul ati o ns  is  m ostl y  i nfl u e n c e d  b y 

t o p o gr a p hi c al f a ct ors a n d s urf a c e a d h er e n c e, a n d it is als o r el at e d t o t h e c o n c e ntr ati o n 

of c ells s e e di n g. D uri n g t h e r e c o nstr u cti o n of n e ur al n et w or ks pr o c ess, w e n oti c e d t h at 
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t h e  effi ci e n c y  of  n e ur o ns  s e e d e d  i n  t h e  t w o  c h a m b ers  t o  f or m  n et w or k  c o n n e cti o ns 

d e p e n d e n ci es is hi g hl y i m p a ct e d b y t h e i niti al c ell s e e di n g d e nsiti es. T o o  f e w n e ur o ns 

d o n’t  all o w  t o  f or m  c o n n e cti o ns  b e c a us e  of  i m p air e d  c ell  s ur vi v al,  t o o  m a n y  c ells 

i n d u ce  c ell cl u m pi n g a n d f or m ati o n of s p h er oi ds. O v er all, o ur e x p eri m e nts s h o w e d t h at 

o n c e  s e e d e d  at  r el ati v el y  l o w  d e nsiti es  t h e  I M P  s y n a pti c  c hi ps  w or k  as  pr e di ct e d, 

all o wi n g t o est a blis h es f ull y ori e nt e d s y n a pti c c o nt a cts b et w e e n c orti c al p o c k ets a n d 

stri at al o n es. I m p ort a ntl y t h es e d e vi c es all o w  f or t h e first ti m e t o 1) st u d y t h e r ol e of 

s y n a pti c  c o nt a ct  i n  a  s p e cifi c  bi ol o gi c al  q u esti o n  ( e. g.  pri o n  li k e  s pr e a di n g)  i n  a g e 

m at c h e d n et w or ks a n d 2) st u d y g e n ui n e r etr o gr a d e pr o p a g ati o n t o w ar d c orti c al n e ur o ns 

of a n y bi ol o gi c al or bi o p h ysi c al e ntiti es i ntr o d u c e d s p e cifi c all y i n stri at al a x o ns. We  

b eli e v e o ur pl atf or m is o n t h e f e w o n e all o wi n g t o s u c h a c o ntr oll e d pr o c ess i n vitr o.  

 C al ci u m i m a gi n g e x p eri m e nts d e m o nstr at e d t h at s p o nt a n e o us os cill ati o n fr o m t h e 

c orti c al p o c k ets ar os e o nl y i n cl ust er e d s p h er oi ds. W hil e t his p er mitt e d t o d e m o nstr at e  

t h e  u ni dir e cti o n al,  a nt er o gr a d e,  pr o p a g ati o n  of  c orti c al  i nfl u x es  t o w ar d  stri at al 

c o n n e ct e d  mi cr o -p o c k ets,  t his  c a m e  at  t h e  c ost  of  l oss  of  t o p o gr a p h y,  es p e ci all y  f or 

stri at al  n e ur o ns.  T h e  c o ntr ol  of  u ni dir e cti o n al  c o n n e cti o n  of  n e ur al  p o p ul ati o ns  w as 

e nf or c e d b y t h e cl assi c al “ a r c h”  str u ct ur e, w hil e t his all o w e d t o e nf or c e a nt er o gr a d e 

t o p ol o g y, ar c h es pr o v e d n ot al w a ys effi ci e nt t o c o ntr ol stri at al s h o ot b a c ks w h e n s e e d e d 

at t o o hi g h d e nsiti es. I n d e e d, stri at al cl u m pi n g l e d stri at al a x o n f as ci c ul ati o n a n d  t e nsi o n, 

d et a c h m e nt fr o m t h eir g ui di n g mi cr o gr o o v es a n d err o n e o us c o n n e cti o ns wit h c orti c al 

m at eri al.  C o ntr ol  of  t h es e  dr a w b a c ks  c o ul d  t h e or eti c all y  b e  e nf or c e d  b y 

mi cr of a bri c ati o n  pr o c e d ur es  r at h er  t h a n  bi ol o gi c al  a d a pt ati o n  of  t h e  s yst e m.  T his 

m ai n l y e n c o m p ass: 1) i m pl e m e nti n g m or e stri n g e nt ar c h/ di o d e li k e str u ct ur es s u c h as 

t h e  d es cri b e d  i n  C o urt e  et  al  2 0 1 8 [2 3 9 ];  2) in cr e asi n g  t h e  P D M S  w all  s urf a c e  t o 

mi ni mi z e t h e “ o p e n ” (fl ui di c all y a c c essi bl e) gr o o v e ar e as i n t h e m a cr o -c h a m b ers; 3) 

m o dif yi n g t h e f a bri c ati o n pr o c ess s o t h at P L L q u a ntiti es ar e m or e c o ntr oll e d. T h er ef or e, 

t h e fi n al c ell s e e di n g d e nsit y w as s et ar o u n d 3 0 -4 0 p er 1 0 4  µ m 2 . 



 

 1 4 8  

2. 5  C o n cl usi o n  

I n t his w or k, w e d e m o nstr at e d t h e int er est of usi n g b ot h m e c h a ni c al a n d c h e mi c al 

c u es  t o  c o ntr ol  t h e  r e c o nstr u cti o n  of  ori e nt e d  mi ni m alisti c  t w o -n o d e  n e ur al  n et w or k 

all o wi n g  1)  c o ntr ol  of  s y n a pti c  c o nt a cts  u n  a g e  m at c h e d  c ult ur es  2)  p ost  s y n a pti c 

n e ur o ns  a x o n al  c o m p art m e nt  all o wi n g  g e n ui n e  r etr o gr a d e  tr a ns p ort  st u di es  b et w e e n 

c o n n e ct e d n e ur o ns 3) e nf or c e m e nt of a nt er o gr a d e c o n n e cti o n b et w e e n n o d es c o m p ar e d 

t o c o n v e nti o n al mi cr ofl ui di c d esi g ns. T hr o u g h e x p eri m e nt al it er ati o n/ o pti mi z ati o n of 

t h e f a bri c ati o n pr o c ess w e a c hi e v e d s eri al c o nstr u cti o n of t h e I M P mi cr o c hi ps, a pr o c ess 

t h at  r e q uir es  f urt h er  si m plifi c ati o n  t o  b e  f ull y  o p er ati o n al.  C ult ur e  of lo w -d e nsit y 

n et w or ks d e m o nstr at e d t h at d et er m i nisti c n et w or ks c a n b e o bt ai n e d i n a r eli a bl e m a n n er 

t h us  p a vi n g  t h e  w a y  f or  bi ol o gi c al  st u di es  b as e d  o n  a x o n al  tr a ns p ort  or  s y n a pti c 

c o n n e cti o n est a blis h m e nt. T h e I M P pr ot o c ol o nl y s h o w e d its li mits w h e n hi g h d e nsit y 

n e ur o n al n o d es w er e r e q uir e d, m ostl y t o p er mit t h e arisi n g of s p o nt a n e o us c oll e cti v e 

n e ur o n al  a cti vit y.  We  e n visi o n  t h at  t h at  s p e cifi c  p oi nt  r e q uir es  alt er n ati v e  w a ys  t o 

c o ntr ol l o c al d e p ositi o n of c ell a d h esi v e c u es i n mi cr o -p o c k ets, a pr o c ess w e st art e d t o 

e v al u at e b y t h e e n d of t h e P h D w or ks ( C h a p t er 5).  

2. 6  S u p pl e m e nt a r y d at a  

2. 6. 1  F i n al c hi p s d e si g n a n d g e o m et r y 

D uri n g t h e w or k ai mi n g at r e c o nstr u cti n g mi ni m alisti c c orti c o -stri at al n et w or ks 

wit h c o ntr oll a bl e s y n a pti c c o n n e cti vit y, w e ass ess e d t h e effi ci e n c y of s e v er al d esi g ns i n 

or d er  t o  o bt ai n  mi cr o c hi ps  all o wi n g  r e pr o d u ci bl e  s e e di n g,  n e ur o n al  s ur vi v al  a n d 

t o p ol o gi c al c o ntr ol of a x o n al o ut gr o wt h.  

2. 6. 1. 1  T h e w h ol e c hi ps d esi g n m a p  

Fi g ur e 5 2  d e pi cts t h e diff er e nt g e o m etri es t h at w er e fi n all y c h os e n f or t h e t w o -

n o d e c orti c o -stri at al c hi p. T h e g e o m etr y of t h e c hi p h as als o b e e n o pti mi z e d s e v er al 

ti m es  t o  o v er c o m e  pr o bl e ms  s u c h  as  mi cr ofl ui di c  fl o w  d y n a mi cs  c a us e d  b y 



 

 1 4 9  

h y dr o p h o bi c  s urf a c es  t h at  c o ul d  aris e  i n  P L L  fr e e  P D M S  ar e as,  c ell  s ur vi v al,  c hi p 

ass e m bl y a n d pr o d u cti o n effi ci e n c y. M or e dis c ussi o n o n t h e m a n uf a ct uri n g as p e cts of 

t h e or g a n-o n -a -c hi p d o m ai n c a n b e f o u n d i n C h a pt er 6.  

 
Fi g u r e 5 2.  T h e w h ol e c hi ps d esi g n m a p. ( a) C ell d eli v er y c h a m b er. ( b) T h e tr a p pi n g p att er n wit h r o u n d 

gr o v e i n e mitti n g c h a m b er. ( c) T h e tr a p pi n g p att er n wit h s q u ar e gr o v e i n e mitti n g c h a m b er. ( e -f) T h e 

o pti mi z e d si z e of c hi p p att er ns.  

2. 6. 1. 2  T h e d et ails of e a c h d esi g n p ar a m et er a n d t h eir p ur p os e 

I n  t h e  e mitti n g  c h a m b er,  t h e  si z e  of  t h e  c ell  tr a p  is  a b o ut  3 0 0µ m  i n  wi dt h 

( di a m et er), a n d t h e ar e a of t h e r o u n d tr a p (t h e ar e a m ar k e d as 1 i n t h e Fi g ur e 5 3 ) is 

a b o ut 1. 2 ti m es l ar g er t h a n t h e s q u ar e o n e, w h er e t h e i n di vi d u al tr a p o n t h e l eft si d e (t h e 

ar e a m ar k e d as 2 i n t h e Fi g ur e 5 3 ) is us e d t o e n h a n c e t h e s ur vi v al of c orti c al n e ur o n al 

c ells b y i n cr e asi n g t h e c ell n u m b ers i n t h e w h ol e c h a m b er ( Fi g ur e 5 3 ).  

A c c or di n g  t o t h e e x p eri m e nt al r es ults of t h e t y p e A c hi p of t h e s cr e e ni n g s yst e m, 

t h e s el e cti o n of t h e i nt er v al of 2 0 0 µ m-4 0 0 µ m as t h e si z e of t h e c ell tr a p c a n t a k e i nt o 

a c c o u nt t h e s p ati al str u ct ur e of t h e c hi p a n d t h e s ur vi v al of t h e c ells. T h e ar e a of a si n gl e 

re c ei vi n g tr a p is a p pr o xi m at el y e q u al t o t h e ar e a of a cir cl e wit h a di a m et er of 2 0 0 µ m. 

I n  t w o-n o d es  c hi ps,  t h e  ar e a  of  e mitti n g  tr a ps  is  a p pr o xi m at el y  e q u al  t o  a  p air  of 

r e c ei vi n g tr a ps. 

a b c

d e
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Fi g u r e 5 3.  T h e g e o m etr y si z e of t w o -n o d es s yst e m. T h e si z e of e a c h e mitti n g tr a p is ar o u n d 3 0 0 µ m, 

a n d t h e dist a n c e b et w e e n tr a ps is at l e ast 1 3 0 µ m, a n d b et w e e n t w o gr o u p n et w or ks, t h e dist a n c e is ar o u n d 

2 3 0 µ m. T h e n u m b er of t h e ri g ht c or n er a b o v e ar e t h e a er a of e a c h p art, t h e u nit is µ m 2 . 

T h e dist a n c e b et w e e n c ell tr a ps a c c o m m o d at es t h e o n e of t h e Cl ass E c hi p  ( c h a pt er 

3)  of t h e s cr e e ni n g s yst e m. I n a gr o u p of n e ur al n et w or ks, t h e s p a ci n g b et w e e n t w o 

r e c ei vi n g gr o o v e is 1 3 0 µ m, w h er e t h e s p a ci n g b et w e e n p ar all el c h a n n els is a mi ni m u m 

of  4 0 µ m,  a n d  t h e  s p a ci n g  b et w e e n  t h e  r e c ei vi n g  c h a m b ers  of  t w o  gr o u ps  of  n e ur al 

n et w or ks is 2 3 0 µ m, t o mi ni mi z e t h e pr o b a bilit y of u n w a nt e d c o n n e cti o n b et w e e n t h es e 

n o d es. I n c ell c ult uri n g, e x c e pt f or a v er y s m all n u m b er of e x p eri m e nts c hi ps i n w hi c h 

c ell s e e di n g o v erl o a d c a us e d u n w a nt e d c o n n e c ti o ns, t h es e s p a ci n g di m e nsi o ns w or k e d 

pr o p erl y.  T h e  e mitti n g  c h a m b ers  b ei n g  i n d e p e n d e nt  of  e a c h  ot h er  n o  c o n n e cti o n 

o c c urr e d b et w e e n t h e m.  

D uri n g o ur e x p eri m e nts w er e b ot h c o m p art m e nts w er e s e e d e d t o o bt ai n c orti c o -

stri at al  n et w or ks  w e  n oti c e d  t h at  t h e  c ell  s e e di n g  d e nsit y  is  t h e  m ost  i m p ort a nt 

p ar a m et er  t o  c o ntr ol.  I n  t h e  t w o -n o d e  c hi p,  aft er  s e v er al  a dj ust m e nts  of  t h e  s e e di n g 

s c h e m e, t h e c ell d e nsit y c a n b e c o ntr oll e d ar o u n d 3 5 c ells p er 1 × 1 0 4 µ m 2 , w h e n s e e di n g 

6 ul of c orti c al c ells wit h a c o n c e ntr ati o n  of 3 0 milli o n/ ml i n t h e e mitti n g c h a m b er a n d 

6 ul of 2 0 milli o n/ ml stri at al c ells i n t h e r e c ei vi n g c h a m b er.  

1
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Fi g u r e 5 4.  T h e p er c e nt a g e of tr a p pi n g ar e a o c c u p y all c h a m b er s urf a c e  

I n c o n cl usi o n, f or n e ur al n et w or k c hi ps, d esi g ni n g t h e p att er n of t h e c hi p r eli es o n 

b i ol o gi c al d at a, mi cr ofl ui di c h y dr o d y n a mi c c al c ul ati o ns, a n d a s e ns e of ar c hit e ct ur al 

s p ati al  str u ct ur e. A n d  a  l ar g e  a m o u nt  of  st atisti c al  d at a  c a n  h el p  g ui d e  f urt h er  c hi p 

d esi g n.  

2. 6. 2  C h a r a ct e ri z ati o n  of c hi p s g e o m et r y  

T h e  w af ers  f or  f a bri c ati n g  t h e  p att er n  m as t er  w er e  c h ar a ct eri z e d  b y  a n  o pti c al 

s urf a c e  i nstr u m e nt. T h e  r es ults  s h o w  t h at  t h e  h ei g ht  of  t h e  c ell  d eli v er y  c h a m b er  is 

a b o ut 5 0 µ m ( Fi g ur e 5 5 ) a n d t h e d e pt h of t h e c ell tr a ps is 5 µ m (Fi g ur e 5 6 ). 

 
Fi g u r e 5 5.  T h e m ast er of c ell d eli v er y c h a m b er c h ar a ct eri zi n g b y o pti c al pr ofil o m et er  
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Fi g u r e 5 6.  T h e m ast er of c ell tr a ps l a y er c h ar a ct eri zi n g b y o p ti c al pr ofil o m et er 

2. 6. 3  E v al u ati o n  of  v a ri o u s  “ A r c h e s ”  p att e r n t o g ui d es  a x o n al 

o ut g r o wt h di r e cti o n .  

A  v ari et y of ar c h -li k e c h a n n els w er e pr o d u c e d a n d ass ess e d f or t h eir a bilit y 1) t o 

pr o m ot es  g o o d  a nt er o gr a d e  a x o n al  o ut gr o wt h  fr o m  e mitti n g  c h a m b ers  w hil e  2) 

d i mi nis hi n g r etr o gr a d e a x o n al o ut gr o wt h fr o m t h e r e c ei vi n g c h a m b ers. T h e y c a pit ali z e 

o n t h e pri n ci pl e t h at 1) a x o n gr o wt h i n c o nt a ct wit h e d g es of mi cr o gr o o v e or w alls of 

mi cr o -c h a n n els  2)  t h at  b u n dl e d  a x o ns  t h at  w er e  g ui d e d  b y  w alls  k e e p  gr o wi n g  i n 

str ai g h t dir e cti o n w h e n t h e y ar e n ot g ui d e d a n y m or e or w h e n t h e w alls/ gr o o v es d efl e ct  

a br u ptl y  [2 3 8 ].   T h e  f oll o wi n g  fi g ur e  (Fi g ur e  5 7 )  s h o ws  a x o n fr o m G P F e x pr essi n g 

n e ur o n s  i n v a di n g  s e v er al  of  t h e  t est e d p att er ns. T h e  ar c h -li k e  c h a n n els  c a n  s er v e  t o 

g ui d e  t h e  a x o ns  f or w ar d  gr o wt h  ( Fi g ur e  5 7  a  a n d b)  a n d  t ur n  t o  b a c k w ar d  gr o wt h 

(Fi g ur e 5 7 c a n d d).  H e art h s h a p e p att er n w er e als o ass ess e d, gi vi n g l ess r eli a bl e r es ults.  
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Fi g u r e 5 7.  S o m e s el e ct e d ar c h es p att er ni n g w or ki n g o n a x o n g ui d a n c e w hi c h tr a c ki n g b y G F P n e ur o ns 

s ur vi v al 5 d a ys i n vitr o. ( a -b) T h e c ells s e e d e d i n e mitti n g c h a m b ers. ( c -d) T h e c ells s e e d e d i n r e c ei vi n g 

c h a m b ers.  

2. 6. 4  C a 2 +  i m a gi n g m o vi e s  f r o m  c o rti c o -st ri at al  mi ni m alisti c 

n et w o r k s.  

2. 6. 4. 1  S p o nt a n e o us  c al ci u m  a cti vit y  of  i n di vi d u al  c orti c al  cl ust er  i n  e mitti n g 

c h a m b er  

c h a pt er 2 _s p o n _ a cti vit y _ e miti n g. a vi  

2. 6. 4. 2  S y n a pti c a cti vit y of C orti c al - Stri at u m c o n n e cti v e cl ust er i n c o m p art m e nt al 

c h a m b ers  

c h a pt er 2 _s p o n _ a cti vit y _ n et w or ks. a vi  

2. 6. 4. 3  Sti m ul ati n g c o n n e cti v e n et w or k b y c h e mi c als - P ot assi u m c hl ori d e  

c h a pt er 2 _sti m ul ati n g _ K Cl. a vi  
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3  R e c o nst r u cti n g  

c o m p a rt m e nt ali z e d m ulti -n o d al  

n e u r al n et w o r k o n mi c r ofl ui di c c hi ps  
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3. 1  I nt r o d u cti o n  

I n s e cti o n 1. 3. 3, I el a b or at e d o n t h e r el ati o ns hi p b et w e e n h u bs a n d n o d es i n n e ur al 

c o n n e ct o mi cs. C o n n e ct o mi cs st e ms i n t h e st u d y of f u n d a m e nt al n et w or ks t h e ori es [6 5 , 

6 7 ]. It m ai nl y c o nsists i n i d e ntif yi n g s p e cifi c n e ur o n al n et w or ks t o p ol o gi es b ot h at t h e 

m a cr o s c al e a n d mi cr o n -s c al e l e v els. T h e c or e t h e or y is t h at, at t h e m a cr os c a l e l e v el, 

br ai n n et w or ks d e pi ct  g e n eri c t o p ol o gi es t h at ar e s h ar e d b y all ki n d of n et w or ks.  I n d e e d, 

br ai n  m a cr o c o n n e ct o m e is or g a ni z e d as a “s m all w orl d ” n et w or k  ( w er e e a c h n e ur o ns 

is cl os e t o a n y o n e els e) a n d s p e cifi c r e gi o ns ( e g. hi p p o c a m p us) i n t h e br ai ns e n c o d es 

str u ct ur es s u c h as h u bs. B esi d es cl assi c al n e ur o a n at o mi c al d es cri pti o n, br ai n n et w or ks 

c a n t h er ef or e b e  d es cri b e d b y n et w or k t h e ori es pr o p erti es s u c h  as c e ntr alit y, h u b n ess, 

r o b ust n ess et c.  B esi d es  t h e  d es cri pti o n  of  t h e  br ai n  b asi c  ar c hit e ct ur e,  a n  i n cr e asi n g 

n u m b er of st u di es n o w ai m at d es cri bi n g t h e c h a n g e of t h e c o n n e ct o m e d uri n g a c ut e or 

pr o gr essi v e n e ur ol o gi c al s y n dr o m es  wit h s p e cifi c t o p ol o gi es  b ei n g t ar g et e d e arli er .  

I n  t h e  pr e vi o us  c h a pt er,  w e  d e m o nstr at e d  t h at  I M P  all o ws  g e n er ati o n  of  fi n el y 

t u n e d 2 n o d es n et w or ks c o m p os e d of disti n ct n e ur o n al i d e ntiti es. H er e, ins pir e d b y t h e 

t h e or y  of  n e ur al  c o n n e ct o mi cs, usi n g  I M P  a p pr o a c h es, w e ai m e d  at  b uil di n g  m or e 

c o m pl e x n e ur al n et w or ks  e n c o di n g s o m e g e n eri c n et w or k pr o p erti es . I n o ur i niti al i d e a, 

w e li mit e d t h e s c al e si z e of n e ur o n al n et w or ks r o u g hl y t o t h e milli -mi cr o m et er l e v el. 

Aft er ass essi n g o pti m al  n o d e si z e a n d s p ati al s p a ci n g b et w e e n n o d es t o p er mit g o o d 

n e ur o n al s ur vi v al o ur g o al w as t o g e n er at e a mi cr os yst e m  all o wi n g t o  c o ntr ol i nt er n o d e 

c o n n e cti vit y i n or d er t o b uil d m ulti -n o d al t o p ol o gi es wit h 1) c o ntr ol of u ni dir e cti o n al 

vs bi dir e cti o n al i nt er n o d e c o n n e cti o ns a n d 2) s p e cifi c fl ui di c a c c ess t o t h e n o d es. We 

us e d t h e I M P t e c h ni q u e f or t h es e g o als.  

A m atri x c o m p os e d of n o d es c a n s er v e as a n i d e al m o d el f or b uil di n g diff er e nt 

ar c hit e ct ur es  of  i nt er -n o d e  c o n n e cti o ns.  We  t h er ef or e  d esi g n e d  m ulti pl e  m atri c es  of 

tr a ps (i. e. d efi ni n g n o d es)  ， w hi c h c a n first b e of diff er e nt si z es a n d h a v e diff er e nt 

s p a ci n g. I n or d er t o pr o vi d e h o m o g e n e o us c o n diti o ns f or c ell d eli v er y, w e d esi g n e d a 
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p ar all el m ulti c h a n n el d eli v er y s yst e m, w hi c h t o g et h er wit h a m atri x of tr a ps m a d e usi n g 

I M P t e c h n ol o g y c o nstit ut es t he str u ct ur e s h o w n i n t h e fi g ur es ( Fi g ur e 5 8 , I). 

 

Fi g u r e 5 8.  T h e t w o t y p es of c o n n e cti o n i n m ulti n o d es arr a y. (I) T h e s cr e e n s yst e m (II) T h e m ulti -

n o d es wit h i nt er n al c o n n e cti o n. (III) T h e m ulti -n o d es wit h e xt er n al c o n n e cti o n.  

T h e w or ki n g pri n ci pl e of t his s yst e m is t h at w h e n t h e c ell s us p e nsi o n e nt ers t h e 

m ai n s e e di n g c h a n n el, t h e y ar e e v e nl y distri b ut e d i nt o f o ur i d e nti c al m a cr o -c h a m b ers 

e n cl osi n g r o u n d tr a ps. T h e c ells fill t h es e tr a ps b y s e di m e nt ati o n. E a c h m a cr o-c h a m b ers 

e n c o d es diff er e nt I M P p att er ns t h us all o wi n g c ell tr a p pi n g a n d s ur vi v al c o m p aris o ns 

f or t h e s a m e s e e di n g c o n diti o ns s yst e m. W hil e w e  ass ess e d s e v er al n o d e s h a p es s o m e 

n et w or ks w er e e n c o d e d  wit h a n  “i nt er n al ” c o n n e cti vit y li n ki n g t h e n o d es of t h e s a m e 

c h a m b er t o g et h er  (Fi g ur e 5 8 , II).  

B e y o n d  n e ur o n al  s ur vi v al  i n  t h e  n o d es,  a  criti c al  as p e ct  r eli es  o n h o w  t o  b uil d 

c o ntr oll e d  e xt er n al  c o n n e cti o ns  b et w e e n  t h e  n o d es  i n  a  pl atf or m  all o wi n g  fl ui di c 

is ol ati o n  b et w e e n  s o m e  of  t h e  n o d es. T his  w as  f oll o w e d  b y  t h e  o pti mi z ati o n  of 

mi cr ofl ui di c  g e o m etri es  all o wi n g  t o  e nf or c e  c o n n e cti vit y  b et w e e n  arr a ys  of  n o d es 

l o cat e d  i n  s p er at e  mi cr ofl ui di c  c ell  c ult ur e  c h a m b ers  w hil e  li miti n g  t h e  t o p ol o gi c al 

pr o bl e ms of e n c o di n g t o o l o n g i nt er n o d e dist a n c e. C o ns e q u e ntl y, w e d esi g n e d a w a v e -

s h a p e d  c ell  d eli v er y  c h a m b er,  si mil ar  t o  t h e  fl o w er  b u d  str u ct ur e  t h at  s ol v es t h e 

t o p ol o gic al pr o bl e m.  

Wit h  s u c h  a n  o pti mi z e d  d esi g n,  w e e v al u at e d  s e v er al  n et w or ks  m otifs  

e n c o m p assi n g  ri n g-li k e (f e e d b a c k) c o n n e cti o n,  li n e ar (f e e df or w ar d) c o n n e cti o n , 

III.I. II.
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(Fi g ur e  5 8 ,  III) t h at  m a y  p ot e nti all y e n c o d e  pr o p erti es  t h at  m a y  i m p a ct 

n e ur o d e g e n er ati v e tr aits s u c h as Pri o n Li k e el e m e nts s pr e a di n g .  

3. 2  D esi g n a n d p att e r ns of m ulti -n o d es a r r a y  

3. 2. 1  Is ol at e d t r a p s t o st u d y c ell s u r vi v al c o n diti o n s  

T h e  s ur vi v al  of  c ells  a n d  t h e f or m ati o n  of  n et w or k  str u ct ur es  ar e  r el at e d  t o  a 

v ari et y  of  f a ct ors  e n c o m p assi n g  n e ur o n al  d e nsit y,  c ell  s urf a c e  att a c h m e nt  ar e a, 

g e o m etri c al s h a p e a n d s urf a c e/ v ol u m e r ati o of t h e m a cr o -c h a m b ers.  

 
Fi g u r e 5 9.  D esi g n of a “s cr e e ni n g ” d e vi c e all o wi n g t o ass ess o pti m al n o d e si z e, i nt er n o d e dist a n c e 

a n d s h a p e. ( L eft) d esi g n of a S U 8 w af er e n c o di n g 1 0 diff er e nt mi cro -c hi ps  e n c o m p assi n g s e v er al I M P 

p att er ns. ( Ri g ht) E a c h mi cr o -c hi ps e n c o d e  4 disti n ct c h a m b ers t h at c a n b e i nt erf a c e d wit h a n I M P l a y er 

e n c o di n g s e v er al n o d e si z e, s h a p e a n d i nt er n o d e dist a n c e.  

I n or d er t o e x pl or e s o m e of t h es e p ar a m et ers, w e first d esi g n e d a s plit-fl o w p ar all el 

c h a n n el  c hi p  f or  h o m o g e n e o us  c ell  distri b uti o n  a n d  s e e di n g  i n  t h e  m a cr o -c h a m b ers.  

T his all o w e d t o m e as ur e t h e o pti m al p ar a m et ers of c ell tr a p i nt er v al, si z e, a n d s e e di n g 

d e nsit y. Fi g ur e 5 9  s h o ws t h e d esi g n of w af er e x hi biti n g s e v er al i n d e p e n d e nt c hi ps ( A, 

B, C, E, F, a n d G) e a c h of t h os e b ei n g c o m p os e d of 4 m a cr o -c h a m b ers n a m e d A 1, A 2, 

A 3, a n d A 4. W h e n t h e c ell s us p e nsi o n w as s e e d e d i n t h e i nl ets, d u e t o c a pill ar y f or c e 

a n d h y dr o d y n a mi c c h a n n el pr o p erti es, c ells  fl e w r a pi dl y a n d h o m o g e n e o usl y i n t h e f o ur 

A B C

E F G E 1 E 2 E 3 E 4A 1 A 2 A 3 A 4
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m a cr o -c h a m b ers,  t h us  cr e ati n g  a  c o m pl et el y  p ar all el  s e e di n g  a n d  i n c u b ati o n 

e n vir o n m e nt.  B a n d C ar e c o pi es of A. E 1 t o E 4 h a v e t h e s a m e di a m et er of c ell tr a ps 

b ut wit h 4 0 µ m t o 2 4 0 µ m i nt er v als. F a n d G ar e c o pi es  of E. I n t h at 5 c m di a m et er c hi p, 

w e i nt e gr at e d 1 0 s u c h s m all c hi ps t o i m pr o v e t h e pr o d u cti vit y.  

3. 2. 2  M ulti -n o d e s m o n o -c h a m b e r d e vi c es  

We d esi g n e d a s e c o n d t y p e of m ol d ( Fi g ur e 6 0 ). T h e y ar e di vi d e d i n t w o t y p es, 

d e p e n di n g o n t h e s h a p e of t h e n o d es. T h e l eft i m a g e of Fi g ur e 6 0  s h o ws t h e c o n n e ct e d 

a n d  u n c o n n e ct e d  st ar -li k e  d ot  arr a ys, w h er e  t h e  c or n ers  of  e a c h  st ar  ar e  e x p e ct e d  t o 

pr o vi d e  n e urit e  g ui di n g  pr o p erti es.  T h e  ri g ht  fi g ur e  s h o ws  a  cir c ul ar  d ot  arr a y, 

c o n n e ct e d b y str ai g ht li n es. T h e diff er e nt t y p es of c o n n e cti o ns ar e i m pl e m e nt e d i n t h e 

s a m e  s e e di n g  c h a m b er.    T h er ef or e,  w e  d efi n e  t h es e  c hi p s as  “ M ulti -n o d es  m o n o -

c h a m b er ” d e vi c es.  

 

Fi g u r e 6 0.  E x a m pl e  of  I M P  p att er ns  e n c o di n g  v ari ati o n  of  n o d e  s h a p e  a n d  i nt er n al  c o n n e cti vit y .  ( a) 

St ar -li k e c o n n e ct e d arr a y a n d u n c o n n e ct e d arr a y. ( b) R o u n d m ulti-n o d es arr a ys wit h i nt er n al c o n n e cti o n.  

3. 2. 3  M ulti -n o d e s m ulti -c h a m b e r d e vi c es  

T h e f oll o wi n g fi g ur e  (Fi g ur e 6 1 ) s h o ws t h e d esi g n of “ m ulti -n o d es m ulti -c h a m b er ” 

d e vi c es. F or t h e pr e cis e d esi g n of t his s yst e m, w e t o o k a d v a nt a g e of t h e r es ults of c ell 

s ur vi v al i n is ol at e d tr a ps, l e a di n g t o a n o pti mi z e d di a m et er of  4 0 0 µ m a n d tr a p i nt er v als 

of  at  l e ast  4 0 0 µ m  w h e n  l o c at e d  i n  t h e  s a m e  c h a m b er.  T h e  diff er e nt  c h a m b ers  ar e 

a. b.
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c o n n e ct e d  b y  u ni dir e cti o n al  ar c h es,  or str ai g ht  c h a n n els,  wit h  a  l e n gt h  (i nt er  n o d e 

dist a n c e) of a b o ut 5 0 0 µ m. T h e y h a v e a h ei g ht of 5 0 µ m a n d a wi dt h of 6 0 0 µ m.  

 

Fi g u r e 6 1.  T h e d esi g n of m ulti -n o d es n et w or k s yst e m wit h e xt er n al c o n n e cti o ns. ( a) T h e w h ol e c hi ps. 

( b) T h e c e ntr al p att er n of c hi ps. ( c) S o m e oth er v ersi o n of d esi g n. ( d) T h e d esi g n of bi n ar y dir e cti o n 

m ulti -n o d es  wit h  str ai g ht  c h a n n els  ( e 1,  e 2)  T h e  c o n c e pt  m otif  of  bi n ar y  dir e cti o n  m ulti -n o d es  a n d 

c orr es p o n di n g l o c ati o n i n c hi ps. (f 1, f 2) T h e l o o p m otif of u ni dir e cti o n al m ulti -n o d es a n d c orr es p o n di n g 

l o c ati o n i n c hi ps.  ( g 1, g 2) T h e s e c o n d l o o p m otif t y p e. ( h 1, h 2) T h e m ulti-n o d es n et w or k wit h m ulti pli er 

e mitti n g tr a ps m otif a n d c orr es p o n di n g l o c ati o n i n c hi ps .  

3. 3  M et h o ds  

3. 3. 1  C hi p s f a b ri c ati o n a n d a ss e m bl y.  

C hi ps f a bri c ati o n pr o c ess is si mil ar t o t h e o n e d es cri b e d i n c h a pt er 2.  

T h e n e w m ulti -n o d es s yst e m

a.

1

2 4

4

3

1

2

3

5 6

7

1

3

2

b. c.

d.

e 1.

e 2.

f 1.

f 2.

g 1.

g 2.

h 1.

h 2.
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3. 3. 2  T h e p r e p a r ati o n of p ri m a r y c ell s u s p e n si o n  

E 1 4  Pr e g n a nt W T  S wiss  m o us e  w er e  p ur c h as e d  fr o m  J a n vi er  L a b,  a n d  c orti c al 

n e ur o n al s us p e nsi o ns w er e g e n er at e d usi n g si mil ar pr o c e d ur e as t h e o n e d es cri b e d i n 

C h a p 2.  S t u di es f oll o w e d t h e st a n d ar d et hi c al g ui d eli n es.  

3. 3. 3  C ell s e e di n g a n d c ult u ri n g  

T h e C ell s e e di n g a n d c ult ur e c o n diti o n  ar e si mil ar as t h e o n e d es cri b e d i n c h a pt er 

2.  

3. 3. 4  I m m u n ofl u o r e s c e n c e st ai ni n g a n d i m a g e a c q uisiti o n  

T h e st ai ni n g a n d i m a gi n g pr o c ess usi n g si mil ar pr o c ess as d es cri b e d i n c h a pt er 2.  

3. 4  R es ults  

3. 4. 1  I m p a ct of n o d e si z e o n n e u r o n al s u r vi v al a n d cl u m pi n g  

3. 4. 1. 1  T h e r el ati o ns hi p b et w e e n t h e siz e of tr a ps a n d c ell s ur vi v al st at us  

T h e di a m et ers of t h e tr a ps  e n c o d e d o n t h e I M P l a y ers  i n t h e f o ur c h a n n els w er e  

8 0 0 µ m, 4 0 0 µ m, 2 0 0 µ m, a n d a c o m bi n ati o n of 6 0 0 µ m a n d 1 0 0 µ m, r es p e cti v el y.  

 
Fi g u r e 6 2.  I nt er n al No d es arr a y wit h 4 p ar all el d eli v er y c h a m b er n a m e d s cr e e n c hi ps f or c h o osi n g t h e 

i d e al si z e of c ell tr a ps 

Aft er  8  d a ys  of  c ult ur e  f oll o w e d  b y  i m m u n ost ai ni n g,  c ell  s ur vi v a l  a n d 

diff er e nti ati o n w er e ass ess e d b y r a n ki n g t h e mi ni n et w or ks f or m e d i n t h e tr a ps i n f o ur 

A 1 / B 1 / C 1 A 2 / B 2 / C 2 A 3 / B 3 / C 3 A 4 / B 4 / C 4

8 0 0 u m 4 0 0 u m 2 0 0 u m 6 0 0 u m

1 0 0 u m
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di sti n ct  st at es. 1)  N o d es  e x hi biti n g  g o o d  s ur vi v al  ( littl e  D A PI n u cl e ar  c o n d e ns ati o n, 

li mit e d b 3 t u b uli n a x o n al fr a g m e nt ati o n) a n d h o m o g e n e o us n e ur o n al s pr e a di n g i n t h e 

tr a ps. 2)  G o o d s ur vi v al (s a m e crit eri o n as a b o v e) wit h c ell cl u m pi n g i n s p h er oi ds . 3) 

U n -cl u m p e d n o d es  s h o wi n g si g ns of d e g e n er ati o n  wit h  fr a g m e nt e d a x o ns a n d d e n drit es 

a n d c o n d e ns e d n u cl e us. 4) I n c o m pl et e n et w or k wit h v er y l o w d e nsit y . 

 

Fi g u r e 6 3.  Ill ustr ati o n of t h e 4 cl ass es of n o d es aft er 8 DI V st ai n e d f or M A P 2 (r e d), b 3 t u b uli n ( Gr e e n) 

a n d D A PI ( bl u e). (T h e i m a g es ar e m ai nl y us e d t o s h o w t h e st at e of t h e c ells a n d ar e e xtr a ct e d fr o m m ulti -

s c al e, s o t h e s c al e b ar is n ot s h o w n h er e. ) 

A n al ysis  of “ n et w or k t o p ol o g y a n d s ur vi v al ” s h o w e d t h at t h e p er c e nt a g e of tr a ps 

wit h  n et w or k  cl ust eri n g  i n cr e as e d  as  t h e  tr a p  si z e  d e cr e as e d,  w hil e  si g ns  of  n e ur o -

d e g e n er ati o n s h o ws a n i n v ers e v ari ati o n ( Fi g ur e 6 4 ).  

 
Fi g u r e 6 4.  S ur vi v al r at e of  c orti c al  n e ur o ns  i n  diff er e nt  si z e  of  tr a ps , aft er 8  a n d  1 2  d a ys  i n  vitr o.  

P er c e nt a g e of n o d es e x hi biti n g t y p e 1 ( “ H e alt h ”), 2 ( “ A g gr e g ati n g ”, g o o d s ur vi v al wit h si g n of n o d e 

M P 2
D A PI
β 3 -t u bli n

h e alt h a g gr e g at e
U n h e alt h b ut 
n o a g gr e g ati o n L e ss s e e d e d or d e a d

S ur vi v al +
A g gr e g ati o n -

S ur vi v al –
A g gr e g ati o n -

D e at h or
v er y l o w d e n sit y

S ur vi v al +
A g gr e g ati o n +

β 3 -t u bli n

M P 2

D A PI

6 0 0 u m

5 0 0 u m
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cl u m pi n g), 3 ( U n h e alt h b ut n o a g gr e g ati o n ” ) a n d 4 ( “ d e a d or l ess d e nsit y ”) b e h a vi ors , as a r el ati o ns hi p 

wit h n o d e si z e.   E x p eri m e nts w er e p erf or m e d i n 2 s e p ar at e ( c ell s e e di n g) e x p eri m e nts.  

T h e  tr e n d  of  t h e  t w o  c ur v es  d e pi cti n g  “ h e alt h y ”  ( gr e y  tri a n gl es)  a n d cl u m p e d  

( bl a c k s qu ar es)  n o d es  h a v e f urt h er b e e n us e d as a crit eri o n f or t h e u p c o mi n g d esi g n 

p att er ns  i n  t h e  f ut ur e.  Fr o m  t h es e  pr eli mi n ar y  st u di es  w e  c o n cl u d e d  t h at  f or  a  c hi p 

w hi c h  s h o ul d  a c c o m m o d at e  as  m a n y  n o d es  as  p ossi bl e  t o  i m pr o v e  t h e  c o n n e cti o n 

effi ci e n c y, a tr a p s i z e of 6 0 0 µ m di a m et er  s h o ul d b e t h e u p p er li mit of t h e d esi g n, w hil e 

t h e tr a p di a m et er f or c ell s ur vi v al s h o ul d n ot b e s m all er t h a n 2 0 0 µ m. T h e y c orr es p o n d  

t o ar e as of 1 2. 5 6 × 1 0 4  µ m 2  a n d 3. 1 4 × 1 0 4 µ m 2 , r es p e cti v el y. As s h o w n i n  Fi g ur e 6 5 , 

aft er 8 d a ys i n vitr o, t h e s e e di n g d e nsit y i n t h e n o d es  w h er e t h e c ells e x hi bit e d  g o o d 

s ur vi v al, w as a b o ut 2 0 -3 0 p er 1 0 4  µ m 2 . W h e n t h e d e nsit y r e a c h e d 4 0 p er 1 04  µ m 2 , t h e 

c ells st art e d t o cl u m p. W h e n t h e s e e di n g d e nsit y w as hi g h er, t h e c ells n e ur o ns e x hi bit e d 

cl e ar si g ns of d e g e n er ati o n, ( a x o n al fr a g m e nt ati o n a n d d e n driti c bl e b bi n g).  B el o w 8 

p er 1 0 4  µ m 2 , n e ur o ns d e g e n er at e d q ui c kl y.  

 

 

Fi g u r e 6 5.  R el ati o ns hi p b et w e e n c ell d e nsit y a n d c ell s ur vi v al st at es.  

I nt er esti n gl y,  9 0 %  d at a  of n o d e  e x hi bit e d cl u m p e d  s p h er oi ds  st at es ar os e  fr o m 

2 0 0 u m tr a ps  i n di c ati n g a t hr es h ol d b et w e e n i niti al c ell s e e di n g d e nsiti es / ar e a of c ell 

a d h esi o n a n d f or m ati o n  of s p h er oi ds. C o nsi d eri n g t h at 6 0 0 µ m di a m et er n o d es tr a ps 

t h o us a n ds  of c ells  ar e  s yst e m ati c all y  ass o ci at e d  wit h  n o d e  cl u m pi n g  a n d  s p h er oi d 
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f or m ati o n, w e fi n all y c h o os e 2 0 0 t o 4 0 0 µ m n o d e si z e f or f urt h er e x p eri m e nts. 

3. 4. 1. 2  I ntr a N o d e a x o n al o ut gr o wt h t o p o gr a p h y as a f u n cti o n of c ell d e nsit y. 

A x o ns , w hi c h c a n gr o w o v er l o n g dist a n c es , w er e c o nfi n e d i n is ol at e d c ell s e e di n g 

tr a ps.  I nt er esti n gl y, t h e  distri b uti o n  of  a x o n al  b u n dl es  i n  t h e  tr a ps  s e e m e d  t o  b e 

c orr el at e d wit h t h e s e e di n g d e nsit y. I n 2 0 0 µ m tr a ps, a x o n s oft e n cir cl e d e n dl essl y al o n g 

t h e n o d e w alls (T y p e I). W h e n a c ert ai n b o u nd ar y c o n diti o n is r e a c h e d, s o m e of t h e s e  

a x o ns will d et a c h fr o m t h e w all a n d r etr a ct t o w ar d t h e n o d es c e nt er  (T y p e II & III). 

Als o, a f e w n o d es  h a v e  n o  a x o ns  visi bl e  ( T y p e I V). N u m er ati o n  of  t h e  n u m b er  of 

n e ur o ns  p er  tr a p  s h o ws  t h at  a x o ns  d et a c h m e nt  fr o m  t h e  w all  b or d ers  is  dir e ctl y 

c orr el at e d wit h n u m b er of n e ur o ns, s u g g esti n g t h at c ell cl u m pi n g c a us es str o n g a x o n al 

t e nsi o n a n d r el o c ati o n of a x o ns i n t h e s p h er oi ds. 

 

Fi g u r e 6 6.  R el ati o ns hi p b et w e e n c ell n u m b er, a x o n cir cli n g a n d cl u m pi n g  b e h a vi o ur  i n 2 0 0 µ m 

n o d es.  

I n d e e d, i n  n o d es  s h o wi n g  b et w e e n 3 0 t o 6 0 n e ur o ns  (tr a p  si z e 2 0 0 µ m),  a x o ns 

c o nsist e ntl y cir cl e ar o u n d t h e e d g e of t h e tr a ps f or m or e t h a n 8 DI V. H o w e v er, w h e n 

c ell d e nsit y r e a c h e d 8 0 -1 0 0 n e ur o ns p er 2 0 0 µ m tr a p s o m a st art e d t o cl u m p a n d a x o ns 

T y p e I T y p e II T y p e III T y p e I V
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t o d et ac h fr o m t h e e d g es. At hi g h er d e nsiti es n o d es f or m e d s p h er oi ds w hi c h s ur vi v al 

r at e w as diffi c ult t o ass ess; o nl y a f e w a x o n al pr oj e cti o ns w er e e vi d e n c e d o ut of t h es e 

s p h er oi ds.  

3. 4. 1. 3  I nfl u e n c e of i nt er n o d e dist a n c e o n u n w a nt e d i nt er n o d e c o n n e cti o ns 

O ur s e c o n d c hi p p att er n w as d esi g n e d t o ass ess t h e dist a n c e b et w e e n tr a ps a n d t h e 

o c c urr e n c e  of  “ u n w a nt e d ”  a x o n al  c o n n e cti o n  t h at  s o m eti m es  o c c urs  b et w e e n  n o d es 

d es pit es n o a d h esi v e c u es li n ki n g t h e n o d es b ei n g e n c o d e d. I n t his p att er n d esi g n, t h e 

c h a n n els of E 1, E 2,  E 3, a n d E 4 ar e l ai d wit h r o u n d tr a p m atri c es wit h diff er e nt s p a ci n g. 

