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Abstract: The development of a biomimetic neuronal network from neural cells is a big challenge 

for  researchers.  Recent  advances  in  nanotechnology,  on  the  other  hand,  have  enabled 

unprecedented  tools and  techniques  for guiding and directing neural stem cell proliferation and 

differentiation  in  vitro  to  construct  an  in  vivo‐like  neuronal  network. Nanotechnology  allows 

control over neural stem cells by means of scaffolds that guide neurons to reform synaptic networks 

in suitable directions in 3D architecture, surface modification/nanopatterning to decide cell fate and 

stimulate/record  signals  from  neurons  to  find  out  the  relationships  between  neuronal  circuit 

connectivity and  their pathophysiological  functions. Overall, nanotechnology‐mediated methods 

facilitate precise physiochemical controls essential to develop tools appropriate for applications in 

neuroscience. This review emphasizes  the newest applications of nanotechnology  for examining 

central nervous system (CNS) roles and, therefore, provides an insight into how these technologies 

can be tested in vitro before being used in preclinical and clinical research and their potential role 

in regenerative medicine and tissue engineering. 
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1. Introduction 

Understanding  the  fundamental  biology  of  neural  tissue  growth  and  synapse 

formation assists to define overall functions performed by these tissues [1]. Owing to the 

complexity of the nervous system, to study neural activities such as synaptogenesis and 

axonal pathfinding, it is very crucial to isolate neuronal cells from their tissue niche and 

cultivate them in vitro [2]. Moreover, for the controlled growth of neural stem cells (NSCs) 

and their  differentiation into other cell types such as neurons and glial cells expressing 

oligodendrocyte and astrocyte lineage markers, an accurate balance of microenvironment 

factors is required [3,4]. Moreover, the complex neuronal network at different levels, from 

a minor network of several neurons to a huge assembly of thousands of cells, enables the 

neuronal network  to perform computations with astonishing reliability  in a very short 

timescale. Consequently, the goal to design and develop a well‐controlled neuronal circuit 

outside  the  human  brain  has  encouraged  scientists  to  discover  new  nanotechnology‐

assisted techniques to construct biomimetic neuronal networks in vitro [2]. These studies 

aim to give new insight into the development of in vitro neuronal testbeds for validation 
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of various pathogenic mechanisms  or new drugs prior  to  their use  in preclinical  and 

clinical applications for the treatment of neuronal diseases and, eventually, their potential 

roles in regenerative medicine and tissue engineering. 

Over  the  last  few  years,  nanotechnology  has  been  emerging  very  fast  for  its 

applications  in  biological  and  biomedical  sciences.  This  nanotechnology  is  generally 

defined as the manipulation of functional structures that have at least one dimension size 

from 1 nm to 100 nm [5]. However, there are different critical steps involved in designing, 

creating,  and  optimizing  nanostructures  through  nanofabrication  methods,  such  as 

bottom‐up synthesis of nanopatterned surfaces,  in addition  to  the characterization and 

evaluation of nanoscale matters  in conjunction with nano‐ or microinstrumentation.  In 

this paper, we have reviewed recent advances on different nanomaterials for their use in 

NSCs’  growth  and  differentiation  in  vitro.  We  have  highlighted  four  key 

nanotechnological aspects in artificial neuronal networks: (i) nanomaterials for neuronal 

network establishment, (ii) nanostructural design and fabrication for cell morphology and 

fate, (iii) nanotechnology‐assisted neuronal stimulation, and (iv) nanodevices for neuronal 

signal recording (Figure 1). 

 
Figure 1. Illustration of nano‐biotechnological approaches for neuroscience research. 

2. Nanotechnology for Neuronal Research 

2.1. Nanomaterials for Neuronal Network Establishment 

Many  efforts  have  been made  to  uncover  the  underlying molecular  and  cellular 

mechanisms associated with the formation of neuronal circuits. Scientists are working on 

developing  biomimetic  and  biocompatible  support  to  control  NSCs’  growth  and 

differentiation into ordered neuronal networks [6–8]. The growth supports are engineered 

to form 3D architecture for guiding primary brain cells to form  in vitro neural circuits. 

Various  types  of  surface  chemistries  of  support  materials  regulate  cell  adhesion, 

spreading, elongation, shape, and finally, cell fate [9,10]. This allows neurons to reform 

synaptic networks in suitable directions in 3D architecture. The presence of neuroglia in a 

homeostatic environment  in a 3D neuronal network might offer a critical model of  the 

central  nervous  system  (CNS) with multilevel  incorporation  of  signals  in  health  and 

disease [6–8]. For instance, primary neurons grew on 3D surfaces, such as combined silica 

beads,  and  the  bottom  layer  of  these  neurons  was  additionally  interfaced  to  a  2D 
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Microelectrode Array (MEA) [11]. In most cases, 3D electrospun polymers or hydrogels 

have been used for the development of genuine in vitro tissue models, and they are likely 

to  be  degraded  by  astrocytes  present  along  with  neurons  in  a  short  time,  whereas 

robustness in time is a requisite to study in vitro mechanisms of CNS growth or disease 

[12]. 

For  the  modulation  of  the  cell  morphology  by  means  of  nanotechnology,  the 

synthetic nanosized materials offer  inimitable surface properties  that can  influence cell 

behavior to establish a neuronal network [13]. The imposition of specific geometries on 

biocompatible  support  surface  leads  to  change  its  surface–volume  ratio,  wetting 

behaviour  and  roughness,  which  could  resemble  surface  design  close  to  the 

molecular/cellular  scale  [14,15].  The  substrate  topographies  influence  the  directional 

growth of neuronal cells and the degree of adhesion between cells and surface by physical 

confinement and chemically functionalized surface, which are significant to enhance or 

inhibit  cell  process  growth  and  importantly  to  identify  the  appropriate  targets  for 

establishing neural synaptic connections [16]. 

By designing the nanoscale topography on the cell culture substrate (growth surface), 

the  specific  role  of  physical  guidance  in  the  formation  of  neuronal  circuits  can  be 

understood  [17].  The  ability  of  neural  cells  to  respond  to  nanostructured 

topographies/patterns  features has already been described  in  the  literature  [16,17]. The 

aforementioned properties of nano/micron level materials have shown that neurons and 

astrocytes could be cultured on the nanogrooved surface with various depths for different 

purposes [16]. Concerning this, rat hippocampal neurons were cultured on poly‐L‐lysine‐

coated silicon surfaces comprising of pillars (~1 μm  in height) with varying width and 

spacing. This platform has resulted  in a significantly  longer neurite growth with 2 μm 

pillar widths  and minimum  inter‐pillar gaps. One of  the possible  reasons behind  this 

result could be the resembling feature of pillars with topographies exhibited by ECM; for 

instance,  the basement membrane of  the  corneal  epithelium has  topographies  such as 

pores, fibrils, and pillars made up rigid structural proteins [18]. Additionally, a pillar‐like 

pattern  (ridge–groove–ridge)  directs  the  growth  by  providing  a  surface  for  neurite 

attachment  (contact  guidance)  and  influences  the  alignment  of  extracellular  and 

intracellular proteins on  the nano/micropatterned  surface  [19]. These  strategies would 

facilitate  the  formation  of  the  synapse  and will  aid  in  the  establishment  of  a  neural 

network. A study by Cellot (in 2017) compared cultured neurons on Carbon Nanotubes 

(CNT) with  a  control  surface  and  showed  CNT  doubled  the  probability  of  synapse 

development.  The  reason  behind  the  robust  coupling  probability  was  an  increased 

synaptic density, which enhanced the GABAergic synaptic contact in cultured neurons on 

CNT layers. This significant increment of neuronal network connectivity on CNTs led to 

an upsurge in the Postsynaptic Currents (PSCs) of the neurons [20–22]. 

