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ABSZTRAKT

Az agyban zajldé metabolikus folyamatok nagy idéfelbontdssal térténd mérése nagyon
fontos a mikddés megértése szempontjdbdl. Kutatdsunk kdzpontjgban a
poszttraumds stresszzavar (PTSD — posttraumatic stress disorder) dll, mely egy stresszhez
kapcsolt pszichiatriai betegség. Napjainkban egyre tobb beteget diagnosztizdlinak
PTSD-vel, igy a hdttérben dllé mechanizmusok pontos megértése, feltérképezése
kiemelt fontossagu. Leggyakrabban 3 agyterlletet, a prefrontdlis kérget (PFC), az
amigdaldat és a hippokampuszt hozzdk 6sszefUggésbe a betegséggel (Tordk et al.,
2019), amik k&zUl mi a PFC-re tervezink koncentrdlni, mivel ez a déntéshozdsért felelds
kiemelt régioé és kutatdsanak nagy hagyomdnyai vannak a Pécsi Tudomdnyegyetem,
Altaldnos Orvosi Kar, Elettani Intézetében. Tobbek kdézétt glikdz transzporter 2-vel
(GLUT2) jellemezhetd glikdz monitorozd sejteket azonositottak ezen a terUleten
((Szabo et al., 2018),(Nagy et al., 2016)). HosszUtdvu célunk, hogy igazoljuk a PTSD-
szer( tUnetek megjelenése &sszefigg a PFC cukorhdztartasanak felborulasaval.
Hipotézisink szerint a lokdlis energetikai viszonyok befolydsoldsa segithet kivédeni a
hosszUtdvu pszichés tinetek kialakuldsat.

Ennek a célnak az eléréséhez agyi glukdz szintek mérésére alkalmas szenzort
fejlesztettUnk a PTE Természettudomdnyi Kardnak Fizikai Kémia és Anyagtudomdnyi
Tanszékével egyUttmUkddve. Sajat készitési és gydri szenzorokat is haszndlunk. Az
elkészUlt szenzorokat- kalibralds utdn- kisérleti dllatokon teszteltUk, annak bizonyitdsdra,
hogy eszkdzUnk él6 rendszerekben is alkalmas lesz mérések elvégzésére. szabdlyokat.
Allatkisérleteinkben amperometrids méréseket végzink

Kutatdsunk - hosszabb tdvon - hozzdjdrulhat a PTSD metabolikus vonatkozdsainak
megértéséhez, mely segithet a PTSD terdpidjdnak hatékonyabbd tételében. A PTE ket
kardnak egyUttmUkddésével taviati célunk, hogy a kutatdsban bedlliitott mddszert
mds modellekben, mds enzimmel is alkalmazzuk. Ezzel Uj nézépontot adhatunk a
preklinikai kutatdsoknak egy nagy idéfelbontdsy, valds ideji mérést lehetdvé tevd
maodszer bevezetésével.



CELKITUZES

Patkany agyban torténé mérésre alkalmas glikéz-oxidaz alapd amperometrids
bioszenzor készitése és alkalmazasa.

HosszUtdvu célom a poszttraumds stresszzavar (PTSD) patkdnymodellben a bedillitott
maodszerrel patkanyagy prefrontdlis cortexben (PFC) spontdn vagy manipuldciok
hatdsdra (gllkdz terhelés, inzulin adds) kialakuld glUkdz-szintek mérése. Jelen
pdlyamunkdban egy év elbkészité munkdjat foglaltam &ssze, mely sordn a célnak
megfeleld bioszenzort készitettem.



BEVEZETES - elekirédok a hétkéznapjainkban

Az elektrokémia taldn a legkevésbé ismert dga a kémidnak a hétkdznapi ember
szamdara. Még a gimndziumi emelt szintd kémiai oktatds sem tér ki ra részletesebben,
aki pedig nem olyan irdnyban tanul tovdbb, ahol fizikai kémidt oktatnak, nincs is
lehetdsége a témaval taldlkozni, foglalkozni a tovabbiakban.

Ennek ellenére mindennapjainkban szamos elekirédot és elekirokémiai elven mikddd
mérdeszkdzt haszndlunk. Alapvetd tartozéknak szdmit a pH mérd szinte minden
laborban  (vagy akdr azok otthondban, akik komolyabban foglalkoznak
akvarisztikGval). Ez egy hidrogénionra szelektiv Oveg membrdnelektrddot tartalmaz és
a potenciometria elvén mUkodik.