A m o n g t h e m, t h e s h ort est dist a n c e a n d t h e l o n g est dist a n c e e xist b et w e e n a dj a c e nt tr a p 

b o u n d ari es.  As  s h o w e d  b y Fi g ur e  6 7 ,  e a c h  m a cr o-c h a m b er  of  t h e  s a m e  c hi p 

a c c o m m o d at es s e v er al i nt er n o d es s p a ci n g f or t h e s a m e n o d e s urf a c e.  

 

Fi g u r e 6 7.  F o ur  c h a n n el mi cr ofl ui di c c hi ps e n c o m p assi n g 4 t y p e of I M P l a y ers e n c o di n g v ari o us i nt er 

n o d e dist a n c es.  

C orti c al n e ur o n al c ells w er e s e e d e d, gr o w n a n d st ai n e d aft er 8 or 1 2 d a ys of c ult ur e 

i n t h e c hi ps ( Fi g ur e 6 8).  

E 1 / F 1 / G 1 E 2 / F 2 / G 2 E 3 / F 3 / G 3 E 4 / F 4 / G 4

1 0 0 u m

1 0 0 u m

2 2
5 u

m

4
0
0
u

m

2 2
5 u

m

4 0 u m

1 4
0 u

m
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Aft er 8 DI V, t h e “ u n w a nt e d ” i nt er tr a p c o n n e cti o n r at e f or 4 0 µ m s p a ci n g w as 2 1. 5 4 % 

a p er c e nt a g e t h at dr o p p e d at 4 % f or a 1 4 0 µ m s p a ci n g (s e e Fi g ur e 7 0 ). 

 
Fi g u r e 7 0.  Q u a ntifi c ati o n of t h e pr o p orti o n of u n w a nt e d  i nt er n o d e c o n n e cti o ns as a f u n cti o n of i nt er 

n o d e dist a n c e. E x p eri m e nts w er e c o n d u ct e d i n 3 s e p ar at es e x p eri m e nts ( c ell s e e di n g).   

B as e d o n t h e a b o v e e x p eri m e nt al r es ults, w e t h us o bt ai n e d a v ari et y of d at a t h at 

h el p e d us t o o pti mi z e d b ot h 2 n o d es n et w or ks ( C h a pt er 2) a n d m ulti n o d al pl atf or ms . 

First, t h e di a m et er of t h e o pti m al n o d e tr a ps si z e s h o ul d b e b et w e e n 2 0 0 µ m a n d 4 0 0 µ m 

f or g o o d s ur vi v al, t h e s p a ci n g b et w e e n tr a ps s h o ul d n ot b e b el o w 1 4 0 µ m t o pr e v e nt 

u n w a nt e d i nt er n o d e c o n n e cti o ns, a n d w h e n s e e di n g c ells, t h e fi n al s e e di n g d e nsit y of 

c ells s h o ul d b e c o ntr oll e d at 2 0 -4 0 c ells p er 1 0 4 µ m 2 t o miti g at e s p o nt a n e o us n e ur o n al 

cl u m pi n g a n d k e e p a x o ns i n t h e b or d ers of t h e n o d es T h es e c o n c e pts w er e i m pl e m e nt e d 

i n  t h e  l ast  v ersi o ns  of  t h e  t w o-n o d e  c orti c o -stri at al  n e ur al  n et w or k  c hi p  s h o w n  i n 

c h a pt er 2 : t h e di a m et er of t h e e mitti n g c h a m b er tr a p is ar o u n d 3 0 0 µ m, wit h a n ar e a of 

a b o ut 7 × 1 0 4  µ m 2 , a n d t h e ar e a of t h e r e c ei vi n g c h a m b er tr a p c o n n e ct e d ( or n ot) t o t h e 

e mitti n g c h a m b er t hr o u g h a mi cr o c h a n n el is a b o ut 3 × 1 0 4  µ m 2  (r ef er t o Fi g ur e 5 3  f or 

c h a m b er n a m e E F G 1 E F G 1 E F G 2 E F G 2 E F G 3 E F G 3 E F G 4 E F G 4
di st a n c e ( u m) 4 0 1 4 0 1 0 0 2 2 5 1 0 0 2 2 5 2 2 5 4 0 0

p or k et n u m b er 4 8 4 8 3 0 3 0 1 6 1 6 1 6 1 6

p o s si bl y li n k s 7 7 6 6 4 5 3 6 2 5 1 4 2 0 1 8

T h e p er c e nt a g e of 
u n w a nt e d c o n n e cti o n s 

h a p p e n e d 
2 1. 5 4 % 4. 1 5 % 1 6. 0 6 % 3. 7 2 % 1 4. 5 1 % 9. 3 7 % 1 1. 5 8 % 5. 8 7 %
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s p e ci fi c di m e nsi o ns). T h e dist a n c e b et w e e n r e c ei vi n g tr a ps s h o ul d b e at l e ast 1 4 0 µ m 

a n d  3 0 0 µ m  b et w e e n  t w o  mi ni  n et w or ks.  We  als o  c o ntr oll e d  t h e  s e e di n g  d e nsit y 

f oll o w e d  t h e  r es ults  i n  t his  c h a pt er.  Als o,  all  t h es e  si z e  p ar a m et ers  w er e  us e d  f or 

b uil di n g a n d d esi g ni n g n e w m ulti n o d al c hi ps.  

3. 4. 2  St u d y of t h e m ulti n o d es m o n o -c h a m b e r mi c r ofl ui di c d e vi c es  

3. 4. 2. 1  T h e pr ef er e n c e of n e ur al n o d e c o n n e cti o n  

I n  a d diti o n  t o  cir c ul ar  s h a p e d  n o d es,  w e  t est e d  ot h er  h y p ot h es es  t h at  ai m e d  at 

o pti mi zi n g a x o n al b u n dl es e xit fr o m c ell tr a ps. B as e d o n t h e o bs er v ati o n t h at a x o n al 

b u n dl es f oll o w w alls, as ill ustr at e d i n t h e  Fi g ur e 7 1 , w e ass ess e d s e v er al p o c k et s h a p es 

t h at c o ul d i m p a ct a x o n g ui di n g. We us e d t h e c ur v at ur e of t h e st ar c or n er t o i n d u c e t h e 

dir e cti o n of a x o n gr o wt h. We e n c o d e d b ot h c o n n e ct e d a n d u n c o n n e ct e d c ell tr a ps t o 

m o nit or 1) t h e es c a p e r at e of a x o ns i n u n c o n n e ct e d st at es a n d 2) t h e effi ci e n c y i n i nt er 

n o d al  c o n n e cti o n  t hr o u g h  c o n n e cti o ns.  I nt er esti n gl y,  alt h o u g h  t h e  r es ults  st a y e d 

pr eli mi n ar y,  st ar  s h a p e d  p o c k ets  s e e m e d  t o  d e cr e as e  t h e  u n w a nt e d  i nt er  n o d e 

c o n n e cti o ns. C o m p ari n g b ot h c o n n e ct e d t o u n -c o n n e ct e d p att er ns s e e m e d t o i n di c at e 

t h at  a x o n al  c o n n e cti o ns  pr o m ot e  hi g h er  s ur vi val  r at es  i n  t h e  n o d es,  t h es e  r es ults 

r e q uiri n g f urt h er r e pr o d u cti o n.   

 
Fi g u r e 7 1.  C orti c al n e ur o ns s e e d e d  i n st ar tr a ps n o d es wit h c o n n e ct e d or u n c o n n e ct e d p att er n s. 8 DI V 

n e ur o ns w er e st ai n e d f or b -III-3 t u b uli n.  

I nt er esti n gl y,  t h e  e x p eri m e nts  p erf or m e d wit h  li n k e d  m ulti n o d es  s h o ws  t h at 

“ u n w a nt e d ”  i nt er  n o d e  c o n n e cti o ns  d e cr e as e  wit h  t h e  n u m b er  of  “ w a nt e d ”  n o d e 

! -III-t u b uli n 3 0 0 u m ! -III-t u b uli n 3 0 0 u m ! -III-t u b uli n 3 0 0 u m

! -III-t u b uli n 3 0 0 u m
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c o n n e cti vit y. T his s u g g ests t h at pr o m oti n g a x o n al e xit fr o m t h e n o d es tr o u g h a d h esi v e 

tr a cts  str o n gl y  di mi nis h es  “ u n wa nt e d ”  a x o n al  es c a p es  o n  n o n -c ell  a d h esi v e  ar e as 

(Fi g ur e 7 2 ). Alt h o u g h n ot t est e d h er e,  w e c a n i nf er t h at t h e d e pt h of t h e I M P tr a p s h o ul d 

als o aff e cts t h e b e h a vi o ur  of a x o n al  es c a p e o v er t h e w all . Du e t o e n gi n e eri n g li mit ati o ns, 

w e di d n ot t est t h at p ar a m et er f or n o w, a n d t h e tr a p d e pt h w er e c o ntr oll e d t o 5 µ m d e pt h 

i n t his w or k. 

 

Fi g u r e 7 2.  N e ur al n o d e c o n n e cti o n i n 1 2 DI V c orti c al n e ur al n et w or ks i n vitr o. N e ur o ns w er e st ai n e d  

f or b 3 t u b uli n.  

3. 4. 2. 2  T h e s ur vi v al of c ell i n m ulti -n o d es n et w or k wit h i nt er n al c o n n e cti o n  

Aft er  1 2  d a ys  i n  vitr o,  n et w or ks  w er e  st ai n e d  b y  M A P 2 (d e n drit es ),  a n d b -III-

t u b uli n (a x o ns ). Fi g ur e 7 3  s h o ws effi ci e nt n e urit es c o nfi n e m e nt a n d t o p o gr a p hi c c o ntr ol. 

I n t his m ulti-n o d al n et w or k, all t h e c orti c al n e ur o ns i n e a c h n o d es s h ar e t h e s a m e c ult ur e 

e n vir o n m e nt. N o c ell n u cl ei w er e e vi d e n c e d o utsi d e t h e tr a ps a n d g ui di n g tr a cts w er e 

m ostl y  p o p ul at e d  b y  a x o n al  m at eri al,  alt h o u g h  s o m e  d e n drit es  w er e  a bl e  t o  r e a c h 

n ei g h b ori n g  n o d es. T his is d u e t o t h e f a ct t h at c orti c al d e n drit es h a v e b e e n s h o w n t o 

gr o w u p t o 4 0 0 µ m l o n g i n vitr o, a li miti n g  dist a n c e us e d i n mi cr o -c h a n n els of cl assi c al 

mi cr ofl ui di c c hi ps t o s el e ct a x o ns a n d d e n drit es.   

! -III-t u b uli n
3 0 0 u m
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Fi g u r e 7 3.  Distri b uti o n  of A x o ns  ( β -III-t u b uli n)  a n d  d e n drit es  ( M A P 2)  of  c orti c al  n e ur o ns  i n m ulti -

n o d es s yst e m  aft er 1 2 DI V.  ( H ori z o nt al dist a n c e b et w e e n n o d e’s e d g e : 1 0 0 u m. Di a g o n al dist a n c e  b et w e e n 

n o d e’s e d g e : 2 2 5 u m).  

3. 4. 3  St u d y of t h e m ulti -n o d es m ulti -c h a m b e r d e vi c es  

I n t h e pr e vi o us p ar a gr a p h w e d es cri b e d s o m e criti c al p ar a m et ers all o wi n g m ulti-

n o d al  n et w or ks  r e c o nstr u cti o n  s e e d e d  i n  a  si n gl e  mi cr ofl ui di c  c ell  c ult ur e c h a m b er. 

H er e, w e w a nt e d t o i m pl e m e nt a x o n al g ui di n g tr a cts t o c o n n e ct n o d es t h at ar e l o c at e d 

i n  disti n ct  mi cr ofl ui di c  c h a m b er,  t h us  bri d gi n g  t h e  g a p  b et w e e n  c o n v e nti o n al 

mi cr ofl ui di c a n d m ulti n o d al p ositi o ni n g. We t h er ef or e d esi g n e d mi cr ofl ui di c c hi ps as  

d es cri b e d  i n Fi g ur e  6 1  w hi c h  e n c o d es  diff er e nt  c h a m b ers  ( Z  s h a p e d)  c o n n e ct e d  b y 

u ni dir e cti o n al ar c h es, or str ai g ht c h a n n els, wit h a l e n gt h (i nt er n o d e dist a n c e) of a b o ut 

5 0 0 µ m. T h e c ell d eli v er y c h a m b ers h a vi n g a h ei g ht of 5 0 µ m a n d a wi dt h of 6 0 0 µ m.  

3. 4. 3. 1  C orti c al n e ur o ns s ur vi v al  

D u e  t o  t h e  l e n gt h  a n d  g e o m etr y  of  t h e  mi cr ofl ui di c  s e e di n g  c h a m b er,  s e e di n g 

v ol u m es w er e a d a pt e d t o o bt ai n r el ati v el y h o m o g e n e o us s e e di n g al o n g t h e fl o w a xis. 

T h e mi cr o c hi ps w er e first s e e d e d wit h pri m ar y c orti c al or hi p p o c a m p al n e ur o ns t o st u d y 

t h e p ar a m eters of pr o gr essi v e i nt er n o d e c o n n e cti o ns. I n t h at n e w m ulti -n o d al s yst e m, 

40
0
u

m

m a p 2 ! -III-t u b uli n M er g e

!! -III-t u b uli n
m a p 2

!! -III-t u b uli n
m a p 2
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w e f o u n d t h at a x o ns gr e w a c c or di n gl y t o w h at w e i niti all y o bs er v e d i n n o n -c o n n e ct e d 

m ulti n o d al c hi ps a n d t h at t h e y pr o gr essi v el y i n v a d e d t h e a x o n al g ui di n g tr a cts li n ki n g 

t h e  n o d es.  Cr ossi n g  of  t h e  mi cr o c h a n n el  a n d  r e a c hi n g  of  t h e  dist a nt  n o d e  o c c urr e d 

ar o u n d 5 t o 6 d a ys i n vitr o ( Fi g ur e 7 4  a). As t h e fi g ur es s h o w n b el o w t h e m or e a x o ns 

i n t h e mi cr o c h a n n el, t h e q ui c k er t h e y r e a c h t h e ot h er c h a m b er (Fi g ur e 7 4  b).   

 
Fi g u r e 7 4.  A x o n al pr oj e cti o n i n c o m p art m e nt ali z e d m ulti n o d al c hi ps e n c o di n g str ai g ht i nt er c h a m b er 

li nki n g  mi cr o -gr o o v es  aft er  6  DI V. ( a)  P h as e  c o ntr ast  a n d  fl u or es c e nt  i m a g es  (b -III  t u b uli n  st ai ni n g) 

s h o wi n g a x o n al tr aj e ct or y b et w e e n n o d es. ( b) A x o n al i n v asi o n of a n o n -s e e d e d n o d e .  

T h e  n et w or ks  w er e  st ai n e d  t o  ass ess  n e ur o n al  s ur vi v al  a x o ns  vs  d e n drit e 

o ut gr o wt h ( 0 ). As d es cri b e d e arli er, a x o ns f oll o w e d t h e e d g e of tr a ps a n d fi n all y e nt er e d 

t h e str ai g ht mi cr o c h a n n el, a n d s h o w e d n o si g n of d e g e n er ati o n (0  a). T h e u ni dir e cti o n al 

ar c h es mi cr ostr u ct ur es m aj or e d a nt er o gr a d e gr o wt h ( 0 b) w hil e li miti n g t h e r etr o gr a d e 

o n e ( 0  c). D u e t o t h e f a ct t h at s o m e p arts of t h e mi cr o gr o o v es or ar c h es ar e e x p os e d i n 

t h e fl ui di c c h a m b ers a n d n ot f ull y c o v er e d b y t h e P D MS w alls of t h e m a cr o -c h a m b ers 

f e w c ells w er e f o u n d c a pt ur e d i nt o t h e ar c h’s c h a n n els (0  b). H o w e v er, t h at pr o bl e m 

c a n b e f urt h er s ol v e d b y o pti mi zi n g t h e p att er n d esi g n a n d ali g n m e nt pr o c ess i n a f ut ur e 

st u d y.  

! -III-t u b uli n

! -III-t u b uli n
5 0 u m

4 0 0 u m

a. b.
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A x o n al  (β -III-t u b uli n) a n d d e n driti c  ( M A P 2) gr o wt h i n c o m p art m e nt ali z e d  m ulti n o d es c hi ps e n c o di n g  

( a) Str ai g ht mi cr o c h a n n el or  ( b-c) Ar c h es as a dir e cti o n al g ui d a n c e f or n e urit es.  

3. 4. 3. 2  Est a blis h m e nt of c o m p art m e nt aliz e d  m ulti -n o d al c orti c al n et w or ks  

Aft er  6  d a ys  i n  vitr o,  t h e  n o d es  fr o m  t h e  c orti c al  n et w or k  st arts  t o  li n k  a n d 

t h er ef or e est a blis h  a  m ulti  n o d al  pl atf or m  eit h er  i n  u ni dir e cti o n al  or  bi dir e cti o n al 

c o nfi g ur ati o n  ( Fi g ur e  7 5 ).  O v er all,  w e  s u c c e e d e d  i n  est a blis hi n g  i nt a ct 

c o m p art m e nt ali z e d m ulti -n o d al c orti c al n et w or k t h at s ur vi v e d a d e q u at el y f or m or e t h a n 

a w e e k i n vitr o. Ass essi n g f urt h er a g ei n g of t h es e n et w or ks s h o w e d t h at i nt a ct n et w or ks 

c o ul d  b e  m ai nt ai n e d  f or  l o n g er  ti m e  of  c ult ur es  b ut  as  d es cri b e d  e arli er,  c orti c al 

cl u m pi n g  o c c urr e d  pr o gr essi v el y  l e a di n g  t o  l oss  i n  si n gl e  c ell  st u d y  r es ol uti o n. 

Cl u m pi n g als o i n d u c es hi g h n e ur it e t e nsi o n l e a di n g t o d et a c h m e nt of c ells i n t h e o p e n 

( n o n  P D M S  c o v er e d)  ar e as  of  t h e  g ui di n g  mi cr ostr u ct ur es.  We  tri e d  t o  a d dr ess  t his 

dr a w b a c k i n t h e f oll o wi n g c h a pt er.  

D A PI
M a p 2

! -III-t u b uli n

D A PI

M a p 2
! -III-t u b uli n

5 0 u m 1 0 0 u m

2 0 0 u m
D A PI

M a p 2

! -III-t u b uli n

a . b .

c .
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Fi g u r e 7 5.  6  d a ys c orti c al n e ur al n et w or k  s e e d e d i n c o m p art m e nt ali z e d m ulti n o d al pl atf or ms . C orti c al 

n et w or k e n c o di n g 3 -n o d es  l o o p e d,  bi dir e cti o n al  ( a)  or  u ni dir e cti o n al ( b) m otifs . ( L eft)  p h as e  i m a g e, 

( C e nt er) M A P 2 st ai ni n g, ( Ri g ht) o v erl a y of M A P 2, β -III-t u b uli n a n d DA PI  st ai ni n g. E a c h n o d e b ei n g 

i n di vi d u all y  fl ui di c all y  a c c essi bl e  it  c a n b e  s ee d e d  wit h  disti n ct  n e ur o n al  s u b p o p ul ati o ns  a n d/ or 

c h all e n g e d wit h disti n ct fl ui di c c o n diti o ns.  

3. 5  Dis c ussi o n  

T h e p ur p os e of t his w or k w as t o b uil d a m ulti -n o d al pl atf or m all o wi n g c o ntr ol of 

a x o n al o ut gr o wt h dir e cti o n alit y a n d mi cr ofl ui di c c o m p art m e nt ali z ati o n. As a pr o of of 

pri n ci pl e, w e us e d t h e I M P t e c h ni q u e t o p att er n n o d es a n d g ui di n g tr a cts t o b uil d s e v er al 

t h e or eti c al m otifs t h at e n c o d e f e e df or w ar d, r e c urr e nt a n d “s y n a pti c w ei g ht ” t o p ol o gi es. 

T h es e  t o p ol o gi es  b ei n g  p ot e nti all y  i nt er esti n g  f or  st u d yi n g  h o w  Pri o n -li k e  el e m e nt 

s pr e a ds  al o n g  n e ur o n al  n et w or ks. I m p ort a ntl y  i n  o ur  fi n al  d esi g n  e a c h  n o d e  b ei n g 

i n d e p e n d e ntl y  fl ui di c all y  a c c essi bl e.  T his  s h all  p er mit  b ot h  1)  s e e di n g  wit h  disti n ct 

n e ur o n al s u b p o p ul ati o ns all o wi n g t o c o nstr u ct c o m pl e x n e ur o a n at o mi c al l o o ps s u c h as 

t h e  b as al  g a n gli a l o o p;  a n d/ or  2)  c h all e n gi n g  of  t h e  n o d es  wit h  disti n ct  fl ui di c 

c o n diti o ns a n d t h er ef or e i niti ati o n of dis e as es o n o n e n o d e t o st u d y dis e as e pr o gr essi o n 

a c c or di n g t o t h e c o n n e ct o m e gri d.  

T h e  m ost  d e m a n di n g  p art  of  t h e  w or k  c o nsist e d  i n  o pti mi zi n g  t h e  criti c al 

p ar a m et ers  f or  n o d e  si z e  a n d  dist a n c e,  as  w ell  as  n e ur o n al  d e nsit y  t o  all o w  1)  g o o d 

m a p 2

D A PI
m a p 2
! -III-t u b uli n4 0 0 u m

m a p 2 m a p 2
! -III-t u b uli n
D A P I

4 0 0 u m

b.

a.
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n e ur o n al  s ur vi v al  a n d  diff er e nti ati o n  a n d  2)  c o ntr oll e d  a x o n al  s h o oti n g  t o w ar d  t h e 

t ar g et n o d es, aft er w hi c h w e s u c c essf ull y e n c o d e d c o m p art m e nt ali z e d i nt er c o n n e ct e d 

n e ur o n al gri ds t h at s ur vi v es f or a w e e k i n vitr o.     

3. 5. 1  G e o m et ri c f e at u r e s a s a d o mi n a nt f a ct o r i n O o C s y st e m  

3. 5. 1. 1  T h e g e o m etr y a n d m ast er f a bri c ati o n  

G e o m etri c al c o nsi d er ati o ns t o a c hi e v es mi cr o d e vi c es t h at all o ws n e ur o n al c ult u r e, 

a x o n al  g ui d a n c e  a n d  c o ntr ol  of  s y n a pti c  c o nt a cts  r e q uir es  t h e  pr o d u cti o n  of  mi cr o -

s yst e ms t h at e n c o m p ass a r a n g e of 2 or d ers of m a g nit u d e i n t h e di m e nsi o ns of t h eir 

b uil di n g el e m e nts. W h e n pr o d u ci n g t h e m ast er of t h e d esi g n, s o m e t hi n str u ct ur e of t h e 

mi cr o c h a n n el will b e li mit e d b y t h e t hi c k n ess of t h e c o at e d p h ot or esist, a n d t o o s m all 

wi dt h -t o-h ei g ht r ati o will l e a d t o t h e f ail ur e of t h e p h ot olit h o gr a p h y pr o c ess. T h e MJ B 4 

is  a  c o m m o n  p h ot olit h o gr a p h y  m a c hi n e,  a n d  t h e  p o w er  of  its  li g ht  s o ur c e  is  e asily 

i nfl u e n c e d b y t h e l a b or at or y c o n diti o ns. It c a n n ot e x p os e a h o m o g e n o us l ar g e ar e a s u c h 

as t h e o n e n e e d e d f or c ell tr a p pi n g s u bstr at e. T h er ef or e, I us e d mi cr o P G  U V l as er t o 

dir e ctl y e n gr a v e t h e i M P m ast er, a n d a c hi e v e d g o o d p erf or m a n c e. H o w e v er, t h er e is a 

li mit  of  d e pt h  t h at  c a n  b e  p att er n e d  b y  t his  m a c hi n e.  C urr e ntl y,  t h e  m or e  m at ur e 

e x p eri m e nt al c o n diti o n i n o ur l a b is t o us e S U 8 2 0 0 5, l e a di n g t o a b o ut 5 µ m i n -d e pt h 

str u ct ur es aft er d e v el o p m e nt. B ut g o o d q u alit y p att er ns mi g ht b e o bt ai n e d f or t hi c k er 

p h ot or esists. It mi g ht t h us b e p ossi bl e t o li mit t h e es c a p e of c ell a x o ns b y e x pl ori n g t h e 

pr o d u cti o n of tr a ps wit h a d e pt h of a b o ut 6 -8 µ m.  

3. 5. 1. 2  G e o m etr y a n d h y dr o p h o bi cit y iss u es  

I n b ot h 2 n o d es a n d m ulti-n o d al d esi g ns ( Fi g ur e 6 4 , Fi g ur e 6 8 ), c ell s e e di n g al o n g 

t h e fl o w a xis pr es e nts a gr a di e nt of c ell d e nsit y distri b uti o n i n t h e tr aps. B esi d es t h e c ell 

s us p e nsi o n b ei n g pr o gr essi v el y d e pl et e d fr o m c ells w h e n t h e y a d h er e t o t h e t ar g et ar e as, 

a n o n e x cl usi v e e x pl a n ati o n c o ul d b e t h at t his is c a us e d or m aj or e d b y t h e f a ct t h at t h e 

b ott o m (I M P) l a y er of t h e c hi p is a r at h er h y dr o p h o bi c s ur f a c e wit h o nl y t h e tr a ps b ei n g 

h y dr o p hili c  d u e  t o  P L L  pri nti n g.  W h e n  t h e  c ell  s us p e nsi o n  e nt ers  t h e  c h a m b er,  t h e 
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h y dr o p h o bi c s urf a c e sl o ws d o w n t h e fl ui d fl o w. T h e e asi est w a y t o s ol v e t h at pr o bl e m 

w o ul d b e t o e xt e n d t h e wi dt h of d eli v er y c h a n n els t o d e cr e as e fl o w r esist a n c e. H a vi n g 

n oti c e d  at  t h e  e arl y  st a g e  of  t h e  pr o c ess es  t h at  c ells  al m ost  c a n n ot  e nt er  " cl assi c al " 

r e ct a n g ul ar fl o w c h a m b er, t his is w h y i n a s e c o n d g e n er ati o n of d e vi c es I e n c o d e d t h e 

si z e of e ntr a n c e a n d e xit of t h e fl o w c h a m b er.  

I n a d diti o n, t h e c ell s us p e nsi o n fl o w i nsi d e t h e c h a m b ers hi g hl y d e p e n ds o n t h e 

r ati o b et w e e n t h e s e e di n g c ell v ol u m e a n d t h e t ot al v ol u m e of t h e fl o w c h a m b er. A t o o 

hi g h c ell s e e di n g v ol u m e ( > 1 0 µl) w o ul d l e a d t o s u c h a fl o w r at e t h at it w o ul d pr e v e nt 

c ell s t o t o u c h a n d a d h er e t o t h e t ar g et ar e as. I n v ers el y, a t o o l o w v ol u m e w o ul d l e a d t h e 

fl o w  t o  st o p  i nsi d e  t h e  fl o w  c h a m b er.    I  t h er ef or e  h a d  t o  a dj ust  a n  o pti m al  s e e di n g 

v ol u m e  f or  a  g o o d  c o m pr o mis e  b et w e e n  h y dr o p h o bi cit y,  c ell  a d h esi o n  a n d 

h o m o g e n e o us s e e di n g al o n g t h e fl o w a xis.  

T h e att e nti o n t o t h e f e at ur es of h y dr o p h o bi cit y a n d h y dr o p hili cit y i n I M P s yst e m 

is  d u e  t o  t h e  mi cr of a bri c ati o n  pr o c ess  t h at  diff ers  fr o m  t h e  o n e  of  c o n v e nti o n al 

mi cr ofl ui di c  c hi ps.  I n d e e d,  o n c e  g e n er at e d,  t h e  p att er n e d  I M P  l a y er e d  c a n n ot  b e 

pr o c ess e d wit h a pl as m a g e n er at or t h at will e n h a n c es h y dr o p hil y of P D M S, as t his will 

d estr o y e d t h e P L L p att er n e d ar e as. Alt er n ati v e m et h o ds s ol vi n g t h at pr o bl e m c o ul d b e 

t o us e c o p att er ni n g a p pr o a c h es of t h e n o n P L L ar e as t o e n h a n c e s u bstr at um h y dr o p hil y 

(s e e c h a pt er 5) or e v e nt u all y t o c o nsi d er a n alt er n ati v e, m or e h y dr o p hili c m at eri al as a 

s u bstr at u m f or I M P (t h er m o pl asti cs). Yet t his w o ul d r e q uir e a c o m pl et e r e a d a pt ati o n 

of t h e I M P pr o c ess t o st u d y w h et h er or n ot m ol e c ul es s u c h as P L L c o ul d l o c all y b e 

d e p osit e d  i n  gr o o v es  a n d  tr a ps  f or  e x a m pl e  i n  h ot  e m b ossi n g  pr ot o c ols.  W hil e  n ot 

a d dr essi n g  t h at  s p e cifi c  iss u e,  t h e  alt er n ati v e  m et h o ds  I  d es cri b es  i n  C h a p 5  m a y  b e 

c o m p ati bl e wit h t h e us e of h ot e m b oss e d t h er m o pl asti cs.     

3. 5. 1. 3  C hi p g e o m etr y a n d c ell s ur vi v al  

T h e g e o m etr y of t h e n o d es i n t h e c hi p als o aff e cts t h e c ell s ur vi v al a n d i n dir e ctl y 

a x o n  c o nfi n e m e nt.  I n  t h e  m ulti -n o d es  arr a y,  t h e  i nt er n al  str u ct ur e  e n c o d e d  diff er e nt 
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di a m et ers  of  cir c ul ar  tr a ps,  a n d  its  p ur p os e  w as  t o  s cr e e n  t h e  s m all est ar e a  t h at  is 

s uit a bl e f or n e ur o ns s ur vi v al. T h e si z e of t h e tr a ps cl e arl y h a d a dir e ct i m p a ct o n t h e 

n u m b er of c a pt ur e d c ells a n d t h at t o s o m e e xt e n d als o d e p e n ds o n t h e d e nsit y of t h e c ell 

s us p e nsi o n. Yet w e di d n ot fi n d a si g nifi c a nt li n e ar r el ati o ns hi p b et w e e n t h e ar e a at t h e 

b ott o m of t h e tr a p a n d t h e c ell d e nsit y aft er s e e di n g. T his o bs er v ati o n s h o ul d d es er v e 

f urt h er  e x pl or ati o n  i n  t h e  f ut ur e.  T h er ef or e,  t h e  t o p ol o g y  of  t h e  c hi p  is  n ot  o nl y 

i m p ort a nt  f or  t h e  cr e ati o n  of  a p pr o pri at e  c o n n e cti o n  dist a n c es b et w e e n  a x o ns  a n d 

d e n drit es t o f or m t h e s y n a ps e b et w e e n t h e diff er e nt c ell p o p ul ati o ns: t h e si z e of t h e c hi p 

d et er mi n es w h et h er t h e c ell p o p ul ati o ns c a n b e h e alt h y a n d s ur vi v e f or a l o n g ti m e.  

T o s u m u p, t h e t o p ol o g y a n d si z e of t h e c hi p d esi g n ar e c or e el e m e nts f or br ai n o n 

a  c hi p  d e vi c e.  F or  t h e  r e c o nstr u cti o n  of  n e ur al  n et w or ks  b as e d  o n  n et w or k 

c o n n e ct o mi cs, it is e v e n m or e i m p ort a nt t o c o ntr ol t h e s p a c e i nsi d e t h e c hi p i n or d er t o 

a c c o m m o d at e  as  m a n y  n o d es  as  p ossi bl e  a n d  s e p ar at e  t h e  n o d es  fr o m  e a c h ot h er  t o 

cr e at e a n i n di vi d u al mi cr o e n vir o n m e nt, t h us t h at c hi p c a n b e us e d t o st u d y a n d mi mi c 

h o w n e ur o d e g e n er ati o n pr o p a g at es i n t h e n e ur al n et w or k.  

3. 5. 2  T h e n et w o r k c o n n e cti o n a n d o p e n/f u rt h e r q u e sti o n s  

Alt h o u g h w e h a v e e x pl or e d t h e o pti m al dist a n c e t o pr e v e nt a x o n al es c a p e usi n g 

Cl ass  E  c hi p  e x p eri m e nts,  t h er e  ar e  still  s o m e  iss u es  t h at  ar e  w ort h  dis c ussi n g  a n d 

i n v esti g ati n g.  T h e  cl u m p e d  ( hi g h  d e nsit y)  n et w or ks  est a blis h e d  i nt er n o d e  li n ks  at  a 

m u c h hi g h er dist a n c e t h at l o w d e nsit y n et w or ks. T h e c ut off f or l o w d e nsit y n et w or ks 

b ei n g  ar o u n d  1 0 0 µ m  w hil e  cl u m p e d  hi g h  d e nsit y  n et w or ks  b ei n g  a bl e  t o  s e n d 

pr oj e cti o ns at 2 5 0 µ m dist a n c e. T h e r e as o n w h y hi g hl y p a c k e d, s p h er oi d n e ur o ns s e n d 

“ off  t ar g et ”  a x o ns  m or e  effi ci e ntl y  t h a n  l o w  d e nsit y  n et w or ks  r e m ai n  o bs c ur e. T his 

c o ul d b e d u e t o b ett er a d h esi o n of i n di vi d u al a x o ns wit hi n a x o n b u n dl es c o m p ar e d t o a 

P L L s u bstr at e. Si mil arl y, t o a l a mi ni n s u bstr at e ( k n o w n t o a c c el er at e a x o n al el o n g ati o n), 

a x o ns  c o ul d  pr o m ot e  t h e  el o n g ati o n  of  ot h er  a x o ns,  r es ulti n g  i n  i n cr e as e d  c o ll e cti v e 

gr o wt h .  
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T h e fi g ur e b el o w dis pl a ys s o m e i nt er esti n g p h e n o m e n a. I n 7 7 a, a cl ust er e d n e ur al 

n et w or k  f or ms  a  c o n n e cti o n  wit h  t h e  l o w  d e nsit y  o n e.  I n 7 7 b,  n o d es  o c c u pi e d  b y 

s p h er oi ds ar e i nt er c o n n e ct e d. I n Fi g ur e 7 6  d, cl os e cl ust er e d n o d es d o n’t c o n n e ct, w hil e 

i n  c  t h e  l o n g  dist a n c e  b et w e e n  t h e  hi g h-d e nsit y  n o d es  d o es  n ot  pr e v e nt  c o n n e cti o n. 

T h es e  o bs er v ati o ns  l e a d  t o  m a n y  v er y  i nt er esti n g  q u esti o ns  a b o ut  t h e  d y n a mi cs  of 

a x o n al  p at h  fi n di n g  a b o v e  n o n -a d h esi v e  s urf a c es,  a n d  h o w  it  is  m o d ul at e d  b y  t h e 

pr o p erti es of t h e r e gi o n fr o m w hi c h t h e y e m er g e.  

 

Fi g u r e 7 6.  Ill ustr ati o n of u n e x pl ai n e d u n w a nt e d c o n n e cti o ns. T h e di a m et er of tr a ps si z e is 2 0 0 u m, a n d 

tr a p pi n g dist a n c e is 1 0 0 u m i n c, ot h ers ar e 4 0 u m. 

3. 6  C o n cl usi o n  

I n  t his  c h a pt er,  I  g e n er at e d  t hr e e  t y p es  of  m ulti-n o d al  n e ur o n  arr a ys.  T h e 

o pti mi z ati o n  of  v ari o us  ki n d  of  mi cr ofl ui di c  d e vi c es  l e d  t o  t h e  g e n er ati o n  of  a  n e w 

pl atf or m  t h at  w o ul d  all o w  t o  st u d y  t h e  r ol e  of  t o p ol o gi c al  f e at ur es  o n  n et w or ks 

b e h a vi o ur . W hil e t h es e  pl atf or ms  c o ul d  pr o v e  us ef ul  t o  d e ci p h er  b asi c  pr o p erti es  of 

i nf or m ati o n fl o w i n str u ct ur e d n et w or ks o ur i niti al g o als w er e t o us e t h es e pl atf or ms t o 

st u d y  s o m e  s p e cifi c  as p e cts  of  n e ur o d e g e n er ati v e  s y n dr o m es,  m or e  s p e cifi c all y,  t h e 

w a y p ri o n li k e ele m e nts fl o ws i n n e ur o n al n et w or ks. T his is t h e t o pi c of a n e xt c h a pt er.  

a. b.

c. d.
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4. 1  I nt r o d u cti o n  

Pr o gr essi v e  d e g e n er ati o n  of  n e ur o ns  i n  t h e  br ai n,  s h o wi n g  m ultir e gi o n al 

s e q u e nti al  c hr o ni c  l esi o ns  o v er  ti m e,  a c c o m p a ni e d  b y  d e p ositi o n  of  p at h ol o gi c al 

pl a q u es of a b n or m al pr ot ei n a g gr e g at es ar e p at h ol o gi c al f e at ur es of n e ur o d e g e n er ati v e 

dis e as es  [2 7 4 ]. I n P ar ki ns o n's dis e as e, f or e x a m pl e, t h e p at h w a y b y w hi c h L e w y b o di es, 

of w hi c h a -s y n a g gr e g at es ar e t h e m ai n c o m p o n e nt, a p p e ar i n t h e br ai n st arts fr o m t h e 

v a g us n er v e t o t h e br ai nst e m, t h e mi d br ai n a n d t h e n t h e c er e br al c ort e x [2 7 5 , 2 7 6 ]. T h e 

pr o p a g ati o n m e c h a nis m of n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es w as t h e n i n v esti g at e d  [2 7 7 -2 7 9 ]. 

I n c h a pt er 1. 4. 3 , I r e vi e w e d v ari o us h y p ot h es es of n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es, a m o n g 

w hi c h t h e pri o n -li k e h y p ot h esis attri b ut es t h e dis e as e m e c h a nis m t o a v ari et y of t o xi c 

pr ot ei ns  e x hi biti n g  pri o n -li k e  pr o p ag ati o n  c a p a biliti es  e. g.  a -s y n,  t a u,  A β  ( als o 

s u g g est e d i n t h e lit er at ur e as pri o ni o ds [2 8 0 , 2 8 1 ]). Pri o n-li k e pr o p a g ati o n e n c o m p ass 

s e v er al  r at e  li miti n g  st e ps  i n cl u di n g  1)  s pr e a d  b et w e e n  c ells  (fit  vs  u n a bl e  t o  s pr e a d 

b et w e e n  i n di vi d u als)  2)  s e e di n g  i n d u c e d  misf ol di n g  a n d  a g gr e g ati o n,  a n d  3  l oss  of 

n e ur o n al str u ct ur e a n d f u n cti o n a n d d e at h, l e a di n g t o t his d e g e n er ati v e p at h ol o g y  [2 8 2 ]. 

T h es e pri o n oi ds, es p e ci all y e x o g e n o us s e e ds c a n pr o p a g at e b et w e e n c ells b y u n k n o w n 

m e c h a nis ms. I n c o ntr ast, pri o ns c a n n ot b e a m plifi e d i n c ells wit h o ut a n e n d o g e n o us 

t e m pl at e [2 8 3 , 2 8 4 ]. 

I n t h e l ast d e c a d es, m a n y st u di es h a v e v ali d at e d t h e c o n c e pt of t h e tr a ns missi o n of 

p at h ol o gi c al pr ot ei ns b e t w e e n c ells [2 8 5 , 2 8 6 ]. T h e p ot e nti al m e c h a nis ms ar e s h o w n i n 

t h e fi g ur e b el o w (Fi g ur e 7 7 ). T h e m ai n p ot e nti al v e ct ors of tr a ns missi o ns mi g ht b e 1) 

S y n a pti c  v esi cl es  a n d  e x os o m es,  w hi c h  ar e  r el at e d  t o  e n d o c yt osis  a n d  e x o c yt osis 

pr o c ess. T h e pri o n oi ds c a n b e r el e as e d fr o m d o n or n e ur o n b y v esi cl es or e x os o m e  [2 5 0 , 

2 8 7 -2 8 9 ].  O n c e  i n  t h e  e xtr a c ell ul ar  s p a c e,  t h es e  s e e ds  c a n  b e  u pt a k en  b y  r e c ei vi n g 

n e ur o ns or ot h er c ells t hr o u g h s e v er al p at h w a ys  [2 8 6 , 2 9 0 ], i n cl u di n g p e n etr ati n g i nt o 

pl as m a  m e m br a n e  a n d fl ui d-p h as e  e n d o c yt osis [2 8 0 , 2 9 1 ],  s y n a pti c  v esi cl es 

e n d o c yt osis a n d f usi o n of pl as m a -e x os o m al m e m br a n es  [2 4 , 2 9 2 -2 9 5 ]. Als o, t h er e is a 
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st u d y  [2 9 6 ] s h o wi n g t h at p at h ol o gi c al α -s y n u cl ei n fi bril tr a ns missi o n m a y b e r e c e pt or 

m e di a t e d. 2) T u n n elli n g n a n ot u b es ( T N Ts). T N Ts ar e als o a ki n d of m e c h a nis m f or c ells 

c o m m u ni c ati o n,  a n d  t h es e  d y n a mi c  m e m br a n o us  t u b es  c a n  cr e at e  dir e ct  tr a nsi e nt 

c yt o pl as mi c c o nti n uit y b et w e e n c ells  [2 9 7 ]. S e v er al st u di es s h o w n T N T m a y m e di at e 

t h e  pri o n oi ds  tr a nsf er [2 9 8 -3 0 1 ].  3)  P h a g o c yt osis.  T h e  p h a g o c yt osis  us u all y  d o  n ot 

o c c ur  b et w e e n  n e ur o n  t o  n e ur o n,  b ut  b et w e e n  n e ur o ns  a n d  gli al  c ells [1 8 2 , 3 0 2 ]. 

Mi cr o gli al c ells a n d astr o c yt es c a n e n d o c yt osis α -s y n u cl ei n as a r ol e i n cl e ar a n c e  [2 9 1 ].  

 

Fi g u r e 7 7.  P ot e nti al  m e c h a nis ms  f or  t h e  tr a ns missi o n  of  p at h ol o gi c al  pr ot ei ns  b et w e e n  c ells.  ( a) 

R e c e pt or -m e di at e d e n d o c yt osis. ( b) P e n etr ati n g i nt o pl as m a m e m br a n e. ( c) Fl ui d -p h as e e n d o c yt osis. ( d) 

S y n a pti c v esi cl es or e x os o m es. ( e)  T u n n elli n g n a n ot u b es. ( C h a o P E N G, 2 0 2 0).  

T o s u m u p, v ari o us e x o g e n o us pri o n oi ds ar e m ostl y i ntr o d u c e d i n t h es e r es e ar c h 

m o d els a n d t h e tri g g eri n g a n d pr o p a g ati o n of t h es e pr ot ei ns c a n b e o bs er v e d t hr o u g h 

t h e  u pt a k e  of  t h es e  s e e ds  b y  c ells.  I n  i n  vitr o  st u di es,  it  is  diffi c ult  t o  tr a c k  its 

tr a ns missi o n pr o c ess b y tr a diti o n al p etri-dis h c ult ur e. T h a n ks t o mi cr ofl ui di c c hi p wit h 

fl ui d is ol ati o n [2 0 8 , 2 0 9 ], it is p ossi bl e t o c o m p art m e nt ali z e n ot o nl y t h e n e ur o n al s o m a 

a n d a x o n i n diff er e nt fl ui d e n vir o n m e nts, b ut als o diff er e nt p o p ul ati o ns of n e ur o n al c ells 

i n diff er e nt  c h a m b ers  t hr o u g h  s p e cifi c  ar c hit e ct ur al  d esi g ns.  T his  m e a ns  t h at  it  is 

p ossi bl e t o a c hi e v e a si n gl e c h a m b er e x p os e d t o t h e s e e ds w hil e t h e ot h er c h a m b ers ar e 

n ot aff e ct e d. It pr o vi d es a v er y i d e al m o d el f or st u d yi n g t h e pr o p a g ati o n m e c h a nis m of 

p ri o n oi ds. 
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Mi cr ofl ui di c  d e vi c es  w er e  s u c c essf ull y  us e d  f or  st u d yi n g  t h e  i ntr a c ell ul ar 

tr a ns p ort ati o n of p at h o g e ni c t a u, a S y n, Aβ a n d H T T. T h e a nt er o gr a d e a n d r etr o gr a d e 

a x o n al tr a ns p ort ati o n of t h es e pri o ns w as d e m o nstr at e d  [2 4 5 , 2 5 5 -2 5 7 ].  

O ur t e a m a n d c ol l a b or at ors usi n g c o n v e nti o n al mi cr ofl ui di c c hi ps v ali d at e d t h at 

α -S y n  str ai ns  tri g g er  s ust ai n e d  n u cl e ati o n  of  h ost -e n c o d e d  n e ur o n al α -S y n  a n d 

ass o ci at e d n e ur o n al d ysf u n cti o ns. p S y n a g gr e g at es a c c u m ul at e pr o gr essi v el y i n hi P S C -

d eri v e d C orti c o c orti c al n e ur o n al n et w or k [2 5 7 ]. I n a d diti o n, t h e y als o c o n cl u d e d t h at 

m o us e pri m ar y n e ur o ns e x p os e d t o fi brill ar a S y n, e x o g e n o us a S y n w er e si mil ar u pt a k e n 

b y  n e ur o n al  c ells  fr o m  disti n ct  br ai n  r e gi o ns  b ut  diff er e d  gr e atl y  i n  t h eir  s e e di n g 

a m plifi c ati o n  c a p a citi es  m ai nl y  b e c a us e  of  t h eir  e n d o g e n o us  p h ysi ol o gi c al  a S y n 

e x pr essi o n l e v els  [1 9 3 ]. R e g ar di n g t h e a S y n s pr e a di n g i n 1 0 0 % ori e nt e d r e c o nstr u ct e d 

n e ur al  n et w or ks  m a d e  of  diff er e nt  n e ur o n p o p ul ati o n,  t h e  d at a  fr o m  m y  c oll e a g u es 

s h o w n t h at t h e i nt er n e ur o n al tr a nsf er effi ci e n c y w as v er y l o w  [2 4 0 ]. Fr o m t h es e r es ults, 

t h e y i nf err e d t h at t h e pri o n oi ds s pr e a di n g m a y b e i m p air e d b y i nt a ct s y n a pti c str u ct ur es. 