Moreover, the improvement in the neural synaptic connections on 2D and 3D porous 

scaffolds made up of polydimethylsiloxane  (PDMS)  (named 2D‐PDMS and 3D‐PDMS, 

respectively) was seen in nanotechnology applications. The micrometric cavities present 

in  the  porous  PDMS  scaffolds were  exposed  to  the Multi‐Walled Carbon Nanotubes 

(MWCNTs). This permits the fabrication of scaffolds with holes layered by an irregular 

MWCNT  carpet of around  100 nm  thickness. The  resulting 2D  and  3D  scaffolds with 

MWCNT boost synaptogenesis to form a synaptic network of hippocampal cells and have 

been  confirmed  using  immunofluorescence  staining,  confocal  microscopy,  and  Ca2+ 

imaging techniques (Figure 2) [6]. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 5552  4 of 17 
 

 
Figure  2. The development of primary neurons  in  2D‐ or 3D‐PDMS  scaffolds.  In  (a)  (top  row), 

confocal micrographs show hippocampal cultures grown (9 DIV) on 2D‐PDMS (left) and 3D‐PDMS 

(right) immune‐stained for β‐tubulin III (in red), GFAP (green), and DAPI (blue). Scale bar: 100 mm. 

In the bottom row’s images, only the DAPI channel is selected to highlight the nuclei under the two 

culturing conditions (same visual fields as in (a) top); the dashed red lines represent the regions for 

which the z profile reconstructions are performed in (b) note the increased thickness of DAPI signal 

in the 3DPDMS. Scale bar: 100 × 10 μm. In (c), a confocal reconstruction of a 3D‐MWCNT scaffold 

(left;  in  grey  carbon  nanotubes  are  visualized  by  confocal  under  reflection mode  acquisition, 

allowing  to visualize  the scaffold structure); confocal  reconstruction of neurons  (in  red; middle) 

grown  suspended within a pore and glia  cells  (in green; merged  in  the  right panel) acting as a 

support. Note the complex growth of neuronal and glial processes exposed to the third dimension. 

Scale bar: 50 μm. Adapted with permission from Ref. [6]. 

Semiconductors, at a nanoscale level similar to nanowires, also have been used for 

their  potential  incorporation  within  electronic  circuits  for  stimulating  and  recording 
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cellular activities. Recently, for the first time, Indium Phosphide (InP) nanowire scaffolds 

mesh of 200 × 200 μm  (100–800 nm dia and height around 2 μm) was used to support 

neuronal  development  and  the  formation  of  a well‐connected  neuronal  network.  InP 

nanowire is a direct band gap semiconductor unlike gallium phosphide (GaP) and silicon 

(Si) and provides a superior optoelectronic interface to stimulate neurons [17,23]. The first 

demonstration of biocompatibility of InP‐based optoelectronic substrates has been shown 

to serve as physical cues  for  in vitro neural cell growth and  their alignment  to  form a 

network  with  neurons.  The  result  showed  the  growth  of  cortical  and  hippocampal 

neurons  in  a  controlled manner  from  2  days  in  vitro  (DIV)  to  21  DIV  to  form  the 

interconnection between neurites. The increased density of neurites was seen at the region 

of nanowires to form a neuronal network, and this network terminates at the boundary 

between nanowires and also at smooth InP surface (Figure 3) [17,23,24]. 

 
Figure 3. SEM images of the growth of neurons and neurites on nanowire arrays. (a) A cell body 

from hippocampal culture on the nanowire array, top view, after 20 DIV. (b) Another area on the 

same substrate as in panel (a), where neurites can be seen to grow along the nanowires, top view. 

(c) A neuron from cortical culture after 2 DIV. The inset depicts a closer view around the axon. (d,e) 

Cellular network on  the edge of the nanowire array after 7 and 21 DIV, respectively.  (f) Neurite 

growth on an area of nanowires after 5 DIV showing anchoring and secondary branching of neurites 

at the nanowires. Adapted with permission from Ref. [17]. Copyright (2017) American Chemical 

Society. 

The role of substrate roughness (Sa) is significant in neuronal network establishment 

and  information  processing,  as  found  using  fluorescent  multi‐calcium  imaging  and 

computer simulation methods. According to a study, neural cells seeded for 11 days onto 

corrugated surfaces (Sa > 22 nm) show small‐world attributes, which enhanced exchanged 

information by 4‐fold as compared to neural cells on a flat surface (Sa < 10 nm), which 

show uniform distribution over the surface with no clustering effects [25]. 

Furthermore, Superhydrophobic  (SH)  surfaces  fabricated of nanopatterned  silicon 

(cylindrical pillars of 10 μm diameter and height, organized  in hexagonal mesh with a 

periodicity of 30 μm) with deposition of 5 nm thick layer of Teflon‐like (C4F8) polymer can 

enhance  cell  survival,  growth,  and  differentiation  of  primary  hippocampal  neurons, 

seeded on them. Considering the necessity of a polycationic nature of the surface for the 

cell adhesion to the substrate, the standard poly‐D‐lysine (PDL) was coated on the surface, 
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much concentrated on the top and base of the pillars and very less at the lateral surface 

and was imaged by confocal microscopy. The sidewalls of the pillars were either smooth 

or  nanopatterned  of  grooves  to  influence  cell  growth  and  network  establishment. 

Comparing the growth of neuronal cells to form a network, a rough nanopatterned surface 

better supports the 3D network of cells as compared to a smooth surface. 

In the early stage of cell seeding, neuron growth was found on the top of the pillars, 

which was  followed  by  their  strong  contact with  the  sidewall of  roughed pillars  and 

confirmed with concentrated Neuronal Cell Adhesion Molecule (NCAM) in these regions, 

which indicates strong adhesion of neurons to rough surfaces. Unlike smooth pillars, this 

would  lead to keep cell bodies  in the suspended 3D network. On the contrary, weaker 

contact of cell processes with smooth pillars could not support the 3D network formation, 

leading to a 2D network where neurons and processes are restricted to the bottom part of 

pillars and therefore lay at the pillar’s bottom [14]. 

Hence,  the  aforementioned  properties  of  nanomaterial  are  very  valuable  for  the 

directional  growth  of  neurons  to  form  synaptic  connections  and develop  appropriate 

neural networks, which can be applied for regenerative medicine research. 

2.2. Nanostructural Design and Fabrication for Programming Cell Behavior 

Cell behavior and morphology are dependent on the physical microenvironment. As 

stem  cells  are  sensitive  to  surface  structure,  scientists  have  modified  the  surface 

chemistry/pattern of the substrate to control cell adhesion, shape, elongation, spreading 

and  differentiation  [9,26].  The  surface  patterning  of  the  substrate  by  either micro  or 

nanoengineering  techniques  also  influences  stem  cell  differentiation.  These 

micro/nanopatterning  can  be  conducted  by  using  hard  lithography  technique 

(photolithography) or soft lithography technique (microcontact printing) [27]. The most 

common  shapes,  such  as  squares,  strips,  circles,  grooves,  triangles,  and  grids,  can  be 

developed by the above‐mentioned techniques [27]. Moreover, substrate curvatures such 

as convex or concave might also influence neuronal polarity, ion channels, differentiation 

etc. [28]. 

Concerning this, nanocomposites template comprising of graphene oxide (GO) and 

conducting polymer poly(3,4‐ethylenedioxythiophene)  (PEDOT) has been used  for  the 

differentiation of NSCs [29]. Graphene nanogrids (crossed graphene nanoribbons) with 

nanoribbons dimensions (length ~10 mm, width ~50–200 nm, and thickness 1 nm) were 

also used to induce higher neural differentiation of hNSCs into neurons [30]. The coating 

of  nanodiamond  (ND)  of  different  sources,  sizes,  surface  chemistries,  and  deposition 

methods on glass cover slips showed promising results for in vitro study of the murine 

hippocampal neuronal network without means of other biomolecules for adhesion [31]. 