Egészseéglgyben vérvételeknél az egyik leggyakrabban kért paraméter a kildnbdzd
ionszintek (ndtrium, kdlium). Ezek meghatdrozhatdéak Idngfotometridval vagy
ionszelektiv elektrodok haszndlatdaval.

Korhazi osztdlyokon is taldlunk elektrodokat, melyek PoCT (point of care testing, azaz
betegdgy melletti laboratériumi diagnosztika) mdszerek részei (Severinghaus & Astrup,
1985). A beteg vérébdl gyors pH, parcidlis oxigén és szén-dioxid szintek
meghatdrozdasat teszik elérhetdvé a hatékonyabb elldtds érdekében.

Vércukormérdk kdzott széles kdrben elterjedtek a bioszenzoros (elektrokémiai), illetve
a fotometrids elven alapuld készilékek. A bioszenzoros méré a reakcid sordn létrejott
elektromos vdaltozdst jelzi, mig a fotometrids készUlék esetében a reakcidt szinvaltozds
kiséri, melyet a készUlék fotometridsan mér. A bioszenzoros mérék olyan elektrédot
tartalmaznak, melynek a fellletére glikdz-oxiddz enzimet kotodttek. Oxigén és glukdz
jelenlétében az enzimreakcid sordn hidrogén-peroxid képzddik, melyet a mdszer mér,
és meghatdrozza beléle a vérminta glikdz-koncentrdcidjdt. Ezen eszkdzdk széleskord
elteriedése a bioszenzor-fejlesztés tdbb, mint 100 éves mulira visszatekintd
torténetének a sikere.



IRODALMI ATTEKINTES

Ebben a fejezetben a ’'bioszenzor’ definidldsa utdn kitérek a glikdz szenzorok
muUkoddésére. Bemutatom azokat a kihivasokat is, melyek az eldkészitdé munka
megoldandd problémdi voltak.

BIOSZENZOR DEFINICIOJA

Bhalla és kollegdi megfogalmazdsdban a bioszenzor ,,egy olyan eszkbz, mely bioldgiai
vagy kémiai reakciokat mér egy, a reakcioban résztvevd anyag koncentrdcidjanak
megfelel6 nagysdgu jel generdldasdval” (Bhalla et al., 2016). A bioszenzorok &t kbtelezd
elemét soroljgk fel, melyeket az aldbbi tabldzatban foglaltam &ssze az dltalunk
haszndlt glikdz-szenzor példdjan.

1. tabldazat: egy bioszenzor részei
analit mérendd anyag glUkoz
bioreceptor specifikus felismerést tesz lehetédvé | glikdz-oxiddz

a reakcionak megfeleld nagysagu

transzducer s , platina elektréd
jel létrehozdasa
ielerésités  és  analdg-digitdlis pofencioszidf — Eco
elektronika J atalakite 9-cig Chemie Autolab
Jelataiaxitas PGSTATI2

megjelenitésre alkalmas hardver és
szoftver

kimend jel (output) szamitogep, WindowsXP,

A haszndlt enzimtdl fuggden szdmos mds anyagot is mérhetink a fenti sszedllitasban,
példdul koleszterint koleszterin-oxiddzzal, laktdtot laktdt-dehidrogendzzal vagy -
oxiddzzal, fenolt tirozindzzal vagy glutamdatot glutamdat-oxiddaz segitségével. Mindegyik
esetben az enzimreakcidban olyan elektroaktiv anyag keletkezik, amelyet tudunk
meérni (O2, NADH, H202, kinon).

A MULT KEZDETE: 1906.

Max Cremer a Zeitschrift fUr Biologie cimU folydiratban publikdlta megfigyelését,
miszerint az oldat savkoncentrdcidjatdl figg az elektromos potencidl, mely mérhetd
(Cremer, 1906). Felfedezése 3 évvel el6zte meg a pH - hidrogénion koncentrdcio —
fogalmdnak bevezetését, mely Seren Peder Lauritz Serensen nevéhez fiz&dik. Ezen
elvek mentén 1922-ben Hughes készitette az els& pH mérésére alkalmas
Uvegelekirédot (Hughes, 1922).