H o w e v er, i n t h e mi cr ofl ui di c d e vi c es t h e y us e d (l ar g e c h a m b ers), m ost of a x o ns st a ys 

i n t h e s a m e c o m p art m e nt as t h eir s o m a. I n ot h er t er ms, o nl y a w e a k pr o p orti o n of a x o ns 

cr oss t h e mi cr o c h a n n els a n d c o nt a ct e d t h e p ost -s y n a pti c n e ur o ns r aisi n g t h e q u esti o n 

of  i m p a ct  o f  s y n a pti c  w ei g ht  o n  pri o n oi d  i nt er-n e ur o n al  tr a nsf er.  M or e o v er,  d u e  t o 

a bs e n c e  of  s e p ar ati o n  b et w e e n  a x o ns  fr o m  pr es y n a pti c  n e ur o ns  a n d  p ost  s y n a pti c 

n e ur o ns it w as n ot p ossi bl e t o ass ess r etr o gr a d e tr a ns n e ur o n al c a p a citi es of pri o n oi ds. 

B ut  i n  t h e  i M P  s yst e ms  d e v el o p e d  i n  t his  w or k,  t h e  c o n n e cti o n  r at e  b et w e e n  t w o 

c h a m b ers w as e xtr e m el y i m pr o v e d. We t h er ef or e wis h e d t o as k a g ai n t h e q u esti o n of 

t h e m o d aliti es of s y n a pti c tr a ns missi o n usi n g t his n e w e x p eri m e nt al s etti n g.  

I n t his c h a pt er, usi n g o ur I M P micr o c hi ps, t h e pr o p a g ati o n m e c h a nis m of pri o n oi ds 

b et w e e n n e ur o ns w as e x pl or e d. I first r e c o nstr u ct e d t h e c orti c o -stri at al n e ur al n et w or k 

i n a t w o-n o d e c hi p i n vitr o ( m or e i nf or m ati o n a b o ut c orti c o -stri at al n e ur al p at h w a ys 

a n d  n e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es,  pl e as e  r ef er  t o 1. 3. 1. 1 ),  a n d  tr e at e d  t h e  e mitti n g 

c h a m b er  wit h  e x o g e n o us  r e c o m bi n a nt  a S y n  a g gr e g at es.  A  dis c o n n e ct e d  n o d e  w as 
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s ettl e d  u p  i n  t h e  r e c ei vi n g  c h a m b er  i n  or d er  t o  e x pl or e  w h et h er  t his  pr o p a g ati o n  is 

s y n a pti c  d e p e n d e nt.  T h e  s a m e  tr e at m e nt  w as  als o  a p pli e d  t o  t h e  t hir d  c h a m b er  t o 

e x pl or e  t h e  r etr o gr a d e  pr o p a g ati o n  i n  t h e  n e ur al  n et w or k.  F urt h er,  I  p erf or m e d 

e x p eri m e nts  i n  a  m ulti -n o d e  n e ur al  n et w or k  as  w ell.  M ulti pl e  m otifs  i n  m ulti -n o d e 

n e ur al  n et w or ks  h a v e  b e e n  st u di e d  f or  s p e cifi c  p ur p os es.  It  will  b e  s h o w n  i n  t h e 

f oll o wi n g s u bs e cti o ns. 

4. 2  M et h o ds  

4. 2. 1  C hi p s f a b ri c ati o n a n d a ss e m bl y.  

C hi ps f a bri c ati o n pr o c ess as c h a pt er 2.  

4. 2. 2  P r e p a r ati o n of p ri m a r y c ell s u s p e n si o n  

W T S wiss  E 1 4 pr e g n a nt  mi c e  w er e p ur c h as e d fr o m J a n vi er L a b, a n d st u di es all 

f oll o w e d t h e st a n d ar d et hi c al g ui d eli n es. T h e pr e p ar ati o ns of c orti c al a n d stri at al a n d 

pri m ar y s us p e nsi o n ar e s a m e as d es cri b e d i n a b o v e c h a pt ers.  

F or hi p p o c a m p al c ult ur es, t h e hi p p o c a m p al r e gi o n of E 1 6 e m br y os of W T S WI S S 

m o us e  (J a n vi er  L a bs)  w er e  mi cr o -diss e ct e d  u n d er  t h e  mi cr os c o p e  i n  t h e  c ol d  G e y's 

b al a n c e d  s alt  s ol uti o n  ( G B S S)  s u p pl e m e nt e d  wit h  0. 1 %  gl u c os e  ( w/ v).  T h e 

hi p p o c a m p al  str u ct ur es  w er e  ri ns e d  b y  G B S S  t w o  ti m es ， t h e n  t h e  f al c o n  c o nt ai n e d 

hi p p o c a m p al pi e c es w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C wit h 5 ml of 1 0 m g/ m L p a p ai n i n D M E M 

s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0 u nits/ m L p e ni cilli n -str e pt o m y ci n f or 8 mi n. T h e n p a p ai n w as 

i n a cti v at e d b y a d di n g 5 0 0µ l of F B S a n d i n c u b ati o n at r o o m t e m p er at ur e f or 2 mi ns. 

Aft er r e m o vi n g t h e  m e di u m a n d r e pl a ci n g it b y fr es h 5 ml D M E M wit h 2 0 ul of D N As e, 

t h e c ells w er e m e c h a ni c all y diss o ci at e d b y pi p etti n g. Aft er c e ntrif u g ati o n ( 8 0 g, 7 mi n) 

of t h e c ell s us p e nsi o n, t h e u p p er m e di u m w as r e m o v e d, a n d D M E M us e d t o s us p e n d 

t h e c ells. T h e c ells w er e c o u nt e d usi n g M al ass e z c o u nti n g d e vi c e. T h e c ell s us p e nsi o n 

w as c e ntrif u g e d a g ai n t h e n r e m o v e d t h e u p p er m e di u m, f oll o w e d b y mi x e d i n N e ur al 

b as al c o m pl et e c ult ur e m e di u m ( 5 % F B S a n d 2 % B 2 7) a n d c o ntr oll e d t o 2 5 milli o n 
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c ells p er millilitr e  as fi n al c o n c e ntr ati o n of hi p p o c a m p al s us p e nsi o ns.  

4. 2. 3  C ell s e e di n g a n d c ult u ri n g  

T h e C ell s e e di n g a n d c ult uri n g of c orti c al -stri at al a n d hi p p o c a m p al n et w or ks  ar e 

s a m e as a b o v e c h a pt ers.  

4. 2. 4  α -S y n u cl ei n t r e at m e nts  

4. 2. 4. 1  Tr e at m e nts i n t h e m at ur e ( ar o u n d 2 w e e ks) n e ur al n et w or k  

Aft er  ar o u n d t w o w e e ks of i n vitr o c ult ur es, w e first r e m o v e d t h e m e di u m fr o m 

r es er v oirs of c orti c al c h a m b er a n d tr a nsf er it t o a n e p p e n d orf w h er e it is mi x e d wit h α -

s y n u cl ei n Fi brils ( R o n al d M el ki’s L a b) l a b ell e d wit h a 6 3 3 n m fl u or es c e nt d y e. T h e n 

fill e d  3 0 ul of α -s y n u cl ei n  m e di u m  s ol uti o n  b a c k  t o  w ells,  k n o wi n g  t h at  t h e  fi n al 

tr e at m e nt  c o n c e ntr ati o n  s h o ul d  b e  2 0 0 n M. Aft er  4 8  h o urs,  r e m o v e  all  m e di u m  a n d 

r e pl a c e it b y n e ur al b as al c o m pl et e m e di u m wit h o ut p h e n ol r e d. All pr o c e d ur es w er e 

p erf or m e d u n d er t h e P S M i n L 2 l a b or at or y, a n d all c o nt ai n ers or s urf a c es w hi c h t o u c h e d 

wit h α -s y n u cl ei n ar e all i n a cti v at e d b y a 2 % s o di u m d o d e c yl s ul p h at e s ol uti o n. T h e n 

t h e  c hi ps  w er e  i m a g e d  u n d er  t h e  fl u or es c e nt  mi cr os c o p e.  T h e  s a m e  tr e at m e nt  w as 

p erf or m e d  als o  i n  t h e  c e ntr al  c h a m b er  of  t h e  d e vi c e  f or  st u d yi n g  t h e  r etr o gr a d e 

tr a ns missi o n. 

4. 2. 4. 2  Tr e at m e nts  i n  t h e  hi p p o c a m p us  m ulti -n o d es  n et w or k  ( 1  w e e k)  f or  p -s y n 

n u cl e ati o n  

Aft er o n e w e e k of i n vitr o c ult ur es, w e first r e m o v e d all m e di u ms fr o m t h e t w o 

r es er v oirs of t h e e mitti n g c h a m b er, a n d k e e pi n g h alf v ol u m e of ol d m e di u m i n t h e ot h er 

r es er v oirs,  t h e n  fill e d  4 0 ul  of  fr es h  m e di u m  t o  w ells  e x c e pt  e mitti n g  c h a m b ers. T h e 

3 0 ul  of  2 0 0 n M α -s y n u cl ei n  Fi brils  ( R o n al d  M el ki’s  L a b)  l a b ell e d  wit h  6 3 3 n m 

fl u or es c e nt d y e w hi c h w ell dil ut e d i n n e ur o nal c ell c ult ur e m e di u m w as a d d e d i n e a c h 

r es er v oir of e mitti n g c h a m b er. All pr o c e d ur es w er e p erf or m e d u n d er t h e P S M i n L 2 

l a b or at or y, a n d all c o nt ai n ers or s urf a c es t h at h a d b e e n i n c o nt a ct wit h α -s y n u cl ei n w er e 
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i n a cti v at e d  b y  a  2 %  s o di u m  d o d e c yl  s ul p h at e s ol uti o n. Aft er  o n e  w e e k,  c ell  c ult ur e 

m e di u m  w as  r e pl a c e d  b y  fr es h  o n e.  J ust  b ef or e  i m a gi n g,  t h e  c ell  c ult ur e  m e di a  w as 

r e pl a c e d b y N e ur o b as al m e di u m wit h o ut p h e n ol r e d a n d mi cr o c hi ps w er e i m a g e d u n d er 

a n i n v ert e d mi cr os c o p e.  

4. 2. 5  I m m u n ofl u o r e s c e n c e st ai ni n g a n d i m a gi n g  

I m a gi n g  a c q uisiti o n  a n d  d at a  pr o c essi n g  ar e  alr e a d y  d es cri b e d  i n  t h e  pr e vi o us 

c h a pt ers. T h e pri m ar y a nti b o d y us e d ( p S y n, R a b bit, A b c a m, 5 1 2 5 3) o nl y d et e cts al p h a 

s y n u cl ei n  p h os p h or yl at e d  o n  S er 1 2 9.  It  s h o ws  n o  st ai ni n g  i n  h u m a n  hi p p o c a m p us 

n or m a l br ai n b ut l a b el h u m a n P ar ki ns o n s u bst a nti a ni gr a tiss u e as e x p e ct e d. 

4. 3  R es ults of s y n u cl ei n s p r e a d i n t w o n o d es s yst e m 

4. 3. 1  α -s y n u cl ei n p r o p a g ati o n  i n t w o n o d es c o rti c o -st ri at al n et w o r k  

4. 3. 1. 1  T h e a nt er o gr a d e pr o p a g ati n g of α -s y n u cl ei n i n t w o n o d es n et w or k  

C orti c o -stri at al n et w or ks w er e r e c o nstr u ct e d i n 2 n o d es i M P pl atf or ms a c c or di n g 

t o t h e pr o c e d ur e d es cri b e d i n C h a p 2. A x o ns fr o m o n e c orti c al n o d e gr e w t o t h e vi ci nit y 

of 2 stri at al n o d es t h at w er e eit h er c o n n e ct e d or n ot t o t h e c orti c al a x o ns.   

 

Fi g u r e 7 8.  S c h e m ati c of c hi p p att er n a n d tr e at m e nt n o d es. T h e l eft n o d e w as s e e d e d wit h  c orti c al c ells 

a n d tr e at e d usi n g a S y n. M i d dl e n o d es: t h e u p p er o n e is “ Str. C o n n e ct e d ” a n d b ott o m o n e is “ Str. 

Is ol at e d ”, n o n-tr e at e d. T h e ri g ht n o d es h a v e n o c ells b ut ar e fill e d wit h m e di u m.  

Aft er  1 6  d a ys  of  i n  vitr o  c ult ur e, n et w or ks  w er e  s el e ct e d  f or  g o o d  vi a bilit y  a n 

a p pr o pri at e c o n n e cti vit y ( n o off t ar g et n o d es a n d a x o ns) i n p h as e c o ntr ast mi cr os c o p y  

a n d  c orti c al n o d es  i n  t h e  e mitti n g  c h a m b er  w er e  e x p os e d  t o 2 0 0 n M  of e x o g e n o us 

fl u or es c e ntl y  l a b ell e d  r e c o m bi n a nt  al p h a  s y n u cl ei n  s e e di n g  a g gr e g at es [3 0 3 ] f or  4 8 

h o urs. R e pr es e nt ati v e  i m a g es of c orti c al a n d  stri at al n o d es  ar e  s h o w n  i n F i g ur e  7 9. 

Tr e at e d b y a -s y n

Str.

Str.

C x.
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W hil e  c orti c al  n o d es  e x hi bit e d  str o n g  a S y n  u pt a k es  a n d  dis p ersi o n  of  i n  a x o n al 

c o m p art m e nts , fai nts y et si g nifi c a nt si g n al of a S y n a p p e ars i n t h e stri at al tr a p t h at w er e 

c o n n e ct e d t o t h e c orti c al n e ur o ns . T his is r e mi nis c e nt of a r e c e nt st u d y c o n d u ct e d  b y 

o ur gr o u ps s h o wi n g t h at stri ct a nt er o gr a d e tr a nsf er of a S y n a g gr e g at es fr o m pr e t o p ost 

s y n a pti c  n e ur o ns is  a  li mit e d  pr o c ess. I m p ort a ntl y  n o a S y n  si g n al  w as  e vi d e n c e d  i n 

stri at al n o d es t h at w er e n ot c o n n e ct e d t o t h e c orti c al a x o n al gr o o v es.  

 
Fi g u r e 7 9.  R es ults of t h e n e ur al n et w or k b ei n g tr e at e d wit h a S y n f or 4 8 h o urs aft er f or w ar d pr o p a g ati o n. 

T h e  first  c ol u m n  i n  t h e  fi g ur e  s h o ws  t h e  e mitti n g  c h a m b er,  t h e  s e c o n d  c ol u m n  s h o ws  t h e  c o n n e ct e d 

r e c ei vi n g c h a m b er, a n d t h e t hir d c ol u m n s h o ws t h e u n c o n n ect e d r e c ei vi n g c h a m b er. T h e i m a g es of a S y n 

i n t h e fi g ur e w er e a c q uir e d at t h e s a m e i m a gi n g e x p os ur e ti m e a n d ar e pr es e nt e d at t h e s a m e bri g ht n ess 

a n d c o ntr ast.  

Alt h o u g h I c a n n ot c o m pl et el y r ul e o ut t h at t h e r e c ei vi n g (stri at al) n o d es s h o ots 

a x o ns b a c k t o t h e e mitti n g ( c orti c al) c h a m b er, t his is r at h er u nli k el y. I n d e e d, i n C h a pt er 

2, I e v al u at e d t h e t h at o nl y 7. 4 % of all stri at al n o d es s h o ots a f e w a x o ns b a c k t o w ar d 

t h e c orti c al o n es. D uri n g a S y n pr o p a g ati o n e x p eri m e nts w e f o u n d 3 c o n n e ct e d r e c e pti v e 

c h a m b ers wit h a S y n si g n als i n 5 mi ni at ur e n et w or ks of o n e c hi p, w hil e n o n e of is ol at e d 

tr a ps  s h o w e d  a S y n  si g n als.  Ot h er  c hi ps  fr o m  t h e  s a m e  b at c h  als o  h a d  1  t o  3  mi ni 

a -s y n

1 0 0 u m

a -s y n

M er g e
a -s y n

a -s y n

M er g e
a -s y n

M er g e
a -s y n
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n et w or ks s h o wi n g a S y n si g n als i n c o n n e ct e d r e c ei vi n g tr a ps. I n a d diti o n t o t his, We 

als o  o bs er v e d t h at t h e i nt e nsit y of t h e si g n als i n r e c ei vi n g tr a ps is w e a k er c o m p ar e d t o 

t h e e mitti n g c h a m b ers as w e pr e vi o usl y o bs er v e d [2 4 0 ].  T h es e o bs er v ati o ns s u g g ests 

t h at  aS y n  s pr e a di n g  i n  o ur  e x p eri m e nts  o c c urr e d  m ostl y  t hr o u g h  a nt er o gr a d e 

pr o p a g ati o n.   F urt h er q u a ntifi c ati o n a n d tr a c ki n g of a S y n si g n als a n d hi g h er r es ol uti o n 

i m a gi n g r es ults c o ul d b ett er c o nfir m t his h y p ot h esis. H o w e v er, si n c e t h e c ells i n t h e 

c hi p ar e m os tl y li k e s p h er oi d w hi c h m a k es q u a ntifi c ati o n diffi c ult, a n d t h e t hi c k n ess of 

t h e s u bstr at e of t h e c hi p is cl os e t o 2 0 0 u m ( gl ass 1 2 0 t o 1 7 0 u m + P D M S l a y er 5 0 t o 

7 5 u m), w hi c h r e a c h es  t h e t hr es h ol d f or hi g h r es ol uti o n i m a gi n g. S o, t h e q u a ntifi c ati o n 

d at a  will n ot b e pr es e nt e d  i n  m y  P h D  t h esis. A c k n o wl e d gi n g  t h at  t h e  e x p eri m e nts 

s h o ul d b e r e pr o d u c e d t o p er mit st atisti c al a n al ysis, o ur r es ults s u g g est t h at A S y n tr a ns -

n e ur o n al s pr e a di n g o nl y o c c urs w h e n s y n a pti c c o nt a cts ar e est a blis h e d b et w e e n pr e a n d 

p ost  s y n a pt i c  n e ur o ns  a n d  d o  n ot  m aj orl y o c c ur  t hr o u g h h u m or al,  diff usi bl e  (i. e. 

e x os o m al), s pr e a ds of pr ot ei n a g gr e g at es. T his w o ul d c o nstit ut e a n e w fi n di n g i n t h e 

fi el d of pri o n li k e r es e ar c h.    

4. 3. 1. 2  St u d y of t h e  r etr o gr a d e pr o p a g ati o n  of α -s y n u cl ei n i n t w o -n o d es n et w or k  

Pr e vi o us,  p u blis h e d,  st u di es  h a v e  s h o w n  t h at  b ot h  a cti v e  a nt er o gr a d e  a n d 

r etr o gr a d e  tr a ns p ort  o c c urs  i n o n e’s  n e ur o n al  c yt o pl as m  w h e n  a S y n  s e e ds  ar e 

i ntr o d u c e d eit h er o n s o m ati c or dist al a x o n al c o m p art m e nts.  Yet w h et h er or n ot a S y n 

c a n s pr e a d i n a r etr o gr a d e m a n n er b et w e e n n e ur o ns h as n e v er b e e n ass ess e d. Usi n g o ur 

pl atf or ms,  w e  t h er ef or e i n v esti g at e d w h et h er a S y n  c a n  b a c k w ar d  pr o p a g at e s i n  a 

r etr o gr a d e m a n n er a cr oss n e ur o ns. I n or d er t o ass ess r etr o gr a d e pr o p a g ati o n, t h e t hir d 

( a x o n al) c h a m b er of t h e n e ur al n et w or k w as als o tr e at e d  wit h 2 0 0 n M of fl u or es c e nt 

a S y n  a g gr e g at es . T h e  t hir d  c h a m b er  b ei n g  m ostl y  c o m p o s e d  of  stri at al  a x o ns. T h e 

fi g ur e b el o w s h o ws t h e l o c ati o n of a S y n tr e at m e nt i n t h e n e ur al n et w or k. 
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Fi g u r e 8 0.  T h e s c h e m ati c of c hi p p att er n a n d tr e at m e nt tr a ps.  ( Fi ns c o ul d h a v e diff er e nt d esi g n 

v ersi o n, all t h es e d esi g ns will d e m o nstr at e i n a p p e n di x.)  

Aft er 1 6. 5 d a ys of i n vitr o c ult ur e, t h e t hir d c h a m b er, c o nt ai ni n g stri at al a x o ns o nl y, 

w as tr e at e d wit h a S y n. T h e Fi g ur e 8 1  s h o ws t h e a S y n si g n als  ar e str o n gl y  d et e ct e d i n 

th e  stri at al  a x o n  c o m p art m e nt  w hil e  fl u or es c e nt  a g gr e g at es  c o ul d  b e  d et e ct e d  i n  t h e 

stri at al p o c k et, e vi d e n ci n g effi ci e nt r etr o gr a d e tr a ns p ort fr o m stri at al a x o ns t er mi n al t o 

t h eir c ell b o di es. Alt h o u g h pr eli mi n ar y, i nt er esti n gl y, w e f o u n d a n a S y n si g n al i n  t h e 

c orti c al, e mitti n g , c h a m b er .  

 

Fi g u r e 8 1.  R es ults of r etr o gr a d e pr o p a g ati o n of fl u or es c e nt a S y n a g gr e g at es. a S y n w as l o a d e d o n t h e 

stri at al a x o n c o m p art m e nt (ri g ht i m a g es), a n d fl u or es c e n c e s pr e a di n g t o t h e stri at al n o d es ( c e nt er) a n d 

c orti c al n o d es ( L eft i m a g e s) w as m o nit or e d.  

Aft er li v e e x p eri m e nts, n et w or ks w er e fi x e d a n d ass ess e d f or s y n a pti c c o n n e cti vit y. 

As  s h o w n i n Fi g ur e 8 2 , c orti c al a x o ns e x pr ess e d str o n g V G L U T 1 l a b elli n g wit h f ai nt 

V G L U T 1  st ai ni n g  al o n g  stri at al  M A P  d e n drit es  t h us  s u g g esti n g  effi ci e nt  s y n a pti c 

c o nt a cts i n t h e n et w or ks t h at e x hi bit e d a S y n r etr o gr a d e pr o p a g ati o n.  

Tr e at e d b y a -s y n

Tr e at e d b y a -s y n

Str.

Str.

C x.

a -s y n a -s y n a -s y n a -s y n a -s y n

1 0 0 u m1 0 0 u m 1 0 0 u m 1 0 0 u m 1 0 0 u m

M er g e
a -s y n

M er g e
a -s y n

M er g e
a -s y n

M er g e
a -s y n

M er g e
a -s y n
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Fi g u r e 8 2.  S y n a pti c c o n n e cti o n b et w e e n c orti c al a n d stri at al  n o d es i n t h e r etr o gr a d e s pr e a di n g st u d y. 

Aft er a S y n i m a gi n g, n e ur o ns w er e fi x e d a n d st ai n e d f or M A P 2, β -III-t u b uli n a n d V G L U T 1.  

I n C h a pt er 2, I s h o w e d t h at a x o ns fr o m t h e e mitti n g c h am b er ar e m ostl y c o nfi n e d 

i nsi d e t h e s eri al r oll er str u ct ur e. H o w e v er, a x o ns fr o m t h e e mitti n g c h a m b er w er e still 

f o u n d  i n  2 6. 8 %  of  t h e  r e c e pti v e  c h a m b ers,  a n d  t h es e  a x o ns  c a n n ot  r e a c h  t h e  t hir d 

c h a m b er 1 4 DI V. B ut w e o bs er v e d h er e 1 8 d a ys c ult ur es, t h e p oss i bilit y t h at a x o ns fr o m 

t h e e mitti n g c h a m b er h a v e cr oss e d t h e w h ol e c hi p t o r e a c h t h e l ast c o m p art m e nt is n ot 

c o m pl et el y e x cl u d e d. B as e d o n t h e a b o v e r es ults, it is cl e ar t h at stri at al n e ur o ns c a n 

u pt a k e a S y n fr o m a x o n t er mi n als a n d tr a ns p ort it b a c k t o t h e s o m a i n a r etr o gr a d e w a y. 

H o w e v er, alt h o u g h u nli k el y, it r e m ai ns p ossi bl e t h at t h e pr es e n c e of a S y n si g n al i n t h e 

tr a ns mitti n g c h a m b er is d u e t o t h e f a ct t h at a x o ns fr o m t h e tr a ns mitti n g c h a m b er i n a 

s m all n u m b er of r e c ei vi n g c h a m b ers l a u n c h i nt o t h e t hi r d c h a m b er t o a bs or b a S y n a n d 

tr a ns p ort  it  t o  s o m a,  or  w h et h er  a S y n  m a y  als o  s o m e h o w  tr a v el  a cr oss  n e ur o ns  i n 

r e v ers e t o u pstr e a m n e ur o ns. T his r e q uir es f urt h er st u d y i n t h e f ut ur e. 

4. 4  D is c ussi o n a b o ut of  f e w a t y pi c al  c as es t h at o c c u r r e d 

d u ri n g t h e a S y n s p r e a di n g e x p e ri m e nts  

4. 4. 1  N o c o rti c al c o n n e cti o n s  d u e t o t h e mis ali g n m e nt c hi p s  

I n t h e a b o v e e x p eri m e nts, w e m e nti o n e d t h at n e ur al n et w or ks wit h a S y n si g n als i n 

V gl ut

β -III-t u b uli n + a -s y n M a p 2

FI T C -P L L β -III-t u b uli n + a -s y n
M a p 2
V gl ut

1 0 0 u m
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t h e p ost s y n a pti c c h a m b ers a c c o u nts f or a b o ut h alf of t h eir t ot al n u m b er. H o w e v er, t his 

pr o p orti o n  is  als o  i nfl u e n c e d  b y  t h e  c hi p  f a bri c ati o n  pr o c ess.  It  is  diffi c ult  t o  a v oi d 

mis ali g n m e nt i n t h e f a bri c ati o n of t h e c hi p, s u c h t h at s o m e c h a n n els m a y b e c o m pl et el y 

bl o c k e d w h e n b o n di n g is a c hi e v e d ( Fi g ur e 8 3 , r e d arr o w), w hil e s o m e will n ot. T his 

aff e cts t h e n u m b er of st atisti cs o n t h e mi ni n et w or ks t h at a p p e ar a S y n. I n a d diti o n t o 

t his, t h er e ar e a c ci d e nts s u c h as a r a n d o m u n e q u al s e e di n g of c ells. 

 
Fi g u r e 8 3.  T h e c o n n e cti o n c ut d o w n b y mis ali g n m e nt.  

4. 5  α -S y n u cl ei n p r o p a g ati o n i n m ulti -n o d es s yst e m  

I n t h e a b o v e st u d y w e s h o w e d t h at a S y n pr o p a g at es fr o m o n e n e ur o n t o t h e ot h er 

o nl y if s y n a pti c c o nt a cts c a n b e est a blis h e d b et w e e n n e ur o ns. R e mi nis c e nt wit h o n e of 

o ur  pr e vi o us st u di es  [2 4 0 ] a nt er o gr a d e  s pr e a di n g  of  a S y n  a g gr e g at es  is  a  li mit e d 

pr o c ess. O n e p e n di n g q u esti o n is w h et h er or n ot t h e n u m b er of s y n a ps es li n ki n g pr e 

a n d  p ost  s y n a pti c  n e ur o ns  is  a n  i m p ort a nt  f a ct or  a n d  w h et h er  or n ot  a t hr es h ol d  of 

a x o n al  c o n n e cti vit y  f or  tri g g eri n g  t h e  pr o c ess  of  a S y n  tr a nsf er  e xists .  T h er ef or e, i n 

pr eli mi n ar y e x p eri m e nts, w e ass ess e d a S y n s pr e a di n g i n t h e m ulti n o d al pl atf or ms  t h at 

e n c o d e d 3 disti n ct m otifs . T h e pl atf or ms w er e s e e d e d wit h hi p p o c a m p al n e ur o ns t h at 

gr o ws at l o w d e nsit y a n d m ost i m p ort a ntl y h a v e 2 i m p ort a nt f e at ur es t h at m a y i m p a ct 

pri o n li k e s pr e a di n g i n t h e m ulti m o d al c o nt e xt.  1) Hi p p o c a m p al n e ur o ns e x pr ess hi g h 

l e v el  of  e n d o g e n o us  s y n u cl ei n  a n d  ar e  t h er ef or e  f ast  S y n u cl ei n  a m plifi er  tr o u g h 

1 0 0 u m
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m ol e c ul ar s e e di n g [3 0 3 ]. 2) Hi p p o c a m p al n e ur o ns f or ms a ut a ps es b ot h i n vi v o a n d i n 

vitr o a n d t h us c a n f or m f e e d b a c k l o o ps.   

 First a “ cl ust er ”  m otif ( Fi g ur e 8 4  b)  w as d esi g n e d , w hi c h c o nsist e d i n a gr o u p of 

7 n o d es c o n n e ct e d t hr o u g h  u ni dir e cti o n al ar c h es mi cr o gr o o v es  (I d e ntifi er: N 7 a, n o d es-

7 -ar c h es), a m o n g w hi c h 3 n o d es i n t h e e mitti n g c h a m b er (l eft tr a ns mitti n g c h a m b er) 

a n d  3  n o d es  i n  t h e  l e v el  2 n d  gr a d e  n o d es  ( o n e  n o d e  i n  t h e  l eft  si d e  of  t h e  mi d dl e 

tr a ns mitti n g c h a m b er, a n d 2 n d n o d es i n t h e ri g ht e mitti n g c h a m b er. T his P h. D. t h esis 

will n ot dis c uss t h e 2 n d e mitti n g c as e, j ust f o c usi n g o n t h e 5 n o d es i n t h e Fi g ur e 8 4 b). 

T h e p ur p os e of t his m otif p att er n w as  t o t est t h e i nfl u e nc e of t h e n u m b er of s y n a ps es 

b et w e e n e mitti n g a n d r e c ei vi n g n o d es o n t h e a S y n tr a nsf er c a p a citi es.  

M or e o v er,  hi p p o c a m p al  n e ur o ns  b ei n g  a bl e  t o  f or m  a ut a ps es  a n d  f e e d b a c k 

c o n n e cti o n wit h t h e ms el v es, I d esi g n e d a 3 -n o d e u ni dir e cti o n al l o o p ( Fi g ur e 8 4 c), a n d 

a  bi dir e cti o n al  l o o p  as  a  c o ntr ol  ( Fi g ur e  8 4 a)  t o  ass ess  t h e  i nfl u e n c e  of  f e e d b a c k 

c o n n e cti o n o n a S y n s p ati al dis p ersi o n. L ast, t o st u d y r etr o gr a d e pr o p a g ati o n a n d is ol at e 

t h e tr e at m e nt n o d es, I als o d esi g n e d a l o o p wit h a n e xit n o d e (Fi g ur e 8 4 d).  

 

Fi g u r e 8 4.  T h e m ai n f o ur ki n ds of m otif i n m ulti -n o d es s yst e m. ( a) Bi n ar y l o o p m otif. I d e ntifi er: N 3s, 

n o d es -3 -str ai g ht. ( b) Cl ust eri n g m otif. I d e ntifi er: N 7 a ， n o d es -7 -ar c h es. ( c) U ni dir e cti o n al l o o p m otif. 

I d e ntifi er:  N 3 a,  n o d es-3 -ar c h es.  ( d) T h e  l o o p wit h  a  t ail  m otif.  I d e ntifi er:  N 4 a ， n o d es -4 -ar c h es. T h e 

a S y n w er e i nj e ct e d i n l eft c h a m b er (r e d c ol or).  

a S y n tr a ns n e ur o n al pr o p a g ati o n o c c urri n g i n 2 s e q u e nti al st e ps 1) f ast tr a nsf er of 

pr ot ei n  s e e ds  b et w e e n  n e ur o ns,  2)  sl o w  S y n  a g gr e g at e  a m plifi c ati o n t hr o u g h a 

a. c. d .b.
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n u cl e ati o n  pr o c ess  of  h ost e n c o d es  s y n u cl ei n;  i n  t h es e  m ulti -n o d e  n e ur al  n et w or ks, 

a S y n  a g gr e g at es  w er e  i ntr o d u c e d i n t w o diff er e nt w a ys. T h e first o n e c orr es p o n ds t o a 

tr e at m e nt of t h e e mitti n g c h a m b er of 2 w e e ks ol d n et w or k a n d a tr e at m e nt ti m e of a b o ut 

4 8 h o urs  t o e v al u at es tr a ns n e ur o n al tr a nsf er of fl u or es c e nt s e e ds. T h e ot h er p ar a di g m 

us es  1 w e e k ol d n et w or k  t h at w er e tr e at e d f or a f ull w e e k t o ass ess s y n u cl ei n a g gr e g at es 

a m plifi c ati o n tr o u g h n u cl e ati o n . T h e s e e di n g i n d u c e d a m plifi c ati o n of en d o g e n o us s y n 

w as  o bs er v e d  wit h  p S y n  a nti b o d y  w hi c h  is  k n o w n  as  a  r eli a bl e  m ar k er  t o  vis u ali z e 

e n d o g e n o us s y n u cl ei n a g gr e g ati o n  [3 0 3 ]. 

4. 5. 1  α -s y n u cl ei n s p r e a di n g i n “ cl u st e ri n g ”  m otif  

4. 5. 1. 1  Tr a nsf er of fl u or es c e nt a S y n s e e ds i n hi p p o c a m p al t o p ol o gi es. 

H i p p o c a m p al  n e ur al  n et w or k w as  gr o w n  f or  1 3  DI V  a n d  e mitti n g  n o d es  w er e 

c h all e n g e d  wit h 2 0 0 n M  of r e c o m bi n a nt fl u or es c e ntl y  l a b ell e d  a S y n a g gr e g at es. 

N et w or ks w er e i m a g e d aft er  4 8 h o urs. As s h o w n b y pr eli mi n ar y r es ults i n Fi g ur e 8 4 b , 

e mitti n g  n o d es  w er e  str o n gl y  l a b ell e d  wit h  a S y n  a g gr e g at es  e vi d e n ci n g  str o n g 

hi p p o c a m p al u pt a k es of t h e s e e d s.  I nt er esti n gl y d et e ct a bl e a S y n si g n al w er e e vi d e n c e d  

i n t h e s e c o n d or d er n o d es t h at r e c ei v e d 3 i n p uts fr o m t h e e mitti n g c h a m b er. N o si g n al 

w as d et e ct e d i n t h e d o w n w ar d n o d es. E m piri c al o bs er v ati o n g a v e t h e i m pr essi o n t h at 

a S y n si g n al i n r e c ei vi n g first o d e w er e str o n g er t h a n t h e o n e o bs er v e d i n t h e 2 n o d es 

s yst e ms.  

 
Fi g u r e 8 5.  T h e cl ust er m otif of hi p p o c a m p al n e ur al n et w or k tr e at e d b y α -s y n u cl ei n st art at 1 3r d d a ys 

a n d l asti n g 4 8 h o urs. Fi x ati o n at 1 5 DI V, t h e n st ai ni n g b y β -III-t u b uli n. 

M er g e
a -S y n

a -S y n
4 0 0 !! m

4 0 0 !! m

4 0 0 !! m

a -S y n

a -S y n

a -S y n
M er g e

a -S y n
M er g e

! -III-t u b uli n

! − III − t u b uli n

! − III − t u b uli n

! -s y n u cl ei n 
tr e at e d c h a m b er

1 a

1 b

1 c

2 3

! -s y n u cl ei n 
tr e at e d c h a m b er

1 a

1 b

1 c

2 3

! -s y n u cl ei n 
tr e at e d c h a m b er
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1 b

1 c

2 3
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4. 5. 1. 2  S p ati al dis p ersi o n of a S y n N u cl e ati o n i n hi p p o c a m p al t o p ol o gi es  

Usi n g a l o w er s e e di n g d e nsit y , w e tr e at e d t h e c hi ps wit h a S y n at 7 DI V. At DI V 1 5, 

t h e si g n al of fl u or es c e ntl y l a b ell e d a S y n s e e ds i n t h e e mitti n g c h a m b er w as f ai nt, a n d 

w as e v e n w e a k er i n t h e s e c o n d r e c e pti v e tr a p i n t h e n e xt n o d e, a n d n ot visi bl e i n t h e 

t hir d  n o d e  (Fi g ur e  8 6 ),  e vi d e n ci n g  tr a nsf er  of  r e c o m bi n a nt  s e e ds  fr o m  n o d e  1  t o  2. 

H o w e v er, p -s y n st ai ni n g ( e n d o g e n o us s y n a g gr e g at e d b y t h e r e c o m bi n a nt s e e ds) s h o ws 

d et e ct a bl e p h os p h or yl at e d a S y n i n t h e s e c o n d n o d e wit h f ai nt st ai ni n g i n t h e 3 r d o n e 

T his s h o ws t h at r e c o m bi n a nt s e e ds i ntr o d u c e d i n t h e first n o d es l e a ds t o tr a nsf er a n d 

n u cl e ati o n a cti vit y i n t h e s e c o n d n o d es wit h a n e v e nt u al tr a nsf er t o t h e 3t h d o n e t h at 

r e m ai ns a m bi g u o us as p S y n si g n al i n t h e 3t h d n o d e c o ul d b e d u e t o st ai ni n g of a x o ns 

of t h e 2 n d  n o d e n e ur o ns.   

 

Fi g u r e 8 6.  I m a g es  of  a  hi p p o c a m p al  n e ur al  n et w or k  f or m e d  i n  a  cl ust er  m otif  aft er α -s y n u cl ei n 

tr e at m e nt at 7 DI V. Fi x ati o n at 1 5 DI V, t h e n st ai ni n g b y b-III-t u b uli n a n d p-s y n. 

4. 5. 1. 3  S p ati al  dis p ersi o n  of  a S y n  N u cl e ati o n  i n  hi p p o c a m p al  t o p ol o gi es ,  l at e  ti m e 

p oi nts  

N u cl e ati o n  of  e n d o g e n o us  s y n u cl ei n  b y  r e c o m bi n a nt  s e e ds  o c c urri n g 

! -III-t u b uli n

! -III-t u b uli n

! -III-t u b uli n

! -III-t u b uli n

p S y n

p S y n

p S y n

p S y n
4 0 0 !! m

4 0 0 !! m

4 0 0 !! m

4 0 0 !! m
a -S y n

a -S y n

a -S y n

a -S y n
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pr o gr essi v el y o v er d a ys of c ult ur es, i n or d er t o tr y t o o bs er v e hi g h er a S y n a n d p -s y n 

si g n als  i n  n et w or ks,  w e  e xt e nd e d  t h e  c ult ur e  d ur ati o n  u p  t o  2 1 DI V. A  m or e  i nt e ns e 

si g n al  of  p h os p h or yl at e d  a S y n w as  o bs er v e d  i n  t h e  s e c o n d  n o d e  t h us  e vi d e n ci n g 

pr o gr essi v e a m plifi c ati o n of S y n u cl ei n Pri o ns . 

 

Fi g u r e 8 7.  I m a g es  of  a  hi p p o c a m p al  n e ur al  n et w or k  f or m e d  i n  a  cl ust er  m otif  aft er α -s y n u cl ei n 

tr e at m e nt at 7 DI V. Fi x ati o n at 2 1 DI V, t h e n st ai ni n g b y b-III-t u b uli n a n d p-s y n. 

4. 5. 2  α -s y n u cl ei n p r o p a g ati n g i n l o o p e d  m otif  

4. 5. 2. 1  α -S y n u cl ei n s pr e a di n g i n bi -dir e cti o n al l o o p m otif, tr e at e d 7 DI V, fi x e d 1 5 DI V.  

T h e  f oll o wi n g Fi g ur e  8 8  s h o ws  t h e  pr o p a g ati o n  of  a S y n  a n d  p h os p h or yl at e d 

s y n u cl ei n i n a t w o -w a y l o o p. T h e pr o p a g ati o n s e e ms  si g nifi c a ntl y l ess effi ci e nt d u e t o 

t h e s m all n u m b er of n e ur o ns s e e d e d i n t w o n o d es. 

 

Fi g u r e 8 8.  α -s y n u cl ei n s pr e a di n g i n a bi -dir e cti o n al l o o p e d n et w or k. R e d arr o ws s h o w p S y n l a b eli n g.  

4. 5. 2. 2  α -S y n u cl ei n s pr e a di n g i n u ni dir e cti o n al l o o p m otif, tr e at e d 7 DI V, fi x e d 2 1 DI V.  

T h e Fi g ur e  8 9  s h o ws  t h e  pr o p a g ati o n  of  a S y n  i n  a  u ni dir e cti o n al  l o o p  m otif  at 

2 1 DI V. As s e e n i n t h e fi g ur e t h e si g n al of a S y n d e cr e as es fr o m 1st t o 3r d gr a d e st e p b y 

st e p, as d o es p h os p h or yl at e s y n u cl ei n.  

! -s y n u cl ei n 
tr e at e d c h a m b er

1 b

1 c

2

1 a

1 b

1 c

2 3

a -S y n
M er g ea -S y n

4 0 0 u m

p -s y n! -s y n

! -III-t u b uli n

! -s y n u cl ei n 
tr e at e d c h a m b er

3 0 0 " m

1 5 0 " m
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Fi g u r e 8 9.  α -S y n u cl ei n s pr e a ds i n  u ni dir e cti o n al  l o o p m otif aft er 3 w e e ks c ult ur e.  

O v er all,  t h e  e x p eri m e nts  of  a S y n  s p ati al  dis p ersi o n  i n  m ulti  n o d al  n et w or ks 

e n c o di n g  s p e cifi c  t o p ol o gi es  r e m ai ns  pr eli mi n ar y. U nf ort u n at el y,  d u e  t o  t h e  C O VI D 

p a n d e mi c  e pis o d e  t h e  m ulti m o d al  e x p eri m e nts  w er e  d el a y e d.  We  w er e  n ot  a bl e  t o 

pr o c e e d t hr o u g h a f or m al c o m p aris o n b et w e e n r e c ei vi n g n o d es t h at w er e c o n n e ct e d t o 

1, 2 a n d 3 n o d es or st atisti c al a n al ysis. We t h er ef or e c a n n ot dr a w a n y c o n cl usi o n fr o m 

o ur pr eli mi n ar y o bs er v ati o ns a b o ut t h e r ol e of s y n a pti c w ei g ht a n d t o p ol o gi c al f e at ur es 

i n  t h e  s pr e a di n g  of  Pri o n oi d  el e m e nts.  Yet,  t his  d e m o nstr at es  t h at  t h e  m ulti m o d al 

pl atf or ms ar e r e a d y f or s u c h e x p eri m e nts.  

4. 6  Dis c ussi o n  

4. 6. 1  F o r w a r d p r o p a g ati o n of e x o g e n o u s a S y n  

I n t his c h a pt er, w e  t est e d t h e i nt er est of m ulti n o d al pl atf or m i n m o d eli n g a S y n 

s pr e a di n g  i n  n e ur o n al  n et w or ks.  T h e  r es ults  d e pi ct e d  i n  t h at  p ar a gr a p h  r e m ai ns 

pr eli mi n ar y  a n d  m or e  e x p eri m e nts  s h o ul d  b e  d o n e  t o  o bt ai n  r o b ust  d at a  all o wi n g  t o 

c orr el at e  n et w or k  t o p ol o gi c al  f e at ur es  wit h  a S y n  pri o n oi d  s pr e a di n g. Yet  I  o bs er v e d 

s e v er al tr e n ds t h at m a y b e of i nt er est.   I first c o nstr u ct e d a li n e ar t w o-n o d e c orti c al -

stri at al n e ur al n et w or k a n d tr e at e d t h e e mitti n g n o d e wit h e x o g e n o us α -s y n. E x o g e n o us 

a S y n w as first u pt a k e b y s o m a t h e n a nt er o gr a d el y tr a ns p ort e d t o a x o n t er mi n als l o c at e d 

p -s y n

1 5 0 ! m

M er g e
a -S y n

a -S y n

4 0 0 ! m

1

3

2
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i n  t h e  r e c ei vi n g  c h a m b er.  I n  c o n n ect e d  tr a ps,  w e  o bs er v e d  t h at  e x o g e n o us  a S y n 

pr o p a g at es  i n  t h e  n e ur al  n et w or k  t h a n ks  t o  s y n a pti c  c o n n e cti o n,  w hil e  u n c o n n e ct e d 

tr a ps  ar e  fr e e  of  a S y n  si g n als.  We  t h er ef or e  s p e c ul at e d  t h at  t h e  cr oss-n e ur o n al 

pr o p a g ati o n  of  e x o g e n o us  a S y n  m a y  b e  s y n a ps e -d e p e n d e nt  a n d/ or  t h at  p ar a cri n e 

s e cr eti o n  (i. e., e x os o m e )  of  a S y n  a g gr e g at es  d o es  n ot  si g nifi c a ntl y  p arti ci p at es  i n 

pri o n oi d  tr a nsf er  b et w e e n  n e ur o ns. T h e  a nt er o gr a d e  tr a ns p ort  of  e x o g e n o us  a S y n  i n 

a x o ns  h as  b e e n  r e p ort e d  i n  s e v er al  st u di es [2 5 5 , 2 5 7 ].  B ut  t h e  m e c h a nis ms  of 

pr o p a g ati o n a cr oss n e ur o ns still c o nstit ut e a n o p e n q u esti o n  [2 3 9 ]. 