However, recently in 2017, surface‐functionalized ND with oxygen (O‐ND) and hydrogen 

(H‐ND) exhibited different results in terms of cell adhesion and cell count. O‐ND coated 

Poly‐L‐lysine and Laminin (PL + LN) showed high cell adhesion and count, unlike Tissue 

Culture Polystyrene (TCPS) alone. Moreover, hNSCs culture on both glass and H‐NDs 

also resulted  in  lower cell adhesion and cell counts. The possible reason  for  this result 

could be the contact angle, which was much lower for O‐NDs than others which leads to 

enhanced hydrophilicity [32]. 

Moreover, the various nanotopographies on a chip called a multi‐architectural chip 

(MARC)  had  made  it  possible  to  screen  more  than  one  topography  at  a  time  and 

formulating  their complex structure on a chip. This chip can work as high‐throughput 

screening  of  different  topographies  with  different  properties,  which  can  possibly 

maximize  the  neuronal  differentiation  efficiency  from  pluripotent  stem  cells. MARC 

comprised both anisotropic (such as gratings) and isotropic patterns (such as pillars and 

wells) along with hierarchical structures. The human embryonic stem cells (hESCs) seeded 

onto  poly‐L‐ornithine  (PLO)  and  laminin‐coated  MARC  and  immunofluorescence 

staining after 7 days showed that anisotropic pattern enhanced neuronal differentiation 
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of hESCs, whereas  isotropic patterns enhanced glial differentiation of hESCs (Figure 4) 

[33]. 

 
Figure 4. (A) A schematic of human embryonic stem cell (hESC) neural differentiation into neurons and glial cells on the 

multi‐architecture chip  (MARC) with minimal neuronal supplements by  the direct or conventional method.  In “direct 

differentiation” (blue arrow), the hESCs were seeded directly on the MARC and analyzed for neural markers after 7 days. 

In “conventional methods”  (red arrows) of differentiation, hESCs were grown as embryoid bodies and neurospheres 

before seeding onto the MARC. On the MARC, each pattern is represented by a circle and has a duplicate. The red circles 

represent the unpatterned control surface. Scale bar: 100 μm. (B) ((i)–(viii)) Patterns are replicated with high fidelity on 

polydimethylsiloxane (PDMS) as verified by scanning electron microscopy (SEM) images. The geometries are transferred 

onto PDMS from the MARC master molds by soft lithography. (i) Unpatterned PDMS control, (ii) 2 μm grating with 2 μm 

spacing and 2 μm height, (iii) 2 μm grating with 1 μm spacing and 120 nm height, (iv) 1 μm grating with 2 μm spacing 

and 80 nm height, (v) 250 nm grating with 250 nm spacing and 250 nm height, (vi) 1 μm pillar with 6.5 μm pitch and 1 μm 

height, (vii) 2 μm wells with 12 μm pitch and 2 μm height, (viii) hierarchical structure having 250 nm gratings with 250 

nm space perpendicular to the 2 μm grating. The spacing and height between the 2 μm gratings is also 2 μm. Scale bars: 5 

μm. Abbreviations:  “S”  refers  to  the  spacing  between  the  gratings,  “H”  refers  to  the  height  of  the  topography  and 

“perpendicular to” is abbreviated as “pr.” Adapted with permission from Ref. [33]. 
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Laser  exposure  and  electromagnetic  field  also  influence  the  growth  and 

differentiation of the neural cells when cells encounter nanomodified gold. The exposure 

of 780 nm laser with lower power on NG108‐15 mouse neuroblastoma cultured with gold 

nanorods  (NRs) showed  increased neurites number per neuron and  increased average 

length  of  neurites.  This  study  data  showed  that  laser  exposure  did  not  produce  any 

permanent cell damage. However, the effect of laser exposure on the average length of 

neurites was significant and positively correlated with laser power. With the irradiation 

of 7.5 W/cm2, the greatest length of neurite was increased on average by almost 36% higher 

when  compared  to  non‐irradiated  cells.  The  reason  behind  this  phenomenon  was 

hypothesized that the transient heat produced by excitation of localized surface plasmon 

resonance  in NRs might generate extra Reactive Oxygen Species  (ROS). This  increased 

level  of ROS  can  increase  the  cell metabolic  activity  by  activating  the  transcriptional 

factors [34]. 

Recently,  Yoo  et  al.  (2017)  synthesized  electromagnetized  gold  nanoparticles 

(AuNPs),  which  facilitated  somatic  cell  lineage  reprogramming  into  induced 

dopaminergic (iDA) neurons when given specific electromagnetic field (EMF) conditions 

(Figure  5)  [35].  Cha  et  al.  (2017)  created  polystyrene  cell  culture  dishes  with 

omnidirectional nanopore arrayed surface (ONAS) with 200 nm diameter, 500 nm center‐

to‐center distance, and 500 nm depth. The proliferation of rat NSCs on ONAS showed 

more  proliferated  cells  and  reduced  differentiation  in  the  presence  of  mitogens  as 

compared  to  flat  surfaces,  facilitating  NSCs’  proliferation.  In  the  case  of  ONAS, 

interestingly, proliferated cells formed neurosphere and migrated out, whereas, on flat 

surfaces,  proliferated  cells migrated  individually  [36].  Some  scientists  also  compared 

Cerium oxide nanoparticles (CeO2 NPs) and Samarium (Sm) doped CeO2 NPs (Sm‐CeO2). 

They  concluded  that CeO2 NPs  suppress  the  specific  β3‐tubulin  expression  (neuronal 

differentiation marker), which leads to the inhibition of NSCs differentiation due to their 

antioxidant properties, whereas, it was not the same in the case of Sm‐CeO2 [37]. 

 
Figure 5. Schematic  illustrations showing  the process  for direct  lineage reprogramming  into  iDA neurons using EMF‐

induced  AuNP magnetization.  (a) Mouse  fibroblasts  transiently  transfected with APLN were  plated  on  the  AuNP 

substrate and exposed  to a specific  frequency and  intensity of EMF.  (b) SEM  images of  the control  substrate and  the 

RGD−AuNP‐coated substrate. Scale bars, 100 nm. (c) The surface charge of citrate−AuNPs (black) and RGD−AuNPs (blue) 

was determined by zeta‐potential measurement. The zeta potential of the AuNPs shifted from −46.9 ± 1.1 mV to 16.2 ± 5.2 

mV on ligand exchange. (d) The calculation of the magnetic flux spatial distribution on the surface of AuNPs during EMF 

exposure (100 Hz and 2 × 10–3 T). (e) The number of TuJ1+ cells generated on magnetized AuNPs under different intensities 

and frequencies of EMF exposure. Data are represented as mean ± s.e.m. (n = 5). ** p < 0.01, one way ANOVA. Adapted 

with permission from Ref. [35]. 
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2.3. Nanotechnology‐Assisted Neuronal Stimulation 

Electric stimulation of various cells has been widely used to treat several conditions 

related to musculoskeletal and neurological disorders and provided a significant impact 

on laboratory research. It balances the electric signal propagation by compensating for the 

altered electric activity of cells and improve their growth and tissue generation properties. 

Owing to the intrinsic electroactivity properties of nerve cells, scaffolds with conductive 

properties  and  the  ability  to deliver  electric  stimulation have gained  interest  for  their 

application  in neuroscience. Numerous ways of  invasive and non‐invasive stimulation 

have been reported and practiced to precisely confine the activation of specific nervous 

structures.  The  exclusive  mechanical,  electric  and  biological  properties  of  different 

nanoparticles make them a potential candidate for providing a neural interface to decide 

neural cell fate (i.e., viability, migration, division, and differentiation) and neural network 

formation [38,39]. 

Nowadays, piezoelectric materials are widely being used in biomedical research due 

to their fascinating property of generating electric fields upon applying mechanical stress, 

called the “direct piezoelectric effect.” Many in vitro studies have shown that different cell 

types behave differently when incubated with piezoelectric substrates/scaffolds. 

Ciofani et al. (2010) reported the use of Boron Nitride Nanotubes (BNNTs) (which is 

analogous to CNTs) and ultrasound to stimulate neuronal‐like cells in culture. Despite the 

structural similarity of BNNTs with CNTs, BNNTs show superior chemical, mechanical 

and electrical properties. They proposed a unique way to stimulate the cells in vitro, based 

on  the  piezoelectric  properties  of  BNNTs without  the  usage  of  electrodes  in  culture. 