Leland C. Clark-ot a bioszenzorok atyjanak nevezik, 1956-ban oxigén-elekirédot
fejlesztett ki, majd 1962-ben azt az amperometrids bioszenzort, amely mdr glikédz
meérésere volt alkalmas (CLARK & LYONS, 1962). Az oxigén-elekiréd azéta Clark-
elektrodként is ismert. Az elsé potenciometrids urea bioszenzort Guilbault és Montalvo
fejlesztette 1969-ben (Guilbault & Montalvo, 1969), majd 1972-ben piacra kerult az
elsd, ofthoni haszndlatra szant glikdzszenzor a Yellow Spring Instruments jovoltdbdl. A
80-as években megjelentek a napjainkig haszndlt kis méretd muiszerek elsd tipusai is.



GLUKOZ-SZENZOROK

A 60-as évekbeli elsé leiras és az elsé kereskedelmi forgalomban kaphatd eszkdz
megjelenése kozdtt nagyjdbdl 20 év telt csak el. A bioszenzorok elsé hdrom
generdcidja enzim alapu szenzor. Csoportositasuk az elektrontranszfer médja alapjdn
torténik. Napjainkban mdr negyedik generdcids, enzimmentes glikdz szenzorrdl is
emlitést tesznek (Naikoo et al., 2022).

Milyen Ut vezetett iddig és hogyan mUkddnek ezek a szenzorok?

A szenzorok mUkddésével szamos tanuimdny foglalkozik, ezek ko6zUl kettdt szeretnék
kiemelni, melyek alapjait képezik a kisérletes munk&dmnak (Bhalla et al., 2016; Monteiro
& Almeida, 2019).

Példaként emlitettem (1. tdbldzat) egy glukdéz szenzort. Esetében az aldbbi
enzimreakcio jatszédik le:

o glUkdz-oxiddz .
B-D-glukdz+Oy — D-glukono-1,5-lakton+H,O,
I. egyenlet

Mind az oxigén, mind a hidrogén-peroxid elekiroaktiv anyag, tehdt elekirokémiai
maodszerekkel detektdlhatéak.

Amennyiben a reakcidbdl egy szabadon diffunddld szubszirdtot vagy terméket
mérink, elsé generdcioés bioszenzorrdl beszélink. A legelsd glikdz-szenzorok oxigén-
elektrodok voltak, melyekre enzimréteget kotdttek (immobilizdltak). Az oldatban
oldott oxigén egy részét az enzimreakcio felhaszndlja, az oldott oxidén koncentracidja
igy lecsdkken. Az oxigénelekirdd felUletén a kdvetkezd reakciod jatszodik le:

20,+4H"+2e° —— 2H,0
2. egyenlet

Az oxigén vizben rosszul oldddik, igy eléfordulhat, hogy az oldott oxigén csak a
mérés. Jobb megoldds, ha a hidrogén-peroxidot detektdljuk. A két mérés kozti
kUldnbség, hogy amig az oxigént a katdédon tudjuk mérni, a hidrogén-peroxidot az
andédon. Az enzimreakcio (1) utdn az elektrdd fellletén lejatszdédo reakcio:

H,0p ————— O,+ 2H +2e"
3. egyenlet



oxigén mérése esetén: hidrogén-peroxid mérese esetén:

Platina
elektrod

21,0 O, + 4H* HQOQ O, + 2H*

- 2,‘02 /

Enzimréteg — rec’ .
(glUkdz-oxiddz) \
GlUkdz Glokoz

GlUkonolakton GlUkonolakton

* az enzim is redukdlddik €s oxiddlédik a reakciok sordn

1. dbra: Elsé generdciés glikéz-szenzorok mikédése

A legelsé ofthoni haszndlatra szént vércukormérékben mdr mdasodik generdcios
szenzor volt. EsetUkben az elekironokat egy kilén hozzdadott téltéshordozd, egy
medidtor szdllitja. Ez lehet oldhatd, vagy kapcsolddhat kovalens kdtésekkel az
immobilizaciés matrixba. llyen medidtor lehet példdaul ferrocén, benzokinon vagy
metilénkék. Oldhaté medidtor esetén adhatjuk kdzvetlenll a mintdhoz vagy
immobilizalhatjuk az enzimrétegbe is. A kovalens kdtéssel kapcsolddd mediatorokat
elektroenzimeknek is nevezik kettds funkcidjuk miatt.