4. 6. 2  R et r o g r a d e  a x o n al  t r a n s p o rt  a n d  b a c k w a r d  p r o p a g ati o n  of 

e x o g e n o u s a S y n  

Aft er tr e at m e nt of t h e 2 n o d es c orti c o -stri at al n e ur al n et w or k wit h e x o g e n o us α -

s y n  i n  t h e  stri at al  a x o n al  c o m p art m e nt,  a S y n  w as  effi ci e ntl y  u pt a k e n  at  t h e  a x o n 

t er mi n al a n d r etr otr a nsl o c at e d t o t h e stri at al s o m a l o c at e d i n a s e p ar at e d n o d e. S u c h a 

r etr o gr a d e  a x o n al  tr a ns p ort ati o n  p h e n o m e n o n  h as  b e e n  c o nsist e ntl y  r e p ort e d  i n  t h e 

lit er at ur e b ot h o n pr o p os e [3 0 4 ] a n d i n a d v ert e ntl y i n n o n -dir e cti o n al mi cr ofl ui di c c hi ps 

us e d  b y  gr o u ps  (s e e  C o urt e  et  al. [2 4 0 ] or  c h a pt er 1. 5. 5 )  st u d yi n g  n e ur o n al  tr a nsf er. 

M or e  i nt er esti n gl y,  w e  o bs er v e d  e x o g e n o us  a S y n  si g n als  i n  t h e  s o m a  of  u pstr e a m 

c orti c al  n e ur o ns  at  a  f ai nt  l e v el,  s u g g esti n g  effi ci e nt  r etr o gr a d e  tr a nsf er  b et w e e n  

n e ur o ns. Ta k e n  t o g et h er  o ur  r es ults s u g g ests  t h at  a S y n  s e e ds  ar e  tr a nsf err e d  i n  b ot h 

a nt er o gr a d e a n d r etr o gr a d e m a n n er al o n g n e ur o n al n et w or ks.   

4. 6. 3  I n c r e a si n g  t h e  n u m b e r  of  e mitti n g  n o d es  is  m o r e  li k el y  t o 

t ri g g e r e n h a n c e d-c ell p r o p a g ati o n of S y n u cl ei n.  

I n a  pr e vi o us  st u d y,  usi n g  f ull y  ori e nt e d  n e ur o n al  n et w or ks [2 4 0 ] w e  i d e ntifi e d 

t h at a S y n tr a ns-n e ur o n al tr a nsf er w as a li mit e d pr o c ess i n v ol vi n g m ol e c ul ar si e vi n g of 

l ar g e  si z e  S y n u cl ei n  a g gr e g at es.  Yet,  i n  t h es e  mi cr ofl ui di c  c hi ps, e nf or ci n g  1 0 0 % 

a x o n al dir e cti o n alit y w as p er mitt e d at t h e c ost of d e cr e asi n g t h e n u m b er of s y n a ps es 

b et w e e n t h e pr e a n d p ost s y n a pti c c h a m b ers. T h e m ulti n o d al pl atf or ms all o w e d t o ris e 
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t h e pr o p orti o n of first or d er n e ur o ns s e n di n g t h eir a x o ns t o w ar d t h e se c o n d n o d es w hil e 

p er mitti n g t o i n cr e as e t h e n u m b er of e mitti n g n o d es c o n n e ct e d t o w ar d a s e c o n d ar y o n e . 

T his, i n t h e or y s h o ul d all o w t o c o ntr ol t h e “s y n a pti c w ei g ht ” b et w e e n first a n d s e c o n d 

or d er n e ur o ns. T o u n d erst a n d t h e diff er e n c e i n t h e pr o p a g ati o n ef fi ci e n c y of e x o g e n o us 

a S y n i n t h e t w o n o d es c hi ps c o m p ar e d wit h c o n v e nti o n al mi cr ofl ui di c c hi ps, w e m a d e 

t h e h y p ot h esis t h at t his i n cr e as e d effi ci e n c y is d u e t o a n i n cr e as e n u m b er of c o n n e cti n g 

a x o ns. F oll o wi n g t his h y p ot h esis, w e s p e c ul at e d t h at i n cr e asi n g t h e n u m b er of e mitti n g 

c h a m b ers c a n tri g g er t h e pr o p a g ati o n of a S y n m or e e asil y. T h er ef or e, w e d esi g n e d t h e 

cl ust eri n g  m otif  i n  a  m ulti -n o d e  n e ur al  n et w or k,  a n d  t h e  r es ults  s h o w  a  cl e ar 

pr o p a g ati o n  of  a S y n  i n  t hr e e -w e e k  n e ur al  n et w or k,  a n d  t h e  si g n al  of a S y n  c a n  b e 

e xt e n d e d a cr oss u p t o t h e n e xt n o d e.  

B esi d es,  w e  o bs er v e d  t h e  a c c u m ul ati o n  of  p S y n  i n  t h e  n e ur al  n et w or k,  w hi c h 

i n di c at es t h at e x o g e n o us a S y n tri g g ers t h e a g gr e g ati o n of e n d o g e n o us p h os p h or yl at e d 

s y n u cl ei n.  p S y n's  si g n al  c a n  e v e n  s p a n  2  n o d es. I n  c o ntr ast,  e x o g e n o us  a S y n 

r e c o m bi n a nt  s e e ds  c a n  pr o p a g at e  o nl y  t o  t h e  n e xt  n o d e.  O ur  r es ults  r e m ai ni n g 

pr eli mi n ar y w e still n oti c e d a tr e n d t h at s h o w e d t h at a S y n p h os p h or yl ati o n ( a g gr e g ati o n) 

of  e n d o g e n o us  s y n u cl ei n  of  t h e  n o d es  s e e ms  m or e  effi ci e nt  w h e n  m ulti pl e  e mitti n g 

n o d es c o n n e ct a si n gl e r e c ei vi n g o n e t h us f urt h eri n g t h e f urt h er st u d y o n t h e r ol e of 

s y n a pti c w ei g ht i n pri o n oi d el e m e nt tr a nsf er.  

4. 6. 4  R et r o g r a d e a x o n al t r a n s p o rt i n m ulti -n o d e n e u r al n et w o r k s  

4. 7  S u m m a r y of dis e as e m o d elli n g  o n c hi ps  

I s u c c essf ull y o bs er v e d t h e f or w ar d pr o p a g ati o n of a S y n a cr oss n e ur o ns i n m ulti -

n o d es  n e ur al  n et w or ks  f or mi n g  s y n a pti c  c o n n e cti o ns.  We  c a n  dr a w  pr eli mi n ar y 

c o n cl usi o ns  fr o m  t h e  s et  of  e x p eri m e nts  pr es e nt e d  i n  t his  c h a pt er.  a S y n  pr o p a g ati o n 

a cr oss n e ur o ns i n t h e f or w ar d dir e cti o n m a y o c c ur t hr o u g h s y n a pti c c o n n e cti o ns. T h e 

m e c h a nis m  of  t h e  r etr o gr a d e  tr a ns n e ur o n al  pr o p a g ati o n  of  a S y n  is  n ot  cl e ar,  b ut  w e 

s p e c ul at e t h at it m a y b e r el at e d t o t h e pr o d u cti o n of e x os o m es.  
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W h e n a S y n is u pt a k e n b y n e ur o n al c ells, e n d o g e n o us a S y n e x pr essi o n is o bs er v e d, 

p h os p h or yl ati o n a n d n u cl e ati o n c a n b e i n d u c e d, m a nif esti n g as pr o p a g ati o n i n a pri o n -

li k e w a y t o t h e d o w nstr e a m n e ur al n et w or k. N e ur o ns o n i M P d e vi c es h a v e a t e n d e n c y 

t o a g gr e g at e, w hi c h c o nstit ut es a n o bst a cl e t o q u a ntifi c ati o n. T o s ol v e t his pr o bl e m, I 

h a v e  d e v el o p e d  n o v el  a p pr o a c h es  t o i m pr o v e  c ell  a d h esi o n,  s o  t h at  t h e  a b o v e 

e x p eri m e nts  c a n  b e  r e pli c at e d  a n d  n e ur al  n et w or ks  c a n  b e  m or e  e asil y  tr a c k e d  a n d 

q u a ntifi e d. T h e n e xt c h a pt er s h o ws t h e t w o n e w m et h o ds I h a v e d e v el o p e d.  
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5  N e w M et h o d ol o gi es of 

p att e r ni n g p ol y -l ysi n e o n P D M S 

s u rf a c e f o r i m p r o vi n g c ells a d h esi o n 

a n d s u r vi v als o n mi c r ofl ui di c c hi ps  
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5. 1  I nt r o d u cti o n  

I n t h e pr e vi o us c h a pt ers, usi n g t h e “I n m ol d p att er ni n g ” t e c h ni q u e, I d e m o nstr at e 

t h e  c o n c e pti o n  of  t w o  t y p es  a n d  m ulti-n o d e  n e ur al  n et w or ks  e n c o di n g  disti n ct 

t o p ol o gi c al  f e at ur es.  I n  t h e  t w o-n o d e  mi cr ofl ui di c  c hi ps,  a  c orti c o -stri at al  n e ur al 

n et w or k  w as  c o nstr u ct e d  t h at  all o ws  t h e  c o ntr ol  of  f u n cti o n al  c o n n e cti vit y  b et w e e n 

c orti c al  a x o ns  a n d  stri at al  n e ur o ns  at  t h e  s y n a pti c  l e v el.  I n  M ulti  n o d e  pl atf or ms  I 

a c hi e v e d c o nstr u cti o n of c o m pl e x es t o p ol o gi es n et w or ks c o m p os e d of t h e s a m e t y p e of 

n e ur o ns.  T h es e  e x p eri m e nt al  pl atf or ms  all o w e d  r e pr o d u ci bl e  e x p eri m e nts  w h e n 

gr o wi n g  n et w or ks  n o d es  c o m p os e d  of  li mit e d  n u m b er  of  n e ur o ns  t h us  p er mitti n g 

pr eli mi n ar y  e x p eri m e nts  o n  al p h a  s y n u cl ei n  a g gr e g at es  tr a ns  n e ur o n al  s pr e a di n g. 

H o w e v er,  w hil e  tr yi n g  t o  i n cr e as e  t h e  d u r ati o n  of  c ell  c ult ur e  a n d  t h e  n u m b er  of 

n e ur o ns/ n o d es,  t w o  v ari a bl e  t h at  c o ntr ols  t h e  e m er g e n c e  of  s p o nt a n e o us  n e ur o n al 

n et w or k a cti vit y, I n oti c e d t h at gr o u ps of n e ur o ns h a d a t e n d e n c y t o f or ms cl u m ps aft er 

s e v er al d a ys of c ult ur e.  T his h a d t w o m ai n i m p a cts o n t h e effi ci e n c y of o ur pl atf or m: 

First, t his d e cr e as e d t h e c a p a cit y t o tr a c k s u btl e fl u or es c e nt si g n als ( e. g. p E R K n u cl e ar 

tr a nsl o c ati o n) as t h e c ells or g a ni z e d i n s p h er oi ds; S e c o n d a n d m ost i m p ort a ntl y, a x o ns 

tr a cts li n ki n g t h e t w o n o d es h a d a t e n de n c y t o es c a p e t h e g ui di n g tr a c ks aft er i nt er n o d e 

c o n n e cti o ns. I n a d diti o n, I n oti c e d t h at i n s o m e m ulti -n o d e br ai n c hi ps, t h e s ur vi v al of 

hi p p o c a m p al c ells w as hi g hl y v ari a bl e t h us i n cr e asi n g n ois e i n o ur e x p eri m e nts.  

I n t his c h a pt er, I t h er ef or e ass ess ed alt er n ati v e str at e gi es t h at c o ul d h el p st a bili zi n g 

t h e r eli a bilit y of o ur pl atf or m. I p ost ul at e d t h at c ell cl u m pi n g at hi g h er d e nsit y a n d l o n g-

t er m  t o xi cit y  m a y  b e  li n k e d  t o  t h e  u n c o ntr oll e d  q u a ntit y  of  P L L  li n k e d  b y  t h e  I M P 

f a bri c ati o n pr o c ess ( u n k n o w n % of P L L e m b e d d e d i n P D M S b ul k, a n d u n c o ntr oll e d 

P L L  d es or pti o n  o n  l o n g  t er m  c ult ur es). H e n c e , I  e x pl or e  alt er n ati v e  str at e gi es  t h at 

w o ul d  all o w  gr o wi n g  n e ur o ns  usi n g  b ot h  m e c h a ni c al  a n d  c h e mi c al  c o nstr ai ns  wit h 

m or e c o ntr oll e d P L L d e p ositi o n.   

It h as b e en s h o w n t h at b ot h t h e b e h a vi o ur  a n d t h e s ur vi v al of c ells s e e d e d o n t o p 
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of artifi ci al s u bstr at u m ar e str o n gl y r el at e d t o t h e i nt erf a c e of t h eir a d h esi o n a n d t h e 

pr o p erti es of diff er e nt m at eri al i nt erf a c es [3 0 5 -3 0 8 ].  C urr e ntl y, b esi d es p ol y c ar b o n at e 

a n d  gl ass,  t h e  m ai n  m a t eri al  us e d  i n  mi cr ofl ui di c  or g a n  c hi ps  is  P D M S  w hi c h 

m e c h a ni c al  pr o p erti es  v ari es  a c c or di n g  t o  t h e  r eti c ul ati o n  pr o c ess.  P ar k  et  al.  us e d 

v ar yi n g r ati os b et w e e n P D M S a n d cr ossli n k er a g e nt mi xt ur e t o c h a n g e t h e stiff n ess of 

t h e P D M S s urf a c e. W h e n t h e cr ossli n k er c o n c e ntr ati o n r ati o w as r ais e d fr o m 1 0 % t o 

2 0 %, t h e s ur vi v al r at e of fi br o bl ast c ells w as hi g h er. H o w e v er, f or n e ur o ns, C h e n [3 0 9 ], 

C h e n g [3 1 0 ] a n d L a nt oi n e  [3 1 1 ] et al. st u di e d t h e eff e ct of P D M S s urf a c e stiff n ess o n 

t h e gr o wt h of v ari o us br ai n c ell t y p es ( hi p p o c a m p al, d ors al r o ot g a n gli o n n e ur o ns, a nd 

c orti c al n e ur o ns, as w ell as gli al c ells). I n Wei -Hsi n C h e n's a n d J os é p hi n e L a nt oi n e's 

st u di es, t h e gr o wt h r at e of a x o n o ut gr o wt h w as a c c el er at e d wit h a s oft er s u bstr at e t h at 

is o bt ai n e d t hr o u g h t h e us e of l o w er c uri n g a g e nt q u a ntit y. I n c o ntr ast, i n C h ao -Mi n 

C h e n g's st u d y, t h e eff e ct of P D M S stiff n ess o n n e ur o n al c ells w as n ot li n e arl y r el at e d 

a n d  alr e a d y  s h o w e d  a  bi m o d al  r es p o ns e  of  n e urit e  e xt e nsi o ns  at  l o w er  r ati o  of 

cr ossli n k er.  C o nsi d eri n g  t h at  t h e  stiff n ess  t hr es h ol d  f or  t h e  m e c h a n os e nsiti vit y  of 

n e ur o n al c ells is m u c h b el o w t h e l o w est ri gi dit y a c hi e v e d b y l o w eri n g t h e pr o p orti o n 

of c uri n g a g e nt, t h e c h a n g es i n gr o wt h b e h a vi or r e p ort e d a b o v e mi g ht b e t h e r es ult of a 

c h a n g e  i n  t h e  a v ail a bilit y  of  a d h esi v e  m ol e c ul es  at  t h e  P D M S  s urf a c e.    B esi d es  b y 

a d j ust m e nt of t h e cr ossli n k er pr o p orti o n of P D M S mi xt ur e, s o m e st u di es f o c us e d o n 

c h e mi c al m o difi c ati o ns of P D M S s urf a c e [3 1 2 -3 1 4 ]. H o w e v er, i n o ur att e m pt t o m o dif y 

P D M S  sti ff n ess,  I  f o u n d  t h at  m o difi c ati o n  of  P D M S  a n d  a dj ust m e nt  of  t h e  stiff n ess 

aff e cts t h e q u alit y of s urf a c e b o n di n g l e a di n g t o li q ui d l e a ks at P D M S/ P D M S i nt erf a c es. 

I  t h er ef or e  dis c ar d e d  t h at  a p pr o a c h es  t h at  f urt h er m or e  w o ul d  h a v e  n ot  s ol v e d  t h e 

p ot e nti al P L L  bi o a v ail a bilit y iss u e.  

I t h er ef or e e x pl or e d a n alt er n ati v e str at e g y t h at w o ul d all o w m or e c o ntr oll e d P L L 

d e p ositi o n i n t h e ar e as of i nt er est. I h o p e t o c h a n g e b ot h t h e l o n g -t er m s ur vi v al a n d 

a d h esi o n of t h e n e ur o ns b y e n h a n ci n g t h e p ol y c ati o ni c attr a cti v e  f or c e of t h e s u bstr at e 

t o w ar d t h e n e ur o ns.  
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U nli k e  n o n  n e ur o n al  c ells  s u c h  as  H u m a n  m a m m ar y  e pit h eli al  c ells  t h at  c a n 

s ur vi v e wit h o ut a d h esi v e pr ot ei ns o n P D M S as m e nti o n e d i n C h u n g ’s st u d y [3 0 8 ], t h e 

a ds or pti o n of c ell a d h esi v e pr ot ei ns t h at ar e c o at e d o n t h e s u bstr at e s urf a c e ar e ess e nti al 

f or n e ur o ns. N e ur o n al gr o wt h a n d n e ural n et w or k f or m ati o n r el y o n b ot h i nt er a cti o n 

wit h a p ol y c ati o ni c m ol e c ul es w hi c h “sti c ks ” n e ur o ns t o t h e s u bstr at u m a n d all o ws 2 D 

n e urit e  e xt e nsi o n,  a n d  e xtr a c ell ul ar  m atri x  ( E C M)  pr ot ei ns  c o ati n g,  s u c h  as  l a mi ni n 

[3 1 5 ], fi br o n ecti n a n d c oll a g e n [3 1 6 ] w hi c h e n h a n c es n e ur o n al s ur vi v al a n d c a n a cts as 

n e urit e  el o n g at i n g  f a ct ors [2 6 6 , 3 1 7 ] [3 1 8 ] a n d  n e ur e xi n -1 β [3 1 9 ]. As  a  s o ur c e  of 

p ol y c ati o ns P D L a n d P L L ar e t h e m ost c o m m o nl y us e d. I t h er ef or e cr e at e d t w o n e w 

m et h o ds t o pr o m ot es P L L l o c al d e p ositi o n i n p o c k a n d gr o o v es. I e v al u at e d t h e p ot e n c y 

of  t h es e  t w o  n e w  m et h o ds  c o m p ar e d  t o  I M P  t e c h ni q u e,  w hi c h  all  pr o m ot es  l o c al 

d e p ositi o n of P L L i n e m b oss e d ar e as of t h e c hi ps.  

( N ot e: T h e  r es ults  s h o w n  i n  t his  c h apt er  w er e  o bt ai n e d  fr o m  t hr e e  i n d e p e n d e nt 

n e ur o n al diss e cti o n a n d s e e d e d i n t w o b at c h es of c hi p, e a c h b at c h of c hi ps w er e cr e at e d 

i n p ar all el a n d u n d er t h e s a m e ti m e a n d s a m e e n vir o n m e nt al c o n diti o ns.)  

5. 2  M et h o d ol o g y I: C o -p att e r ni n g mi c r ofl ui di cs c hi ps  

In -m ol d  p att er ni n g  t e c h ni q u e is  a c hi e v e d  t hr o u g h  a t w o-st e p  p att er n  tr a nsf er 

pr o c ess . T h er ef or e  p ol y -l ysi n e tr a nsf er  effi ci e n c y  c a n  b e  s u b o pti m al  c o m p ar e d  t o 

cl assi c al mi cr o c o nt a ct pri nti n g . I n or d er t o r e d u c e p att er n  effi ci e n c y a n d tra nsf er ti m es, 

c ell a d h esi o n o utsi d e of p att er n e d ar e as, w e d e ci d e d t o e v al u at e a c o -p att er ni n g str at e g y. 

P E G  a n d  P E G  d eri v ati v es  b ei n g  c o m m o nl y  us e d  t o  pr e v e nt  c ell  s pr e a di n g  o utsi d e 

mi cr o -p att er n e d  ar e as  [3 2 0 -3 2 2 ]. I  t h us  tri e d  t o  us e  t h e  st a m p-off  t e c h ni q u e [3 2 3 ] 

c o m bi n e d  wit h  I M P  t o  a c hi e v e  c o -p att er ni n g  P L L  a n d  P E G/ P L L  i n  t h e  c hi ps.  I 

e v al u at e d t w o str at e gi es t o f a bri c at e t h e c o -p att er n e d c hi ps  t h at ar e ill ustr at e d i n Fi g ur e 

9 0 . 
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Fi g u r e 9 0.  T w o alt er n ati v es  ( A a n d B) f or c o-p att er ni n g P L L a n d P E G -P L L o n mi cr o c hi ps c hi ps .  P E G -

g -P L L is r e pr es e nt e d i n r e d, P L L i n gr e e n.  

5. 2. 1  M et h o d s  f o r  P E G -g -P L L  a n d  P L L -F I T C  c o -p att e r ni n g  c hi p s 

f a b ri c ati o n 

T h e d esi g n of t h e mi cr ofl ui di c p att er ns w as  o bt ai n e d wit h Cl e wi n 5 s oft w ar e. Hi g h 

r es ol uti o n  p h ot o-lit h o gr a p hi c  pl asti c  m as k  of  t h e  u p p er  c h a m b er  a n d  e xtr a  fl ui di c 

c h a m b er ar e pri nt e d at I P G G Mi cr ofl ui di c pl atf or m, w hil e m as ks e n c o di n g t h e b ott o m 

l a y er ar e pri nt e d b y mi cr o P G dir e ct l as er writ er. 

5. 2. 1. 1  T h e c ell d eli v er y m a cr o c h a m b er a n d t h e st a m p f or tr a p pi n g l a y ers  

T h e pr o c ess is t h e s a m e wit h c h a pt er 2. 2. 3. 1  t o 2. 2. 3. 3  a n d 2. 2. 3. 5 . 

5. 2. 1. 2  T h e P E G -g -P L L I n k er pr e p ar ati o n  

7 -8 ml of p ol y di m et h ylsil o x a n e ar e p o ur e d i n a 5 c m p etri dis h. T h e P D M S is t h e n 

b a k e d f or 1 0 h o urs at 7 0 ° C i n a dr y o v e n, a n d f urt h er all o w e d t o c o ol d o w n t o t h e r o o m 

t e m p er at ur e. T h e s urf a c e of t h e P D M S i n k er is i n c u b at e d wit h a 1 0 0µ g/ ml P E G -g -P L L 

s ol uti o n f or 1 h a n d t h e n d y e d wit h pr ess uri z e d nitr o g e n. T h e i n k er is c ut i n 6 m m * 6 m m 

s m all s q u ar e bl o c ks.  

5. 2. 1. 3  R o ut e A: T h e f a bri c ati o n of tr a p pi n g l a y ers a n d c hi ps ass e m bl y   

S u 8 m ol d w er e s pi n c o at e d wit h P D M S at 1 0 0 0r p m f or 4 5s, t h e n b a k e d  i nt o t h e 

A

B

A. Pl as m a

B . Pl as m a

I n ki n g P E G-P L L

I n c u b ati n g P L L

B o n di n g
Fl o wi n g P L L -FI T C

Pl as m a

⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖
⊖ ⊖

S pi n ni n g c o ati n g u n m ol di n gB o n di n g wit h gl ass

⊖
⊖

⊖ ⊖
⊖ ⊖

⊖ ⊖
⊖ ⊖

⊖ ⊖

⊖ ⊖

⊖ ⊖
⊖
⊖

⊖
⊖

⊖
⊖

⊖ ⊖
⊖ ⊖

⊖ ⊖
⊖ ⊖

⊖ ⊖

⊖ ⊖

⊖ ⊖
⊖
⊖

⊖
⊖

I n ki n g P E G-P L L

B o n di n g

Pl as m a

⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖ ⊖
⊖ ⊖

St a m p off

Pl as m a

re m o vi n g t h e bl o c k

T y p e A c o -p att er ni n g c hi p s

T y p e B c o -p att er ni n g c hi p s

P E G -g -P L L i n k er

P E G -g -P L L i n k er
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o v e n at 7 0 ° C f or 7 5 mi ns. Cl e a n a gl ass c o v ersli p wit h is o -pr o p a n o l, p erf or m pl as m a 

b o n di n g o n t h e s urf a c e of s pi n c o at e d P D M S. Aft er p e eli n g off t h e P D M S fr o m t h e m ol d, 

tr e at it wit h O2  pl as m a, t h e n i n k it usi n g t h e P E G -g -P L L st a m p. R e m o vi n g t h e st a m p, 

b o n d a n d ali g n t h e P D M S wit h t h e m a cr o c h a m b er, t h e n fill wit h 1 0 µ g/ ml  P L L -FI T C 

a n d i n c u b at e f or 4 h, ri ns e b y d ei o ni z e d w at er f oll o w e d b y P B S. T y p e A of c o -p att er n e d 

c hi ps a c hi e v e d.  

5. 2. 1. 4  R o ut e B: T h e f a bri c ati o n of tr a p pi n g l a y ers a n d t h e c hi ps ass e m bl y  

S pi n  c o at  t h e  S u 8  m ol d  wit h  P D M S  at  1 0 0 0r p m  f or  4 5s,  t h e n  p ut  t h e  r es ulti n g 

c o v er e d  m ol d  i nt o  t h e  o v e n  at  7 0 ° C  f or  7 5 mi ns.  Cl e a n  a  gl ass  c o v ersli p  wit h  is o -

pr o p a n ol,  t h e n  p erf or m  pl as m a  b o n di n g  o n  t h e  s urf a c e  of  s pi n c o at e d  P D M S. Aft er 

p e eli n g off t h e P D M S fr o m t h e m ol d, tr e at it wit h O 2  pl as m a a n d i n c u b at e d t h e s urf a c e 

i n 1 0µ g/ ml P L L -FI T C s ol uti o n f or 4 h, ri ns e d b y P B S a n d d ei o ni z e d w at er. T h e n usi n g 

a bl o c k w his h e d tr e at e d b y pl as m a att a c h e d o n t h e s urf a c e t o r e m o v e t h e p ol y -l ysi n e, 

t h e n  i n k e d  wit h  t h e  P E G-g -P L L. Aft er  r e m o v e d  t h e  i n k er,  b o n d e d  a n d  ali g n e d  t h e 

tr a p pi n g l a y ers wit h t h e mi cr o c h a m b er, T y p e B of c o-p att er n e d c hi ps is a c hi e v e d.  

5. 2. 1. 5  C ells s e e di n g a n d c ult uri n g  

T h e hi p p o c a m p al c ell s us p e nsi o n w as pr e p ar e d a n d c ult ur e d usi n g si mil ar pr o c ess 

as d es cri b e d i n c h a pt er 4. 2. 2 . 

5. 2. 1. 6  I m m u n ofl u or es c e n c e st ai ni n g 

Aft er c ell c ult ur e, c ells w er e fi x e d wit h a 4 % p ar af or m al d e h y d e ( P F A, El e ctr o n 

Mi cr os c o p y  S ci e n c e)  4 %  s u cr os e  ( Si g m a)  p h os p h at e  b uff er e d  s ali n e  ( P B S,  T h er m o 

Fis h er) s ol uti o n als o c o nt ai n e d f or 1 5 mi ns at r o o m t e m p er at ur e. Aft er ri ns e wit h P B S, 

c hi ps w er e i n c u b at e d wit h a 1 % b o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A, Si g m a) a n d 0. 2 % Trit o n 

X -1 0 0  ( Si g m a)  P B S  s ol uti o n  f or  4 5 mi ns  at  R T.  Fi x e d  a n d  p er m e a bili z e d  c ells  w er e 

s e q u e nti all y i n c u b at e d f or 1 h wit h pri m ar y a n d s e c o n d ar y a nti b o di es dil ut e d i n 1 % B S A 

P B S s ol uti o n.  
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T h e  pri m ar y  a nti b o di es  us e d  i n  t h at  st u d y  w er e,  a nti -mi cr ot u b ul e  ass o ci at e d 

pr ot ei n 2 ( M A P 2, I g G 1, si g m a, M 4 4 0 3), a nti -β -T u b uli n Is ot y p e III ( T U B B 3, I g G 2 b, 

si g m a,  T 5 0 7 6).  H o e c hst  ( Si g m a,  3 3 3 4 2).  S e c o n d a r y  a nti b o di es  ar e  Al e x a  l a b ell e d 

dil ut e d at 1/ 5 0 0 i n P B S 1 % B S A.  

5. 2. 1. 7  I m a g e A c q uisiti o n 

Aft er ri nsi n g wit h D P B S, t h e c hi ps w er e i m a g e d usi n g a n A xi o -o bs er v er Z 1 ( Z eiss) 

e pi -fl u or es c e n c e  mi cr os c o p e,  e q ui p p e d  wit h  a  C C D  c a m er a  ( C o ols n a p H Q 2,  R o p ert 

S ci e ntifi c),  5 X ,  2 0 x,  a n d  6 3 x  o bj e cti v es  a n d  c o ntr oll e d  wit h  M et a m or p h  s oft w ar e 

( Bi oI m a gi n g).  All  i m a gi n g  d at a  w er e  pr o c essi n g  usi n g  Fiji [2 7 1 ] s oft w ar e.  Aft er 

i m a gi n g, t h e c hi ps w er e fill e d wit h P B S c o nt ai ni n g 0. 1 % a zi d e ( Si g m a) a n d pl a c e d at 

4 ° C f or l o n g t er m st or a g e.  

5. 2. 2  R e s ult s  

5. 2. 2. 1  T h e p att er ni n g r es ults of t w o w a ys of c o -p att er ni n g c hi ps  

T w o  c o -p att er ni n g  a p pr o a c h es  ar e  s h o w n  h er e,  t y p e  A  a n d  t y p e  B  o bt ai n e d 

r es p e cti v el y b y r o ut e A a n d B i n Fi g ur e 9 0 . T h e m ai n diff er e n c e b et w e e n t h e m is t h e 

pr o c ess or d er of P E G -g -P L L i n k er a n d P L L s ol uti o n c o ati n g. Fr o m t h e li t er at ur e I k n o w 

t h at P E G-g -P L L h as a r e p elli n g eff e ct o n c ell a d h esi o n [3 2 4 ], I t h er ef or e us e d P E G-g -

P L L l a b el e d T RI C (r e d fl u or es c e n c e i n Fi g ur e 9 1 ) a n d P L L-FI T C ( gr e e n fl u or es c e n c e 

i n Fi g ur e 9 1 ) t o vis u ali z e c o-p att er ni n g effi ci e n c y. I n r o ut e A, I us e d P E G -g -P L L as a n 

i n k er t o i m pri nt t h e pl as m a-tr e at e d P D M S s urf a c e. Aft er ass e m bl y, t h e mi cr o c hi ps w er e 

i n c u b at e d wit h P L L-FI T C, t h e c ell tr a p pi n g ar e a h a d a cl e ar p att er n r e pr es e nt ati o n. T h e 

a p p ar e nt h o m o g e n e o us FI T C -P L L st ai ni n g is d u e t o t h e f a ct t h at t h e e ntir e c h a m b er 

b ei n g  p erf us e d  wit h  P L L -FI T C:  b ot h  t h e  c eili n g  a n d  w alls  of  t h e  c h a m b er  ar e  als o 

c o at e d wit h FI T C -P L L. Yet c ar ef ul e x a mi n ati o n of tr a p pi n g ar e as t h at ar e o utsi d e t h e 

m a cr o -c h a m b ers  s h o ws  t h at  t ar g et  c ell  s e e di n g  ar e as  w er e  pr o p erl y  p att er n e d  ( w hit e 

arr o w, Fi g ur e 9 1  l eft). M or e o v er, P E G-g -P L L w as a p pr o pri at el y c o u nt er -p att er n e d o n 

t h e b ott o m l a y er, o utsi d e t h e c ell tr a p pi n g ar e as ( T h e r e d fl u or es c e nt c h a n n el s h o ws t h e 
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c o m pl et e p att er ni n g of t h e n o n -c ell ul ar a d h esi o n z o n e). As t h e p att er n e d ar e a of i nt er est 

us u all y e n c o d es t hi n -li n es, m ost of t h e fl at ar e as t h at will ulti m at el y e n c o d e P L L fr e e 

ar e as, r e q uir e s m all pill ars t o s u p p ort t h e w ei g ht of t h e i n k er a n d t o pr e v e nt c oll a ps e 

a n d u n w a nt e d tr a nsf er of P L L (if t h e pill ars a n d t hi n li n es c a n n ot st a n d t h e i n ki n g f or c e, 

it  t e n ds  t o  c oll a ps e).  I n  r o ut e  B,  I  h a v e  us e d  P E G-g -P L L  t o  c o v er  u n d esir e d  c ell 

a d h esi o n  r e gi o ns  o n  t h e  f ull y  c o at e d  P L L -FI T C  s urf a c e.  T h e  i m a g es  s h o w n  a  cl e ar 

p att er ni n g of tr a p pi n g r e gi o ns a n d u n w a nt e d -tr a p pi n g r e gi o ns c o at e d wit h P E G-g -P L L 

a n d  P L L -FI T C  r es p e cti v el y.  T h e  r es ults  s h o w  t h at  b ot h  m et h o ds  of  c o -p att er ni n g 

pr es e n t a g o o d c o-p att er n of p artiti o n e d a ds or b e d pr ot ei ns r e gi o ns.  

 

Fi g u r e 9 1.  C o -P att er ni n g of P L L -FI T C  a n d  P E G -g -P L L  o n  i n -m ol d  p att er ni n g  c hi ps:  t h e  r e d  c ol or 

c orr es p o n ds t o  T RI T C l a b ell e d P E G -g -P L L a n d t h e gr e e n c ol or c orr es p o n ds t o  FI T C l a b ell e d P L L . T h e 

w hit e arr o w s h o w n t h e o v erl a p pi n g s h a d o ws fr o m t h e c eili n g of c h a m b er.  

5. 2. 2. 2  C ell b e h a vi o urs  o n c o -p att er ni n g c hi ps  

I i m a g e d t h e distri b uti o n of t hr e e diff er e nt c ell t y p es i n t h e t y p e A c hi ps aft er 6 

d a ys. T h e r es ults s h o w e d ( Fi g ur e 9 2 ) t h at alt h o u g h t h e a d h esi v e c o ntr ast w as pr es e nt, 

t h e c ells w er e distri b ut e d o v er al m ost all ar e as, s u g g esti n g t h at alt h o u g h g o o d a p p ar e nt 

c o -d e p ositi o n, P E G -g -P L L di d n ot pr e v e nt e d c ell a d h esi o n effi ci e ntl y.  

T y p e A c o -p att er ni n g c hi ps T y p e B c o -p att er ni n g c hi ps

FI T C -P L L FI T C -P L L

P E G -g -P L L P E G -g -P L L

M er g e d M er g e d

4 0 0 u m4 0 0 u m
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Fi g u r e 9 2.  T hr e e n e ur o n al s u b t y p es ( C x : c orti c al, Str : Stri at al, Hi p : Hi p p o c a m p al) s e e d e d i n  a  t w o 

n o d es n et w or k c hi ps f a bri c at e d  b y r o ut e A c o -p att eri n g t e c h ni q u es . N ot e t h at a d h esi o ns “ c o ntr ast ” is p o or 

wit h m a n y c ells gr o wi n g o n P E G -P L L ar e as.  

B as e d o n t h e r es ults of c ell a d h esi o n, w e c a n i nf er t h at s m all m ol e c ul e s u c h as P L L 

m a y  e nt er  i n -b et w e e n  t h e  c h ai ns  of  P E G -g -P L L:  t h e  P L L  h e a d  of  P L L -FI T C  is 

p ositi v el y c h ar g e d a n d c o ul d b e a ds or b e d wit hi n P E G c h ai ns [3 2 5 ] t h us l e a di n g t o n o n-

c o n cl usi v e r es ults . 

 
Fi g u r e 9 3.  Hi p p o c a m p al  pri m ar y n e ur o ns  s e e d e d i n t w o n o d es n et w or k c hi ps w hi c h pr o d u c e d  b y r o ut e  

B c o -p att eri n g t e c h ni q u es . N ot e t h at a d h esi o ns “ c o ntr ast ” is p o or wit h m a n y c ells gr o wi n g o n P E G-P L L 

ar e as.  

5. 2. 2. 3  C ell s ur vi v al i n c o -p att er ni n g c hi ps  

I nt er esti n gl y, aft er I i m m u n o-st ai n e d s o m e of t h e mi cr o -c hi ps, I f o u n d t h at n e ur o ns 

e x hi bit e d g o o d s ur vi v als o n t h e P E G -g -P L L s urf a c e aft er 8  d a ys of c ult ur e ( Fi g ur e 9 4 ).  

E 1 4 Str di v. 6E 1 4 C x di v. 6

2 0 0 u m

E 1 6 Hi p di v. 6

E 1 6 hi p di v 6 E 1 6 hi p di v 6 

2 0 0 u m
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Fi g u r e 9 4.  N e ur o n al diff er e nti ati o n o n c o -p att er n e d (r o ut e B)  c hi ps at 8 DI V. N ot e t h at n e ur o ns 

pri m aril y gr o w o utsi d e t h e ar e a of i nt er est.  

5. 3  M et h o d ol o g y II: E xt r a -fl o wi n g p att e r ni n g c hi ps  

S e c o n d, a n alt er n ati v e m et h o d t o pr o m ot e l o c al P L L d e p ositi o n i n t h e p o c k ets a n d 

gr o o v es of t h e s u bstr at u m t hr o u g h mi cr ofl o w p att er ni n g w as e v al u at e d.  T h at a p pr o a c h 

r eli es o n th e us e of 3 s p e cifi c l a y er, 1) a t hi n ( 5 0 µ m) b ott o m l a y er e n c o di n g c ell tr a ps 

a n d  a x o n al  gr o o v es,  2)  a  tr a nsi e ntl y  (r e v ersi bl e  b o n di n g)  b o n d e d  mi cr ofl ui di c  fl o w 

c h a m b er  e n c o di n g  c h a n n els  t ar g eti n g  t h e  c ell  tr a p pi n g  ar e as,  3)  a  mi cr ofl ui di c  c ell 

s e e di n g/f e e di n g  l a y er  t h at  e n c o d es  s e v er al  c ell  c ult ur es  m a cr o  c h a m b ers  t h at  is 

ulti m at el y b o n d e d o n t o p of t h e fl o w p att er n e d t e xt ur e d b ott o m l a y er.   T h e tr a nsi e nt 

mi cr ofl ui di c l a y er p arti all y m at c h es t h e c ell s e e di n g ar e as of t h e b ott o m l a y er. Aft er 

tr e at m e nt of th e b ott o m l a y er wit h o x y g e n pl as m a, t h e fl o wi n g l a y er is i m m e di at el y 

c o nt a ct e d  wit h  t h e  b ott o m  l a y er  a n d  P L L  is  fl o w n  t hr o u g h  t h e  c h a n n els  of  t h e 

mi cr ofl ui di c l a y er. Pl as m a a cti v ati o n of t h e b ott o m l a y er all o ws mi n ut e P L L gr afti n g i n 

t h e  e x p os e d  ar e as.  After  a  f e w  h o urs  of  c o nt a ct,  t his  t o p  mi cr ofl ui di c  c h a m b er  is 

r e m o v e d. D u e t o t h e s p e cifi c str u ct ur e of t h e fl o wi n g i nt erf a c e, t h e p ol y-l ysi n e will o nl y 

f oll o w t h e d esir e d c h a n n el i n t h e c ell tr a ps, t h us all o wi n g c o ati n g o nl y i n s p e cifi c ar e a 

of i nt er est ( Fi g ur e 9 5 ). U p o n u p p er, fl ui di c, c h a m b er r e m o v al, t h e fi n al c ell d eli v er y 

mi cr ofl ui di c is ass e m bl e d o n t o p of t h e b ott o m l a y er. T h e f a bri c ati o n m et h o d of t his 

c hi p r e q uir es o n e st e p m or e t h a n I M P, b ut it s h o ul d pr o vi d e str o n g er a ds or pti o n of P L L 

2 0 0 u m2 0 0 u m

2 0 0 u m 2 0 0 u m
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 2 0 9  

i n  t h e  ar e as  of  i nt er est  a n d  t h er ef or e,  c o m p ar e d  t o  t h e  p h ysi c al  tr a nsf er  of  I M P,  a n d 

t h er ef or e all o ws b ett er a d h esi o n of n e ur o ns o n t h e s u bstr at u m.  

 

Fi g u r e 9 5.  D esi g n a n d F a bri c ati o n pr o c ess of e x -fl o wi n g c hi ps:  A n u n c o at e d t hi n P D M S l a y er e n c o di n g 

gr o o v es a n d tr a ps is pr o d u c e d. A tr a nsi e nt mi cr ofl ui di c i nt erf a c e t ar g eti n g n o d es of t h e P D M S l a y er is 

c o nt a ct e d wit h t h e P D M S m e m br a n e a n d P L L is fl o w n. E xtr a  fl o w i n p o c k ets a n d gr o o v es. Th e tr a nsi e nt 

mi cr ofl ui di c i nt erf a c e is r e m o v e d a n d a C ell c ult ur e mi cr ofl ui di c i nt erf a c e is b o n d e d o n t h e l o c all y c o at e d 

P D M S l a y er.  

I n t his c h a pt er, I c o m p ar e t h e effi ci e n c y if t h e 3 m et h o ds (I M P; C o-p att er ni n g I M P; 

fl o w p att er n e d c h a m b ers) b y s e e di n g hi pp o c a m p al n e ur o ns a n d ass essi n g t h eir s ur vi v al 

r at e at diff er e nt st a g es.  

5. 3. 1  M et h o d s f o r E xt r a -fl o wi n g p att e r ni n g c hi p s f a b ri c ati o n 

5. 3. 1. 1  T h e m ast er of c ell d eli v er y c h a m b er, e x -fl o wi n g c h a m b ers a n d tr a p pi n g l a y ers 

f a bri c ati o n.  

F a bri c ati o n of t h e c ell d eli v er y c h a m b er a n d t h e tr a p pi n g l a y ers ar e si mil ar t o t h e 

pr o c ess d es cri b e d i n 2. 2. 3. 1 . T h e m ast er e n c o di n g t h e e x-fl o wi n g tr a nsi e nt c h a m b ers 

w as f a bri c at e d b y s pi n c o ati n g S U -8 2 0 7 5 at 3 0 0 0 r p m o n t o p of a sili c o n w af er, t h e n 

s oft -b a k e d f or 2 mi n at 6 5 ° C a n d f oll o w e d b y 8 mi n at  9 5 ° C. Aft er c o oli n g d o w n at r o o m 

t e m p er at ur e,  t h e  w af er  w as  e x p os e d  1 7s  u n d er  a  U V  li g ht  t hr o u g h  t h e  e x-fl o wi n g 

c h a m b er p h ot o m as k. It w as f urt h er b a k e d f or 3 mi n at 6 5 ° C a n d f oll o w e d b y 9 mi n at 

9 5 ° C. T h e m ast er w as t h e n d e v el o p e d i n P G M E A at 6 0 r p m f or t h e  7 mi n a n d dri e d wit h 

pr ess uri z e d nitr o g e n. A fi n al h ar d b a ki n g w as p erf or m e d f or 5 mi ns at 2 0 0 ° C.  
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5. 3. 1. 2  T h e s oft lit h o gr a p h f or c ell d eli v er y c h a m b er a n d e x -fl o wi n g c h a m b ers 

P ol y di m et h ylsil o x a n e ( P D M S, S yl g ar d 1 8 4, Ells w ort h A d h esi v es) w as mi x e d wit h 

its c uri n g a g e nt at a of r ati o of 1 0: 1, t h e n d e g ass e d u n d er v a c u u m. P D M S w as t h e n 

p o ur e d o n t o p of t h e sili c o n m ast er s urr o u n d e d b y al u mi n u ms a n d i n c u b at e d at 7 0 ° C 

f or 3 h ( c h a m b er a n d e x-fl o wi n g c h a m b ers w er e pr o d u c e d at t hi c k n ess es ar o u n d 4-5 m m). 

Aft er u n m ol di n g, r es er v oirs w er e pi n c h e d i n s p e cifi c ar e as wit h 4 m m bi o ps y p u n c h es.  

5. 3. 1. 3  T h e f a bri c ati o n of st a m p f or tr a p pi n g s u bstr at e  

T h e  st a m p  w as  pl a c e d  i n  O 2 pl as m a  g e n er at or  ( F E M T O,  s ci e n c e,  C Y T E),  wit h 

p att er n f a ci n g u p ( e x p os e d t o pl as m a). Aft er pl as m a tr e at m e nt, t h e st a m p w as sil a ni z e d  

f or  3 0  mi ns  wit h  ( Tri d e c afl u or o-1, 1, 2, 2 -t etr a h y dr o o ct yl)  tri c hl or osil a n e  ( A B 1 1 1 4 4 4, 

a b cr). P D M S w as t h e n s pi n c o at e d o n t o p of t h e sil a ni z e d  st a m p f or 4 5s at 1 0 0 0r p m a n d 

f urt h er b a k e d f or 7 5 mi n at 7 0 ° C i n a dr y o v e n. 