BNNTs of length 200–600 nm and diameter of 50 nm, incubated with the neuronal‐like 

PC12 cells and ultrasounds were used to deliver mechanical stress to BNNTs. This led to 

the polarization of nanotubes due to the piezoelectric properties of BNNTs and delivered 

electrical  stimulus  to  the  cells.  PC12  cells  stimulated with  this  innovative  technology 

showed a 30% increment in neurite sprout after 9 days of treatment. 

As suggested by Ciofani et al., this concept model can also be implied in life science 

to electrically stimulate the cells when required [38]. Similarly, tetragonal barium titanate 

nanoparticles (BTNPs) with ultrasound treatment are used to stimulate SH‐SY5Y cells to 

provoke a notable cellular response by activating high amplitude Ca2+ transients, known 

as Ca2+, whereas only ultrasound stimulation without BTNPs could induce Ca2+ transients 

of low amplitude. Furthermore, these Ca2+ waves are known to propagate intercellularly 

through  gap  junctions  on  adjacent  neurons.  These  waves  are  important  in  the 

establishment of a neural network, especially by controlling the neurite outgrowth [40,41]. 

Moreover, neuronal stimulation mediated by laser has opened another potential field 

of research. In this technique, a laser pulse is used to stimulate cells instead of an electric 

field,  which  provides  superior  spatiotemporal  resolution  by  avoiding  the  electronic 

crosstalk.  Recently,  a  similar  study  by  Johannsmeier  et  al.  (2018)  demonstrated  gold 

nanoparticle  facilitated  laser  stimulation  to  excite  the  cells  and  studied  calcium  (Ca2+) 

response  in murine Neuro‐2A (N2A) cell  line  in primary mouse cortical neurons. Gold 

nanoparticles (AuNPs) excite the cells by transferring energy from a laser pulse to the cell 

membrane. By visualizing the lipid peroxidation and calcium flux in cells by fluorescent 

dye,  they  hypothesized  that when AuNPs  are  irradiated  at  their  plasmon  resonance 

frequency, the release of Ca2+ from the endoplasmic reticulum is triggered [42]. Ca2+ acts 

as universal messengers and plays a crucial  role  in numerous signaling pathways and 

cellular  stress  response.  Furthermore, Ca2+  is  a  source  of  cell  stress  and  tracking  the 

calcium flux of AuNPs‐laser‐treated cells can reveal information on different aspects of 

Ca2+ role and health [43,44]. Generally, NP’s resonance frequency is tuned by altering their 

composition,  aspect  ratio  and  shape  [45].  By  translating  this mechanism  into  in  vivo 

applications,  we  can  develop  a  safe  neural  implant  to  provide  a  healthy  biological 

interface and reduce adverse effects by providing required stress by a laser pulse. 

Carbon‐based nanomaterials, such as carbon nanofibers (CNFs), carbon nanotubes 

(CNTs),  and  graphene,  have  shown  their  potential  roles  in  neuroscience due  to  their 
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mechanical, electrical and biological properties  [46,47]. Researchers have demonstrated 

that CNTs can modulate neuronal behavior at structural and functional  levels (such as 

neurite  elongation  and  synaptic  efficacy,  respectively)  [47–49].  By  integrating  electric 

stimulation  with  electrospun  carbon  nanofibers  (ECNFs)  scaffold,  Wei  Zhu  et  al. 

promoted  the  NSCs’  proliferation,  differentiation,  and  maturation,  associated  with 

upregulation of specific genes. The above‐research findings showed the potential of this 

technique  for  use  in  neural  tissue  regeneration  (Figure  6)  [50].  The  above‐discussed 

research provides knowledge about the interaction between different nanostructures and 

neuronal  cells,  especially  how  cells  cultured  on  nanostructures  can  be  stimulated  for 

different  purposes.  Future  work  should  focus  on  translating  this  technology  into 

biological and clinical practices. 

 
Figure 6. A schematic illustration of ECNF scaffold fabrication and electrical stimulation of NSCs on the scaffold. Adapted 

with permission from Ref. [50]. 

2.4. Nanodevices for Neuronal Signal Recording 

At present, the primary aim of neuroscience is to discover the relationships between 

neuronal circuits and their pathophysiological functions. To do so, various technologies 

have been developed using micro and nanotechnology for neuron signal recording in in 

vitro,  such  as  patch‐clamp  array  for  intracellular  recording  and  substrate‐integrated 

MEAs for extracellular recording. Both the techniques have some limitations; for instance, 

the patch‐clamping  technique permits high‐precision  intracellular  recording but  is not 

appropriate  for  the  network‐level  investigations whereas, MEAs  enable  extracellular 

neuronal network recoding precisely and are not very sensitive for intracellular recording 

[51,52].  The  perfect  device with  a multiunit  system  should  offer  electrophysiological 

parameters  information  from  individual  neurons,  including  Action  Potential  (APs), 

subthreshold  Inhibitory  Postsynaptic  Potentials  (IPSPs)  and  subthreshold  Excitatory 

Postsynaptic Potentials (EPSPs), and subthreshold membrane oscillations. By combining 

both  nano  and  microtechnology,  scientists  have  developed  a  device  that  enables 

simultaneous, long‐site, and multisite recording (Figure 7) [52]. 
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Figure 7. Different forms of the electrode/neuron and cardiomyocytes interface configuration. (a) 

A sharp glass intracellular microelectrode. (b) Whole‐cell patch‐electrode configuration. The 

‘mixing’ of orange and blue schematically illustrates the perfusion of the cytosol by the electrode 

content. (c) A neuron cultured on a substrate‐integrated planar extracellular electrode. Note the 

cleft (white) separating the junctional membrane and the electrode. (d) A neuron engulfing a gold 

mushroom‐shaped protruding microelectrode. Note actin rings surrounding the mushrooms stalk, 

stabilizing the configuration. (e) Nanopillar electrodes extending into a cultured cardiomyocyte 

but do not penetrate the plasma membrane (i). After the application of an electroporating pulse, 

(ii) the nanopillar gains access to the cytoplasm. The electroporation is transient, and the 

junctional membrane resistance recovers to control level within minutes (iii). (f) An array of 

nanopillars that penetrate the plasma membrane forming direct physical contact with the cytosol. 

(g) A nanopillar that serves as the gate for a nanoFET penetrates the cell’s membrane. (h) Patch 

clamping of cultured neurons. The mixing of the ionic solution of the microfluidic system with the 

cytosol is depicted. For more details, see reference. Adapted with permission from Ref. [52]. 

Patch‐clamp electrodes and glass electrodes are known for intracellular recording by 

producing  seal  resistance  (Rseal) with  the  plasma membrane  when  they  penetrate  it. 