5. 3. 1. 4  T h e f a bri c ati o n of tr a p pi n g l a y ers  

5 c m gl ass c o v ersli p w er e cl e a n e d wit h is o -pr o p a n ol, t h e n pl as m a b o n d e d wit h t h e 

s urf a c e of t h e c o at e d st a m p. Aft er p e eli n g off of t h e st a m p, t h e s u bstr at e l a y er tr e at e d 

wit h  O 2  pl as m a,  w as  c o nt a ct e d  wit h  t h e  e x -fl o wi n g  c h a m b er  ( w hi c h is n o n -pl as m a 

tr e at e d). 1 0 µ g/ ml P L L -FI T C s ol uti o n w as t h e n fl o w n i n t h e cir c uitr y a n d i n c u b at e d f or 

4 h, f oll o w e d b y ri nsi n g wit h P B S a n d d ei o ni z e d w at er. T h e e x -fl o wi n g c h a m b er, w as 

t h e n dri e d  wit h pr ess uri z e d nitr o g e n.  

5. 3. 1. 5  T h e c hi ps ass e m bl y  

Fi n all y, t h e P L L p att er n e d tr a p pi n g s u bstr at es w as ali g n e d a n d b o n d e d wit h t h e 

c ell  s e e di n g  mi cr o -c h a m b er  pr o d u ci n g  t h e  fi n al  mi cr o -c hi p  r e a d y  f or  c ell  s e e di n g. 

C hi ps w er e s e al e d a n d st or e d at 4 ° C u ntil us e ( m a x 1 w e e k aft er f a bri c ati o n).  

5. 3. 1. 6  C ells s e e di n g, c ult uri n g, st ai ni n g  a n d I m a g e A c q uisiti o n  

T h e pr o c ess is t h e s a m e wit h a b o v e s e cti o n.  
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5. 3. 2  R e s ult s of e x -fl o w c hi p s 

5. 3. 2. 1  P att er ni n g i n t w o n o d es s yst e m  

As I m e nti o n e d, i n I M P t e c h ni q u es t h e p ol y -l ysi n e c o ati n g is o bt ai n e d  first t hr o u g h 

mi cr o -c o nt a ct i n ki n g o n t h e st a m p, t h e n fr o m tr a nsf er b y t h e s pi n c o ati n g pr o c ess . It is 

t h us u n k n o w n  h o w  m u c h  P L L is l eft  o n  t h e  gr o o v e  s urf a c e.  T h er ef or e,  I  cr e at e d a 

m et h o d  t o a v oi d a n y p att er n tr a nsf er b y a d d i n g a t e m p or ar y c h a m b er b o n d e d wit h a 

pl as m a a cti v e tr a p pi n g l a y er . T h e r ol e of t his t e m p or ary c h a m b er is t o fl o w t h e p ol y -

l ysi n e s ol uti o n . T his c h a m b er will b e r e m o v ed  aft er c o m pl eti o n of t h e p att er ni n g. T h e 

c h all e n g e h er e is t o ali g n t w o ti m es pr o p erl y t h e t e xt ur e d s u bstr at e  wit h t h e t e m p or ar y 

“fl o wi n g ” c h a m b er t h e n t h e fi n al c ult ur e m a cr o c h a m b e r.   

 

Fi g u r e 9 6.  Ill ustr ati o n of “ e x-fl o w ” mi cr o c hi ps d esi g n. T h e y ell o w d e vi c e c orr es p o n ds t o t h e tr a nsi e nt 

mi cr ofl ui di c fl o w c h a m b er. Yell o w ar e a c orr es p o n ds t o t h e ar e as of t h e P D M S m e m br a n e t h at will b e 

c o at e d wit h P L L.  ( Ri g ht, c e nt er): P h as e c o ntr ast i m a g e of a n e x -fl o w c hi p. N ot e t h at P D M S w alls of t h e 

fi n al mi cr ofl ui di c c ell c ult ur e l a y er ar e l o c at e d o n t o p of t h e ar c h e li k e mi cr o -gr o o v es. ( Ri g ht, b ott o m ): 

Fl u or es c e nt i m a g e of a fi n al e x -fl o w mi cr o c hi p c o at e d wit h FI T C l a b ell e d P L L. Not e t h at b e c a us e of t h e 

d esi g n of t h e tr a nsi e nt mi cr ofl ui di c fl o w c h a m b er n ot m at c hi n g t h e o n e of t h e fi n al c ell c ult ur e l a y ers, 

Fl o wi n g c h a m b er d esi g n

FI T C -P L L 3 0 0 u m
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s o m e P L L is d e p osit e d i n u n w a nt e d ar e as. A  i m p ort a nt  p art  of  t h e  d esi g n  w or k  c o nsist  i n  mi ni mi zi n g 

t h es e ar e as.  

T h e fi g ur es ( Fi g ur e 9 6 ) s h o w t h e d esi g n p att er n of t his e xtr a d e vi c e, t h at w e will 

fr o m  n o w  n a m e  t h e  “ e x-fl o wi n g  c h a m b er ”,  p ositi o n e d  o n  t o p  of  t h e  s u bstr at e  wit h 

gr o o v e  str u ct ur es.  It  will  b e  att a c h e d  t o  its  s u bstr at e  o nl y  r e v ersi bl y,  t h a n ks  t o  t h e 

pl as m a a cti v ati o n of o nl y its s urf a c e a n d n ot t h at of t h e s u bstr at e, a n d fill e d wit h P L L. 

As a r es ult, t h e 5 u m d e e p tr a ps will b e c o at e d wit h P L L -FI T C. T his e x -fl o wi n g c h a m b er 

w as  d esi g n e d  t o  c o v er  t h e  c o n n e cti o ns  b et w e e n  tr a ps  arr a n g e d  al o n g  e a c h  p ar all el 

n e ur o n al cir c uit (r e d arr o w).  It is i m p ort a nt t o n ot e t h at t h e tr a ps b el o n gi n g t o diff er e nt 

cir c uits r e m ai n u n c o n n e ct e d. It is cl e arl y s e e n t h at t h e e x -fl o wi n g c h a m b er c a n cr e at e 

pr e cis e p att er ni n g ar e as. A f e w ar e as t h at d o n ot c o nstit ut e a c o n n e cti o n ar e b e c o at e d 

( w hit e arr o ws), cr e ati n g t h e d esir e d a d h esi v e c o ntr ast. 

5. 3. 2. 2  C ell b e h a vi o ur  i n t w o n o d es s yst e m d uri n g t w o w e e ks i n vitr o 

D uri n g t h e t w o w e e ks of gr o wt h of hi p p o c a m p al c ells i n  t h e c hi p, I r e c or d e d t h e 

distri b uti o n  a n d  s ur vi v als  of  c ells  at  1 5  mi n ut es,  7  d a ys  a n d  1 4  d a ys  aft er  s e e di n g 

(Fi g ur e 9 7 ). It c a n b e s e e n i n t h e fi g ur e t h at alt h o u gh i n t h e i niti al st at e j ust aft er s e e di n g 

t h er e ar e s o m e c ells distri b ut e d all o v er t h e s urf a c e of t h e s u bstr at e as t h e ti m e p ass es 

m ost of t h e c ell s ur vi v al a n d gr o wt h o c c ur o n t h e p ol y -l ysi n e c o at e d ar e as (r e d arr o ws). 

M or e o v er, it is o b vi o us t h at w h e n t h e p ositi o ni n g of t h e e x -fl o wi n g c h a m b er m at c h es 

p erf e ctl y wit h t h e c ell tr a ps p att er n, t h e w all of t h e tr a ps h as a w ell -assist e d g ui d e t o 

a x o n gr o wt h ( bl u e arr o ws).  
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Fi g u r e 9 7.  1 4 DI V Hi p p o c a m p al n e ur o ns s ur vi v al i n a t w o n o d es n et w or k c hi ps pr o d u c e d tr o u g h b y  

e x -fl o w p att er ni n g. ( L eft, u p) : FI T C C P L L d e p ositi o n i n s q u ar e a n d r o u n d n o d e. N ot e t h at u n w a nt e d  

P L L p att er ni n g li n k t h e 2 n o d es. P h as e c o ntr ast i m a g es of hi p p o c a m p al n e ur o ns s e e d e d aft er 1 5 mi n, 7 

DI V or 1 4 DI V. N ot e t h at n e ur o ns gr o w o nl y i n P L L p att er n e d ar e as a n d t h at b ot h n o d es ar e li n k e d b y 

gr o wi n g n e ur o ns.  

5. 3. 2. 3  P att er ni n g i n m ulti -n o d es s yst e m  

I  h a v e  us e d  t his  n e w  t e c h ni q u e  i n  t h e  m ulti-n o d e  n et w or k  c o nfi g ur ati o n.  T h e 

Fi g ur e 9 8  c o nt ai ns t w o d esi g ns of e x -fl o wi n g d e vi c es. T h e first d esi g n p ass es t hr o u g h 

al m ost  all  t h e  tr a ps,  a n d  e v e n  m ost  of  t h e  mi cr o c h a n n els  ( bl u e  p att er n). T h e  s e c o n d 

d esi g n ai m e d t o r e d u c e t h e h y dr o d y n a mi c r esist a n c e of t h e e x -fl o wi n g d e vi c e a n d d o es 

n ot  p ass  t hr o u g h  m ost  of  t h e  mi cr o c h a n n els  ( p ur pl e  p att er n).  C o ati n g  of  t h e  mi cr o -

c h a n n els will o c c ur i nst e a d t hr o u g h t h e diff usi o n of t h e P L L s ol uti o n i n -b et w e e n t h e 

ar ms  of  t h e  e x -fl o wi n g  d e vi c e.  T h e  p ur p os e  of  t h es e  e x p eri m e nts  is  t o  v erif y  h o w 

mi cr o c h a n n els a n d tr a ps c a n b e s el e cti v el y c o at e d wit h p ol y -l ysi n e i n e a c h c o n diti o n. 

T his will g ui d e t h e o pti mi z ati o n of t h e n e xt g e n er ati o n of d esi g ns.   

FI T C -P L L

2 0 0 u m

1 5 mi n s

7 d a ys 1 4 d a ys
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Fi g u r e 9 8.  D esi g n  of a  m ulti -n o d al e x -fl o w  c h a m b er.  S c h e m es: ( U p,  bl u e): M et h o ds  1  D esi g n  of  a 

tr a nsi e nt mi cr ofl ui di c fl o w c h a m b er t h at all o w P L L fl o wi n g o n b ot h t h e n o d es a n d gr o o v es of t h e P D M S 

l a y er. ( B ott o m, Pi n k) M et h o ds 2 D esi g n of a tr a nsi e nt mi cr ofl ui di c fl o w c h a m b er t h at all o w P L L fl o wi n g 

o nl y o n t h e n o d es of t h e P D M S  l a y er.  I n t his l att er d esi g n, t h e P L L s ol uti o n fl o ws fr o m t h e tr a ps i nsi d e 

t h e mi cr o c h a n n els. E a c h m et h o ds pr o d u c e s p e cifi c dr a w b a c ks , d u e t h eir s p e cifi c d esi g n u n w a nt e d P L L 

o v erfl o w ar e d e pi ct e d i n w hit e or r e d r e ct a n gl e. M et h o ds 1 r es p e cts t h e tr a p w hi l e m et h o ds 2 r es p e cts t h e 

gr o o v e. ( Ri g ht) p h as e c o ntr ast i m a g e ( u p p er l a n e) a n d fl u or es c e nt i m a g es ( C e nt er a n d b ott o m l a n e) of 

fl u or es c e nt P L L d e p ositi o n usi n g M et h o d 1 ( c e nt er r o w) or M et h o d 2 ( b ott o m r o w). W hit e arr o w a n d 

w hit e a n d r e d b o x d e pi ct  “ off t a r g et ” P L L d e p ositi o n d u e  t o t h e fl o w c h a m b er d esi g n li mit ati o ns. R e d 

arr o w  d e pi cts  p erf e ct c o ati n g of mi cr o gr o o v es tr o u g h M et h o ds 2.  

T h e first iss u e t o s ol v e wit h t h e e x -fl o wi n g c h a m b er is t o a v oi d t o c o at wit h P L L 

t h e  ar e as  w hi c h  s h o ul d  n ot  b e  p o p ul at e d b y  n e ur o ns.  E x a m pl es  of  s u c h  u n w a nt e d 

c o ati n gs ar e i n di c at e d b y t h e arr o ws a n d r e ct a n gl e i n t h e Fi g ur e 9 8 : i n w hit e f or t y p e A 

e x -fl o wi n g d e vi c es (t o p s c h e m e wit h t h e e x-fl o wi n g i n bl u e), a n d r e d f or t y p e B ( b ott o m 

s c h e m e wit h t h e e x -fl o wi n g i n p ur pl e). T h e w hit e s q u ar e i n t h e pi ct ur e s h o ws w h er e 

p ol y -l ysi n e r e m ai ns w h e n t h e e x-fl o wi n g c h a m b er is o p e n e d. It is d u e t o t h e f a ct t h at 

t h e  w h ol e  ali g n m e nt  a n d  b o n di n g  pr oc ess  h as  t o  b e  d o n e  i n  1 0  s e c o n ds,  s o  t h er e  is 

s o m eti m es a c h a n c e of mis ali g n m e nt. W hit e arr o ws s h o w i nfiltr ati o n of P L L s ol uti o n 

4 0 0 u m

FI T C -P L L FI T C -P L L

FI T C -P L L FI T C -P L L

4 0 0 u m

4 0 0 u m 4 0 0 u m

4 0 0 u m4 0 0 u m
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b el o w  t h e  P D M S  fr o m  t y p e A  e x -fl o wi n g  c h a n n els.  T h e  r e d  arr o ws  als o  p oi nt  t h e 

s u c c ess of t h e t y p e B e x -fl o wi n g d e vi c e i n t er ms of mi cr o -c h a n n el c o ati n g, e v e n t h o u g h 

t h es e mi cr o gr o o v es ar e 5 u m hi g h. ( T h us, s u g g esti n g t h at n arr o w er fl o w c h a n n el c o ul d 

h a v e b e e n e n c o d e d t o j oi n t h e tr a p ar e as a n d r e d u c e u n w a nt e d P L L b et w e e n tr a ps i n 

M et h o ds 2).  

As s h o w n i n Fi g ur e 9 9 (s a m e i m a g e as Fi g ur e 9 8  b ut wit h e n h a n c e d p h as e c o ntr ast), 

t h e c ell s e e di n g mi cr ofl ui dic l a y er e n c o d es w alls t h at a ct u all y s e p ar at es t h e n o d e a n d 

t h er ef or e c o m p e ns at e t h e d ef a ult of t h e s e c o n d as m ost of i nt er-n o d e u n w a nt e d P L L is 

c o v er e d b y t h e c ell s e e di n g c h a m b er w alls.  

 

Fi g u r e 9 9.  O pti mi z e d M et h o ds 2 e x fl o w p att er ni n g of n o d e a n d gr o o v es of a m ulti -n o d al mi cr o c hi p. 

T h e c ol u m ns r e pr es e nt t h e s a m e pi ct ur es wit h diff er e nt c o ntr asti n g m et h o ds t o h el p vis u ali z ati o n of t h e 

p att er ni n g pr o c ess. ( L eft  c ol u m n) : Ori gi n al i m a g es s h o wi n g p erf e c t n o d e a n d gr o o v e p att er ni n g a n  ar e a 

of ‘ off t ar g et ” P L L d e p ositi o n li n ki n g 2 n o d es is pr es e nt.  (Mi d dl e  c ol u m ns) : s a m e i m a g es wit h diff er e nt 

c o ntr ast all o wi n g t o vis u ali z e t h e P D M S w alls of t h e fi n al mi cr ofl ui di c i nt erf a c e. N ot e t h at, t h a n ks t o 

c ar ef ul d e si g n a n d ali g n m e nt, t h e P D M S w alls i nt ers e cts b ot h t h e mi cr o gr o o v es ar e as a n d t h e “ off t ar g et ” 

P L L d e p ositi o n (r e d r e ct a n gl e). ( Ri g ht c ol u m ns) S a m e i m a g e wit h e n h a n c e d gr e e n c o ntr ast all o wi n g t o 

vis u ali z e d et ails of P L L p att er ni n g.  

FI T C -P L L
3 0 0 u m

3 0 0 u m
FI T C -P L L

c h a m b er c h a m b er

c h a m b er

P D M S P D M S

T h e p att er n of E x -fl o w c h a m b er

T h e p att er n of E x -fl o w c h a m b er

c h a m b er

P D M S

c h a m b er

T h e p att er n of E x -fl o w c h a m b er

Ori gi n al m er g e d i m a gi n g T h e m o difi e d i m a gi n g of c h a m b er e n h a n c e d T h e i m a gi n g of e x -fl o w p att er n e n h a n c e d
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5. 3. 2. 4  T h e C ell a d h esi o n a n d s ur vi v al b e h a vi ors i n 3 w e e ks  

 

Fi g u r e 1 0 0.   C o m p aris o n  b et w e e n  I M P a n d  E x -fl o w  M et h o ds  f or  n e ur o n al  gr o wt h. Hi p p o c a m p al  

n e ur o ns s e e d e d i n b ot h I M P a n d e xfl o w s yst e ms a n d m o nit or e d f or 1 5 mi n, 2 4 h, 7, 1 4 a n d 2 1 DI V. N ot e 

t h at hi p p o c a m p al n e ur o ns s e e d e d i n t h e e xfl o w c h a m b er e x hi bit l ess cl u m pi n g b e h a vi o ur.  

I n or d er t o esti m at e w h et h er n e w m et h o ds i n cr e as e t h e p ol y-l ysi n e a nd i m pr o v e 

1 5 mi n

2 4 h

7 d a y

1 4 d a y

2 1 d a y

I m p c hi ps e x -fl o w c hi ps

2 0 0 u m

2 0 0 u m

2 0 0 u m

4 0 0 u m

2 0 0 u m

2 0 0 u m

2 0 0 u m

2 0 0 u m

4 0 0 u m

2 0 0 u m
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t h e  c ell  s ur vi v al  b e h a vi or,  I  c o m p ar e d  it  wit h  I M P  c hi ps. T h e  a d h esi o n  a n d  s ur vi v al 

st at us of c ells w er e r e c or d e d at 1 5 mi n, 2 4 h o urs, 7 d a ys, t w o w e e ks a n d t hr e e w e e ks 

aft er  s e e d e d  hi p p o c a m p us  n e ur o ns  i n  t hr e e  diff er e nt  c hi ps.  C o m p ari n g  t h e  e xtr a -

fl o wi n g c o ati n g c hi ps wit h i n-m ol d p att er n c hi ps, I f o u n d, t h at aft er o n e w e e k, t h e c ells 

i n I M P c hi ps t e n d t o a g gr e g at e a n d cl u m p. O n t h e c o ntr ar y, i n e x-fl o wi n g c hi ps, i niti al 

a d h esi o n of c ell s e e ms b ett er a n d n e ur o ns d o n o cl u m p i n a g gr e g at es, a pr o c es s t h at is 

st a bl e  u ntil  3  w e e ks  of  c ult ur e.  T o  s u m  u p,  E x -fl o w  c h a m b er  m et h o ds  all o ws  t h e 

d e p ositi o n of a b ett er c o ntr oll e d c ell a d h esi v e s u bstr at u m.  

5. 3. 2. 5  N e ur o n al s ur vi v al i n I M P a n d e x -fl o wi n g c hi ps  

Aft er 2 1 d a ys of i n vitr o c ult ur e, t h e d e n drit es, a x o ns a n d  n u cl ei of t h e n e ur o ns i n 

t h e  I M P  a n d  e x-fl o wi n g  c hi p  w er e  st ai n e d  wit h  M a p 2, β -III-T u b uli n,  a n d  D A PI, 

r es p e cti v el y. 

 
Fi g u r e 1 0 1.  I m m u n ofl u or es c e n c e  st ai ni n g of  hi p p o c a m p al  n e ur o ns  s e e d e d  i n  m ulti -n o d es  I M P  c hi ps 

aft er 2 1 DI V. E a c h r o w c orr es p o n ds t o o n e n o d e i m a g es f r o m a diff er e nt c hi p. N e ur o ns w er e st ai n e d f or 

n u cl ei ( D A PI , l eft c ol u m ns), A x o ns (β -III-t u b uli n, s e c o n d c ol u m n), d e n drit es ( M A P 2, t hir d c ol u m n) a n d 

m er g e ( 4 t h c ol u m n, ri g ht). N ot e t h at r o w 2 a n d 3 s h o ws p o or s ur vi v al.  

T h e m ulti -n o d e I M P c hi p s h o ws f e w s u r vi vi n g c ells wit h o nl y a s m all n u m b er of 

hi p p o c a m p al  c ells  s ur vi vi n g  f or  2 1  d a ys  i n  t h e  m ulti -n o d al  c hi ps  ( Fi g ur e  1 0 1 ). 

5 0 u m5 0 u m5 0 u m5 0 u m

5 0 u m 5 0 u m 5 0 u m 5 0 u m

5 0 u m 5 0 u m 5 0 u m 5 0 u m

m a p 2
! -III-t u b uli n
n u cl ei

m a p 2
! -III-t u b uli n
n u cl ei

m a p 2
! -III-t u b uli n
n u cl ei

n u cl ei

n u cl ei

n u cl ei

! -III-t u b uli n

! -III-t u b uli n

! -III-t u b uli n

m a p 2

m a p 2

m a p 2
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S ur vi vi n g n e ur o ns s h o ws si g ns of d e g e n er ati o n, as e vi d e n c e d b y a x o n al a n d d e n driti c 

bl e b bi n g  a n d fr a g m e nt ati o n.  

 I n  t h e  e x-fl o wi n g  c hi ps  (Fi g ur e  1 0 2 ),  a x o ns  a n d  d e n drit es  ar e  cl e ar er  a n d 

u n br o k e n. T h er e w er e m or e s a m pl es t h at w er e a bl e t o s ur vi v e f or 2 1 d a ys a n d c hi ps 

w er e di vi d e d  of l ar g e d e g e n er ati n g ar e as as s o m eti m e s e e n i n s o m e I M P c hi ps  

 

Fi g u r e 1 0 2.  I m m u n ofl u or es c e n c e  st ai ni n g  of  hi p p o c a m p al  n e ur o ns  s e e d ed  i n  m ulti -n o d es  I M P  c hi ps 

aft er 2 1 DI V. E a c h r o w c orr es p o n ds t o o n e n o d e i m a g es fr o m a diff er e nt c hi p. N e ur o ns w er e st ai n e d f or 

n u cl ei ( D a pi, l eft c ol u m ns), A x o ns ( (β -III-t u b uli n, s e c o n d c ol u m n), d e n drit es ( M A P 2, t hir d c ol u m n) a n d 

m er g e ( 4 t h c ol u m n, ri g ht) . N ot e e x c ell e nt diff er e nti ati o n a n d s ur vi v al i n all n o d es.  

R e g ar di n g t h e r el ati o ns hi p b et w e e n t h e n u m b er of c ells a n d vi a bilit y, i n t h e m ulti -

n o d es I M P c hi ps, t h e n e urit es pr es e nt a d e g e n er ati v e st at e i n t h e tr a ps wit h l o w er c ell 

n u m b ers. T h e r e gi o ns wit h a hi g h er n u m b er of c ells di d n ot s h o w a s ur vi v al b e n efit. It 

is diffi c ult t o q u a ntif y t h e e x a ct s ur vi v al i n I M P c hi p b e c a us e of t h e li mit e d s a m pl es at 

2 1 d a ys of c ult ur e a n d n e ur o ns f or mi n g s p h er oi ds w hi c h ar e diffi c ult t o i m a g e at t h e 

si n gl e c ell l e v el.  H o w e v er, i n g e n er al, it is o b vi o us t h at c ells i n e x -fl o wi n g s ur vi v e d t o 

a b ett er e xt e n d i n t h e c h all e n gi n g c o n diti o n of 3 w e e ks of c ell c ult ur e.  

5. 3. 2. 6  A x o n g ui d a n c e a n d es c a pi n g i n e x -fl o wi n g c hi ps 

Alt h o u g h t h e e x -fl o wi n g c hi ps s h o ws c ell s ur vi v al b e n efits, att e nti o n s h o ul d b e 

5 0 u m5 0 u m5 0 u m5 0 u m

5 0 u m 5 0 u m 5 0 u m 5 0 u m

5 0 u m 5 0 u m 5 0 u m 5 0 u m
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! -III-t u b uli n
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p ai d  t o  t h e  a x o n  g ui d a n c e  a n d  c o nfi n e m e nt  pr o p erti es.  I n  o ur  first  d esi g n  a n d 

e x p eri m e nt, I e x p eri e n c e d s o m e d ef e ct wit h ali g n m e nt, s o t h e fl o wi n g c h a m b er s h o w e d 

sli g ht misl o c ati o n b et w e e n t h e tr a p pi n g p o c k ets a n d ar e as of P L L d e p ositi o n (Fi g ur e 

1 0 3 , r e d arr o w). As s e e n i n t h e Fi g ur e 1 0 3 , w alls of c ell tr a ps r estri ct e d a x o n al es c a p e 

fr o m t h e tr a ps, e v e n t h o u g h t h er e m a y b e p ol y-l ysi n e o utsi d e t h e tr a p (Fi g ur e 1 0 3 , w hit e 

arr o w),  t h us  e vi d e n ci n g  t h e  i nt er est  of  j oi ni n g m e c h a ni c al  c o nstr ai ns  wit h  c h e mi c al 

o n es.  

 
Fi g u r e 1 0 3.  G ui d a n c e of a x o ns b y p o c k ets w alls i n a n e xfl o w mi cr o c hi ps. Hi p p o c a m p al n e ur o ns aft er 

1 0 DI V  st ai n e d  f or β -III-t u b uli n. N ot e t h at t h e a x o ns f oll o w t h e b or d er of t h e e x-fl o w p att er n e d n o d e 

alt h o u g h s o m e P L L h as b e e n p att er n e d o utsi d e.  

F or tr a ps wit h m or e c ells, m ost of t h e a x o ns gr o w al o n g t h e w all of t h e tr a p ( 错 误错 误

!未 找 到 引 用 源 。未 找 到 引 用 源 。 , w hit e  arr o w ),  b ut  t h er e ar e  still  a  s m all  n u m b er  of  a x o ns  a n d 

d e n drit es t h at c a n es c a p e a cr oss t h e 5 u m h ei g ht of t h e tr a p w all a n d tr a v els al o n g t h e 

ar e a c o v er e d wit h “ u n w a nt e d ” p ol y -l ysi n e (Fi g ur e 1 0 4 , bl a c k arr o w ). As s e e n i n t h e 

I M P c hi p, w h e n p ol y-l ysi n e is us u all y distri b ut e d o n t h e s urf a c e of t h e tr a ps, t h e w all 

c a n s er v e as a g o o d tr a p pi n g a n d g ui di n g r ol e, b esi d es t h e ris k of p ossi bl e c oll a ps e. If 

t h e p ol y-l ysi n e i n t h e e x-fl o wi n g c hi p fl o ws a c c or di n g t o t h e est a blis h e d p ositi o n, n o 

misl o c ati o n of ali g n m e nt o c c urs a n d it will it m a y pr o vi d e t h e s a m e c o nstr ai ni n g eff e ct 

as I M P c hi ps.  

! -III-t u b uli n

m a p 2

P L L -FI T C
!! -III-t u b uli n

m a p 2
P L L -FI T C

P L L -FI T C
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5 0 u m5 0 u m5 0 u m



 

 2 2 0  

 
Fi g u r e 1 0 4.  G ui d a n c e of a x o ns a n d d e n drit es b y p o c k ets w alls i n a n e xfl o w mi cr o c hi ps. Hi p p o c a m p al 

n e ur o ns a ft er 1 0 DI V st ai n e d f or β -III-t u b uli n a n d M A P 2. N ot e t h at t h e a x o ns es c a p e t h e b or d er of t h e 

e x -fl o w p att er n e d n o d e alt h o u g h s o m e P L L h as b e e n p att er n e d o utsi d e.  

5. 4  Dis c ussi o n  

I n t h at p art of m y w or k,  I tri e d t o d e v el o p 2 alt er n ati v e m et h o ds t h at c o m p e ns at e 

t h e  d ef a ult  I  h a v e  o bs er v e d  wit h  I M P  p att er ni n g  t e c h ni q u e  ( c ell  cl u m pi n g  of hi g h -

d e nsit y  n et w or ks a n d l oss of a x o n al g ui d a n c e i n t h e mi cr o gr o o v es d u e t o hi g h d e nsit y). 

I e x pl or e d t o disti n ct m et h o ds. T h e First o n e, c o-p att er ni n g of P E G P L L c ell r e p ell e nt 

m oi eti es,  ai m e d  pri m aril y  at  a v oi di n g  a x o ns  t o  gr o w  o utsi d e  t h e  gr o o v e d  ar e as  a n d 

r es p e ct  t h e  g ui di n g  pri n ci pl e  w e  h a v e  d esi g n e d. T h e  s e c o n d  m et h o ds,  P L L  fl o wi n g, 

ai m e d at b ett er c o ntr olli n g t h e s urf a c e c o n c e ntr ati o n of P L L i n t h e ar e a of i nt er est a n d 

t h er ef or e e nf or c e n e ur o n al a d h esi v el y i n t h e p o c k ets a n d gr o o v es. O v er all, w hil e c o-

p att er ni n g  m et h o ds  pr o v e d  i n eff e cti v e  ( a n d  e v e n  c o u nt er  eff e cti v e),  t h e  e x -fl o w 

a p pr o a c h es pr o v e d v er y pr o misi n g i n t er m of m ai nt ai ni n g n e ur o ns at t h e ri g ht pl a c e a n d 

pr e v e nti n g c ell cl u m pi n g.  

5. 4. 1  T h e i s s u e s a n d i n s pi r ati o n f r o m c o -p att e r ni n g  

I n t h e n e w m et h o ds of c o -p att er ni n g,  I h a v e ass ess e d t o c o m p e ns at e t h e d ef a ult of 

I M P c hi ps ( cl u m pi n g of n e ur o ns f or hi g h d e nsit y n et w or ks), P E G-g -P L L s h o w e d n o 

p ositi v e r es ults as c ells a d h er e d i n P E G P L L ar e as. T his m a y aris e fr o m t h e p ossi bilit y 

! -III-t u b uli n
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t h at P E G m a y h a v e a ds or b e d P L L, t h er e s u g g esti n g a n i n k er pr o bl e m. A c c or di n g t o t h e 

pr o d u ct c h e mi c al f or m ul a ( Fi g ur e 1 0 5 ), P E G-g -P L L h as a p ositi v el y c h ar g e d P L L h e a d 

t h at  s h o ul d  li es  at  t h e  b ott o m  a n d  b ei ng  c o v er e d  b y  t h e  P E G  m oi eti es.  D uri n g  t h e 

tr a nsf er fr o m t h e s urf a c e of t h e i n k er t o t h e tr a p pi n g l a y er of t h e i n k er, t h e h e a d a n d t ail 

of t h e m ol e c ul e m a y h a v e s hift e d l e a di n g t o t h e i n v ersi o n of t h e p att er n t o p ol o g y . It 

l e a ds t o t h e f a ct t h at i n r o ut e B, t h e P E G h e a d of P E G-g -P L L o n t h e i n k er s urf a c e is o n 

t o p a n d t h e n u p o n c o nt a ct wit h P L L-FI T C, t h e ot h er e n d of t h e P L L h e a d of P E G -g -

P L L is e x p os e d t o b e c o m e a s urf a c e a d h esi v e pr ot ei n t h at c a n att a c h t o t h e c ells. A n ot h er, 

n o n -e x cl usi v e, h y p ot h esis, m a y b e r el at e d t o a s u b o pti m al c o n c e ntr ati o n of P E G -g -P L L 

n ot b ei n g s uffi ci e nt t o c o u nt er a ct t h e a ds or pti o n c a p a cit y of P L L -FI T C. T h er ef or e, t h er e 

ar e still m a n y d et ails t o b e e x pl or e d i n t h e t e c h ni q u e of c o -p att er ni n g, s u c h as t h e s elf -

ass e m bl y of m ol e c ul es i n  t h e pr o c ess of p att er ni n g, t h e b e h a vi o ur  of c ell ul ar r e p ulsi o n, 

a n d t h e r el ati o ns hi ps b et w e e n c o n c e ntr ati o n of v ari o us pr ot ei ns a n d c ell a d h esi o n.  

 

Fi g u r e 1 0 5.   P ri n ci pl e of P E G-g -P L L as c ell r e p ell e nt ( htt ps://s us os. c o m/ b es c hi c ht u n gst e c h n ol o gi e n/ pll -

g -p e g -p ol y m er e/ ) 

I n  t h e  s e q u el  of  r e p e at e d  e x p eri m e nts,  I  fo u n d  t h at  t his  p h e n o m e n o n  is  n ot  a 

c oi n ci d e nt al sit u ati o n. T h e s ur vi v al a n d a d h esi o n of n e ur o ns i n t w o -n o d es a n d m ulti -

n o d es ar e s h o w n i n Fi g ur e 9 4 . T h e t w o r e gi o ns i n w hi c h c o-p att er ni n g pr o d u c es a cl e ar 

diff er e n c e i n c ell distri b uti o n. I n p arti c ul ar, s ur prisi n gl y, t h er e is n o c ell a d h esi o n i n t h e 

tr a ps.  C h e c ki n g  t h e  p ol y-l ysi n e  c o ati n g  t h er e  w er e  n o  p ol y-l ysi n e  i nsi d e  gr o o v e, 
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p o ssi bl y  b e c a us e  a ds or pti o n  of  li q ui d  P L L  i n  t h e  ti n y  5 µ m  gr o o v es  m a y  h a v e  b e e n 

i m p air e d b y s m all h y dr o p h o bi c tr a cts of P D M S Alt h o u g h s u c h r es ults ar e c o ntr ar y t o 

e x p e ct ati o ns, b ut t h e y h a v e i m p ort a nt i ns pir ati o n f or t h e d e v el o p m e nt of f ut ur e c hi ps, 

f or t h e n e w i d e a pl e as e s e e t h e p ers p e cti v e s e cti o n (Fi g ur e 1 0 6 ).  

5. 4. 2  P ol y -l y si n e, P att e r ni n g t e c h ni q u es a n d c ells a d h esi o n b e h a vi o rs  

A n y s u btl e str u ct ur al e n gi n e eri n g c h a n g es i n t h e s yst e m c a n c a u s e eff e cts o n c ell 

s ur vi v al m or p h ol o g y. I n I M P s yst e m, h o w e v er, t h e tr a nsf er of p ol y -l ysi n e o c c urs b y 

c o nt a ct i n ki n g pr o c ess, a n d t his tr a nsf er is i nfl u e n c e d b y a v ari et y of f a ct ors t h at r es ult 

i n l o w a m o u nts of p ol y-l ysi n e o n its s urf a c e. W h e n t h e a d h esi on c a p a cit y is i ns uffi ci e nt, 

t h e c ells t e n d t o cl u m p a n d t o f or m a g gr e g at es. Alt h o u g h t h e c ells still s ur vi v e, i n t h e 

e arli er  st a g e  ( 2  w e e ks)  it  pr o v e d  u nf a v or a bl e  f or  l o n g  t er m  c ult ur es  ( > 3  w e e ks)  a n d 

m ost  i m p ort a ntl y,  d u e  t o  a x o n al  f as ci c ul ati o n  a n d  t e nsi o n,  es c a p e  fr o m  t h e  g ui di n g 

gr o v es a n d t h er ef or e l oss of c o nstr ai ns o n n et w or k t o p ol o g y.  

H o w e v er,  i n  t his  c h a pt er,  t h e  s e c o n d  m et h o d ol o gi es,  e x -fl o w  p att er ni n g,  t h at 

all o ws t o fl o w c o ntr oll e d q u a ntiti es of c ell a d h esi v e c u es i n t h e gr o o v es a n d p o c k ets 

all o w e d  v er y  g o o d  n e ur o n al  a d h esi o n  a n d  pr e v e nt e d  n e ur o n al  cl u m pi n g  at  hi g h er 

d e nsiti es. C o m p ar e d t o t h e p h ysi c al p att er ns tr a nsf er of P L L b y i n ki n g, t h e att a c h m e nt 

a bilit y is m u c h str o n g er. T his st e p is diffi c ult t o i m pl e m e nt i n t h e f a bri c ati o n pr o c ess of 

I M P c hi ps. I n f a ct, t h e c o n c e ntr ati o n of p ol y -l ysi n e i n I M P c hi ps h as b e e n i n cr e as e d u p 

t o 1 0 0 u g/ ml f or pr e p ari n g t h e i n k ers wit h o ut n oti c e a bl e i m pr o v e m e nt w hil e t h e p ol y-

l ysi n e c o ns u m pti o n us e d f or t his pr o c ess is v er y hi g h. I n t h e e x-fl o wi n g c hi p, t h e fl ui d 

c o n c e ntr ati o n is o nl y 1 0 u g/ ml, a n d t h e t ot al v ol u m e is o nl y o n e t hir d of t h at of I M P. 

T h at c o ns u m pti o n diff er e n c e is al m ost 3 0 ti m es, it s h o w n t h e e x -fl o wi n g c hi ps h a v e a 

gr e at  a d v a nt a g e  i n  c ost.  T h e  a d v a nt a g es  of  e x -fl o w  m et h o ds  aris e  at  t h e  c ost  of  a 

dr a w b a c k: p att er ni n g of P L L o utsi d e t h e p o c k ets d u e t o t h e n e c essit y of cr e ati n g li n ki n g 

c h a n n els  b et w e e n  n o d es  t o  all o w  P L L  fl o wi n g  d uri n g  t h e  e x -fl o w  pr o c ess. Yet,  t h e 

effi ci e n c y of P L L fl o wi n g i n t h e ti n y mi cr o gr o o v es t o r e a c h dist a nt c ells p o c k ets a n d 
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a c hi e v e  g o o d  c ell  a d h esi vit y  all o ws  us  t o  f or es e e  r efi n e m e nt  i n  t h e  d esi g n  of  t h e 

tr a nsi e nt  fl o w  c h a m b er  t h at  t h e  n e xt  v ersi o n  of  t h e  d esi g n  will  a c hi e v e  a  b ett er 

p att er ni n g.  

5. 4. 3  T h e Bi o c o m p ati bilit y of M at e ri als a n d t h e s u r vi v als of diff e r e nt 

c ell t y p e  

W h e n c e lls ar e d eli v er e d i nt o a mi cr ofl ui di c c ult ur e c h a n n el, c ells att a c h t o t h e 

s u bstr at u m t hr o u g h el e ctr ost ati c attr a cti o n ( or bi n d t o pr ot ei ns o n t h e c h a n n el s urf a c e 

vi a r e c e pt or -pr ot ei n bi n di n g). O n c e t h e c ells att a c h e d, t h e y diff er e nti at es a n d ulti m at el y 

s e cr et e  e xtr a c ell ul ar  m atri x  ( E C M)  pr ot ei ns,  t h at  i n  t ur ns  m a y  tri g g er  si g n als  t h at 

r e g ul at e c ell diff er e nti ati o n, c ell c y cl e, c ell mi gr ati o n, a n d c ell s ur vi v al [3 2 6 ]. T h e fl o w 

i n t h e c ell c ult ur e c h a n n el e x erts a s h e ar f or c e o n c ells t h at c o m p et es wit h t h e a d h esi o n 

b et w e e n c ells a n d t h eir e xtr a c ell ul ar m atri x [3 2 7 ].  

T h er ef or e, as m at eri al s urf a c e als o aff e ct b ot h t h e c ell a d h esi o n a n d s ur vi v al, I als o 

t est e d s o m e m at eri al-r el at e d e x p eri m e nts. T h e P D M S h as g o o d bi o c o m p ati bilit y, a n d 

ot h er m at eri als or mi x e d P D M S m at eri als will n ot b e d es cri b e d i n d et ail h er e b e c a us e 

of  u ns u c c essf ul  c hi ps  ass e m bl y  pr o c ess.  F or  sli g htl y  a dj usti n g  t h e  a m o u nt  of  c uri n g 

a g e nt i n P D M S a n d c ult uri n g n e ur o n al c ells o n fl at P D M S m e m br a n es, w e f o u n d t h at 

t h e a d h esi o n a n d s ur vi v al of n e ur o ns w as a littl e b ett er w h e n t h e c o n c e ntr ati o n of c uri n g 

a g e nt w as at 1 5 % c o m p ar e d t o 5 %. H o w e v er, t his m o difi c ati o n r ais e d iss u es s u c h as 

st a m p  s urf a c e  aft er  sil a ni z ati o n,  s pi n  c o ati n g  wit h  P D M S  a n d  u n m ol di n g  effi ci e n c y. 

M or e o v er, t h e r es ults of s e v er al e x p er i m e nts w er e n ot c o nsist e nt, s o fi n all y w e k e pt t h e 

c o n c e ntr ati o n of c uri n g a g e nts at t h e i niti al 1 0 % c o n c e ntr ati o n as f or t h e t o p c h a m b er. 

I n a d diti o n, I als o f o u n d t h at t h e diff er e nt p o p ul ati o ns of c ells h a v e diff er e nt r eli a n c e 

o n s urf a c e pr o p erti es a n d p ol y -l ysi n e c o n c e ntr ati o n. Es p e ci all y, hi p p o c a m p al c ells w er e 

m or e c h all e n gi n g t o m a n a g e t h a n c orti c al or stri at al o n es. T h e s ur vi v al of hi p p o c a m p al 

c ells  i n  a  m ulti -n o d e  c hi p  w as  s o m eti m es  dis a p p oi nti n g,  a n d  it  t ur ns  o ut  diffi c ult  t o 

o bt ai n p erf e ctl y h o m o g e n e o us s e e di n g i n c hi ps wit h hi p p o c a m p al c ells i n all tr a ps. T his 
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al s o m a y b e d u e t o t h e c o m pl e x c ell d eli v er y cir c uitr y t h at e n h a n c e c ell d e nsit y gr a di e nt 

f or m ati o n  d u e  t o  t h e  r ati o  of  c ell  s us p e nsi o n  s e e di n g  v ol u m e  a n d  t h e  v ol u m e  of  t h e 

s e e di n g  c h a m b er. F urt h er  fl ui di c  o pti mi z ati o n  i n  t h e  c ell  d eli v er y  c h a m b er  m a y  b e 

e n visi o n e d.  T h e i nfl u e n c e of t h e s urf a c e of t h e m at eri al us e d t o m a k e or g a n -o n -a -c hi p 

o n t h e s ur vi v al of n e ur o ns is still a w ort h y fi el d f or e x pl or ati o n. I m p ort a ntl y, t h e e x -

fl o w pr o c ess is c o m p ati bl e wit h t h e us e of n o n P D M S s u bstr at u m. F or e x a m pl e t h e us e 

of t h er m o pl asti c el ast o m ers w hi c h s h o ws e x c ell e nt bi o c o m p ati bilit y a n d t h at c a n v er y 

e asil y b e m e c h a ni c all y e m b oss e d ( h ot e m b ossi n g) a n d p att er n e d wit h p ol y c ati o n c o ul d 

b e a n i nt er esti n g a lt er n ati v e f or t h e f a bri c ati o n of t h e b ott o m, t e xt ur e d, l a y er. .   

T o  s u m  u p,  t h e  e x p eri m e nt al  r es ults  i n di c at es  t h at  alt h o u g h  t h e  c o -p att er ni n g 

t e c h ni q u e all o ws e x c ell e nt pri nti n g of t h e a d h esi v e/r e p ell e nt p att er ns, t h e c ell b e h a vi or 

is u ns atisf a ct or y, s ug g esti n g f urt h er o pti mi z ati o n of t h e t e c h ni q u e. T h e fl o w p att er ni n g 

a p pr o a c h all o ws e x c ell e nt p att er n d e p ositi o n i n t h e ar e a of i nt er est a n d pr o m ot es b ett er 

hi p p o c a m p al  n e ur o ns  a d h esi o n  a n d  s ur vi v al  t h a n  I M P  c hi ps.  O pti mi z ati o n  of  P L L 

q u a ntit y m a y all o w f u rt h er i m pr o v e m e nt t o t u n e h o m o g e n e o us c ell s e e di n g, s ur vi v al 

a n d c o nstr ai n e d t o p ol o g y.  

5. 5  P e rs p e cti v e  

I n t his c h a pt er, b ot h t h e e x p eri m e nts a n d t h e d esi g n of t h e n e w m et h o d ar e i n t h eir 

i niti al st a g es. F ort u n at el y, t h e y ar e all f e asi bl e i n t er ms of m et h o d pri n ci pl es. S o, t h e 

n e xt st e p will b e t o f urt h er o pti mi z e t h e p att er n d esi g n a n d f a bri c ati o n st e ps of t h e c hi p.  

F or c o -p att er ni n g t e c h ni q u es, alt h o u g h t h e c hi ps h a v e u n e x p e ct e d r es ults f or c ell 

a d h esi o n, it w as n ot wit h o ut g ai n. I nst e a d, t h es e f ail ur es i ns pi r e d m e t o c o m e u p wit h 

n e w i d e as f or c hi ps d esi g n. T h e fi g ur e b el o w s h o ws a pr eli mi n ar y i d e a of t h e str u ct ur e 

a n d pri n ci pl e of t h e n e w c hi p ( Fi g ur e 1 0 6 ). T h at i d e a is t o c o nfi n e n e ur o ns at t h e s urf a c e 

of p ol y -l ysi n e c o at e d isl a n ds i nst e a d at t h e b ott o m of tr a ps. A m a cr o c h a m b er o n t o p 

will  t h e n  bl o c k  t h e  c o n n e cti o ns  b et w e e n  t h e  isl a n ds  a n d  d efi n e  c o n n e cti n g 

mi cr o c h a n n els. T h at str u ct ur al ass e m bl y c a n als o h a v e t h e s a m e f u n cti o ns t o a c hi e v e 
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i s ol ati o n of t h e c ells i n s m all gr o u p i n bi g s e e di n g c h a m b er a n d m a ki n g a n i n di vi d u al 

c o n n e cti o n  b et w e e n  t w o  c ell  p o p ul ati o n  c h a m b ers.  T h e  d et ail e d  d es cri pti o n  of  t h e 

pr o d u cti o n m et h o d will n ot b e s h o w n h er e a n d b el o n gs t o t h e p ers p e cti v e of m y P h D.  

 

Fi g u r e 1 0 6.  T h e n e w c hi ps' str u ct ur e i ns pir e d fr o m t h e c o -p att er ni n g r es ults. N e ur o ns (i n or a n g e) att a c h 

o n  P L L  ( gr e e n)  i n k e d  isl a n ds. A  m a cr o c h a m b er  (i n  bl u e) is ali g n e d  o n  t o p  d efi n e  t h e mi cr o c h a n n els 

c o n n e cti n g  t h e isl a n ds.   
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6  Dis c ussi o n  a n d p e rs p e cti v e  
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6. 1  C o nsi d e r ati o ns o n B r ai n o n c hi ps d esi g n  

I n  pr e vi o us  c h a pt ers,  I  d e v el o p e d  t w o  m et h o ds  f or  f a bri c ati n g  br ai n-o n -c hi ps 

pl atf or ms a n d ill ustr at e d t h eir p ot e nti al i nt er est tr o u g h t w o a p pli c ati o ns c as es. T h es e 

st u di es ill ustr at es t h at t h at b uil di n g a n a p pr o pri at es pl atf or m r e q uir es a c o nst a nt c y cli n g 

/ a d a pt ati o n pr o c ess t hr o u g h tri als a n d err or a p pr o a c h es t o r e a c h a n d a c c e pt a bl e a n d 

o p er ati o n al d e vi c e. T h e w h ol e d e vi c e cr e ati o n c o nt ai ns s e v er al st e ps t h at e a c h r e q uir es 

i n cr e m e nt al o pti mi z ati o n a n d t h at e n c o m p ass c hi ps t h e or eti c al d esi g n, c hi ps f a bri c ati o n 

pr o c ess es, c ell s e e di n g a n d c ult uri n g i n t h e mi cr ofl ui di c d e vi c es, n e ur o ns gr o wi n g t o 

f or m n e ur al n et w or ks, a n d dis e as e m o d elli n g  (Fi g ur e 1 0 7 ), w hi c h c o ul d ulti m at el y b e 

us e d f or dr u g s cr e e ni n g i n t h e f ut ur e ( n o att e m pt is c arri e d o ut i n t his t h esis). T h er ef or e, 

br ai n c hi ps w hi c h c a n b e us e d f or dis e as e m o d elli n g  n e e d t o b e it er ati v el y d e v el o p e d, 

c h all e n g e d a n d r efi n e d.  

 
Fi g u r e 1 0 7.  Mi n d m a p of t h e cr e ati o n pr o c ess of a br ai n o n c hi p pl atf or m.  

I n t h e v er y first st e ps of m y w or k, st arti n g fr o m t h e i niti al pr o of of c o n c e pt fr o m 

Ya m a d a  et  al. [2 6 9 ] t h at  I M P  c o ul d  pr o v e  us ef ul  t o  g ui d e  a x o ns  wit h  a  hi g h er  “ c ell 

c o ntr ast ”  l e v el  t h a n  c o n v e nti o n al  mi cr o p att er ni n g,  I  o pti mi z e d  t h e  w h ol e  “I n  M ol d 

P att er ni n g ” f a bri c ati o n pr o c ess of t h e c hi p  t o b e a bl e t o o bt ai ns s e v er al mi cr o c hi ps p er 

f a bri c ati o n s essi o n, w hil e c o m p ari n g t h e eff e cts of diff er e nt c ult ur e e n vir o n m e nts o n 

c ell s ur vi v al. O v er all, aft er s e v er al r o u n d of mi cr of a bri c ati o n o pti mi z ati o n pr o c ess, I 

1. C hi ps d esi g n
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3. C ell s ur vi v al
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w a s  a bl e  t o  pr o d u c e  I M P  p att er n e d  n e t w or ks  pl atf or ms  at  a  r e as o n a bl e  w or ki n g 

t hr o u g h p ut b y f a bri c ati n g 3 0 t o 4 0 d e vi c es p er w or ki n g s essi o n ( d e vi c es b ei n g gr o u p e d 

4 b y 4 o n a si n gl e mi cr ofl ui di c t a b), 6 0 % of w hi c h pr o v e d o p er ati o n al f or c ell c ult ur e. 

O n e of t h e m ai n b ottl e n e c ks I e n c o u nt er e d  d uri n g t h e f a bri c ati o n pr o c ess w as li n k e d t o 

p ol y -l ysi n e p att er ni n g, i n o n e b at c h of c hi ps, s o m e of t h e m c o ul d h a v e a b a d p ol y-l ysi n e 

tr a nsf er  d uri n g  t h e  i n ki n g  pr o c ess.  At  a  c ell  bi ol o gi c al  l e v el,  t h e  m ai n  pr o bl e m  I 

e n c o u nt er e d w as li n k e d t o t h e r el ati o n s hi p b et w e e n s u bstr at u m a d h esi v el y (r el at e d t o 

P L L a v ail a bilit y) a n d i niti al c ell s e e di n g d e nsit y. I n d e e d, t h e t o p ol o g y a n d st a bilit y of 

t h e  s e e d e d  n e ur al  n et w or k  w as  hi g hl y  c o ntr oll e d  a n d  r e pr o d u ci bl e  f or  l o w  d e nsit y 

n et w or ks ( 1 0 n e ur o ns p er 1 0 4 u m 2 ). T h e m ai n iss u e ar os e fr o m n et w or k s e e d e d at hi g h er 

d e nsit y ( > 3 0 n e ur o ns p er 1 0 4 u m 2 ) a n d t h at s p o nt a n e o usl y f or m e d n e ur al s p h er oi ds aft er 

a w e e k of c ult ur e. I n t h os e c as e, w hil e t h e s p h er oi ds r e m ai n e d ali v e, t h e t o p ol o g y of t h e 

i nt er s p h er oi d c o n n e cti o n t ur n e d o ut t o b e l ess c o ntr oll e d t h a n t h e o n e of n o w d e nsit y 

n et w or ks, n e uriti c b u n dl es s o m eti m es d et a c hi n g fr o m t h e gr o o v es d u e t o hi g h t e nsil e 

f or c e. 

T h e e n vir o n m e nt i n w hi c h br ai n c ells s ur vi v e i n vi v o is diff er e nt i n m a n y w a ys 

fr o m t h at i n vitr o. T h e s u bstr ates us e d i n vitr o us u all y h a v e a hi g h m e c h a ni c al stiff n ess, 

a n d t h es e pr o p erti es c a n aff e ct c ell diff er e nti ati o n a n d mi gr ati o n, a n d e v e n p h e n ot y p e 

[3 2 8 ] [3 2 9 ]. I n c o ntr ast wit h cl assi c al c o m p art m e nt ali z e d mi cr ofl ui di c pl atf or ms, t h e 

gl ass is r o uti n el y us e d as a s u bstr at u m, i n o ur st u d y P D M S w as us e d as a c ell c ult ur e 

s u bstr at u m  a  pr o c ess  t h at  c o ul d  aff e ct  a x o n  o ut gr o wt h  p ar a m et ers  as  t h e 

mi cr o m e c h a ni c al e n vir o n m e nt diff ers, wit h f a ct ors s u c h as vis c o el asti cit y, str ess a n d 

stiff n ess [3 3 0 ].  Br ai n  b ei n g  on e  of  t h e  s oft est  or g a ns  i n  m a m m ali a n  b o di es,  t his  is 

es p e ci all y tr u e f or br ai n d eri v e d c ells w hi c h e x hi bit s p e cifi c a n d c o m pl e x b e h a vi or i n 

r es p o ns e of stiff n ess v ari ati o n. S e v er al st u di es h a v e s h o w n t h at n e ur o ns i niti all y e xt e n d 

l o n g er a x o ns o n hi g h er stiff n ess m at eri al [3 3 1 ] b ut t e n ds t o s e ns e stiff n ess gr a di e nt a n d 

ar e f urt h er g ui d e d t o w ar d l o w er stiff n ess ar e as [3 3 2 ] a pr o c ess t h at c a n b e us e d t o t u n e 

n e ur o n al  f u n cti o ns  a n d  gr o wt h  c o n e  n a vi g ati o n [3 3 3 ].  Si mil arl y,  s u bstr at es  stiff n ess 
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m o dif y  astr o c yti c  pr olif er ati o n,  mi gr ati o n  a n d  a cti v ati o n [3 3 4 -3 3 6 ].  T h er ef or e,  w hil e 

t h e “ g ol d st a n d ar d ” for gr o wi n g n e ur o n al n et w or ks i n vitr o is hi g h stiff n ess s u bstr at u m 

( gl ass, or P C p etri dis h es) d esi g n of br ai n c hi ps pl atf or ms als o n e e d t o t a k e s u bstr at es 

stiff n ess i n a c c o u nt a n d r e q uir es i n v esti n g i n m or e f u n d a m e nt al r es e ar c h f or o pti m al 

t u ni n g a n d c o ntr ol of n et w or k c o n n e cti vit y. 

6. 2  S u r vi v al a n d diff e r e nti ati o n of N e u r al n et w o r k o n c hi ps  

N e ur o n al a d h esi o n a n d i nt er a cti o n wit h c ell c ult ur es s u bstr at u m c o ntr ols b ot h t h e 

i niti al  n et w or k  t y p ol o g y  a n d  it’s  diff er e nti ati o n.  I n  r es p o ns e  t o  t h e  pr o bl e ms 

e n c o u nt er e d  i n  t h e  t w o -n o d e  n et w or k  ( pr o gr essi v e  c ell  cl u m pi n g  o n  hi g h  d e nsit y 

s e e di n g),  I  s h o w  i n  C h a pt er  3  t h at  a  “s cr e e ni n g  s yst e m ”  all o wi n g  t o  st u d y  a d h esi v e 

s urf a c e/ c ell d e nsit y r ati o is us ef ul t o e x pl or e t h e eff e ct of s uit a bl e g e o m etri c f a ct ors o n 

n e ur o n al s ur vi v al a n d n et w or k st a bilit y. I e x pl or e d t h e eff e ct of t h e gr o wt h ar e a a n d 

s p a ci n g of n e ur o ns of diff er e nt si z es o n n e ur o n al s ur vi v al a n d a x o n al es c a p e, a n d t h e 

c o ntr ol  of  c ell  s e e di n g  d e nsit y  wit h  r es p e ct  t o  t o p ol o g y.  Pr o bl e ms  of  s u bstr at e 

h y dr o p h o bi cit y o f t h e c hi p w as a d dr ess e d b y o pti mi zi n g g e o m etri c d esi g n. T his all o w e d 

m ulti -n o d al n e ur al n et w or ks c o nstr u cti o ns w h er e i n d e p e n d e nt n o d es ar e pl a c e d i n t h e 

s a m e  fl ui di c  c h a m b er  a n d  c o n n e ct e d  n o d es  ar e  pl a c e d  i n  s e p ar at es  c h a m b ers.  T his 

p er mitt e d effi ci e nt i n t er n o d e c o n n e cti o n at l o w d e nsiti es w hil e all o wi n g g o o d n e ur o n al 

s ur vi v al tr o u g h p ar a cri n e eff e cts i n t h e s a m e fl ui di c c h a m b ers.  

T h e s o ur c e of t h e c ells us e d t o c o nstr u ct t h e br ai n -o n -a -c hi p w as als o a n i m p ort a nt 

f a ct or  a n d  d et er mi n e d  t h e  f u n cti o n  t h at  th e  m o d el  c a n  a c hi e v e.  C ell  s o ur c es  us e d  i n 

br ai n -o n -a -c hi p st u di es ar e n e ur o n al c ell li n es, pri m ar y n e ur o n al c ells, e m br y o ni c st e m 

c ells ( E S Cs), i n d u c e d pl uri p ot e nt st e m c ells (i P S Cs) a n d m es e n c h y m al st e m c ells [3 3 7 , 

3 3 8 ].   

I n  o ur  st u di es  I  o nl y  us e d  pri m ar y  r o d e nt  n e ur o ns  e xtr a ct e d  fr o m  s e v er al  br ai n 

ar e as.  Fr o m  t h es e  e x p eri m e nts  it  cl e ar  t h at  diff er e nt  n e ur o n al  s u bt y p es  b e h a v e d 

diff er e ntl y i n t h e I M P c hi ps. It is w ell d o c u m e nt e d t h at o pti m al c ell s ur vi v al d e nsit y 
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d e p e n ds o n  n e ur o n al s u bt y p es, wit h c orti c al n e ur o ns r e q uiri n g r el ati v e hi g h d e nsiti es 

f or s ur vi v al a n d hi p p o c a m p al o n es b ei n g a bl e t o gr o w as si n gl e n e ur o ns. T his h as b e e n 

pr e vi o usl y attri b ut e d t o t h e i ntri nsi c c o n n e cti vit y of n e ur o n al s u bt y p es, c orti c al n e ur o ns 

r e quiri n g  t h e  est a blis h m e nt  of  mi ni m al  n et w or k  t o  tri g g er  c oll e cti v e  “ pr o  s ur vi v al ” 

a cti vit y w hil e H a m o n’s H or n Hi p p o c a m p al n e ur o ns b ei n g a bl e t o s ur vi v e as si n gl e c ells 

d u e t o t h eir c a p a cit y t o f or m hi g h n u m b er of a ut a ps es a n d a x o -a x o n al s y n a ps es [3 3 9 , 

3 4 0 ]. A n ot h er as p e ct i m p a cti n g n et w or k s ur vi v al a n d t o p ol o g y st a bilit y w as t h at a x o n al 

f as ci c ul ati o n  d e p e n d e d  o n  t h e  n e ur o n al  s u bt y p es  wit h        c orti c al  n e ur o ns  e x hi biti n g 

f as ci c ul at e d a x o n al b u n dl es at a m u c h hi g h er e xt e n d t h a n stri at al or hi p p o c a m p al o n es 

a pr o c ess t h at als o hi g hl y d e p e n ds o n s e e di n g d e nsit y. T his i m p a ct e d n et w or k “st a bilit y ” 

o v er ti m e as f as ci c ul at e d a x o n al b u n dl es t e n d e d t o d et a c h es m or e e asil y fr o m P L L ar e as 

t h a n  n o n  f as ci c ul at e d  o n es  a n d  t h at  m e c h a ni c al  t e nsi o n  i n  t ur n  c o ntr ol  a x o n al 

f as ci c ul ati o n [错 误错 误 !超 链 接 引 用 无 效 。超 链 接 引 用 无 效 。 ]. A  l ast  as p e ct  w as  t h at  n e ur o n al  s u bt y p es 

e x hi bit diff er e nt t ot al a x o n al l e n gt h. I n o ur e x p eri m e nts t his di d n ot si g nifi c a ntl y i m p a ct 

o ur c ell c ult ur e p ar a m et ers (s ur vi v al a n d st a bilit y of t o p ol o g y), y et s o m e pr eli mi n ar y 

e x p eri m e nts I h a v e c o n d u ct e d wit h h u m a n d eri v e d i P S C c orti c al n e ur o ns t h e sit u ati o n 

s u g g est e d t h at t his c o ul d b e a pr o bl e m as h u m a n n e ur o ns diff er e nti at e o v er a v er y l o n g 

ti m e i n vitr o (s e v er al w e e ks) a n d e xt e n ds m u c h l o n g er a x o ns i n vitr o t h a n r o d e nt o n e. 

T his s u g g est t h a n pl atf or m f or N e ur o n al n et w or k r e c o nstr u cti o n m a y als o n e e d t o t a k e 

i n a c c o u nt n e ur o n al s u bt y p es a n d s p e ci e s p e cifi citi es t o r e a c h a n o pti m al d esi g n.  

I n 1. 5. 5 , I r e vi e w e d t h e st u di es t h at h a v e b e e n p erf or m e d o v er t h e l ast d e c a d e o n 

t h e i n vitr o r e c o nstr u cti o n of n e ur al n et w or ks b as e d o n c o m p art m e nt ali z e d mi cr ofl ui di c 

t e c h n ol o g y.  I n  s u m m ar y,  t h er e  ar e  t w o  f e at ur es: t h e  m aj orit y  of  st u di es  h a v e  us e d 

pri m ar y c ells fr o m m o us e c orti c al, hi p p o c a m p al, a n d stri at al r e gi o ns. I n a m or e l o n g -

t er m p ers p e cti v e, t h er e c a n b e m a n y m or e t y p es of c ells c a n b e us e d f or r e c o nstr u cti n g 

t h e n e ur al n et w or ks. I n p arti c ul ar, s o m e c ell r e c o urs e of g e n eti c m ut ati o ns, as w ell as 

m ulti pl e s u bt y p es of pri m ar y c ells. I n r e c e nt y e ars, it h as b e e n f o u n d t h at mi cr o gli a ar e 

i n v ol v e d i n t h e m e c h a nis m of n e ur o d e g e n er ati o n, t h er ef or e mi cr o gli a i n t h e s yst e m, ar e 
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al s o w ort h t o b e c o nsi d e r e d. S e c o n d, m ost of t h e r e c o nstr u ct e d n e ur al n et w or ks d o n ot 

h a v e  u ni dir e cti o n al  n e ur al  n et w or k  c o n n e cti vit y. Alt h o u g h  m a n y  st u di es  h a v e  us e d 

t e c h ni q u es s u c h as c al ci u m i m a gi n g a n d M E A t o d e m o nstr at e t h e c o n n e cti vit y of n e ur al 

n et w or ks,  s u c h  c o n n e cti vit y is  e xtr e m el y  li mit e d.  H o w e v er,  s u c h  c o n n e cti o ns  ar e 

e xtr e m el y li mit e d a n d d o n ot h a v e t h e p h ysi ol o gi c al f u n cti o n alit y t o mi mi c r e al br ai n 

c o n n e cti o ns.  F or  e x a m pl e,  t h e  gl ut a m at er gi c,  d o p a mi n er gi c  a n d  G A B A er gi c  n e ur al 

p at h w a ys i n t h e br ai n ar e u ni dir e cti o n a ll y c o n n e ct e d b y s p e cifi c r e gi o ns of n er v e c ells 

i n  a  c ert ai n  w a y,  a n d  t h e  n e ur al si g n ali n g  is  or d er e d,  as  d e m o nstr at e d  i n 

n e ur o p h ysi ol o gi c al st u di es. T h er ef or e, i n vitr o r e c o nstr u cti o n of n e ur al n et w or k f or t h e 

st u d y  of  n e ur al  f u n cti o n  n e e ds  t o  t a k e  i n  a c c o u nt  t h e  u ni dir e cti o n al  n at ur e  of  n e ur al 

n et w or ks. B ot h t h e t w o -n o d e n e ur al n et w or k a n d t h e m ulti -n o d e s yst e m d e m o nstr at e d 

i n m y P h D t h esis ar e c h ar a ct eri z e d b y u ni dir e cti o n al c o n n e cti vit y. T h er ef or e, t h er e ar e 

c ert ai n a d v a nt a g es i n si m ul ati n g n e ur al n et w or ks. I n f ut ur e r es e ar c h w e pl a n t o i n cr e as e 

t h e  v ari et y  of  c ells  i n  t h e  e x p e ct ati o n  of  b ei n g  a bl e  t o  c o nstr u ct  m ulti pl e  n e ur al 

p at h w a ys f or us e i n t h e st u d y of dis e as e m o d els.  

6. 3  T h e d e v el o p m e nt of N D D m o d elli n g o n c hi ps  

6. 3. 1  T h e p ri o n oi d s s p r e a di n g m e c h a nis m of  N D D  

T h e m e c h a nis ms of tr a ns missi o n of n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es i n t h e br ai n h a v e 

b e e n  st u di e d  m ai nl y  b y  pri o n oi ds  h y p ot h esis.  C o m p art m e nt ali z e d  mi cr ofl ui di c  c hi ps 

h a v e t h e a bilit y t o is ol at e s o m a a n d a x o ns a n d ar e t h er ef or e i d e al f or st u d yi n g pr ot ei n 

pr o p a g ati o n pr o bl e ms. H o w e v er, c o n v e nti o n al c hi ps h a v e a l ar g e e mitti n g c h a m b er t h at 

c a n a c c o m m o d at e a p pr o xi m at el y 8 0 0 0 n e ur o n al c ells. T h e a x o ns of t h es e n er v e c ells 

h a v e a r el ati v el y fr e e gr o wt h ar e a( 8 0 0 u m * 1 0 0 0 u m), a n d o nl y a b o ut 5 % t o 1 0 % of t h e 

a x o ns  c a n  cr oss  t h e  mi cr o c h a n n el.  We  h a v e  t h er ef or e  di vi d e d  t his  r el ati v el y  l ar g e 

c h a m b er  i nt o  s m all  tr a ps,  e a c h  tr a p  c a pt uri n g  a p pr o xi m at el y  4 0 0  n er v e  c ells  a n d 

all o wi n g  t h e  a x o ns  of  t h es e  c ells  t o  b e  g ui d e d  i nt o  t h e  mi cr o c h a n n el  o nl y  aft er 

e n cir cli n g  t h e  tr a p,  t h us  gr e atl y  i n cr e asi n g  t h e  effi ci e n c y  of  t h e  i nt er c h a m b er 
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c o n n e cti o ns. Wit h t h e us e of u ni dir e cti o n al mi cr o c h a n n el str u ct ur es, t h e n e ur al n et w or k 

w e h a v e b uilt c o ul d all o w c o ntr ol of b ot h t h e i niti al st art of t h e dis e as e pr o c ess a n d t h e 

dir e cti o n it fl e w.  T his is diffi c ult t o a c hi e v e wit h c o n v e nti o n al c hi ps. T h e c o n n e cti o ns 

of t h es e n e ur al n et w or ks si m ul at e t h e pr oj e cti o ns of s o m e r e gi o ns of t h e br ai n. D uri n g 

m y  P h D  w or k,  I  us e d  a -s y n  a g gr e g at es  as  a n  e x o g e n o us  s e e d  t o  i niti at e  dis e as e  i n 

s p e cifi c n e ur o n al n o d es t o m o nit or t h eir s pr e a di n g i n r e m ot es c o n n e ct e d n o d es of t h e 

n e ur al n et w or k. T h e pr o p a g ati o n effi ci e n c y a n d p at h w a ys of a -s y n s h o w e d b ett er r es ults 

c o m p ar e d t o c o n v e nti o n al c hi ps. M y pr eli mi n ar y r es ults o bt ai n e d wit h t h e “ 2 n o d es ” 

n et w or k,  s u g g est  t h at  tr a ns -n e ur o n al  fl o w  of  pr ot ei n  a g gr e g at es  r e q uir es  n e ur o ns  t o 

n e ur o ns  c o nt a ct  a n d  s y n a pti c  c o n n e cti vit y  r at h er  t h a n  “ h u m or al ”  li k e  diff usi o n  of 

pr ot ei ns b et w e e n n e ur o ns. M or e o v er, t h e f e w e x p eri m e nts I h a v e b e e n a bl e t o c o n d u ct 

wit h t h e m ulti m o d al pl atf or ms s h o ws t h at o ur e x p eri m e nt al pl atf or m all o ws a g gr e g at es 

tr a nsf er a n d s e e di n g st u di es a n d m a y s u g g est t h at t h e n u m b er of i nt er-n e ur o n al c o nt a cts 

m a y a c c o u nt f or tr a ns n e ur o n al s pr e a di n g of pr ot ei n a g gr e g at es. Yet t h es e r es ults r e m ai n 

t o b e r e pr o d u c e d. In d e e d, i n t er ms of q u a ntifi c ati o n, w e f o u n d t h at t h e n e ur os p h eri c al 

m or p h ol o g y t h at a p p e ar e d u p o n hi g h d e nsit y s e e di n g a n d ti m e of c ult ur es hi n d er e d t h e 

tr a c ki n g  of  a-s y n  s pr e a di n g,  t h us  r e q uiri n g  f urt h er  e x p eri m e nts  t o  s u bst a nti at es  o ur 

o bs er v ati o ns.  

I n th e dis e as e m o d elli n g , b e y o n d t h e e xisti n g s u c c essf ull y r e c o nstr u ct e d n et w or k 

of P ar ki ns o n's c orti c al -stri at al n et w or k, t h e n e xt st e p c o ul d b e t h e r e c o nstr u cti o n of a 

c orti c al -hi p p o c a m p al cir c uit f or t h e st u d y of Al z h ei m er's dis e as e. F or t h e ass ess m e nt of 

th e “ pri o n li k e ” b e h a vi o ur  of pr ot ei ns s u c h as b et a a m yl oi d a n d Ta u c a n b e t est e d i n 

t h os e  mi ni m alisti c  “ p erf or m a nt  p at h w a y ”  n et w or k  as  w ell  as  i n  t h e  m ulti  n o d al 

pl atf or ms. T his is s o m et hi n g t h at c a n b e f or es e e n i n t h e s h ort t er m a n d r e ali z e d s o o n.  

6. 3. 2  S y n a p s e t o n u cl e u s si g n al m o d elli n g  f o r st u d yi n g N D D  

Fr o m  a  dis e as e  m o d elli n g  p ers p e cti v e,  pr e vi o us  st u di es  ( C h a pt er 1. 5. 6 ),  h a v e 

f o c us e d m ai nl y o n t h e m e c h a nis ms of tra ns missi o n of pri o n oi ds. O ur t e a m als o b eli e v e d 
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t h at t h e “s y n a ps e t o n u cl e us ” si g n ali n g  p at h w a y t h at i nt e gr at es s y n a pti c tr a ns missi o n 

i nt o s ur vi v al/ d e at h i nf or m ati o n is a n ot h er e ntr y p oi nt f or st u d yi n g N D D o n c hi p. F or 

n o w  o nl y  f e w  st u di es  h a v e  tri e d  t o  t a c kl e  t h at  pr o c ess  i n  mi cr ofl ui di c  r e c o nstr u ct e d 

n et w or ks [2 3 6 , 3 4 2 , 3 4 3 ]. T h er ef or e, w e d e m o nstr at e d o ur pr eli mi n ar y r es ults i n c h a pt er 

错 误错 误 !未 找 到 引 用 源 。未 找 到 引 用 源 。 .  O v er all,  t h er e  is  still  a  l o n g  w a y  t o  g o  t o  st u d y  c ell ul ar 

si g n ali n g  p at h w a ys usi n g mi cr ofl ui di c c hi ps, a n d t his p at h is bri g ht a n d c h all e n gi n g a n d 

hi g hl y pr o misi n g.   

6. 4  T h e p e rs p e cti v e f o r f ut u r e B r a in o n a c hi p  

T h e  c urr e nt  m ulti  n o d es c hi ps  ar e  w ell  s uit e d  t o  r e alisti c  n e e ds.  I n  f a ct,  t his 

arr a n g e m e nt  a n d  c h a m b er  i n n o v ati o n  c a n  a c hi e v e  m or e  s wit c hi n g  c o n n e cti o ns  a n d 

m ulti pl e  c o nfi g ur ati o ns,  w hi c h  is  a n  i d e al  pl atf or m  f or  st u d yi n g  n e ur al  n et w or ks. 

T h er ef or e, i n a d diti o n t o i m pr o vi n g t h e st a bilit y of t h e c hi p, f ut ur e d e vi c es will n e e d t o 

f o c us m or e o n i nt erf a ci n g a n d i nt e gr ati n g m or e a d v a n c e d f u n cti o n a n d t o ols, s u c h as 

M E A t o r e c or ds s p e cifi c n o d es, m ol e c ul ar s e ns or t o m o nit ors si g n ali n g  p at h w a ys i n a 

d y n a mi c m a n n er. G oi n g f urt h er, t h e br ai n c hi p w o ul d als o b e n efit fr o m i m pl e m e nt ati o n 

of  m or e  p h ysi ol o gi c al  f u n cti o n al  u nits.  I n  a d diti o n  t o  t h e  c o nstr u cti o n  of  n e ur al 

n et w or ks,  t h e  i nt e gr ati o n  of  p h ysi ol o gi c al  f u n cti o ns  s u c h  as  t h e  B B B  a n d  c er e br al 

v as c ul at ur e  m a y  all o w  t h e  si m ul at e d  br ai n  c h i p  pl atf or m  t o  f urt h er  a p pr o xi m at e  t h e 

p h ysi ol o gi c al f u n cti o ns of t h e br ai n.  

I n a d diti o n t o t his, t h e f a bri c ati o n of c hi ps oft e n t a k es a n i m p ort a nt a m o u nt of ti m e, 

s o t h e i m pl e m e nt ati o n of a st a n d ar d f a bri c ati o n pr o c ess f or c hi ps a n d i n d ustri al m ass 

pr o d u cti o n  s h all  f a cilit at e  s pr e a di n g  of  s u c h  pl atf or ms  i n  c o n v e nti o n al  bi ol o gi c al 

r es e ar c h. T his  n e e ds  m or e  s ci e ntists  a n d  e n gi n e ers  t o  g et  i n v ol v e d  t o  ti c kl es  s u c h  a 

c h all e n gi n g g o al ai mi n g at r e c o nstr u cti n g mi ni m alisti c or g a ns i n vitr o. It will h el p t o 

a c hi e v e t h e g o al of h u m a n b o d y -o n -a c hi p, as w e b eli e v e, it c o ul d e v e nt u all y r e pl a c e 

a ni m al m o d els.  
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M at e ri als  

Mi c r of a b ri c ati o n  a n d c ell c ult u ri n g  

P h ot or esist S U -8 2 0 5 0 ( Mi cr o C h e m C or p or ati o n, West b or o u g h, M A, U S A) ,  

Pr o p yl e n e gl y c ol m o n o m et h yl et h er a c et at e ( P G M E A ， Si g m a ， 4 8 4 4 3 1) ,  

P ol y di m et h ylsil o x a n e ( P D M S, S yl g ar d 1 8 4, Ells w ort h A d h esi v es) ,  

Tri d e c afl u or o -1, 1, 2, 2 -t etr a h y dr o o ct yl) tri c hl or osil a n e ( A B 1 1 1 4 4 4, a b cr), 

G e y's b al a n c e d s alt s ol uti o n ( G B S S , Si g m a G 9 7 7 9),  

P a p ai n ( Si g m a 7 6 2 2 0 ), 

D ul b e c c o’s M o difi e d E a gl e M e di u m ( D M E M, T h er m ofis h er 3 1 9 6 6 0 2 1) ,   

F et al B o vi n e S er u m ( F B S, G E H e alt h c ar e),  

E o x yri b o n u cl e as e ( D N As e, Si g m a D 5 0 2 5) , 

P h os p h at e b uff er e d s ali n e ( P B S, T h er m o Fis h er) , 

B o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A, Si g m a  A 7 0 3 0 ), 

P L L -FI T C ( Si g m a ,  P 3 5 4 3) , 

P E G -g -P L L ( S u S o S A G, S wit z erl a n d) . 

I m m u n ofl u o r es c e nt st ai ni n g  

M A P 2, a nti -mi cr ot u b ul e ass o ci at e d pr ot ei n 2 (I g G 1, si g m a, M 4 4 0 3),  

A nti -β -T u b uli n Is ot y p e III (I g G 2 b, si g m a, T 5 0 7 6),  

B ass o o n (I g G 2 a, A b c a m, S A P 7 F 4 0 7),  

H o m er 1(I g G 1, S y n a pti c S yst e m, 1 6 0 0 1 1),  

V G L U T 1 ( R a b bit, S al a El M esti k a wi's l a b),  

P h os p h o -p 4 4/ 4 2 M A P K ( Er k 1/ 2, R a b bit, C ell Si g n alli n g Te c h n ol o g y, 4 3 7 0).  

H o e c hst ( Si g m a, 3 3 3 4 2)  

Al e x a Fl u or 3 6 5, 4 8 8, 5 5 5 or 6 3 3 ( T h er m o Fis h er).  
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Li st of Fi g u r es  

Fi g ur e 1.  T h e c o n d u c ti o n of t h e a cti o n p ot e nti al i n m y eli n at e d a x o n a n d u n m y eli n at e d a x o n ( c o p yri g ht: 

E n c y cl o p æ di a Brit a n ni c a, I n c.)  ........................................................................................... 3 9  

Fi g ur e 2.  A x o pl as mi c tr a ns p ort.  ( G u e d es-Di as, 2 0 1 9)  ....................................................................... 4 6  
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a n d  a x o n  g ui d a n c e.  Ta yl or,  2 0 0 5.  ( b)  Fi v e  p ar all el  c ult ur e  c h a m b ers  d e vi c e. A n dr e w  J. 
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p h ot or esist wit h t h e s urf a c e of t h e s u bstr at e. 2) S pi n c o ati n g of t h e n e g ati v e S U -8 p h ot or esist. 

T h e c o m m o n m et h o d is t h e s pi n c o ati n g, usi n g diff er e nt m ol e c ul ar w ei g ht p h ot or esist o n a 

fl at  cl e a n  s urf a c e  wit h  diff er e nt  r ot ati o n al  s p e e d,  c a n  g et  diff er e nt  t hi c k n ess  of  t h e 

p h ot os e nsiti v e  a d h esi v e  l a y er,  t his  t hi c k n ess  d et er mi n es  t h e  h ei g ht  of  t h e  i nt er n al 
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t o t h e s u bstr at e. T his s oli d st at e pr ot e cts it fr o m t h e eff e cts of fri cti o n wit h t h e m as k a n d 

e ns ur es a s uffi ci e n t p h ot o c h e mi c al r e a cti o n d uri n g t h e e x p os ur e. 4) U V e x p os ur e. T h e m as k 

is pl a c e d b et w e e n t h e li g ht s o ur c e, us u all y usi n g a m er c ur y l a m p e mitti n g at 3 0 0-5 0 0 n m, 

a n d  t h e  p h ot or esist.  5)  P ost  b a ki n g  (s e c o n d  b a ki n g  of  t h e  p h ot or esist).  T h e  p att er n e d 

s u bstr at e i s h e at e d a g ai n t o a c c el er at e t h e r at e of li g ht -i n d u c e d c h e mi c al r e a cti o n a n d t o m a k e 

t h e t hr e e-di m e nsi o n al p att er n sti c k ti g htl y t o t h e s u bstr at e. 6) D e v el o p m e nt. T h e d e v el o pi n g 

s ol uti o n  w as h es  a w a y  t h e  u n e x p os e d  p h ot or esist,  t h e n  r e m ai n  t h e  fi n al  p att er ns .  7)  H ar d 

b a ki n g. B y f urt h er i n cr e asi n g t h e b a ki n g t e m p er at ur e, r esi d u al s ol v e nts ar e r e m o v e d a n d t h e 
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of u ni dir e cti o n al n et w or ks. ( a) P e yri n et al. us e f u n n el s h a p e d a x o n al o ut gr o wt h c h a n n els t o 

pr ef er e nti all y g ui d e a x o ns fr o m o n e c h a m b er t o t h e ot h er ( P e yri n et al., 2 0 1 1). ( b) R e n a ult 
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t o  g ui d e  a x o ns  i n  o p e n  ar e as.  I M P  o ut p erf or ms  cl assi c al  mi cr o  c o nt a ct  pri nti n g  or 
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i nt ers e cti o n  p oi nt  b et w e e n  “fi ns ”  str u ct ur es  ( mi d dl e  c h a m b er  wit h  n e ur ons  i n  gr e e n)  a n d 

str ai g ht a x o n al mi cr o -gr o o v es s h all all o w p h ysi c al c o nt a ct b et w e e n c orti c al a x o ns (i n r e d) 

a n d  stri at al  d e n drit e  (i n  gr e e n).  I n  pri n ci pl e,  t h es e  t w o  t y p es  of  n e ur o ns  s h o ul d  est a blis h 

s y n a pti c  c o n n e cti vit y  ar o u n d  t h e  vi ci nit y  of  “fi ns ”  str u ct ur e.  T h e  p ur p os e  of  ar c h es -li k e 

str u ct ur es  a n d  l o n g er  cr o o k e d  c h a n n els  is  t o  d e cr e as e  stri at al  n e ur o ns  b a c k w ar d  gr o wt h. 

C orti c al a x o ns will t er mi n at e i n t h e c oil e d str u ct ur es. T h e stri at al a x o n will t hr o u g h str ai g ht 

c h a n n el r e a c h t h e ri g ht c h a m b er.  ( b) Gl o b al vi e w of t h e u p p er p art of t h e d e vi c e, w hi c h h as 

t hr e e c o m p art m e nts. ( c) I n-m ol d p att er ni n g l a y er a n d gl ass c o v ersli p as s u bstr at es f or c ell 

a d h esi o n a n d g ui d a n c e. ( d) T h e fi n al a p p e ar a n c e of t h e d e vi c e. ( e) 3 D Dr a wi n g of cr oss -
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m a cr o c h a m b er w as pr o d u c e d b y p h ot olit h o gr a p h y f oll o w e d b y P D M S s oft lit h o gr a p h y t o 

pr o d u c e t h e u p p er c h a m b ers. L o w er p art: T h e i n -m ol d p att er ni n g m otifs w er e d esi g n e d b y 

l as er writ er all o wi n g t o pr o d u c e a st a m p. T h e st a m p w as t h e n i n k e d wit h a s ol uti o n of p ol y-

l ysi n e  t o  pr o m ot es  P L L  a d h esi o n  o n  t h e  ar e as  of  i nt erest.    N e xt,  u n c ur e d  P D M S  w as 

s pi n c o at e d o n t o p of t h e i n k e d st a m p a n d l et at R T u ntil P D M S is c ur e d. T h e r es ulti n g h y bri d 

l a y er w as b o n d e d o n t o p of a gl ass c o v ersli p a n d t h e st a m p w as r e m o v e d b y p e eli n g, l etti n g 

t h e fi n al, c o at e d i M P l a y er b o n d e d t o t h e gl ass c o v ersli p. Fi n all y, t h e m a cr o c h a m b er (tr e at e d 

b y pl as m a) w as ali g n e d a n d b o n d e d wit h t h e i M P s u bstr at u m.  ........................................ 1 2 0  

Fi g ur e 3 4.  I M P  l a y er  Fl u or es c e nt  P L L  P att er n  a n d C ell  tr a p pi n g  effi ci e n c y.  ( a)  Mi cr o gr a p h  of  a 

c o m pl et e mi cr o c hi p e n c o di n g 5 mi ni m alisti c n et w or ks. ( b) Hi g h er m a g nifi c ati o n pi ct ur e of 

a  si n gl e  mi ni m alisti c  i M P  n et w or k  ( c -d)  L eft,  m a g nifi c ati o n  of  e mitti n g  n o d es.  Ri g ht, 

M a g nifi c ati o n  of  R e c ei vi n g  n o d es,  t h e  u p p er  o n e  b ei n g  c o n n e ct e d  t o  t h e  a x o n al  gr o o v es 

ori gi n ati n g fr o m t h e e mitti n g n o d e. ( e) Fr es hl y diss o ci at e d c orti c al n e ur o ns s e e d e d i n t h e 

e mitti n g  c h a m b er  aft er  2  h o urs.  (f)  Fr es hl y  diss o ci at e d  stri at al  n e ur o ns  s e e d e d  i n  t h e 

r e c ei vi n g c h a m b er aft er 2 ho urs.  ....................................................................................... 1 2 8  
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Fi g ur e 3 5.  C ell  tr a p pi n g  q u a ntifi c ati o n  a n d  c ell  d e nsit y  i n  e a c h  c h a m b er  2  h o urs  aft er  s e e di n g.  ( a) 

P er c e nt a g e of br ai n c ells tr a p p e d i nsi d e P L L c o at e d a r e as ( d ar k gr e y) v ers us o utsi d e t h e P L L 
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Fi g ur e 3 6.  R e pr es e nt ati v e i m a g e of t d T o m at o fl u or es c e nt c orti c al n e ur o ns s e e d e d i n t h e e mitti n g n o d es 

( a); a n d t d T o m at o fl u or es c e nt stri at al n e ur o ns s e e d e d i n t h e r e c ei vi n g n o d es aft er 6 DI V ( b, 

c,  d).    N ot e    t h at n e urit es  ar e  stri ctl y  c o nfi n e d  i n  t h e  tr a ps  of  e mitti n g  ( a)  a n d  r e c ei vi n g 

c h a m b ers ( b) wit h n e urit es b ei n g g ui d e d b y “fi n ” str u ct ur es ( c) a n d a x o n al tr a cts ( d).  ... 1 3 0  

Fi g ur e 3 7.  Pr o gr essi v e a x o n al i n v asi o n of t d T o m at o fl u or es c e nt c orti c al a x o ns tr o u g h “ ar c h ” g ui di n g 

str u ct ur es b et w e e n DI V 4 ( u p p er) a n d DI V 6 (l o w er).  ...................................................... 1 3 1  

Fi g ur e 3 8.  R e pr es e nt ati v e  i m a g e  of  a  f ull  s c a n  of  a  si n gl e  d e vi c e  e n c o di n g  5  mi ni m alisti c  n et w or ks 

s e e d e d wit h G F P fl u or es c e nt c orti c al a n d stri at al n e ur o ns aft er 1 3 DI V.  .......................... 1 3 2  

Fi g ur e 3 9.  At DI V 1 2, c orti c al a x o ns fr o m G F P n e ur o ns e x hi bit 2 b e h a vi ors at t h e vi ci nit y of stri at al 

p o c k ets  b y  i n v a di n g  (l eft)  or  n ot  (ri g ht)  t h e  stri at al  p o c k et  t hr o u g h  t h e  c o n n e cti n g  “fi ns ” 

mi cr ostr u ct ur es.  ( c e nt er)  q u a ntifi c ati o n  of  p er c e nt a g e  of  stri at al  tr a ps  e x hi biti n g  c orti c al 

a x o ns  ( u ns u c c essf ul)  or  n ot  (s u c c essf ul). D at a  fr o m  3  I n d e p e n d e nt  e x p eri m e nts  ( o n e 

e x p eri m e nt = 4 c hi ps  ; O n e c hi p = 5 mi ni n et w or ks. ............................................................ 1 3 3  

Fi g ur e 4 0 . C orti c al a x o ns fr o m G F P n e ur o ns f or w ar d gr o wt h t o w ar d stri at al p o c k ets c o nt ai ni n g n o “fi n ” 

stri ct ur es at DI V 1 2. C orti c al a x o ns ar e c o nfi n e d i n t h eir g ui di n g tr a cts a n d d o n ot i n v a d e t h e 

stri at al p o c k ets. D at a fr o m 3 I n d e p e n d e nt e x p eri m e nts ( o n e e x p eri m e n t = 4 c hi ps; O n e c hi p = 5 

mi ni n et w or ks).  ................................................................................................................. 1 3 3  

Fi g ur e 4 1.  B e h a vi ors of a x o n fr o m n e ur o ns s e e d e d i n t h e p o c k ets fr o m r e c ei vi n g “fi n ” c o n n e ct e d or 

c h a m b ers; ( L eft) a x o ns i n v a di n g t h e e mitti n g c h a m b er, ( Ri g ht) a x o ns i n v a di n g t h e f or w ar d 

c orti c al  a x o n al  tr a cts.  ( C e nt er)  q u a ntifi c ati o n  of  b a c k w ar d  gr o wt h  fr o m  “fi n ”  c o n n e ct e d 

r e c ei vi n g c h a m b er t o t h e e mitti n g c h a m b er. 4. 4 5 % of t h e e mitti n g c h a m b ers e vi d e n c e d o n e 

or m or e a x o ns ori gi n ati n g fr o m t h e r e c ei vi n g c h a m b ers. D at a fr o m 3 diff er e nt e x p eri m e nts. 

( O n e e x p eri m e nt = 3 c hi ps; O n e c hi p = 5 mi ni n et w or k) ..................................................... 1 3 4  

Fi g ur e 4 2.  Q u a ntifi c ati o n  of  b a c k w ar d  gr o wt h  of  a x o ns  fr o m  n e ur o ns  s e e d e d  i n  t h e  u n c o n n e ct e d 

r e c ei vi n g  c h a m b ers;  virt u all y  n o  n et w or k  e x hi bit e d  r etr o gr a d e  a x o n al  gr o wt h  i n  s u c h 
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3 0.  Cl a p h a m, D. E., C al ci u m Si g n ali n g. C ell, 2 0 0 7. 1 3 1( 6): p. 1 0 4 7 -1 0 5 8.  

3 1.  Bri ni, M., et al., N e ur o n al c al ci u m si g n ali n g: f u n cti o n a n d d ysf u n cti o n. C ell ul ar a n d M ol e c ul ar Lif e 

S ci e n c es, 2 0 1 4. 7 1( 1 5): p. 2 7 8 7 -2 8 1 4.  

3 2.  B e z pr o z v a n n y,  I.,  C al ci u m  si g n ali n g  a n d n e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es.  Tr e n ds  i n  M ol e c ul ar 

M e di ci n e, 2 0 0 9. 1 5( 3): p. 8 9 -1 0 0.  

3 3.  Te xi d ó,  L.,  et  al., A m yl oi d β p e pti d e oli g o m ers dir e ctl y a cti v at e N M D A r e c e pt ors. C ell C al ci u m, 

2 0 1 1. 4 9( 3): p. 1 8 4 -1 9 0.  
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3 4.  L a c or, P. N., et al., A β Oli g o m er -I n d u c e d A b err ati o ns i n S y n a ps e C o m p ositi o n, S h a p e, a n d D e nsit y 

Pr o vi d e  a  M ol e c ul ar  B asis  f or  L oss  of  C o n n e cti vit y  i n  Al z h ei m er's  Dis e as e.  T h e  J o ur n al  of 

N e ur os ci e n c e, 2 0 0 7. 2 7( 4): p. 7 9 6 -8 0 7.  

3 5.  F ost er, T. C., C. K yrits o p o ul os, a n d A. K u m ar, C e ntr al r ol e f or N M D A r e c e pt ors i n r e d o x m e di at e d 

i m p air m e nt of s y n a pti c f u n cti o n d uri n g a gi n g a n d Al z h ei m er’s dis e as e. B e h a vi o ur al Br ai n R es e ar c h, 

2 0 1 7. 3 2 2: p. 2 2 3 -2 3 2.  