Robinson et al. developed vertical nanowire electrode arrays (VNEAs) from silicon‐on‐

insulator, and each NW  in  the array  comprises of doped  silicon  core encapsulated by 

silicon dioxide and sputter‐deposited metal tip Ti/Au. The metal tip and silicon core were 

used for providing internal access to the cell, and the glass shell prevents current leakage 

and tightly seals the cell membrane. The developed VNEAs had 16 stimulation/recording 

pads and lied into 3 × 3 arrays of nine silicon NW (150 nm in diameter, 3 μm in height, 

and at 2 μm pitch). For  the optimization of VNEAs, embryonic rat cortical neurons or 
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HEK293 cells were cultured on VNEAs for few days, and approximately 50% of electrodes 

instinctively penetrated the plasma membrane. This caused a potential drop across the 

membrane,  and  seal  resistance  was  developed  between  VNEAs,  and  the  plasma 

membrane was estimated  to be 100–500 MΩ  [52,53]. However, without penetration of 

plasma membrane, scientists also have developed the transient electroporation method 

by NW  to  estimate  AP  [54].  Recently,  a  complementary metal–oxide–semiconductor 

(CMOS) electrode array (CNEA) was fabricated to bridge the void between MEAs and 

patch‐clamp  arrays.  It  comprises  1024  recording/stimulation  pixels,  and  each  pixel  is 

equipped with  a  vertical  nanoelectrode  to  estimate  intracellular membrane  potentials 

from hundreds of connected in vitro neonatal rat ventricular cardiomyocytes. Moreover, 

it was suggested that after modification and refinements in the device, it can be used for 

the  cultured  neuron  and  tissue  preparations  and  opens  new  opportunities  for  basic 

studies of electrogenic cells and their network [51]. Furthermore, nanotechnology coupled 

to microtechnology might also develop a special electrode to record activity. With regard 

to this, in 2016, Wijdenes et al. designed a neuro‐electronic hybrid technology and a planar 

microelectrode array with nanoedges (between 5 to 15 nm height and 2 to 3 μm width) for 

high fidelity recording at around 15 times higher resolution than normal planar electrode 

and  long‐term  signal  recording  (≥30 days)  of  cultured  neurons  [55]. As  neuronal  cell 

adhesion  and  strong  contact  with  the  recording  site  are  fundamentals  of  longer 

sustainable  recording,  a  conventional  3D  electrode  cannot  be  used  for  longer  time 

recording. Cultured neurons are  likely to pull away from the recoding sites because of 

physical  tension  created by  either  elongated neurites or growth  cones, which  leads  to 

weakened  contact  with  the  recording  site  and  thereby  reduces  the  signal  recording 

efficacy  and  causes  neuronal  membrane  damage  [52].  The  planer  nanoedge 

microelectrode  reserves  and  maintains  contact  with  neurons  by  preventing  their 

migration away from electrodes but, at the same time, did not limit the neuron movement 

caused  by  physical  tension.  Thus,  neuronal  integrity  was  not  compromised,  which 

enabled the neuronal recording for a longer time (at least two weeks) [55]. 

Even  though  it  has  been  considerably  studied  where  electric  responses  by  the 

neuronal  cells  are  induced  by  applying  voltage,  less  is  known  about  the mechanical 

response of neuronal cells when excited electrically [56,57]. The role of these mechanical 

interactions  is very  important  in cell biology and physiology. For  instance,  in neuronal 

cells, mechanical  processes,  such  as  dendritic  and  axonal  elongations,  regulate  their 

synapse  formation  and  structural  remodeling  [58]. Nguyen  et  al.  (2012)  developed  a 

piezoelectric PbZrxTi1−xO3 (PZT) nanoribbons, which could detect the cell deflection of 1 

nm when 120 mV is applied to the cell membrane. The cell line used for the experiment 

was rat pheochromocytoma (PC12 cells), which is similar to sympathetic neurons when 

treated  with  nerve  growth  factor  (NGF).  The  measured  deflections  resembled  the 

theoretical model where  applied  voltage  causes  cell depolarization  and  leads  to  alter 

membrane  tension, which makes  the  cell  change  its  radius  to  keep pressure  constant 

across the membrane [57,59,60]. Another study for intracellular recording was conducted 

by  Zhao  et  al.  (2019)  using  a U‐shaped  nanowire  field‐effect  transistor  (U‐NWFET). 

Similar  to patch‐clamp, U‐NWFETs showed abilities  to a multiplexed recording of  full 

amplitude intracellular APs from primary neurons and other electrogenic cells [61]. The 

discussed  research,  if  implied,  could  enable  future  investigations  and  provide  future 

directions in neurotechnology research. 
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3. Challenges and Future Perspectives 

Undoubtedly,  nanotechnology  has  provided  numerous  benefits  over 

microtechnology  for  culturing  neuronal  cells  in  vitro.  Moreover,  the  fabrication  of 

different nanostructures and their integration with microtechnology have offered in vivo‐

like environments. However, there are still a few challenges that need to be addressed. 

The  critical  challenges  found  in  the  aforementioned  four  key  areas  are:  (i)  a  lack  of 

fundamental understanding of the mechanisms governing the formation and elimination 

of  synaptic  connections  for  precise  neural  network,  (ii)  difficulties  in  developing  the 

platform where multiple cell lines can be appropriately programmed for controlling cell 

behavior and morphology, (iii) optimization of the stimulus parameters, such as type of 

stimulation, stimulation power and duration, avoiding inappropriate stimulations which 

lead  to  apoptosis, and  (iv) biosafety  issues  caused by  cytotoxicity  and genotoxicity of 

nano‐sized materials. 

In particular, nanotoxicity has emerged as one of the major concerns with using new 

nanomaterials for cell culture or in vivo application [62–65]. As discussed in this review, 

several nanostructures, such as nanowire, nanotubes, and nanopillars, are being used for 

their application in neural cell engineering. In recent years, few studies have shown their 

negative effects; for instance, CNTs can harm the cells by inducing oxidative stress, genetic 

damage,  inflammation,  and  some  long‐term  pathological  effects.  Additionally,  the 

translation of this technology to preclinical or clinical applications is often very difficult 

due  to  the  lack  of  correlation  of  NSC  behavior  between  in  vitro  and  in  vivo  and 

standardization of nanomaterials  [66]. The  impact of different nano  topographies  and 

patterns on neural cells needs to be studied for constructing neuronal networks and their 

application  in  neuroscience.  To  reduce  and  eliminate  nanotoxicity,  it  is  crucial  to 

understand how nanoparticles interact with living cells and other biological systems. It is 

necessary to have a thorough understanding of the mechanisms of interaction between 

nanoparticles and target cells that might have local and systemic effects in preclinical and 

clinical  applications. Other  suitable  strategies  include  reduction  of  toxic  composition, 

reduction  in  the  length  of  exposure,  control  of  both  size  and  shape  of  the  employed 

nanomaterials, and adjust surface properties of the nanomaterials by coating them [67]. 

Furthermore,  there  is  a  need  to  emphasize  finding  the  accurate  balance  of 

microenvironment factors to obtain the pure population of differentiated neural cells. The 

sorting of differentiated populations, due to the absence of control on the differentiation 

process,  may  limit  their  application  on  larger  scales.  To  overcome  this,  a  specific 

microenvironment  for  neural  stem  cell  differentiation  should  be  discovered. Another 

major  concern  that needs  to  be  addressed  is  the  complexity  of  fabricating  3D porous 

scaffolds  with  certain  nanotopographies  on  them.  Although  at  a  small  scale,  the 

development  of  nanotopographies  on  the  biomaterial  has  been  achieved,  and  these 

nanotopographies  had  shown  good  interaction with  neural  cells  to  establish  a  neural 

network. However, nanopatterning technologies for biomaterials on a large scale need to 

be achieved. Moreover, the biocompatibility and biodegradability of  the nanomaterials 

need to be checked properly before their use in vitro and in vivo. These technologies can 

provide  3D  neuronal  cultures, which will  not  only  offer  the  platforms  for  toxicology 

assays but also help in designing future biocompatible devices. Upcoming advancements 

in  this  field will  develop  sophisticated, more  functional,  and  safer  platforms  for  its 

application in both clinical and scientific endeavors. 

4. Conclusions 

In summary, we have highlighted how nanotechnology can be used to guide neural 

stem  cell  growth  and  their  differentiation  in  in  vitro  culture. Nanotechnology‐based 

methods can be customized  to regulate  the neuronal cell culture  for establishing an  in 

vivo‐like model  for  research. The  scaffold developed using  nano/microtechnology  for 

stem cell applications is biomimetic and biocompatible and supports neural cell growth 
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and differentiation. Biomaterials with some specific nanotopography have shown  their 

ability  to  control  cell  behavior,  morphology,  and  fate.  The  interaction  of  different 

nanostructures with  neuronal  cells  can  be  stimulated  (electric  and  laser)  for different 

purposes, such as more proliferation, enhancement of neurite length, and differentiation 

of neural cells. The development of nanotechnology devices, such as nanoelectrode arrays, 

with  circuit  integration  technology  can  be  used  to  estimate  intracellular  membrane 

potentials  and  postsynaptic  current  from  hundreds  of  connected  neurons  to  form 

networks in vitro. This would be a potential step to discover the relationships between 

neuronal  circuit  connectivity  and  their pathophysiological  functions. Furthermore,  the 

cultured neuronal network  can play a pivotal  role  in  finding  cures/answers  for many 

neurodegenerative diseases which cannot be solved through simple in vivo cell culture 

models. 