3 6.  M ot a, S.I., I. L. F err eir a, a n d A. C. R e g o, D ysf u n cti o n al s y n a ps e i n Al z h ei m er's dis e as e –  A f o c us o n 

N M D A r e c e pt ors. N e ur o p h ar m a c ol o g y, 2 0 1 4. 7 6: p. 1 6 -2 6.  

3 7.  Z ai c hi c k, S. V., K. M. M c Gr at h, a n d G. C ar a v e o, T h e r ol e of C a 2 + si g n ali n g i n P ar ki ns o n's dis e as e. 

Dis e as e M o d els & M e c h a nis ms, 2 0 1 7. 1 0( 5): p. 5 1 9 -5 3 5.  

3 8.  C alì,  T.,  D.  Ott oli ni,  a n d  M.  Bri ni,  C al ci u m  si g n ali n g  i n  P ar ki ns o n’s  dis e as e.  C ell  a n d  Tiss u e 

R es e ar c h, 2 0 1 4. 3 5 7( 2): p. 4 3 9 -4 5 4.  

3 9.  Gri e n b er g er, C. a n d A. K o n n ert h, I m a gi n g c al ci u m i n n e ur o ns. N e ur o n, 2 0 1 2. 7 3( 5): p. 8 6 2 -8 5.  

4 0.  Tsi e n, R. Y., A n o n -disr u pti v e t e c h ni q u e f or l o a di n g c al ci u m b uff ers a n d i n di c at ors i nt o c ells. N at ur e, 

1 9 8 1. 2 9 0( 5 8 0 6): p. 5 2 7 -5 2 8.  

4 1.  Tsi e n, R. Y., T. P o z z a n, a n d T.J. Ri n k, C al ci u m h o m e ost asis i n i nt a ct l y m p h o c yt es: c yt o pl as mi c fr e e 

c al ci u m m o nit or e d wit h a n e w, i ntr a c ell ul arl y tr a p p e d fl u or es c e nt i n di c at or. J C ell Bi ol, 1 9 8 2 . 9 4( 2): 

p. 3 2 5 -3 4.  

4 2.  P ar e d es, R. M., et al., C h e mi c al c al ci u m i n di c at ors. M et h o ds, 2 0 0 8. 4 6( 3): p. 1 4 3 -1 5 1.  

4 3.  S v o b o d a, K. a n d R. Yas u d a, Pri n ci pl es of T w o -P h ot o n E x cit ati o n Mi cr os c o p y a n d Its A p pli c ati o ns 

t o N e ur os ci e n c e. N e ur o n, 2 0 0 6. 5 0( 6): p. 8 2 3-8 3 9.  

4 4.  H el m c h e n, F. a n d W. D e n k, D e e p tiss u e t w o -p h ot o n mi cr os c o p y. N at ur e M et h o ds, 2 0 0 5. 2( 1 2): p. 

9 3 2 -9 4 0.  

4 5.  Mi y at a,  T.,  et  al.,  M e c h a nis ms  t h at  r e g ul at e  t h e  n u m b er  of  n e ur o ns  d uri n g  m o us e  n e o c orti c al 

d e v el o p m e nt. C urr e nt O pi ni o n i n N e ur o bi ol o g y, 2 0 1 0.  2 0( 1): p. 2 2 -2 8.  

4 6.  P a ul y, M. -C., et al., R est or ati o n of t h e stri at al cir c uitr y: fr o m d e v el o p m e nt al as p e cts t o w ar d cli ni c al 

a p pli c ati o ns. Fr o nti ers i n C ell ul ar N e ur os ci e n c e, 2 0 1 2. 6.  

4 7.  S p al di n g, K. L., et al., R etr os p e cti v e Birt h D ati n g of C ells i n H u m a ns. C ell, 2 0 0 5. 1 2 2( 1): p. 1 3 3 -

1 4 3.  

4 8.  S h e p h er d,  G. M. G.,  C orti c ostri at al  c o n n e cti vit y  a n d  its  r ol e  i n  dis e as e.  N at ur e  r e vi e ws. 

N e ur os ci e n c e, 2 0 1 3. 1 4( 4): p. 2 7 8 -2 9 1.  

4 9.  B art h, C., A. Villri n g er, a n d J. S a c h er, S e x h or m o n es aff e ct n e ur otr a ns mitt ers a n d s h a p e t h e a d ult 

f e m al e br ai n d uri n g h or m o n al tr a nsiti o n p eri o ds. Fr o nti ers i n N e ur os ci e n c e, 2 0 1 5. 9.  

5 0.  S c h w art z, T., S. S a c h d e v a, a n d S. St a hl, Gl ut a m at e N e ur o cir c uitr y: T h e or eti c al U n d er pi n ni n gs i n 
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S c hi z o p hr e ni a. Fr o nti ers i n P h ar m a c ol o g y, 2 0 1 2. 3.  

5 1.  C o n w a y,  M. E., Al z h ei m er’s  dis e as e:  t ar g eti n g  t h e  gl ut a m at er gi c  s yst e m.  Bi o g er o nt ol o g y,  2 0 2 0. 

2 1( 3): p. 2 5 7 -2 7 4.  

5 2.  Fr a n cis,  P. T.,  Gl ut a m at er gi c  s yst e ms  i n  Al z h ei m er's  dis e as e.  I nt er n ati o n al  J o ur n al  of  G eri atri c 

Ps y c hi atr y, 2 0 0 3. 1 8( S 1): p. S 1 5 -S 2 1.  

5 3.  E n n a, S.J., T h e G A B A R e c e pt ors, i n T h e G A B A R e c e pt ors, S.J. E n n a a n d H. M ö hl er, E dit ors. 2 0 0 7, 

H u m a n a Pr ess: T ot o w a, NJ. p. 1 -2 1.  

5 4.  J o h nst o n, G. A. R., U ns at ur at e d A n al o g u es of t h e N e ur otr a ns mitt er G A B A: tr a ns -4 -A mi n o cr ot o ni c, 

cis -4 -A mi n o cr ot o ni c a n d 4 -A mi n ot etr oli c A ci ds. N e ur o c h e mi c al R es e ar c h, 2 0 1 6. 4 1( 3): p. 4 7 6 -4 8 0.  

5 5.  O c h o a -d e l a P a z, L. D., et al., T h e r ol e of G A B A n e ur otr a ns mitt er i n t h e h u m a n c e ntr al n er v o us 

s yst e m, p h ysi ol o g y, a n d p at h o p h ysi ol o g y. R e vist a m e xi c a n a d e n e ur o ci e n c i a, 2 0 2 1. 2 2: p. 6 7-7 6.  

5 6.  Fi n o, E. a n d L. Ve n a n c e, S pi k e -ti mi n g d e p e n d e nt pl asti cit y i n t h e stri at u m. Fr o nti ers i n S y n a pti c 

N e ur os ci e n c e, 2 0 1 0. 2.  

5 7.  H e ns c h, T. K., et al., L o c al G A B A cir c uit c o ntr ol of e x p eri e n c e -d e p e n d e nt pl asti cit y i n d e v el o pi n g 

vis u a l c ort e x. S ci e n c e, 1 9 9 8. 2 8 2( 5 3 9 3): p. 1 5 0 4-8.  

5 8.  R u b e nst ei n, J. L. R. a n d M. M. M er z e ni c h, M o d el of a utis m: i n cr e as e d r ati o of e x cit ati o n/i n hi biti o n 

i n k e y n e ur al s yst e ms. G e n es, br ai n, a n d b e h a vi or, 2 0 0 3. 2( 5): p. 2 5 5-2 6 7.  

5 9.  C h u, H. -Y. ,   S y n a p t i c   a n d   c e l l ul ar pl asti cit y i n P ar ki ns o n’s dis e as e. A ct a P h ar m a c ol o gi c a Si ni c a, 

2 0 2 0. 4 1( 4): p. 4 4 7 -4 5 2.  

6 0.  S ur m ei er, D.J., S. M. Gr a v es, a n d W. S h e n, D o p a mi n er gi c m o d ul ati o n of stri at al n et w or ks i n h e alt h 

a n d P ar ki ns o n's dis e as e. C urr e nt O pi ni o n i n N e ur o bi ol o g y, 2 0 1 4 . 2 9: p. 1 0 9-1 1 7.  

6 1.  S p or ns, O. a n d R. K ott er, M otifs i n br ai n n et w or ks. P L o S Bi ol, 2 0 0 4. 2( 1 1): p. e 3 6 9.  

6 2.  v a n d e n H e u v el, M. P. a n d O. S p or ns, N et w or k h u bs i n t h e h u m a n br ai n. Tr e n ds C o g n S ci, 2 0 1 3. 

1 7( 1 2): p. 6 8 3 -9 6.  

6 3.  B ass ett, D. S. a n d O. S p or ns, N et w or k n e ur os ci e n c e. N at N e ur os ci, 2 0 1 7. 2 0( 3): p. 3 5 3 -3 6 4.  

6 4.  S p or ns,  O.,  C o n n e ct o m e  N et w or ks:  Fr o m  C ells  t o  S yst e ms,  i n  Mi cr o -,  M es o- a n d  M a cr o -

C o n n e ct o mi cs of t h e Br ai n, H. K e n n e d y, D. C. Va n Ess e n, a n d Y. C hrist e n, E dit ors. 2 0 1 6: C h a m 

( C H). p. 1 0 7-1 2 7.  

6 5.  S p or ns, O., T h e h u m a n c o n n e ct o m e: ori gi ns a n d c h all e n g es. N e ur oi m a g e, 2 0 1 3. 8 0: p. 5 3 -6 1.  

6 6.  S c hr ot er,  M.,  O.  P a uls e n,  a n d  E. T.  B ull m or e,  Mi cr o -c o n n e ct o mi cs:  pr o bi n g  t h e  or g a ni z ati o n  of 

n e ur o n al n et w or ks at t h e c ell ul ar s c al e. N at R e v N e ur os ci, 2 0 1 7.  1 8( 3): p. 1 3 1 -1 4 6.  

6 7.  S p or ns, O., T h e h u m a n c o n n e ct o m e: a c o m pl e x n et w or k. A n n N Y A c a d S ci, 2 0 1 1. 1 2 2 4: p. 1 0 9 -

1 2 5.  
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6 8.  R ot hs c hil d, G. a n d A. Mi zr a hi, Gl o b al or d er a n d l o c al dis or d er i n br ai n m a ps. A n n u R e v N e ur os ci, 

2 0 1 5. 3 8: p. 2 4 7 -6 8.  

6 9.  D e v or, A., et al., T h e C h all e n g e of C o n n e cti n g t h e D ots i n t h e B. R. A.I. N. N e ur o n, 2 0 1 3. 8 0( 2): p. 

2 7 0 -2 7 4.  

7 0.  Al a g a p a n, S., et al., Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Pr o p a g ati o n of I nf or m ati o n a cr oss Li vi n g T w o, F o ur, 

a n d Ei g ht N o d e D e gr e e T o p ol o gi es. Fr o nt Bi o e n g Bi ot e c h n ol , 2 0 1 6. 4: p. 1 5. 

7 1.  J u, H. a n d D. S. B ass ett, D y n a mi c r e pr es e nt ati o ns i n n et w or k e d n e ur al s yst e ms. N at N e ur os ci, 2 0 2 0. 

2 3( 8): p. 9 0 8 -9 1 7.  

7 2.  Pi e v a ni,  M.,  et  al.,  Br ai n  c o n n e cti vit y  i n  n e ur o d e g e n er ati v e  dis e as es --fr o m  p h e n ot y p e  t o 

pr ot ei n o p at h y. N at R e v N e ur ol, 2 0 1 4. 1 0( 1 1): p. 6 2 0 -3 3.  

7 3.  A hr e ns,  M. B.,  et  al.,  W h ol e -br ai n  f u n cti o n al  i m a gi n g  at  c ell ul ar  r es ol uti o n  usi n g  li g ht -s h e et 

mi cr os c o p y. N at ur e M et h o ds, 2 0 1 3. 1 0( 5): p. 4 1 3 -4 2 0.  

7 4.  P ort u g u es,  R.,  et  al., W h ol e -Br ai n A cti vit y  M a ps  R e v e al  St er e ot y p e d, Distri b ut e d  N et w or ks  f or 

Vis u o m ot or B e h a vi or. N e ur o n, 2 0 1 4. 8 1( 6): p. 1 3 2 8 -1 3 4 3.  

7 5.  M e c hli n g, A. E., et al., Fi n e -gr ai n e d m a p pi n g of m o us e br ai n f u n cti o n al c o n n e cti vit y wit h r esti n g -

st at e f M RI. N e ur oI m a g e, 2 0 1 4. 9 6: p. 2 0 3 -2 1 5.  

7 6.  O h, S. W., et al., A m es os c al e c o n n e ct o m e of t h e m o us e br ai n. N at ur e, 2 0 1 4. 5 0 8( 7 4 9 5): p. 2 0 7 -2 1 4.  

7 7.  Wa n g,  Z.,  et  al.,  T h e  R el ati o ns hi p  of  A n at o mi c al  a n d  F u n cti o n al  C o n n e cti vit y  t o  R esti n g -St at e 

C o n n e cti vit y i n Pri m at e S o m at os e ns or y C ort e x. N e ur o n, 2 0 1 3. 7 8( 6): p. 1 1 1 6 -1 1 2 6.  

7 8.  K ais er, M., et al., Si m ul ati o n of r o b ust n ess a g ai nst l esi o ns of c orti c al n et w or ks. E ur o p e a n J o ur n al 

of N e ur os ci e n c e, 2 0 0 7. 2 5( 1 0): p. 3 1 8 5 -3 1 9 2.  

7 9.  A erts, H., et al., Br ai n n et w or ks u n d er att a c k: r o b ust n ess pr o p erti es a n d t h e i m p a ct of l esi o ns. Br ai n , 

2 0 1 6. 1 3 9( 1 2): p. 3 0 6 3 -3 0 8 3.  

8 0.  G a o, J., B. B ar z el, a n d A. -L. B ar a b ási, U ni v ers al r esili e n c e p att er ns i n c o m pl e x n et w or ks. N at ur e, 

2 0 1 6. 5 3 0( 7 5 9 0): p. 3 0 7 -3 1 2.  

8 1.  P er a z a, L. R., J. -P.  Ta y l o r,  a n d  M .  K a i s e r,  D i v e r g e n t  b r a i n  f u n c t i o n a l  n e t  w o r k  a l t e r a t i o n s  i n d e m e nti a 

wit h L e w y b o di es a n d Al z h ei m er's dis e as e. N e ur o bi ol o g y of A gi n g, 2 0 1 5. 3 6( 9): p. 2 4 5 8 -2 4 6 7.  

8 2.  C or e y -Bl o o m, J., et al., Di a g n osis a n d e v al u ati o n of d e m e nti a. N e ur ol o g y, 1 9 9 5. 4 5( 2): p. 2 1 1 -2 1 8.  

8 3.  T u n e, L., Tr e at m e nts f or d e m e nti a. A G ui d e t o Tr e at m e nts t h at W or k, 2 0 0 7: p. 1 0 5 -1 4 3.  

8 4.  K n o p m a n,  D. S.,  et  al.,  Pr a cti c e  p ar a m et er:  Di a g n osis  of  d e m e nti a  ( a n  e vi d e n c e -b as e d  r e vi e w). 

R e p ort  of  t h e  Q u alit y  St a n d ar ds  S u b c o m mitt e e  of  t h e A m eri c a n A c a d e m y  of  N e ur ol o g y,  2 0 0 1. 

5 6( 9): p. 1 1 4 3 -1 1 5 3.  

8 5.  S o n g, Y. a n d J. Wa n g, O v er vi e w of C hi n es e r es e ar c h o n s e nil e d e m e nti a i n m ai nl a n d C hi n a. A g ei n g 

R es e ar c h R e vi e ws, 2 0 1 0. 9: p. S 6 -S 1 2.  
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8 6.  F olst ei n,  M. F.,  L. N.  R o bi ns,  a n d  J. E.  H el z er,  T h e  mi ni -m e nt al  st at e  e x a mi n ati o n.  Ar c hi v es  of 

g e n er al ps y c hi atr y, 1 9 8 3. 4 0 ( 7): p. 8 1 2-8 1 2.  

8 7.  Bl e n n o w, K. a n d H. Z ett er b er g, T h e p ast a n d t h e f ut ur e of Al z h ei m er's dis e as e C S F bi o m ar k ers — a 

j o ur n e y  t o w ar d  v ali d at e d  bi o c h e mi c al  t ests  c o v eri n g  t h e  w h ol e  s p e ctr u m  of  m ol e c ul ar  e v e nts. 

Fr o nti ers i n N e ur os ci e n c e, 2 0 1 5. 9.  

8 8.  St oilj k o vi c, M., T. L. H or v at h, a n d M. H aj ós, T h er a p y f or Al z h ei m er’s dis e as e: Missi n g t ar g ets a n d 

f u n cti o n al m ar k ers ? A g ei n g R es e ar c h R e vi e ws, 2 0 2 1. 6 8: p. 1 0 1 3 1 8.  

8 9.  L o n g,  J. M.  a n d  D. M.  H olt z m a n, Al z h ei m er  dis e as e:  a n  u p d at e  o n  p at h o bi ol o g y  a n d  tr e at m e nt 

str at e gi es. C ell, 2 0 1 9. 1 7 9( 2): p. 3 1 2-3 3 9.  

9 0.  Tari ot,  P. N.  a n d  H.J.  F e d er off,  C urr e nt  tr e at m e nt  f or  Al z h ei m er  dis e as e  a n d  f ut ur e  pr os p e cts. 

Al z h ei m er dis e as e & ass o ci at e d dis or d ers, 2 0 0 3. 1 7: p. S 1 0 5 -S 1 1 3.  

9 1.  Fis h er, A., T h er a p e uti c str at e gi es i n Al z h ei m er’s d is e as e: M 1 m us c ari ni c a g o nists. T h e J a p a n es e 

J o ur n al of P h ar m a c ol o g y, 2 0 0 0. 8 4( 2): p. 1 0 1 -1 1 2.  

9 2.  Wil c o c k,  G.,  et  al.,  A  l o n g -t er m  c o m p aris o n  of  g al a nt a mi n e  a n d  d o n e p e zil  i n  t h e  tr e at m e nt  of 

Al z h ei m er’s dis e as e. Dr u gs & a gi n g, 2 0 0 3. 2 0( 1 0): p. 7 7 7 -7 8 9.  

9 3 . S u n,  X.,  L.  Ji n,  a n d  P.  Li n g,  R e vi e w  of  dr u gs  f or  Al z h ei m er's  dis e as e.  Dr u g  dis c o v eri es  & 

t h er a p e uti cs, 2 0 1 2. 6( 6): p. 2 8 5-2 9 0.  

9 4.  Wri g ht, T. M., Tr a mi pr os at e. Dr u gs of t o d a y ( B ar c el o n a, S p ai n: 1 9 9 8), 2 0 0 6. 4 2( 5): p. 2 9 1 -2 9 8.  

9 5.  F e n g,  Y.  a n d  X.  Wa n g, A n ti o xi d a nt  t h er a pi es  f or Al z h ei m er's  dis e as e.  O xi d ati v e  m e di ci n e  a n d 

c ell ul ar l o n g e vit y, 2 0 1 2. 2 0 1 2.  

9 6.  F a h n,  S.,  D es cri pti o n  of  P ar ki ns o n's  dis e as e  as  a  cli ni c al  s y n dr o m e.  A n n als  of  t h e  N e w  Y or k 

A c a d e m y of S ci e n c es, 2 0 0 3. 9 9 1( 1): p. 1 -1 4.  

9 7.  Di c ks o n, D. W ., N e ur o p at h ol o g y of P ar ki ns o n dis e as e. P ar ki ns o nis m & r el at e d dis or d ers, 2 0 1 8. 4 6: 

p. S 3 0 -S 3 3.  

9 8.  L u, R., et al., E v al u ati o n of w e ar a bl e s e ns or d e vi c es i n P ar ki ns o n’s dis e as e: A r e vi e w of c urr e nt 

st at us a n d f ut ur e pr os p e cts. P ar ki ns o n’s Dis e as e, 2 0 2 0. 2 0 2 0.  

9 9.  A b d o, W. F., et al., T h e cli ni c al a p pr o a c h t o m o v e m e nt dis or d ers. N at ur e R e vi e ws N e ur ol o g y, 2 0 1 0. 

6( 1): p. 2 9 -3 7.  

1 0 0.  G all a g h er, D. A. a n d A. S c hr a g, I m p a ct of n e w er p h ar m a c ol o gi c al tr e at m e nts o n q u alit y of lif e i n 

p ati e nts wit h P ar ki ns o n’s dis e as e.  C N S dr u gs, 2 0 0 8. 2 2( 7): p. 5 6 3 -5 8 6.  

1 0 1.  K at z e ns c hl a g er, R. a n d A.J. L e es, Tr e at m e nt of P ar ki ns o n's dis e as e: l e v o d o p a as t h e first c h oi c e. 

J o ur n al of n e ur ol o g y, 2 0 0 2. 2 4 9( 2): p. ii 1 9 -ii 2 4. 

1 0 2.  Dj al d etti, R. a n d E. M el a m e d, L e v o d o p a et h yl est er: a n o v el r e s c u e t h er a p y f or r es p o ns e fl u ct u ati o ns 

i n  P ar ki ns o n's  dis e as e.  A n n als  of  N e ur ol o g y:  Offi ci al  J o ur n al  of  t h e  A m eri c a n  N e ur ol o gi c al 
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Ass o ci ati o n a n d t h e C hil d N e ur ol o g y S o ci et y, 1 9 9 6. 3 9( 3): p. 4 0 0 -4 0 4.  

1 0 3.  Br o o ks,  D.,  D o p a mi n e  a g o nists:  t h eir  r ol e  i n  t h e tr e at m e nt  of  P ar ki ns o n's  dis e as e.  J o ur n al  of 

n e ur ol o g y, n e ur os ur g er y & ps y c hi atr y, 2 0 0 0. 6 8( 6): p. 6 8 5 -6 8 9.  

1 0 4.  Ki m, S. U., H.J. L e e, a n d Y. B. Ki m, N e ur al st e m c ell‐ b as e d tr e at m e nt f or n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es. 

N e ur o p at h ol o g y, 2 0 1 3. 3 3( 5): p. 4 9 1 -5 0 4.  

1 0 5.  M ars h, S. E. a n d M. Bl urt o n -J o n es, N e ur al st e m c ell t h er a p y f or n e ur o d e g e n er ati v e dis or d ers: t h e 

r ol e of n e ur otr o p hi c s u p p ort. N e ur o c h e mistr y i nt er n ati o n al, 2 0 1 7. 1 0 6: p. 9 4 -1 0 0.  

1 0 6.  E cr o y d, H. a n d J. A. C ar v er, U nr a v eli n g t h e m yst eri es of pr ot ei n f ol di n g a n d misf ol di n g. I U B M B 

Lif e, 2 0 0 8. 6 0( 1 2): p. 7 6 9 -7 7 4.  

1 0 7.  S c h w art z, A. L. a n d A. Ci e c h a n o v er, Tar g eti n g Pr ot ei ns f or D estr u cti o n b y t h e U bi q uiti n S yst e m: 

I m pli c ati o ns  f or  H u m a n  P at h o bi ol o g y. A n n u al  R e vi e w  of  P h ar m a c ol o g y  a n d  T o xi c ol o g y,  2 0 0 9. 

4 9( 1): p. 7 3 -9 6.  

1 0 8.  H artl, F. U. a n d M. H a y er -H artl, C o n v er gi n g c o n c e pts of pr ot ei n f ol di n g i n vitr o a n d i n vi v o. N at ur e 

Str u ct ur al & M ol e c ul ar Bi ol o g y, 2 0 0 9. 1 6( 6): p. 5 7 4 -5 8 1.  

1 0 9.  P al o p,  J.J.,  J.  C hi n,  a n d  L.  M u c k e,  A  n et w or k  d ysf u n cti o n  p ers p e cti v e  o n  n e ur o d e g e n er ati v e 

dis e as es. N at ur e, 2 0 0 6. 4 4 3( 7 1 1 3): p. 7 6 8 -7 7 3.  

1 1 0.  S e el e y,  W. W.,  et  al.,  N e ur o d e g e n er ati v e  Dis e as es  Tar g et  L ar g e -S c al e  H u m a n  Br ai n  N et w or ks. 

N e ur o n, 2 0 0 9. 6 2( 1): p. 4 2 -5 2.  

1 1 1.  A c q u at ell a -Tr a n  Va n  B a,  I.,  T.  I m b er dis,  a n d  V.  P erri er,  Fr o m  Pri o n  Di s e as es  t o  Pri o n -Li k e 

Pr o p a g ati o n  M e c h a nis ms  of  N e ur o d e g e n er ati v e  Dis e as es.  I nt er n ati o n al  J o ur n al  of  C ell  Bi ol o g y, 

2 0 1 3. 2 0 1 3: p. 9 7 5 8 3 2.  

1 1 2.  K a hl e,  P.J.,  et  al.,  S u b c ell ul ar  L o c ali z ati o n  of  Wil d -T y p e  a n d  P ar ki ns o n's  Dis e as e -Ass o ci at e d 

M ut a nt α -S y n u cl ei n i n H u m a n a n d Tr a ns g e ni c M o us e Br ai n. T h e J o ur n al of N e ur os ci e n c e, 2 0 0 0. 

2 0( 1 7): p. 6 3 6 5 -6 3 7 3.  

1 1 3.  D a vi ds o n,  W. S.,  et  al.,  St a bili z ati o n  of  al p h a -s y n u cl ei n  s e c o n d ar y  str u ct ur e  u p o n  bi n di n g  t o 

s y nt h eti c m e m br a n es. J Bi ol C h e m, 1 9 9 8. 2 7 3( 1 6): p. 9 4 4 3 -9.  

1 1 4.  G h os h,  P.,  et  al.,  D et er mi n ati o n  of  criti c al  n u cl e ati o n  n u m b er  f or  a  si n gl e  n u cl e ati o n  a m yl oi d -β 

a g gr e g ati o n m o d el. M at h e m ati c al Bi os ci e n c es, 2 0 1 6. 2 7 3: p. 7 0 -7 9.  

1 1 5.  G o e d ert, M., et al., M ulti pl e is of or ms of h u m a n mi cr ot u b ul e -ass o ci at e d pr ot ei n t a u: s e q u e n c es a n d 

l o c ali z ati o n i n n e ur ofi brill ar y t a n gl es of Al z h ei m er's dis e as e. N e ur o n, 1 9 8 9. 3( 4): p. 5 1 9-5 2 6.  

1 1 6.  H a n g er,  D. P.,  et  al.,  N o v el  p h os p h or yl ati o n  sit es  i n  t a u  fr o m Al z h ei m er  br ai n  s u p p ort  a  r ol e  f or 

c as ei n ki n as e 1 i n dis e as e p at h o g e n esis. J Bi ol C h e m, 2 0 0 7. 2 8 2( 3 2): p. 2 3 6 4 5 -5 4.  

1 1 7.  I q b al,  K.,  et  al.,  M e c h a nis ms  of  t a u-i n d u c e d  n e ur o d e g e n er ati o n. A ct a  n e ur o p at h ol o gi c a,  2 0 0 9. 

1 1 8( 1): p. 5 3 -6 9.  
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1 1 8.  M u d h er, A., et al., W h at is t h e e vi d e n c e t h at t a u p at h ol o g y s pr e a ds t hr o u g h pri o n -li k e pr o p a g ati o n ? 

A ct a N e ur o p at h ol o gi c a C o m m u ni c ati o ns, 2 0 1 7. 5( 1): p. 9 9.  

1 1 9.  Li n g,  Y.,  K.  M or g a n,  a n d  N.  K als h e k er, A m yl oi d  pr e c urs or  pr ot ei n  ( A P P)  a n d  t h e  bi ol o g y  of 

pr ot e ol yti c pr o c essi n g: r el e v a n c e t o Al z h ei m er's dis e as e. I nt J Bi o c h e m C ell Bi ol, 2 0 0 3. 3 5( 1 1): p. 

1 5 0 5 -3 5.  

1 2 0.  Br e e n, K. C., M. Br u c e, a n d B. H. A n d ert o n, B et a a m yl oi d pr e c urs or pr ot ei n m e di at es n e ur o n al c ell -

c ell a n d c ell -s urf a c e a d h esi o n. J N e ur os ci R es, 1 9 9 1. 2 8( 1): p. 9 0 -1 0 0.  

1 2 1.  H er ms, J., et al., C orti c al d ys pl asi a r es e m bli n g h u m a n t y p e 2 liss e n c e p h al y i n mi c e l a c ki n g all t hr e e 

A P P f a mil y m e m b ers. T h e E M B O J o ur n al, 2 0 0 4. 2 3( 2 0): p. 4 1 0 6 -4 1 1 5.  

1 2 2.  M ast ers,  C. L.  a n d  D.J.  S el k o e,  Bi o c h e mistr y  of  A m yl oi d β -Pr ot ei n  a n d  A m yl oi d  D e p osits  i n 

Al z h ei m er Dis e as e. C ol d S pri n g H ar b or P ers p e cti v es i n M e di ci n e, 2 0 1 2. 2( 6).  

1 2 3.  R o h er,  A. E.,  et  al.,  A P P/ A β str u ct ur al  di v ersit y  a n d  Al z h ei m er's  dis e as e  p at h o g e n esis. 

N e ur o c h e mistr y I nt er n ati o n al, 2 0 1 7. 1 1 0: p. 1 -1 3.  

1 2 4.  M oris hi m a -K a w as hi m a, M., et al., H y p er p h os p h or yl ati o n of Ta u i n P H F. N e ur o bi ol o g y of A gi n g, 

1 9 9 5. 1 6( 3): p. 3 6 5 -3 7 1.  

1 2 5.  H o e ni c k a, J., G e n es i n Al z h ei m er's dis e as e. R e vist a d e n e ur ol o gi a, 2 0 0 6. 4 2( 5): p. 3 0 2 -3 0 5.  

1 2 6.  Giri, M., M. Z h a n g, a n d Y. L ü, G e n es ass o ci at e d wit h Al z h ei m er's dis e as e: a n o v er vi e w a n d c urr e nt 

st at us. Cli ni c al i nt er v e nti o ns i n a gi n g, 2 0 1 6. 1 1: p. 6 6 5 -6 8 1.  

1 2 7.  K ar c h, C. M., C. Cr u c h a g a, a n d A. M. G o at e, Al z h ei m er's dis e as e g e n eti cs: fr o m t h e b e n c h t o t h e 

cli ni c. N e ur o n, 2 0 1 4. 8 3( 1): p. 1 1 -2 6.  

1 2 8.  D ors z e ws k a,  J.,  et  al.,  M ol e c ul ar  B asis  of  F a mili al  a n d  S p or a di c  Al z h ei m er's  D is e as e.  C urr 

Al z h ei m er R es, 2 0 1 6. 1 3( 9): p. 9 5 2 -6 3.  

1 2 9.  D o url e n,  P.,  et  al., T h e  n e w  g e n eti c  l a n ds c a p e  of Al z h ei m er's  dis e as e:  fr o m  a m yl oi d  c as c a d e  t o 

g e n eti c all y dri v e n s y n a pti c f ail ur e h y p ot h esis ? A ct a N e ur o p at h ol, 2 0 1 9. 1 3 8( 2): p. 2 2 1 -2 3 6.  

1 3 0.  B ell e n g u e z, C., B. Gr e ni er -B ol e y, a n d J. C. L a m b ert, G e n eti cs of Al z h ei m er's dis e as e: w h er e w e ar e, 

a n d w h er e w e ar e g oi n g. C urr O pi n N e ur o bi ol, 2 0 2 0. 6 1: p. 4 0 -4 8.  

1 3 1.  Wirt hs,  O.,  et  al.,  R e eli n  i n  pl a q u es  of β -a m yl oi d  pr e c urs or  pr ot ei n  a n d  pr es e nili n -1  d o u bl e -

tr a ns g e ni c mi c e. N e ur os ci e n c e L ett ers, 2 0 0 1. 3 1 6( 3): p. 1 4 5-1 4 8.  

1 3 2.  Ni z z ari, M., et al., N e ur o d e g e n er ati o n i n Al z h ei m er Dis e as e: R ol e of A m yl oi d Pr e c urs or Pr ot ei n 

a n d Pr es e nili n 1 I ntr a c ell ul ar Si g n ali n g. J o ur n al of T o xi c ol o g y, 2 0 1 2. 2 0 1 2: p. 1 8 7 2 9 7.  

1 3 3.  W ol o zi n, B., P. Al e x a n d er, a n d J. P al a ci n o, R e g ul ati o n of A p o pt osis b y Pr es e nili n 1. N e ur o bi ol o g y 

of A gi n g, 1 9 9 8. 1 9( 1, S u p pl e m e nt 1): p. S 2 3 -S 2 7.  

1 3 4.  St a n g a,  S.,  et  al.,  S p e cifi cit y  of  pr es e nili n -1 - a n d  pr es e nili n -2 -d e p e n d e nt γ -s e cr et as es  t o w ar ds  

s u bstr at e pr o c essi n g. J o ur n al of C ell ul ar a n d M ol e c ul ar M e di ci n e, 2 0 1 8. 2 2( 2): p. 8 2 3 -8 3 3.  
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1 3 5.  H art m a n n, T., C h ol est er ol, A β a n d Al z h ei m er's dis e as e. Tr e n ds i n N e ur os ci e n c es, 2 0 0 1. 2 4: p. 4 5 -

4 8.  

1 3 6.  S a w mill er, D., et al., A N o v el A p oli p o pr ot ei n E A nt a g o nist F u n cti o n all y Bl o c ks A p oli p o pr ot ei n E 

I nt er a cti o n Wit h N-t er mi n al A m yl oi d Pr e c urs or Pr ot ei n, R e d u c es β -A m yl oi d -Ass o ci at e d P at h ol o g y, 

a n d I m pr o v es C o g niti o n. Bi ol o gi c al Ps y c hi atr y, 2 0 1 9. 8 6( 3): p. 2 0 8 -2 2 0.  

1 3 7.  Br e g er,  L. S.  a n d  M. T.  F u z z ati Ar m e nt er o,  G e n eti c all y  e n gi n e er e d  a ni m al  m o d els  of  P ar ki ns o n's 

dis e as e: Fr o m w or m t o r o d e nt. E ur o p e a n J o ur n al of N e ur os ci e n c e, 2 0 1 9. 4 9( 4): p. 5 3 3 -5 6 0.  

1 3 8.  D ol g a c h e v a, L. P., et al., R ol e of DJ -1 i n t h e m e c h a nis m of p at h o g e n esis of P ar ki ns o n's dis e as e. 

J o ur n al of Bi o e n er g eti cs a n d Bi o m e m br a n es, 2 0 1 9. 5 1( 3): p. 1 7 5 -1 8 8.  

1 3 9.  H u m b ert,  J.,  et  al.,  P ar ki n  a n d  s y n p hili n -1  is of or m  e x pr essi o n  c h a n g es  i n  L e w y  b o d y  dis e as es. 

N e ur o bi ol o g y of Dis e as e, 2 0 0 7. 2 6( 3): p. 6 8 1 -6 8 7.  

1 4 0.  C o o p er,  J. F.,  et  al., α -s y n u cl ei n e x pr essi o n fr o m  a  si n gl e  c o p y  tr a ns g e n e  i n cr e as es  s e nsiti vit y  t o 

str ess  a n d  a c c el er at es  n e ur o n al  l oss  i n  g e n eti c  m o d els  of  P ar ki ns o n's  dis e as e.  E x p eri m e nt al 

N e ur ol o g y, 2 0 1 8. 3 1 0: p. 5 8 -6 9.  

1 4 1.  C art a, A. R., et al., A d v a n c es i n m o d elli n g al p h a -s y n u cl ei n -i n d u c e d P ar ki ns o n's dis e as es i n r o d e nts: 

Vir us -b as e d m o d els v ers us i n o c ul ati o n of e x o g e n o us pr ef or m e d t o xi c s p e ci es. J N e ur os ci M et h o ds, 

2 0 2 0. 3 3 8: p. 1 0 8 6 8 5.  

1 4 2.  Pr ati c ò, D. a n d S. S u n g, Li pi d P er o xi d ati o n a n d O xi d ati v e i m b al a n c e: E arl y f u n cti o n al e v e nts i n 

Al z h ei m er's di s e as e. J o ur n al of Al z h ei m er's Dis e as e, 2 0 0 4. 6: p. 1 7 1 -1 7 5.  

1 4 3.  C ast ell a ni, R.J., et al., S u bl et h al R N A O xi d ati o n as a M e c h a nis m f or N e ur o d e g e n er ati v e Dis e as e. 

I nt er n ati o n al J o ur n al of M ol e c ul ar S ci e n c es, 2 0 0 8. 9( 5): p. 7 8 9-8 0 6.  

1 4 4.  N u n o m ur a, A., et al.,  R N A o xi d ati o n i n Al z h ei m er dis e as e a n d r el at e d n e ur o d e g e n er ati v e dis or d ers. 

A ct a N e ur o p at h ol o gi c a, 2 0 0 9. 1 1 8( 1): p. 1 5 1 -1 6 6.  

1 4 5.  S ult a n a,  R.  a n d  D. A.  B utt erfi el d,  O xi d ati v el y  m o difi e d,  mit o c h o n dri a -r el e v a nt  br ai n  pr ot ei ns  i n 

s u bj e cts  wit h Al z h ei m er  dis e a s e  a n d  mil d  c o g niti v e  i m p air m e nt.  J o ur n al  of  Bi o e n er g eti cs  a n d 

Bi o m e m br a n es, 2 0 0 9. 4 1( 5): p. 4 4 1 -4 4 6.  

1 4 6.  P u y al, J., et al., [ T h e t w o f a c es of a ut o p h a g y i n t h e n er v o us s yst e m]. M e d S ci ( P aris), 2 0 0 9. 2 5( 4): 

p. 3 8 3 -9 0.  

1 4 7.  B o n d, C. E. a n d S. A. Gr e e nfi el d, M ulti pl e c as c a d e eff e cts of o xi d ati v e str ess o n astr o gli a. Gli a, 2 0 0 7. 

5 5( 1 3): p. 1 3 4 8 -1 3 6 1.  

1 4 8.  B all at ori, N., et al., Gl ut at hi o n e d ysr e g ul ati o n a n d t h e eti ol o g y a n d pr o gr essi o n of h u m a n dis e as es. 

2 0 0 9. 3 9 0( 3): p. 1 9 1 -2 1 4.  

1 4 9.  M artí n e z, A., et al., Pr ot ei n Tar g ets of O xi d ati v e D a m a g e i n H u m a n N e ur o d e g e n er ati v e Dis e as es 

wit h A b n or m al Pr ot ei n A g gr e g at es. Br ai n P at h ol o g y, 2 0 1 0. 2 0( 2): p. 2 8 1 -2 9 7.  

1 5 0.  H alli w ell,  B.,  O xi d ati v e  str ess  a n d  n e ur o d e g e n er ati o n:  w h er e  ar e  w e  n o w ?  J o ur n al  of 
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N e ur o c h e mistr y, 2 0 0 6. 9 7( 6): p. 1 6 3 4 -1 6 5 8.  

1 5 1.  S o n n e n, J. A., et al., Fr e e r a di c al -m e di at e d d a m a g e t o br ai n i n Al z h ei m er's dis e as e a n d its tr a ns g e ni c 

m o us e m o d els. Fr e e R a di c al Bi ol o g y a n d M e di ci n e, 2 0 0 8. 4 5( 3): p. 2 1 9 -2 3 0.  

1 5 2.  Z h e n g,  L.,  et  al.,  O xi d ati v e  str ess  i n d u c es  m a cr o a ut o p h a g y  of  a m yl oi d β -pr ot ei n  a n d  e ns ui n g 

a p o pt osis. Fr e e R a di c al Bi ol o g y a n d M e di ci n e, 2 0 0 9. 4 6( 3): p. 4 2 2 -4 2 9.  

1 5 3.  R e e d, T. T., et al., Pr ot e o mi c i d e ntifi c ati o n of nitr at e d br ai n pr ot ei ns i n e arl y Al z h ei m er’s dis e as e 

i nf eri or p ari et al l o b ul e. J o ur n al of C ell ul ar a n d M ol e c ul ar M e di ci n e, 2 0 0 9. 1 3( 8 b): p. 2 0 1 9 -2 0 2 9.  

1 5 4.  M arti n, H. L. a n d P. Teis m a n n, Gl ut at hi o n e — a r e vi e w o n its r ol e a n d si g nifi c a n c e i n P ar ki ns o n's 

dis e as e. T h e F A S E B J o ur n al, 2 0 0 9. 2 3( 1 0): p. 3 2 6 3 -3 2 7 2.  

1 5 5.  Tri bl, F., et al., I d e ntifi c ati o n of L -f erriti n i n N e ur o m el a ni n Gr a n ul es of t h e H u m a n S u bst a nti a Ni gr a: 

A T A R G E T E D  P R O T E O MI C S A P P R O A C H  *.  M ol e c ul ar  &  C ell ul ar  Pr ot e o mi cs,  2 0 0 9.  8( 8):  p. 

1 8 3 2 -1 8 3 8.  

1 5 6.  S ar k at e, A. P., V. S. J a m b h or k ar, a n d B. K. S a k h al e, N at ur al F o o d A nti o xi d a nts, i n Pl a nt A n ti o xi d a nts 

a n d  H e alt h,  H. M.  E ki ert,  K. G.  R a m a w at,  a n d  J.  Ar or a,  E dit ors.  2 0 2 0,  S pri n g er  I nt er n ati o n al 

P u blis hi n g: C h a m. p. 1 -1 6.  

1 5 7.  M e ht a,  J.,  S.  R a y al a m,  a n d  X.  Wa n g,  C yt o pr ot e cti v e  Eff e cts  of  N at ur al  C o m p o u n ds  a g ai nst 

O xi d ati v e Str ess. A nti o xi d a nts, 2 0 1 8. 7( 1 0): p. 1 4 7.  

1 5 8.  Z h a o, B., N at ur al A nti o xi d a nts Pr ot e ct N e ur o ns i n Al z h ei m er’s Dis e as e a n d P ar ki ns o n’s Dis e as e. 

N e ur o c h e mi c al R es e ar c h, 2 0 0 9. 3 4( 4): p. 6 3 0 -6 3 8.  

1 5 9.  Li u, Z., et al., O xi d ati v e Str ess i n N e ur o d e g e n er ati v e Dis e as es: Fr o m M ol e c ul ar M e c h a nis ms t o 

Cli ni c al A p pli c ati o ns. O xi d ati v e M e di ci n e a n d C ell ul ar L o n g e vit y, 2 0 1 7. 2 0 1 7: p. 2 5 2 5 9 6 7.  

1 6 0.  Yi n, K.J., et al., A m yl oi d -b et a i n d u c es S m a c r el e as e vi a A P -1/ Bi m a cti v ati o n i n c er e br al e n d ot h eli al 

c ells.  T h e  J o ur n al  of  n e ur os ci e n c e  :  t h e  offi ci al  j o ur n al  of  t h e  S o ci et y  f or  N e ur os ci e n c e,  2 0 0 2. 

2 2( 2 2): p. 9 7 6 4 -9 7 7 0.  

1 6 1.  Ya n ,   S .  D.   a n d   D.  M.   S t e r n ,   Mi t o c h o n d r i a l   d y s f u n c t i o n   a n d  Al z h e i  m e r ' s   d i s e a s e :   r o l e   o f   a  m y l o i d -β 

p e pti d e al c o h ol d e h y dr o g e n as e ( A B A D). I nt er n ati o n al J o ur n al of E x p eri m e nt al P at h ol o g y, 2 0 0 5. 

8 6( 3): p. 1 6 1 -1 7 1.  

1 6 2.  M ai a, L. F., et al., C h a n g es i n a m yl oi d -b et a a n d Ta u i n t h e c er e br os pi n al fl ui d of tr a ns g e ni c mi c e 

o v er e x pr essi n g a m yl oi d pr e c urs or pr ot ei n. S ci Tr a nsl M e d, 2 0 1 3. 5( 1 9 4): p. 1 9 4r e 2.  

1 6 3.  Wa n g,  Z. -F.,  et  al.,  O v er e x pr essi o n of Ta u Pr ot ei ns A nt a g o ni z es A m yl oi d -β -P ot e nti at e d A p o pt osis 

T hr o u g h Mit o c h o n dri a -C as p as e -3 P at h w a y i n N 2 a C ells. J o ur n al of Al z h ei m er's Dis e as e, 2 0 1 0. 2 0: 

p. 1 4 5 -1 5 7.  

1 6 4.  J elli n g er, K. A., B asi c m e c h a nis ms of n e ur o d e g e n er ati o n: a criti c al u p d a t e. J C ell M ol M e d, 2 0 1 0. 

1 4( 3): p. 4 5 7 -8 7.  

1 6 5.  Hi g gi ns, G. C., P. M. B e art, a n d P. N a gl e y, O xi d ati v e str ess tri g g ers n e ur o n al c as p as e -i n d e p e n d e nt 
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d e at h: E n d o n u cl e as e G i n v ol v e m e nt i n pr o gr a m m e d c ell d e at h -t y p e III. C ell ul ar a n d M ol e c ul ar Lif e 

S ci e n c es, 2 0 0 9. 6 6( 1 6): p. 2 7 7 3 -2 7 8 7.  

1 6 6.  T o d d e, V., M. Ve e n h uis, a n d I.J. v a n d er Kl ei, A ut o p h a g y: Pri n ci pl es a n d si g nifi c a n c e i n h e alt h a n d 

dis e as e. Bi o c hi mi c a et Bi o p h ysi c a A ct a ( B B A) - M ol e c ul ar B asis of Dis e as e, 2 0 0 9. 1 7 9 2( 1): p. 3 -

1 3.  