Author Contributions: S.S. collected the literature and prepared the manuscript and incorporated 

the figures. S.S. and S.M. contributed to design the layout, editing, and formatting the manuscript. 

S.J., M.P., P.P. and B.G. contributed to reviewing, revising, and guiding in preparation of manuscript 

title,  layout,  and  content.  All  authors  have  read  and  agreed  to  the  published  version  of  the 

manuscript. 

Funding: This research received no external funding. 

Acknowledgments B.G. and P.P. acknowledge  the Lee Kong Chian School of Medicine  Imaging 

Probe Dev.  Platform  (IPDP)  and  acknowledges  the  support  from  the Cognitive Neuroimaging 

Centre (CONIC) at Nanyang Technological University, Singapore. The authors also thank Saumya 

Bajaj for her helpful comments. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

Abbreviations 

CNS: Central Nervous  System; NSC: Neural  Stem Cells; ECM: Extracellular Matrix; CNT: 

Carbon Nanotubes; MWCNT: Multi‐Walled Carbon Nanotubes; PDMS; Polydimethylsiloxane; SH: 

Superhydrophobic;  ND:  Nanodiamond;  MARC:  Multi‐architectural  Chip;  hESCs:  Human 

Embryonic Stem Cells; NRs: Nanorods; ROS: Reactive Oxygen Species; NPs: Nanoparticles; BNNTs: 

Boron Nitride Nanotubes; CNFs: Carbon Nanofibers; VNEAs: Vertical Nanowire Electrode Arrays. 

References 

1. Hua, J.Y.; Smith, S.J. Neural activity and the dynamics of central nervous system development. Nat. Neurosci. 2004, 7, 327–332, 

doi:10.1038/nn1218. 

2. Li, W.; Xu, Z.; Huang, J.; Lin, X.; Luo, R.; Chen, C.H.; Shi, P. NeuroArray: A universal interface for patterning and interrogating 

neural circuitry with single cell resolution. Sci. Rep. 2014, 4, 1–7, doi:10.1038/srep04784. 

3. Taupin, P. The therapeutic potential of adult neural stem cells. Curr. Opin. Mol. 2006, 8, 225–231. 

4. Murphy, S.V.; Atala, A. 3D bioprinting of tissues and organs. Nat. Biotechnol. 2014, 32, 773–785, doi:10.1038/nbt.2958. 

5. Kruskal, P.B.; Jiang, Z.; Gao, T.; Lieber, C.M. Beyond the Patch Clamp: Nanotechnologies for Intracellular Recording. Neuron 

2015, 86, 21–24. 

6. Bosi, S.; Rauti, R.; Laishram, J.; Turco, A.; Lonardoni, D.; Nieus, T.; Prato, M.; Scaini, D.; Ballerini, L. From 2D to 3D: Novel 

nanostructured  scaffolds  to  investigate  signalling  in  reconstructed  neuronal  networks.  Sci.  Rep.  2015,  5,  9562, 

doi:10.1038/srep09562. 

7. Pautot, S.; Wyart, C.; Isacoff, E.Y. Colloid‐guided assembly of oriented 3D neuronal networks. Nat. Methods 2008, 5, 735–740, 

doi:10.1038/nmeth.1236. 

8. van den Ameele, J.; Tiberi, L.; Vanderhaeghen, P.; Espuny‐Camacho, I. Thinking out of the dish: What to learn about cortical 

development using pluripotent stem cells. Trends Neurosci. 2014, 37, 334–342, doi:10.1016/j.tins.2014.03.005. 

9. Murphy, W.L.; McDevitt, T.C.; Engler, A.J. Materials as stem cell regulators. Nat. Mater. 2014, 13, 547–557, doi:10.1038/nmat3937. 

10. Narayanan, K.; Mishra,  S.;  Singh,  S.;  Pei, M.; Gulyas,  B.;  Padmanabhan,  P.  Engineering Concepts  in  Stem Cell Research. 

Biotechnol. J. 2017, 12, doi:10.1002/biot.201700066. 

11. Frega, M.; Tedesco, M.; Massobrio, P.; Pesce, M.; Martinoia, S. Network dynamics of 3D engineered neuronal cultures: A new 

experimental model for in‐vitro electrophysiology. Sci. Rep. 2014, 4, 5489, doi:10.1038/srep05489. 

12. Hanson Shepherd, J.N.; Parker, S.T.; Shepherd, R.F.; Gillette, M.U.; Lewis, J.A.; Nuzzo, R.G. 3D microperiodic hydrogel scaffolds 

for robust neuronal cultures. Adv. Funct. Mater. 2011, 21, 47–54, doi:10.1002/adfm.201001746. 

13. Monaco, A.M.; Giugliano, M. Carbon‐based smart nanomaterials in biomedicine and neuroengineering. Beilstein J. Nanotechnol. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 5552  15 of 17 
 

2014, 5, 1849–1863, doi:10.3762/bjnano.5.196. 

14. Limongi, T.; Cesca, F.; Gentile, F.; Marotta, R.; Ruffilli, R.; Barberis, A.; Dal Maschio, M.; Petrini, E.M.; Santoriello, S.; Benfenati, 

F.; et al. Nanostructured superhydrophobic substrates trigger the development of 3D neuronal networks. Small 2013, 9, 402–

412, doi:10.1002/smll.201201377. 

15. Dowling, D.P.; Miller,  I.S.; Ardhaoui, M.; Gallagher, W.M. Effect of surface wettability and  topography on  the adhesion of 

osteosarcoma cells on plasma‐modified polystyrene. J. Biomater. Appl. 2011, 26, 327–347, doi:10.1177/0885328210372148. 

16. Li, N.; Folch, A. Integration of topographical and biochemical cues by axons during growth on microfabricated 3‐D substrates. 

Exp. Cell Res. 2005, 311, 307–316, doi:10.1016/j.yexcr.2005.10.007. 

17. Gautam, V.; Naureen, S.; Shahid, N.; Gao, Q.; Wang, Y.; Nisbet, D.; Jagadish, C.; Daria, V.R. Engineering Highly Interconnected 

Neuronal Networks on Nanowire Scaffolds. Nano Lett. 2017, doi:10.1021/acs.nanolett.6b05288. 

18. Abrams, G.A.; Schaus, S.S.; Goodman, S.L.; Nealey, P.F.; Murphy, C.J. Nanoscale topography of the corneal epithelial basement 

membrane and Descemet’s membrane of the human. Cornea 2000, 19, 57–64, doi:10.1097/00003226‐200001000‐00012. 

19. den Braber, E.T.; de Ruijter, J.E.; Ginsel, L.A.; von Recum, A.F.; Jansen, J.A. Orientation of ECM protein deposition, fibroblast 

cytoskeleton, and attachment complex components on silicone microgrooved surfaces. J. Biomed. Mater. Res. 1998, 40, 291–300, 

doi:10.1002/(SICI)1097‐4636(199805)40:2<291::AID‐JBM14>3.0.CO;2‐P. 

20. Cellot, G.; Toma, F.M.; Kasap Varley, Z.; Laishram, J.; Villari, A.; Quintana, M.; Cipollone, S.; Prato, M.; Ballerini, L. Carbon 

Nanotube Scaffolds Tune Synaptic Strength in Cultured Neural Circuits: Novel Frontiers in Nanomaterial‐Tissue Interactions. 

J. Neurosci. 2011, 31, 12945–12953, doi:10.1523/JNEUROSCI.1332‐11.2011. 

21. Mazzatenta, A.; Giugliano, M.; Campidelli, S.; Gambazzi, L.; Businaro, L.; Markram, H.; Prato, M.; Ballerini, L.  Interfacing 

Neurons with Carbon Nanotubes: Electrical Signal Transfer and Synaptic Stimulation in Cultured Brain Circuits. J. Neurosci. 

2007, 27, 6931–6936, doi:10.1523/JNEUROSCI.1051‐07.2007. 

22. Fabbro, A.; Bosi, S.; Ballerini, L.; Prato, M. Carbon nanotubes: Artificial nanomaterials to engineer single neurons and neuronal 

networks. ACS Chem. Neurosci. 2012, 3, 611–618, doi:10.1021/cn300048q. 

23. Duan, X.; Huang, Y.; Cui, Y.; Wang, J.; Lieber, C.M. Indium phosphide nanowires as building blocks for nanoscale electronic 

and optoelectronic devices. Nature 2001, 409, 66–69, doi:10.1038/35051047. 

24. Piret, G.; Perez, M.T.; Prinz, C.N. Substrate porosity induces phenotypic alterations in retinal cells cultured on silicon nanowires. 

RSC Adv. 2014, 4, 27888–27897, doi:10.1039/c4ra04121f. 

25. Onesto, V.; Cancedda, L.; Coluccio, M.L.; Nanni, M.; Pesce, M.; Malara, N.; Cesarelli, M.; Di Fabrizio, E.; Amato, F.; Gentile, F. 

Nano‐topography Enhances Communication in Neural Cells Networks. Sci. Rep. 2017, 7, 9841, doi:10.1038/s41598‐017‐09741‐w. 

26. Dawson, K.A.; Yan, Y. Current understanding of biological  identity at the nanoscale and future prospects. Nat. Nanotechnol. 

2021, 16, 229–242, doi:10.1038/s41565‐021‐00860‐0. 

27. Higuchi, A.; Ling, Q.‐D.; Chang, Y.; Hsu, S.‐T.; Umezawa, A. Physical Cues of Biomaterials Guide Stem Cell Differentiation 

Fate. Chem. Rev. 2013, 113, 3297–3328, doi:10.1021/cr300426x. 

28. Baptista, D.;  Teixeira,  L.;  van  Blitterswijk, C.; Giselbrecht,  S.;  Truckenmüller,  R. Overlooked? Underestimated?  Effects  of 

Substrate Curvature on Cell Behavior. Trends Biotechnol. 2019, 37, 838–854, doi:10.1016/j.tibtech.2019.01.006. 

29. Weaver, C.L.; Cui, X.T. Directed Neural Stem Cell Differentiation with a Functionalized Graphene Oxide Nanocomposite. Adv. 

Healthc. Mater. 2015, 4, 1408–1416, doi:10.1002/adhm.201500056. 

30. Akhavan, O.; Ghaderi, E. Differentiation of human neural stem cells  into neural networks on graphene nanogrids.  J. Mater. 

Chem. B 2013, 1, 6291–6301, doi:10.1039/c3tb21085e. 

31. Edgington, R.J.; Thalhammer, A.; Welch, J.O.; Bongrain, A.; Bergonzo, P.; Scorsone, E.; Jackman, R.B.; Schoepfer, R. Patterned 

neuronal  networks  using  nanodiamonds  and  the  effect  of  varying  nanodiamond  properties  on  neuronal  adhesion  and 

outgrowth. J. Neural Eng. 2013, 10, 56022, doi:10.1088/1741‐2560/10/5/056022. 

32. Taylor, A.C.; González, C.H.; Miller, B.S.; Edgington, R.J.; Ferretti, P.; Jackman, R.B. Surface functionalisation of nanodiamonds 

for human neural stem cell adhesion and proliferation. Sci. Rep. 2017, 7, 7307, doi:10.1038/s41598‐017‐07361‐y. 

33. Ankam, S.; Suryana, M.; Chan, L.Y.; Moe, A.A.K.; Teo, B.K.K.; Law,  J.B.K.; Sheetz, M.P.; Low, H.Y.; Yim, E.K.F. Substrate 

topography and size determine the fate of human embryonic stem cells to neuronal or glial lineage. Acta Biomater. 2013, 9, 4535–

4545, doi:10.1016/j.actbio.2012.08.018. 

34. Paviolo, C.; Haycock,  J.W.; Yong,  J.; Yu, A.;  Stoddart, P.R.; McArthur,  S.L. Laser  exposure  of  gold nanorods  can  increase 

neuronal cell outgrowth. Biotechnol. Bioeng. 2013, 110, 2277–2291, doi:10.1002/bit.24889. 

35. Yoo, J.; Lee, E.; Kim, H.Y.; Youn, D.H.; Jung, J.; Kim, H.; Chang, Y.; Lee, W.; Shin, J.; Baek, S.; et al. Electromagnetized gold 

nanoparticles mediate direct lineage reprogramming into induced dopamine neurons in vivo for Parkinson’s disease therapy. 

Nat. Nanotechnol. 2017, 12, 1006–1014, doi:10.1038/nnano.2017.133. 

36. Cha, K.J.; Kong, S.Y.; Lee, J.S.; Kim, H.W.; Shin, J.Y.; La, M.; Han, B.W.; Kim, D.S.; Kim, H.J. Cell density‐dependent differential 

proliferation of neural stem cells on omnidirectional nanopore‐arrayed surface. Sci. Rep. 2017, 7, doi:10.1038/s41598‐017‐13372‐

6. 

37. Gliga, A.R.; Edoff, K.; Caputo, F.; Källman, T.; Blom, H.; Karlsson, H.L.; Ghibelli, L.; Traversa, E.; Ceccatelli, S.; Fadeel, B. Cerium 

oxide nanoparticles inhibit differentiation of neural stem cells. Sci. Rep. 2017, 7, 9284, doi:10.1038/s41598‐017‐09430‐8. 

38. Ciofani, G.; Danti, S.; D’Alessandro, D.; Ricotti, L.; Moscato, S.; Bertoni, G.; Falqui, A.; Berrettini, S.; Petrini, M.; Mattoli, V.; et 

al. Enhancement of neurite outgrowth in neuronal‐like cells following boron nitride nanotube‐mediated stimulation. ACS Nano 

2010, 4, 6267–6277, doi:10.1021/nn101985a. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 5552  16 of 17 
 

39. Genchi, G.G.; Ceseracciu, L.; Marino, A.; Labardi, M.; Marras, S.; Pignatelli, F.; Bruschini, L.; Mattoli, V.; Ciofani, G. P(VDF‐

TrFE)/BaTiO3Nanoparticle  Composite  Films  Mediate  Piezoelectric  Stimulation  and  Promote  Differentiation  of  SH‐SY5Y 

Neuroblastoma Cells. Adv. Healthc. Mater. 2016, 5, 1808–1820, doi:10.1002/adhm.201600245. 

40. Marino, A.; Arai,  S.; Hou, Y.;  Sinibaldi, E.;  Pellegrino, M.; Chang, Y.T.; Mazzolai, B.; Mattoli, V.;  Suzuki, M.; Ciofani, G. 

Piezoelectric Nanoparticle‐Assisted Wireless Neuronal Stimulation. ACS Nano 2015, 9, 7678–7689, doi:10.1021/acsnano.5b03162. 

41. Rosenberg,  S.S.;  Spitzer, N.C. Calcium  signaling  in  neuronal  development.  Cold  Spring Harb.  Perspect.  Biol.  2011,  3,  1–13, 

doi:10.1101/cshperspect.a004259. 

42. Johannsmeier, S.; Heeger, P.; Terakawa, M.; Kalies, S.; Heisterkamp, A.; Ripken, T.; Heinemann, D. Gold nanoparticle‐mediated 

laser stimulation induces a complex stress response in neuronal cells. Sci. Rep. 2018, 8, 6533, doi:10.1038/s41598‐018‐24908‐9. 