1 6 7.  M artí n e z -Pi nill a, E., et al., R e gi o n al a n d G e n d er St u d y of N e ur o n al D e nsit y i n Br ai n d uri n g A gi n g 

a n d i n Al z h ei m er's Dis e as e. Fr o nt A gi n g N e ur os ci, 2 0 1 6. 8: p. 2 1 3.  

1 6 8.  C h a n g, H. Y., T. K. S a n g, a n d A. S. C hi a n g, U nt a n gli n g t h e Ta u o p at h y f or Al z h ei m er's dis e as e a n d 

p ar ki ns o nis m. J Bi o m e d S ci, 2 0 1 8. 2 5( 1): p. 5 4.  

1 6 9.  B ussi èr e, T., et al., Pr o gr essi v e d e g e n er ati o n of n o n p h os p h or yl at e d n e ur ofil a m e nt pr ot ei n -e nri c h e d 

p yr a mi d al  n e ur o ns  pr e di cts  c o g niti v e  i m p air m e nt  i n Al z h ei m er's  dis e as e:  st er e ol o gi c  a n al ysis  of 

pr efr o nt al c ort e x ar e a 9. J C o m p N e ur ol, 2 0 0 3. 4 6 3( 3): p. 2 8 1 -3 0 2.  

1 7 0.  L ass m a n n, H., et al., C ell d e at h i n Al z h ei m er's dis e as e e v al u at e d b y D N A fr a g m e nt ati o n i n sit u. 

A ct a N e ur o p at h ol o gi c a, 1 9 9 5. 8 9( 1): p. 3 5 -4 1.  

1 7 1.  Fr a d e, J. M. a n d M. C. O v ej er o -B e nit o, N e ur o n al c ell c y cl e: t h e n e ur o n its elf a n d its cir c u mst a n c es. 

C ell C y cl e, 2 0 1 5. 1 4( 5): p. 7 1 2 -2 0.  

1 7 2.  U n g ur e a n u,  A. A.,  et  al.,  A m yl oi d  b et a  oli g o m ers  i n d u c e  n e ur o n al  el asti cit y  c h a n g es  i n  a g e -

d e p e n d e nt m a n n er: a f or c e s p e ctr os c o p y st u d y o n li vi n g hi p p o c a m p al n e ur o ns. S ci R e p, 2 0 1 6. 6: p. 

2 5 8 4 1.  

1 7 3.  I a n ni elli,  A.,  et  al.,  P h ar m a c ol o gi c al  I n hi biti o n  of  N e cr o pt osis  Pr ot e cts  fr o m  D o p a mi n er gi c 

N e ur o n al C ell D e at h i n P ar ki ns o n & # x 2 0 1 9;s Dis e as e M o d els. C ell R e p orts, 2 0 1 8. 2 2( 8): p. 2 0 6 6 -

2 0 7 9.  

1 7 4.  Ya s u d a ,   T. ,   Y.  N a k at a,  a n d  H.  M o c hi z u ki, α -S y n u cl ei n  a n d  N e ur o n al  C ell  D e at h.  M ol e c ul ar 

N e ur o bi ol o g y, 2 0 1 3. 4 7( 2): p. 4 6 6 -4 8 3.  

1 7 5.  D e cr ess a c,  M.,  et  al.,  Pr o gr essi v e  n e ur o d e g e n er ati v e  a n d  b e h a vi o ur al  c h a n g es  i n d u c e d  b y A A V -

m e di at e d o v er e x pr essi o n of α -s y n u cl ei n i n mi d b r ai n d o p a mi n e n e ur o ns. N e ur o bi ol o g y of Dis e as e, 

2 0 1 2. 4 5( 3): p. 9 3 9 -9 5 3.  

1 7 6.  Ta n a k a,  Y.,  et  al.,  I n d u ci bl e  e x pr essi o n  of  m ut a nt α -s y n u cl ei n d e cr e as es pr ot e as o m e a cti vit y a n d 

i n cr e as es s e nsiti vit y t o mit o c h o n dri a-d e p e n d e nt a p o pt osis. H u m a n M ol e c ul ar G e n eti cs, 2 0 0 1. 1 0( 9): 

p. 9 1 9 -9 2 6.  

1 7 7.  Fr e e m a n,  D.,  et  al.,  Al p h a -S y n u cl ei n  I n d u c es  L ys os o m al  R u pt ur e  a n d  C at h e psi n  D e p e n d e nt 

R e a cti v e O x y g e n S p e ci es F oll o wi n g E n d o c yt osis. P L O S O N E, 2 0 1 3. 8( 4): p. e 6 2 1 4 3.  

1 7 8.  C hi,  H.,  H. -Y.   C h a n g ,   a n d   T. -K.  S a n g,  N e ur o n al  C el l  D e at h  M e c h a nis ms  i n  M aj or 

N e ur o d e g e n er ati v e Dis e as es. I nt er n ati o n al J o ur n al of M ol e c ul ar S ci e n c es, 2 0 1 8. 1 9( 1 0): p. 3 0 8 2.  

1 7 9.  S á n c h e z -P er n a ut e, R., et al., I nsi g hts i nt o P ar ki ns o n's dis e as e m o d els a n d n e ur ot o xi cit y usi n g n o n -
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i n v asi v e i m a gi n g. T o xi c ol o g y a n d A p pli e d P h ar m a c ol o g y, 2 0 0 5. 2 0 7( 2, S u p pl e m e nt): p. 2 5 1 -2 5 6.  

1 8 0.  H o o g e v e e n, A. T., et al., C h ar a ct eri z ati o n a n d l o c ali z ati o n of t h e H u nti n gt o n dis e as e g e n e pr o d u ct. 

H u m a n M ol e c ul ar G e n eti cs, 1 9 9 3. 2( 1 2): p. 2 0 6 9 -2 0 7 3.  

1 8 1.  R u bi ns zt ei n,  D. C.,  et  al.,  A n al ysis  of  t h e  h u nti n gti n  g e n e  r e v e als  a  tri n u cl e oti d e -l e n gt h 

p ol y m or p his m  i n  t h e  r e gi o n  of  t h e  g e n e  t h at  c o nt ai ns  t w o  C C G -ri c h  str et c h es  a n d  a  c orr el ati o n 

b et w e e n d e cr e as e d a g e of o ns et of H u nti n gt o n's dis e as e a n d C A G r e p e at n u m b er. H u m M ol G e n et, 

1 9 9 3. 2( 1 0): p. 1 7 1 3 -5.  

1 8 2.  L e e  ,  J. -T.,  et  al.,  A m yl oi d -β p e pti d e  i n d u c es  oli g o d e n dr o c yt e  d e at h  b y  a cti v ati n g  t h e  n e utr al 

s p hi n g o m y eli n as e – c er a mi d e p at h w a y. J o ur n al of C ell Bi ol o g y, 2 0 0 4. 1 6 4( 1): p. 1 2 3 -1 3 1.  

1 8 3.  Kl u n k, W. E., et al., Bi n di n g of t h e P ositr o n E mis si o n T o m o gr a p h y Tr a c er Pitts b ur g h C o m p o u n d -B 

R efl e cts  t h e A m o u nt  of A m yl oi d -β i n Al z h ei m er & # 0 3 9;s  Dis e as e  Br ai n  B ut  N ot  i n  Tr a ns g e ni c 

M o us e Br ai n. T h e J o ur n al of N e ur os ci e n c e, 2 0 0 5. 2 5( 4 6): p. 1 0 5 9 8.  

1 8 4.  Va l l a ,   J . ,   e t   a l . ,   E ff e c t s   o f   I  m a g e  R es ol uti o n  o n  A ut or a di o gr a p hi c  M e as ur e m e nts  of  P ost eri or 

Ci n g ul at e  A cti vit y  i n  P D A P P  Mi c e:  I m pli c ati o ns  f or  F u n cti o n al  Br ai n  I m a gi n g  St u di es  of 

Tr a ns g e ni c M o us e M o d els of Al z h ei m er's Dis e as e. N e ur oI m a g e, 2 0 0 2. 1 6( 1): p. 1 -6.  

1 8 5.  T o y a m a,  H.,  et  al.,  P E T  i m a gi n g  of  br ai n  wit h  t h e β -a m yl oi d  pr o b e,  [ 1 1 C] 6 -O H -B T A -1,  i n  a 

tr a ns g e ni c  m o us e  m o d el  of  Al z h ei m er’s  dis e as e.  E ur o p e a n  J o ur n al  of  N u cl e ar  M e di ci n e  a n d 

M ol e c ul ar I m a gi n g, 2 0 0 5. 3 2( 5): p. 5 9 3 -6 0 0.  

1 8 6.  Str o m e,  E. M.  a n d  D.J.  D o u d et, A ni m al  M o d els  of  N e ur o d e g e n er ati v e  Dis e as e:  I nsi g hts  fr o m  I n 

vi v o I m a gi n g St u di es. M ol e c ul ar I m a gi n g a n d Bi ol o g y, 2 0 0 7. 9( 4): p. 1 8 6 -1 9 5.  

1 8 7.  Fr e g a,  M.,  I n Vitr o  N e ur o n al  N et w or ks,  i n  N e ur o n al  N et w or k  D y n a mi cs  i n  2 D  a n d  3 D  i n  vitr o 

N e ur o e n gi n e er e d S yst e ms. 2 0 1 6, S pri n g er I nt er n ati o n al P u blis hi n g: C h a m. p. 3 1 -4 1.  

1 8 8.  Elf arr as h,  S.,  et  al.,  Or g a n ot y pi c  sli c e  c ult ur e  m o d el  d e m o nstr at es  i nt er -n e ur o n al  s pr e a di n g  of 

al p h a -s y n u cl ei n a g gr e g at es. A ct a N e ur o p at h ol o gi c a C o m m u ni c ati o ns, 2 0 1 9. 7( 1): p. 2 1 3.  

1 8 9.  Fr o ul a,  J. M.,  et  al., α -S y n u cl e i n  fi bril-i n d u c e d  p ar a d o xi c al  str u ct ur al  a n d  f u n cti o n al  d ef e cts  i n 

hi p p o c a m p al n e ur o ns. A ct a N e ur o p at h ol o gi c a C o m m u ni c ati o ns, 2 0 1 8. 6( 1): p. 3 5.  

1 9 0.  D' A g osti n o, D. P., R. W. P ut n a m, a n d J. B. D e a n, S u p er o xi d e (· O 2 −) Pr o d u cti o n i n C A 1 N e ur o ns of 

R at Hi p p o c a m p al Sli c es E x p os e d t o Gr a d e d L e v els of O x y g e n. J o ur n al of N e ur o p h ysi ol o g y, 2 0 0 7. 

9 8( 2): p. 1 0 3 0 -1 0 4 1.  

1 9 1.  R aiss,  C. C.,  et  al.,  F u n cti o n all y  diff er e nt α -s y n u cl ei n  i n cl usi o ns  yi el d  i nsi g ht  i nt o  P ar ki ns o n’s 

dis e as e p at h ol o g y. S ci e ntifi c R e p orts, 2 0 1 6. 6( 1): p . 2 3 1 1 6. 

1 9 2.  H assi n k, G. C., et al., E x o g e n o us α -s y n u cl ei n hi n d ers s y n a pti c c o m m u ni c ati o n i n c ult ur e d c orti c al 

pri m ar y r at n e ur o ns. P L O S O N E, 2 0 1 8. 1 3( 3): p. e 0 1 9 3 7 6 3.  

1 9 3.  C o urt e, J., et al., T h e e x pr essi o n l e v el of al p h a -s y n u cl ei n i n diff er e nt n e ur o n al p o p ul ati o ns is t h e 

pri m ar y d et er mi n a nt of its pri o n -li k e s e e di n g. S ci e ntifi c R e p orts, 2 0 2 0. 1 0( 1): p. 4 8 9 5. 
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1 9 4.  Ta g u c hi,  K.,  et  al.,  Diff er e nti al  E x pr essi o n  of Al p h a -S y n u cl ei n i n Hi p p o c a m p al N e ur o ns. P L O S 

O N E, 2 0 1 4. 9( 2): p. e 8 9 3 2 7.  

1 9 5.  P e el a erts, W., et al., α -S y n u cl ei n str ai ns c a us e disti n ct s y n u cl ei n o p at hi es aft er l o c al a n d s yst e mi c 

a d mi nistr ati o n. N at ur e, 2 0 1 5. 5 2 2( 7 5 5 6): p. 3 4 0 -3 4 4.  

1 9 6.  N e m a ni, V. M., et al., I n cr e as e d E x pr essi o n of α -S y n u cl ei n R e d u c es N e ur otr a ns mitt er R el e as e b y 

I n hi biti n g S y n a pti c Vesi cl e R e cl ust eri n g aft er E n d o c yt osis. N e ur o n, 2 0 1 0. 6 5( 1): p. 6 6 -7 9.  

1 9 7.  M o bi ni,  S.,  et  al.,  A d v a n c es  i n  e x  vi v o  m o d els  a n d  l a b -o n -a -c hi p  d e vi c es  f or  n e ur al  tiss u e 

e n gi n e eri n g. Bi o m at eri als, 2 0 1 9. 1 9 8: p. 1 4 6 -1 6 6.  

1 9 8.  R ai m o n di, I., et al., Or g a n -O n -A -C h i p i n vitr o M o d els of t h e Br ai n a n d t h e Bl o o d-Br ai n B arri er 

a n d  T h eir  Val u e  t o  St u d y  t h e  Mi cr o bi ot a -G ut -Br ai n  A xis  i n  N e ur o d e g e n er ati o n.  Fr o nt  Bi o e n g 

Bi ot e c h n ol, 2 0 1 9. 7: p. 4 3 5.  

1 9 9.  M ar x, V., N e ur os ci e n c e m o d els: c h o os e y o ur di m e nsi o n. N at M et h o ds, 2 0 1 8.  1 5( 1 1): p. 8 6 3 -8 6 6.  

2 0 0.  Z h u a n g, P., et al., 3 D n e ur al tiss u e m o d els: Fr o m s p h er oi ds t o bi o pri nti n g. Bi o m at eri als, 2 0 1 8. 1 5 4: 

p. 1 1 3 -1 3 3.  

2 0 1.  L o v ett, M. L., et al., I n n o v ati o ns i n 3 -Di m e nsi o n al Tiss u e M o d els of H u m a n Br ai n P h ysi ol o g y a n d 

Dis e as es. A d v F u n ct M at er, 2 0 2 0. 3 0( 4 4).  

2 0 2.  H of er, M. a n d M. P. L ut olf, E n gi n e eri n g or g a n oi ds. N at R e v M at er, 2 0 2 1: p. 1 -1 9.  

2 0 3.  A h a di a n, S., et al., Or g a n -O n -A -C hi p Pl atf or ms: A C o n v er g e n c e of A d v a n c e d M at eri als, C ells, a n d 

Mi cr os c al e Te c h n ol o gi es. A d v H e alt h c M at er, 2 0 1 8. 7( 2).  

2 0 4.  S u n g, J. H., et al., R e c e nt A d v a n c es i n B o d y -o n -a -C hi p S yst e ms. A n al yti c al C h e mistr y, 2 0 1 9. 9 1( 1): 

p. 3 3 0 -3 5 1.  

2 0 5.  F ei n er m a n,  O.,  A.  R ot e m,  a n d  E.  M os es,  R eli a bl e  n e ur o n al  l o gi c  d e vi c es  fr o m  p att er n e d 

hi p p o c a m p al c ult ur es. N at ur e P h ysi cs, 2 0 0 8. 4( 1 2): p. 9 6 7 -9 7 3.  

2 0 6.  H ar d el a uf, H., et al., Mi cr o p att er ni n g n e ur o n al n et w or ks. A n al yst, 2 0 1 4. 1 3 9( 1 3): p. 3 2 5 6 -3 2 6 4.  

2 0 7.  J a n g, M.J. a n d Y. N a m, G e o m etri c eff e ct of c ell a d h esi v e p ol y g o n al mi cr o p att er ns o n n e urit o g e n esis 

a n d a x o n g ui d a n c e. J N e ur al E n g, 2 0 1 2. 9( 4): p. 0 4 6 0 1 9.  

2 0 8.  Ta yl or, A. M., et al., Mi cr ofl ui di c M ulti c o m p art m e nt D e vi c e f or N e ur os ci e n c e R es e ar c h. L a n g m uir, 

2 0 0 3. 1 9( 5): p. 1 5 5 1 -1 5 5 6.  

2 0 9.  Ta yl or,  A. M.,  et  al.,  A  mi cr ofl ui di c  c ult ur e  pl atf or m  f or  C N S  a x o n al  i nj ur y,  r e g e n er ati o n  a n d 

tr a ns p ort. N at ur e M et h o ds, 2 0 0 5. 2( 8): p. 5 9 9-6 0 5.  

2 1 0.  Gl a d k o v, A.,  et  al.,  D esi g n  of  C ult ur e d  N e ur o n  N et w or ks  i n  vitr o  wit h  Pr e d efi n e d  C o n n e cti vit y 

Usi n g As y m m etri c Mi cr ofl ui di c C h a n n els. S ci e ntifi c R e p orts, 2 0 1 7. 7( 1): p. 1 5 6 2 5.  

2 1 1.  M o ut a u x,  E.,  et al.,  A n  i nt e gr at e d  mi cr ofl ui di c/ mi cr o el e ctr o d e  arr a y  f or  t h e  st u d y  of  a cti vit y -

d e p e n d e nt i ntr a c ell ul ar d y n a mi cs i n n e ur o n al n et w or ks. L a b o n a C hi p, 2 0 1 8. 1 8( 2 2): p. 3 4 2 5 -3 4 3 5.  
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2 1 2.  S os ci a,  D.,  et  al.,  C o ntr oll e d  pl a c e m e nt  of  m ulti pl e  C N S  c ell  p o p ul ati o ns t o  cr e at e  c o m pl e x 

n e ur o n al c ult ur es. P L O S O N E, 2 0 1 7. 1 2( 1 1): p. e 0 1 8 8 1 4 6.  

2 1 3.  K ajt e z, J., et al., 3 D -Pri nt e d S oft Lit h o gr a p h y f or C o m pl e x C o m p art m e nt ali z e d Mi cr ofl ui di c N e ur al 

D e vi c es. A d v a n c e d S ci e n c e, 2 0 2 0. 7( 1 6): p. 2 0 0 1 1 5 0.  

2 1 4.  N d y a b a w e,  K.,  et  al., Br ai n -o n -a -C hi p  D e vi c e  f or  M o d eli n g  M ultir e gi o n al  N et w or ks.  A C S 

Bi o m at eri als S ci e n c e & E n gi n e eri n g, 2 0 2 1. 7( 1): p. 3 5 0 -3 5 9.  

2 1 5.  P ar k,  J.,  et  al.,  T hr e e -di m e nsi o n al  br ai n -o n -a -c hi p  wit h  a n  i nt erstiti al  l e v el  of  fl o w  a n d  its 

a p pli c ati o n as a n i n vitr o m o d el  of Al z h ei m er's dis e as e. L a b o n a C hi p, 2 0 1 5. 1 5( 1): p. 1 4 1 -1 5 0.  

2 1 6.  J e o n g, G. S., et al., N et w or k e d n e ur al s p h er oi d b y n e ur o -b u n dl e mi mi c ki n g n er v o us s yst e m cr e at e d 

b y t o p ol o g y eff e ct. M ol e c ul ar Br ai n, 2 0 1 5. 8( 1): p. 1 7.  

2 1 7.  K at o -N e gis hi, M., et al., Mil li m et er-Si z e d N e ur al B uil di n g Bl o c ks f or 3 D H et er o g e n e o us N e ur al 

N et w or k Ass e m bl y. A d v a n c e d H e alt h c ar e M at eri als, 2 0 1 3. 2( 1 2): p. 1 5 6 4 -1 5 7 0.  

2 1 8.  H ar b erts,  J.,  et  al.,  T o w ar d  Br ai n -o n -a -C hi p:  H u m a n  I n d u c e d  Pl uri p ot e nt  St e m  C ell -D eri v e d 

G ui d e d  N e ur o n al  N et w or ks  i n  Tail or -M a d e  3 D  N a n o pri nt e d  Mi cr os c aff ol ds. A C S  N a n o,  2 0 2 0. 

1 4( 1 0): p. 1 3 0 9 1 -1 3 1 0 2.  

2 1 9.  B o ot h, R. a n d H. Ki m, C h ar a ct eri z ati o n of a mi cr ofl ui di c i n vitr o m o d el of t h e bl o o d -br ai n b arri er 

( μB B B). L a b o n a C hi p, 2 0 1 2. 1 2( 1 0): p. 1 7 8 4 -1 7 9 2.  

2 2 0.  Kili c ,  O.,  et  al.,  Br ai n-o n -a -c hi p  m o d el  e n a bl es  a n al ysis  of  h u m a n  n e ur o n al  diff er e nti ati o n  a n d 

c h e m ot a xis. L a b o n a C hi p, 2 0 1 6. 1 6( 2 1): p. 4 1 5 2 -4 1 6 2.  

2 2 1.  B a n g, S., et al., A L o w P er m e a bilit y Mi cr ofl ui di c Bl o o d -Br ai n B arri er Pl atf or m wit h Dir e ct C o nt a ct 

b et w e e n P erf us a bl e Vas c ul ar N et w or k a n d Astr o c yt es. S ci e ntifi c R e p orts, 2 0 1 7. 7( 1): p. 8 0 8 3.  

2 2 2.  H u b er, D., et al., H y dr o d y n a mi cs i n C ell St u di es. C h e mi c al R e vi e ws, 2 0 1 8. 1 1 8( 4): p. 2 0 4 2 -2 0 7 9.  

2 2 3.  Alrif ai y, A.,  O. A.  Li n d a hl,  a n d  K.  R a ms er,  P ol y m er -B as e d  Mi cr of l ui di c  D e vi c es  f or  P h ar m a c y, 

Bi ol o g y a n d Tiss u e E n gi n e eri n g. P ol y m ers, 2 0 1 2. 4( 3): p. 1 3 4 9 -1 3 9 8.  

2 2 4.  R e n,  K., Y.  C h e n,  a n d  H.  W u,  N e w  m at eri als  f or  mi cr ofl ui di cs  i n  bi ol o g y.  C urr e nt  O pi ni o n  i n 

Bi ot e c h n ol o g y, 2 0 1 4. 2 5: p. 7 8 -8 5.  

2 2 5.  Ni e, J., J. F u, a n d Y.  H e, H y dr o g els: t h e n e xt g e n er ati o n b o d y m at eri als f or mi cr ofl ui di c  c hi ps ? 

S m all, 2 0 2 0. 1 6( 4 6): p. 2 0 0 3 7 9 7.  

2 2 6.  C h u n g, B. G., et al., Mi cr ofl ui di c f a bri c ati o n of mi cr o e n gi n e er e d h y dr o g els a n d t h eir a p pli c ati o n i n 

tiss u e e n gi n e eri n g. L a b o n a C hi p, 2 0 1 2. 1 2( 1): p. 4 5-5 9.  

2 2 7.  H w a n g, J., et al., Mi cr o c h a n n el f a bri c ati o n o n gl ass m at eri als f or mi cr ofl ui di c d e vi c es. I nt er n ati o n al 

J o ur n al of Pr e cisi o n E n gi n e eri n g a n d M a n uf a ct uri n g, 2 0 1 9. 2 0( 3): p. 4 7 9 -4 9 5.  

2 2 8.  B e e b e, D.J., G. A. M e nsi n g, a n d G. M. Wal k er, P h ysi cs  a n d a p pli c ati o ns of mi cr ofl ui di cs i n bi ol o g y. 

A n n u al r e vi e w of bi o m e di c al e n gi n e eri n g, 2 0 0 2. 4( 1): p. 2 6 1 -2 8 6.  
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2 2 9.  N g u y e n, N. -T., S. T. Wer el e y, a n d S. A. M. S h a e g h, F u n d a m e nt als a n d a p pli c ati o ns of mi cr ofl ui di cs. 

2 0 1 9: Art e c h h o us e.  

2 3 0.  Ta yl or, A. M., et a l., Mi cr ofl ui di c L o c al P erf usi o n C h a m b ers f or t h e Vis u ali z ati o n a n d M a ni p ul ati o n 

of S y n a ps es. N e ur o n, 2 0 1 0. 6 6( 1): p. 5 7 -6 8.  

2 3 1.  P e yri n,  J. -M.,  et  al.,  A x o n  di o d es  f or  t h e  r e c o nstr u cti o n  of  ori e nt e d  n e ur o n al  n et w or ks  i n 

mi cr ofl ui di c c h a m b ers. L a b o n a C hi p, 2 0 1 1. 1 1( 2 1): p. 3 6 6 3 -3 6 7 3.  

2 3 2.  D el e glis e,  B.,  et  al.,  S y n a pt o -Pr ot e cti v e  Dr u gs  E v al u ati o n  i n  R e c o nstr u ct e d  N e ur o n al  N et w or k. 

P L O S O N E, 2 0 1 3. 8( 8): p. e 7 1 1 0 3.  

2 3 3.  D el e glis e,  B.,  et  al.,  D ysr e g ul at e d  N e ur otr a ns missi o n  i n d u c es  Tr a ns -s y n a pti c  d e g e n er ati o n  i n 

r e c o nstr u ct e d N e ur o n al N et w or ks. S ci e ntifi c R e p orts, 2 0 1 8. 8( 1): p. 1 1 5 9 6.  

2 3 4.  Ta n,  V. X.,  et  al.,  N e ur ot o xi cit y  of  t h e  C y a n ot o xi n  B M A A  T hr o u g h  A x o n al  D e g e n er ati o n  a n d 

I nt er c ell ul ar S pr e a di n g. N e ur ot o xi cit y R es e ar c h, 2 0 1 8. 3 3( 1): p. 6 2 -7 5.  

2 3 5.  L ass us , B., et al., Gl ut a m at er gi c a n d d o p a mi n er gi c m o d ul ati o n of c orti c o-stri at al cir c uits pr o b e d b y 

d y n a mi c c al ci u m i m a gi n g of n et w or ks r e c o nstr u ct e d i n mi cr ofl ui di c c hi ps. S ci e ntifi c R e p orts, 2 0 1 8. 

8( 1): p. 1 7 4 6 1.  

2 3 6.  D el e glis e, B., et al., β -a m yl oi d i n d u c es a d yi n g -b a c k pr o c ess a n d r e m ot e tr a ns -s y n a pti c alt er ati o ns 

i n a mi cr ofl ui di c-b as e d r e c o nstr u ct e d n e ur o n al n et w or k. A ct a N e ur o p at h ol o gi c a C o m m u ni c ati o ns, 

2 0 1 4. 2( 1): p. 1 4 5.  

2 3 7.  K a m u d z a n d u, M., et al., A mi cr o -f a bri c at e d i n vitr o c o m pl e x n e ur o n al cir c uit pl atf or m. Bi o m e di c al 

P h ysi cs & a m p; E n gi n e eri n g E x pr ess, 2 0 1 9. 5( 4): p. 0 4 5 0 1 6.  

2 3 8.  R e n a ult,  R.,  et  al.,  As y m m etri c  a x o n al  e d g e  g ui d a n c e:  a  n e w  p ar a di g m  f or  b uil di n g  ori e nt e d 

n e ur o n al n et w or ks. L a b C hi p, 2 0 1 6. 1 6( 1 2): p. 2 1 8 8 -9 1.  

2 3 9.  C o urt e,  J.,  et al.,  R e c o nstr u cti o n  of  dir e ct e d  n e ur o n al  n et w or ks  i n  a  mi cr ofl ui di c  d e vi c e  wit h 

as y m m etri c mi cr o c h a n n els, i n M et h o ds i n C ell Bi ol o g y, D. A. Fl et c h er, J. D o h, a n d M. Pi el, E dit ors. 

2 0 1 8, A c a d e mi c Pr ess. p. 7 1 -9 5.  

2 4 0.  C o urt e,  J.,  et  al.,  Q u a ntit ati v e  st u d y  o f  al p h a-s y n u cl ei n  pri o n -li k e  s pr e a di n g  i n  f ull y  ori e nt e d 

r e c o nstr u ct e d n e ur al n et w or ks r e v e als n o n-s y n a pti c diss e mi n ati o n of s e e di n g a g gr e g at es. bi o R xi v, 

2 0 2 1: p. 2 0 2 1. 1 0. 0 6. 4 6 3 3 7 9.  

2 4 1.  C o urt e,  J.,  et  al.,  R e c o nstr u cti o n  of  dir e ct e d  n e ur o n al  n et w or ks  i n  a  mi cr ofl ui di c  d e vi c e  wit h 

as y m m etri c mi cr o c h a n n els. M et h o ds C ell Bi ol, 2 0 1 8. 1 4 8: p. 7 1 -9 5.  

2 4 2.  H oll o w a y,  P. M.,  et  al., As y m m etri c  c o nfi n e m e nt  f or  d efi ni n g  o ut gr o wt h  dir e cti o n alit y.  L a b  o n  a 

C hi p, 2 0 1 9. 1 9( 8): p. 1 4 8 4 -1 4 8 9.  

2 4 3.  F orr ó, C., et al., M o d ul ar  mi cr ostr u ct ur e d esi g n t o b uil d n e ur o n al n et w or ks of d efi n e d f u n cti o n al 

c o n n e cti vit y. Bi os e ns ors a n d Bi o el e ctr o ni cs, 2 0 1 8. 1 2 2: p. 7 5 -8 7.  

2 4 4.  Us e n o vi c,  M.,  et  al.,  I nt er n ali z e d  Ta u  Oli g o m ers  C a us e  N e ur o d e g e n er ati o n  b y  I n d u ci n g 
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A c c u m ul ati o n of P at h o g e ni c T a u i n H u m a n N e ur o ns D eri v e d fr o m I n d u c e d Pl uri p ot e nt St e m C ells. 

T h e J o ur n al of N e ur os ci e n c e, 2 0 1 5. 3 5( 4 2): p. 1 4 2 3 4 -1 4 2 5 0.  

2 4 5.  W u,  J. W.,  et  al.,  S m all  misf ol d e d  Ta u  s p e ci es  ar e  i nt er n ali z e d  vi a  b ul k  e n d o c yt osis  a n d 

a nt er o gr a d el y a n d r etr o gr a d el y tr a ns p or t e d i n n e ur o ns. J Bi ol C h e m, 2 0 1 3. 2 8 8( 3): p. 1 8 5 6-7 0.  

2 4 6.  Ta k e d a, S., et al., N e ur o n al u pt a k e a n d pr o p a g ati o n of a r ar e p h os p h or yl at e d hi g h -m ol e c ul ar -w ei g ht 

t a u d eri v e d fr o m Al z h ei m er’s dis e as e br ai n. N at ur e C o m m u ni c ati o ns, 2 0 1 5. 6( 1): p. 8 4 9 0. 

2 4 7.  N o b u h ar a, C. K., et al., Ta u A nti b o d y Tar g eti n g P at h ol o gi c al S p e ci es Bl o c ks N e ur o n al U pt a k e a n d 

I nt er n e ur o n Pr o p a g ati o n of Ta u i n Vitr o. T h e A m eri c a n J o ur n al of P at h ol o g y, 2 0 1 7. 1 8 7( 6): p. 1 3 9 9 -

1 4 1 2.  

2 4 8.  W u,  J. W.,  et  al.,  N e ur o n al  a cti vit y  e n h a n c es  t a u  pr o p a g a ti o n  a n d  t a u  p at h ol o g y  i n  vi v o.  N at ur e 

N e ur os ci e n c e, 2 0 1 6. 1 9( 8): p. 1 0 8 5 -1 0 9 2.  

2 4 9.  C al af at e,  S.,  et  al.,  S y n a pti c  C o nt a cts  E n h a n c e  C ell -t o-C ell  Ta u  P at h ol o g y  Pr o p a g ati o n.  C ell 

R e p orts, 2 0 1 5. 1 1( 8): p. 1 1 7 6 -1 1 8 3.  

2 5 0.  Wa n g,  Y.,  et  al.,  T h e  r el e as e  a n d  tr a ns -s y n a pti c  tr a ns missi o n  of  Ta u  vi a  e x os o m es.  M ol e c ul ar 

N e ur o d e g e n er ati o n, 2 0 1 7. 1 2( 1): p. 5.  

2 5 1.  S o n g, H. -L., et al., β -A m yl oi d is tr a ns mitt e d vi a n e ur o n al c o n n e cti o ns al o n g a x o n al m e m br a n es. 

A n n als of N e ur ol o g y, 2 0 1 4. 7 5( 1): p. 8 8 -9 7.  

2 5 2.  C h oi, Y.J., e t al., N e ur ot o xi c a m yl oi d b et a oli g o m eri c ass e m bli es r e cr e at e d i n mi cr ofl ui di c pl atf or m 

wit h i nt erstiti al l e v el of sl o w fl o w. S ci e ntifi c R e p orts, 2 0 1 3. 3( 1): p. 1 9 2 1.  

2 5 3.  C h o,  H.,  et  al.,  Mi cr ofl ui di c  C h e m ot a xis  Pl atf or m  f or  Diff er e nti ati n g  t h e  R ol es  of  S ol u bl e  a n d 

B o u n d A m yl oi d -β o n Mi cr o gli al A c c u m ul ati o n. S ci e ntifi c R e p orts, 2 0 1 3. 3( 1): p. 1 8 2 3.  

2 5 4.  Bi a n c o,  F.,  et  al.,  O v erfl o w  Mi cr ofl ui di c  N et w or ks: A p pli c ati o n  t o  t h e  Bi o c h e mi c al A n al ysis  of 

Br ai n  C ell  I nt er a cti o ns  i n  C o m pl e x  N e ur oi nfl a m m at or y  S c e n ari os. A n al yti c al  C h e mistr y,  2 0 1 2. 

8 4( 2 2): p. 9 8 3 3 -9 8 4 0.  

2 5 5.  Br a hi c, M., et al., A x o n al tr a ns p ort a n d s e cr eti o n of fi brill ar f or ms of α -s y n u cl ei n, A β 4 2 p e pti d e 

a n d H T T E x o n 1. A ct a N e ur o p at h ol o gi c a, 2 0 1 6. 1 3 1( 4): p. 5 3 9 -5 4 8.  

2 5 6.  Fr e u n dt, E. C., et al., N e ur o n -t o-n e ur o n tr a ns missi o n of α -s y n u cl ei n fi brils t hr o u g h a x o n al tr a ns p ort. 

A n n N e ur ol, 2 0 1 2. 7 2( 4): p. 5 1 7 -2 4.  

2 5 7.  Gri b a u d o,  S.,  et  al.,  Pr o p a g ati o n  of α -S y n u cl ei n  Str ai ns  wit hi n  H u m a n  R e c o nstr u ct e d  N e ur o n al 

N et w or k. St e m C ell R e p orts, 2 0 1 9. 1 2( 2): p.  2 3 0 -2 4 4.  

2 5 8.  Pr ots, I., et al., al p h a -S y n u cl ei n oli g o m ers i n d u c e e arl y a x o n al d ysf u n cti o n i n h u m a n i P S C -b as e d 

m o d els of s y n u cl ei n o p at hi es. Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 2 0 1 8. 1 1 5( 3 0): p. 7 8 1 3 -7 8 1 8.  

2 5 9.  Os a ki, T., et al., I n Vitr o Mi cr ofl ui di c M o d els f or N e u r o d e g e n er ati v e Dis or d ers. A d v H e alt h c M at er, 

2 0 1 8. 7( 2).  
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2 6 0.  Virl o g e u x, A., et al., R e c o nstit uti n g C orti c ostri at al N et w or k o n -a -C hi p R e v e als t h e C o ntri b uti o n of 

t h e Pr es y n a pti c C o m p art m e nt t o H u nti n gt o n’s Dis e as e. C ell R e p orts, 2 0 1 8. 2 2( 1): p. 1 1 0-1 2 2.  

2 6 1.  L ei, Y., et al., A n o n -c hi p m o d el f or i n v esti g ati n g t h e i nt er a cti o n b et w e e n n e ur o ns a n d c a n c er c ells. 

I nt e gr ati v e Bi ol o g y, 2 0 1 6. 8( 3): p. 3 5 9-3 6 7.  

2 6 2.  T h ér y, M., Mi cr o p att er ni n g as a t o ol t o d e ci p h er c ell m or p h o g e n esis a n d f u n cti o ns. J o ur n al of C ell 

S c i e n c e, 2 0 1 0. 1 2 3( 2 4): p. 4 2 0 1-4 2 1 3.  

2 6 3.  T o m b a,  C.  a n d  C.  Vill ar d,  Br ai n  c ells  a n d  n e ur o n al  n et w or ks:  E n c o u nt ers  wit h  c o ntr oll e d 

mi cr o e n vir o n m e nts. Mi cr o el e ctr o ni c E n gi n e eri n g, 2 0 1 5. 1 3 2: p. 1 7 6 -1 9 1.  

2 6 4.  A e b ers ol d, M.J., et al., “ Br ai ns o n a c hi p ”: T o w ar d s e n gi n e er e d n e ur al n et w or ks. Tr A C Tr e n ds i n 

A n al yti c al C h e mistr y, 2 0 1 6. 7 8: p. 6 0 -6 9.  

2 6 5.  Fri c k e,  R.,  et  al.,  A x o n  g ui d a n c e  of  r at  c orti c al  n e ur o ns  b y  mi cr o c o nt a ct  pri nt e d  gr a di e nts. 

Bi o m at eri als, 2 0 1 1. 3 2( 8): p. 2 0 7 0 -6.  

2 6 6.  H ar d el a uf, H., et al., Mi cr o p att er ni n g n e ur o n al n et w or ks. A n al yst, 2 0 1 4. 1 3 9( 1 3): p. 3 2 5 6 -6 4.  

2 6 7.  S z el e c h o ws ki,  M.,  et  al.,  A  vir al  p e pti d e  t h at  t ar g ets  mit o c h o n dri a  pr ot e cts  a g ai nst  n e ur o n al 

d e g e n er ati o n i n m o d els of P ar ki ns o n's dis e as e. N at ur e C o m m u ni c ati o ns, 2 0 1 4. 5.  

2 6 8.  R e n a ult, R., et al., C o m bi ni n g mi cr ofl ui di cs, o pt o g e n eti cs a n d c al ci u m i m a gi n g t o st u d y n e ur o n al 

c o m m u ni c ati o n i n vitr o. P L o S O n e, 2 0 1 5. 1 0( 4): p. e 0 1 2 0 6 8 0.  

2 6 9.  Ya  m a d a ,   A. ,   e t   a l . ,   I n -m ol d  p att er ni n g  a n d  a cti o n a bl e  a x o -s o m ati c c o m p art m e nt ali z ati o n f or o n -

c h i p n e ur o n c ult ur e. L a b C hi p, 2 0 1 6. 1 6( 1 1): p. 2 0 5 9-6 8.  

2 7 0.  P at el, T. P., et al., A ut o m at e d q u a ntifi c ati o n of n e ur o n al n et w or ks a n d si n gl e -c ell c al ci u m d y n a mi cs 

usi n g c al ci u m i m a gi n g. J N e ur os ci M et h o ds, 2 0 1 5. 2 4 3: p. 2 6 -3 8.  

2 7 1.  S c hi n d eli n, J., et al., Fij i: a n o p e n-s o ur c e pl atf or m f or bi ol o gi c al -i m a g e a n al ysis. N at ur e M et h o ds, 

2 0 1 2. 9( 7): p. 6 7 6 -6 8 2.  

2 7 2.  Br es ki n, I., et al., P er c ol ati o n i n Li vi n g N e ur al N et w or ks. P h ysi c al R e vi e w L ett ers, 2 0 0 6. 9 7( 1 8): 

p. 1 8 8 1 0 2.  

2 7 3.  D el e glis e, B., et al., S y n a pt o -pr ot e ct i v e dr u gs e v al u ati o n i n r e c o nstr u ct e d n e ur o n al n et w or k. P L o S 

O n e, 2 0 1 3. 8( 8): p. e 7 1 1 0 3.  

2 7 4.  R oss, C. A. a n d M. A. P oiri er, Pr ot ei n a g gr e g ati o n a n d n e ur o d e g e n er ati v e dis e as e. N at ur e M e di ci n e, 

2 0 0 4. 1 0( 7): p. S 1 0 -S 1 7.  

2 7 5.  Br a a k, H., et al., I di o p at hi c P ar ki ns o n's dis e as e: p ossi bl e r o ut es b y w hi c h v ul n er a bl e n e ur o n al t y p es 

m a y b e s u bj e ct t o n e ur oi n v asi o n b y a n u n k n o w n p at h o g e n. J o ur n al of N e ur al Tr a ns missi o n, 2 0 0 3. 

1 1 0( 5): p. 5 1 7 -5 3 6.  

2 7 6.  Br a a k, H., et al., St a gi n g of br ai n p at h ol o g y r el at e d t o s p or a di c P ar k i ns o n’s dis e as e. N e ur o bi ol o g y 

of A gi n g, 2 0 0 3. 2 4( 2): p. 1 9 7 -2 1 1.  
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2 7 7.  B or g h a m m er, P., H o w d o es p ar ki ns o n's dis e as e b e gi n ? P ers p e cti v es o n n e ur o a n at o mi c al p at h w a ys, 

pri o ns, a n d hist ol o g y. M o v Dis or d, 2 0 1 8. 3 3( 1): p. 4 8 -5 7.  

2 7 8.  Br u n di n, P. a n d R. M el ki, Pr y i n g i nt o t h e Pri o n H y p ot h esis f or P ar ki ns o n's Dis e as e. J N e ur os ci, 

2 0 1 7. 3 7( 4 1): p. 9 8 0 8 -9 8 1 8.  

2 7 9.  Weil,  R. S.,  et  al.,  C urr e nt  c o n c e pts  a n d  c o ntr o v ersi es  i n  t h e  p at h o g e n esis  of  P ar ki ns o n's  dis e as e 

d e m e nti a a n d D e m e nti a wit h L e w y B o di es. F 1 0 0 0 R es, 2 0 1 7. 6:  p. 1 6 0 4.  

2 8 0.  A g u z zi,  A.  a n d  L.  R aj e n dr a n,  T h e  Tr a ns c ell ul ar  S pr e a d  of  C yt os oli c  A m yl oi ds,  Pri o ns,  a n d 

Pri o n oi ds. N e ur o n, 2 0 0 9. 6 4( 6): p. 7 8 3 -7 9 0.  

2 8 1.  K ar a, E., J. D. M ar ks, a n d A. A g u z zi, T o xi c Pr ot ei n S pr e a d i n N e ur o d e g e n er ati o n: R e alit y v ers us 

F a nt as y.  Tr e n ds i n M ol e c ul ar M e di ci n e, 2 0 1 8. 2 4( 1 2): p. 1 0 0 7 -1 0 2 0.  

2 8 2.  B o ur d e n x, M., et al., Pr ot ei n a g gr e g ati o n a n d n e ur o d e g e n er ati o n i n pr ot ot y pi c al n e ur o d e g e n er ati v e 

dis e as es:  E x a m pl es  of  a m yl oi d o p at hi es,  t a u o p at hi es  a n d  s y n u cl ei n o p at hi es.  Pr o gr ess  i n 

N e ur o bi o l o g y, 2 0 1 7. 1 5 5: p. 1 7 1-1 9 3.  

2 8 3.  Bl ättl er, T., et al., Pr P -e x pr essi n g tiss u e r e q uir e d f or tr a nsf er of s cr a pi e i nf e cti vit y fr o m s pl e e n t o 

br ai n. N at ur e, 1 9 9 7. 3 8 9( 6 6 4 6): p. 6 9 -7 3.  

2 8 4.  Br a n d n er,  S.,  et  al.,  N or m al  h ost  pri o n  pr ot ei n  ( Pr P C)  is  r e q uir e d  f or s cr a pi e  s pr e a d  wit hi n  t h e 

c e ntr al n er v o us s yst e m. Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 1 9 9 6. 9 3( 2 3): p. 1 3 1 4 8 -5 1.  

2 8 5.  P e n g, C., J. Q. Tr oj a n o ws ki, a n d V. M. Y. L e e, Pr ot ei n tr a ns missi o n i n n e ur o d e g e n er ati v e dis e as e. 

N at ur e R e vi e ws N e ur ol o g y, 2 0 2 0. 1 6( 4): p. 1 9 9 -2 1 2.  

2 8 6.  U e m ur a,  N.,  et  al.,  C ell -t o-C ell  Tr a ns missi o n  of  Ta u  a n d α -S y n u cl ei n.  Tr e n ds  i n  M ol e c ul ar 

M e di ci n e, 2 0 2 0. 2 6( 1 0): p. 9 3 6 -9 5 2.  

2 8 7.  E m m a n o uili d o u, E., et al., C ell -Pr o d u c e d α -S y n u cl ei n Is S e cr et e d i n a C al ci u m -D e p e n d e nt M a n n er 

b y E x os o m es a n d I m p a cts N e u r o n al S ur vi v al. T h e J o ur n al of N e ur os ci e n c e, 2 0 1 0. 3 0( 2 0): p. 6 8 3 8 -

6 8 5 1.  

2 8 8.  S a m a n,  S.,  et  al.,  E x os o m e -ass o ci at e d  t a u  is  s e cr et e d  i n  t a u o p at h y  m o d els  a n d  is  s el e cti v el y 

p h os p h or yl at e d i n c er e br os pi n al fl ui d i n e arl y Al z h ei m er dis e as e. J Bi ol C h e m, 2 0 1 2. 2 8 7( 6): p. 

3 8 4 2 -9.  

2 8 9.  Fl a vi n, W. P.,  et  al.,  E n d o c yti c  v esi cl e  r u pt ur e  is  a  c o ns er v e d  m e c h a nis m  of  c ell ul ar  i n v asi o n  b y 

a m yl oi d pr ot ei ns. A ct a N e ur o p at h ol o gi c a, 2 0 1 7. 1 3 4( 4): p. 6 2 9 -6 5 3.  

2 9 0.  J a n, A., et al., T h e Pri o n -Li k e S pr e a di n g of Al p h a -S y n u cl ei n i n  P ar ki ns o n’s Dis e as e: U p d at e o n 
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