43. Kültz,  D.  Molecular  and  Evolutionary  Basis  of  the  Cellular  Stress  Response.  Annu.  Rev.  Physiol.  2005,  67,  225–257, 

doi:10.1146/annurev.physiol.67.040403.103635. 

44. Fulda, S.; Gorman, A.M.; Hori, O.; Samali, A. Cellular stress responses: Cell survival and cell death. Int. J. Cell Biol. 2010, 2010, 

214074, doi:10.1155/2010/214074. 

45. Carvalho‐de‐Souza, J.L.; Treger, J.S.; Dang, B.; Kent, S.B.H.; Pepperberg, D.R.; Bezanilla, F. Photosensitivity of neurons enabled 

by cell‐targeted gold nanoparticles. Neuron 2015, 86, 207–217, doi:10.1016/j.neuron.2015.02.033. 

46. Zhu, W.; O’Brien, C.; O’Brien, J.R.; Zhang, L.G. 3D nano/microfabrication techniques and nanobiomaterials for neural tissue 

regeneration. Nanomedicine 2014, 9, 859–875, doi:10.2217/nnm.14.36. 

47. Aldinucci, A.; Turco, A.; Biagioli, T.; Toma, F.M.; Bani, D.; Guasti, D.; Manuelli, C.; Rizzetto, L.; Cavalieri, D.; Massacesi, L.; et 

al. Carbon nanotube scaffolds instruct human dendritic cells: Modulating immune responses by contacts at the nanoscale. Nano 

Lett. 2013, 13, 6098–6105, doi:10.1021/nl403396e. 

48. Lovat, L.; Pantarotto, D.; Lagostena, L.; Cacciari, B.; Grandolfo, M.; Righi, M.; Spalluto, G.; Prato, M.; Ballerini, L. Carbon 

Nanotube Substrates Boost Neuronal Electrical Signaling. Nano Lett. 2005, 5, 1107–1110, doi:10.1021/NL050637M. 

49. Matsumoto, K.; Shimizu, N. Activation of the phospholipase C signaling pathway in nerve growth factor‐treated neurons by 

carbon nanotubes. Biomaterials 2013, 34, 5988–5994, doi:10.1016/j.biomaterials.2013.04.038. 

50. Zhu, W.; Ye, T.; Lee, S.‐J.; Cui, H.; Miao, S.; Zhou, X.; Shuai, D.; Zhang, L.G. Enhanced neural stem cell functions in conductive 

annealed  carbon  nanofibrous  scaffolds  with  electrical  stimulation.  Nanomed.  Nanotechnol.  Biol.  Med.  2017,  1–10, 

doi:10.1016/j.nano.2017.03.018. 

51. Abbott, J.; Ye, T.; Qin, L.; Jorgolli, M.; Gertner, R.S.; Ham, D.; Park, H. CMOS Nanoelectrode Array for All‐Electrical Intracellular 

Electrophysiological Imaging. Nat. Nanotechnol. 2017, 12, 460–466, doi:10.1038/NNANO.2017.3. 

52. Spira, M.E.; Hai, A. Multi‐electrode  array  technologies  for  neuroscience  and  cardiology. Nat. Nanotechnol.  2013,  8,  83–94, 

doi:10.1038/nnano.2012.265. 

53. Robinson, J.T.; Jorgolli, M.; Shalek, A.K.; Yoon, M.H.; Gertner, R.S.; Park, H. Vertical nanowire electrode arrays as a scalable 

platform for intracellular interfacing to neuronal circuits. Nat. Nanotechnol. 2012, 7, 180–184, doi:10.1038/nnano.2011.249. 

54. Xie, C.; Lin, Z.; Hanson, L.; Cui, Y.; Cui, B.  Intracellular  recording of  action potentials by nanopillar  electroporation. Nat. 

Nanotechnol. 2012, 7, 185–190, doi:10.1038/nnano.2012.8. 

55. Wijdenes, P.; Ali, H.; Armstrong, R.; Zaidi, W.; Dalton, C.; Syed, N.I. A novel bio‐mimicking, planar nano‐edge microelectrode 

enables enhanced long‐term neural recording. Sci. Rep. 2016, 6, 34553, doi:10.1038/srep34553. 

56. Kim, D.H.; Viventi, J.; Amsden, J.J.; Xiao, J.; Vigeland, L.; Kim, Y.S.; Blanco, J.A.; Panilaitis, B.; Frechette, E.S.; Contreras, D.; et 

al.  Dissolvable  films  of  silk  fibroin  for  ultrathin  conformal  bio‐integrated  electronics.  Nat.  Mater.  2010,  9,  1–7, 

doi:10.1038/nmat2745. 

57. Zhang, P.C.; Keleshian, A.M.; Sachs, F. Voltage‐induced membrane movement. Nature 2001, 413, 428–432, doi:10.1038/35096578. 

58. Matsuzaki, M.; Honkura, N.; Ellis‐Davies, G.C.R.; Kasai, H. Structural basis of long‐term potentiation in single dendritic spines. 

Nature 2004, 429, 761–766, doi:10.1038/nature02617. 

59. Lin, Y.; Freund, L.B. Forced detachment of a vesicle in adhesive contact with a substrate. Int. J. Solids Struct. 2007, 44, 1927–1938, 

doi:10.1016/j.ijsolstr.2006.09.006. 

60. Nguyen, T.D.; Deshmukh, N.; Nagarah, J.M.; Kramer, T.; Purohit, P.K.; Berry, M.J.; McAlpine, M.C. Piezoelectric nanoribbons 

for monitoring cellular deformations. Nat. Nanotechnol. 2012, 7, 587–593, doi:10.1038/nnano.2012.112. 

61. Zhao, Y.; You, S.S.; Zhang, A.; Lee,  J.H.; Huang,  J.; Lieber, C.M. Scalable ultrasmall  three‐dimensional nanowire  transistor 

probes for intracellular recording. Nat. Nanotechnol. 2019, 14, 783–790, doi:10.1038/s41565‐019‐0478‐y. 

62. Zhang, Y.; Jimenez‐Cruz, C.A.; Wang, J.; Zhou, B.; Yang, Z.; Zhou, R. Bio‐mimicking of proline‐rich motif applied to carbon 

nanotube reveals unexpected subtleties underlying nanoparticle functionalization. Sci. Rep. 2014, 4, 7229, doi:10.1038/srep07229. 

63. Rim, K.T.; Song, S.W.; Kim, H.Y. Oxidative DNA damage from nanoparticle exposure and its application to workers’ health: A 

literature review. Saf. Health Work 2013, 4, 177–186, doi:10.1016/j.shaw.2013.07.006. 

64. Zeng, Q.; Shao, D.; Ji, W.; Li, J.; Chen, L.; Song, J. The nanotoxicity investigation of optical nanoparticles to cultured cells in vitro. 

Toxicol. Rep. 2014, 1, 137–144, doi:10.1016/j.toxrep.2014.05.009. 

   



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 5552  17 of 17 
 

65. Fu, P.P.; Xia, Q.; Hwang, H.M.; Ray, P.C.; Yu, H. Mechanisms of nanotoxicity: Generation of reactive oxygen species. J. Food 

Drug Anal. 2014, 22, 64–75, doi:10.1016/j.jfda.2014.01.005. 

66. Kunzmann, A.; Andersson, B.; Thurnherr, T.; Krug, H.; Scheynius, A.; Fadeel, B. Toxicology of engineered nanomaterials: Focus 

on  biocompatibility,  biodistribution  and  biodegradation.  Biochim.  Biophys.  Acta  Gen.  Subj.  2011,  1810,  361–373, 

doi:10.1016/j.bbagen.2010.04.007. 

67. Teleanu,  D.M.;  Chircov,  C.;  Grumezescu,  A.M.;  Teleanu,  R.I.  Neurotoxicity  of  nanomaterials:  An  up‐to‐date  overview. 

Nanomaterials 2019, 9, 96, doi:10.3390/nano9010096. 