szolubilis medidtor esefén:
Platina
elektréd
)

medldtor medidtor Kovalensen kotott
red. mediator

red.” ox.* red.* ox.*

GlOkdz ' GlUkoz '

GlUkonolakton GlUkonolakton

Enzimréteg
(glUkdz-oxidaz

* az enzim is redukdlodik €s oxiddlédik a reakcidk sordn

2. dbra: Mdsodik generdcids glikoz-szenzorok mikédése

A szenzorfejlesztés egyre gyorsuld Utemet mutatott, a 90-es évekre megérkeztek a
harmadik generdcios szenzorok, melyeknél medidtor nélkUli elektrontranszfer torténik.
Az enzim atadhatja az elekironokat a munkaelektrodra kdzvetlenll vagy egy vezetd
mdatrixon keresztUl.

A klasszikusnak szadmitd, féként ujjoegy kapilldris vérét igényld mérdk helyett a
fejlesztések jelenleg a noninvaziv technikdkra &sszpontositanak. Mdr a 2000-es
években piacra kerUltek az elsé olyan szenzorok (harmadik generdciods elektroddal),
melyek a bér felszinén, verejtékbdl mérve adnak egy értéket az aktudlis
vércukorszintre.



k&ézvetlen elektrontranszfer: verzetd polimer:

Platina
elekiréd
red.* ox.*
o l GlUkoéz ‘ Glukéz
Enzimréteg 5 Glukonolakton Glukonolakton

(glUkdz-oxidaz) \

* az enzim is redukdlodik s oxiddlédik a reakcidk sordn

3. dbra: Harmadik generdciés glikéz-szenzorok mikédése

AZ OPTIMALIS ELEKTRODMERET

Egy patkdny agy az anteroposterior tengelyben kérllbelll 2-2,5 ¢cm hosszusdgu,
szélessége és magassaga egyardant 1 cm korUli. Az egyes agyterlletek, magcsoportok
1 mm?3 térfogaton helyezkednek el. A PFC az agy frontdlis lebenyét boritd
szUrkedllomdany, igy gyakorlatiag az agy elejen egy maximum 1 mm vastag
»sapkaként” képzelhetd el. Ennek tudunk mérni a ,tetején” — dorzdlisan vagy az
»alidn” — ventrdlisan is. A nagyobb, téblb mm kUlsé atmérdju elektrédok azonban ilyen
dimenzidkban széba sem jonnek. Olyan elekirédra van szUkség, melynek a kilsd
atmérdje maximum 1-1,5 mm. Nagyobb elekiréddal csak elroncsolndnk az
agyszovetet.

MEREST ZAVARO TENYEZOK KIKUSZOBOLESE

A hidrogén-peroxid minden sejtoen jelen van, sejtlégzés sordn a mitokondriumok,
mikroszomdak és peroxiszomdk termelik (Chance et al., 1979; Patole et al., 1986).
Fizioldgidsan mdsodlagos messenger molekulaként a dopaminerg jeldtvitelben
moduldtor szereppel bir. Parkinson-kérban hozzdjdrul az oxidativ stresszhez, igy az
idegsejtek elpusztitGdsdhoz. A képzddd mutdns alfa-szinuklein permeabilizdlja a
dopamint tdrold vezikuldk membrdanjdt, igy a dopamin a citoplazmdaba kerdl, ahol
hidrogén-peroxid és szuperoxidok dopamin-kinonnd oxiddljdk, melyrdl ismert, hogy
toxikus az idegsejtekre (Nandi et al., 2019).

A C-vitamin, mdasnéven aszkorbinsav minden viztérben jelen van, az emberi agyban
szintje 2-10 mM kozotti (Lykkesfeldt & Tveden-Nyborg, 2019), patkdny agyban ennél
kevesebbet mértek (Adlard et al., 1973; Hornig, 1975). Méretét tekintve a hidrogéen-
peroxidndl léEnyegesen nagyobb molekula.

Az elektrodok készitésénél két tényezdét kell figyelembe venni. A nagy molekulaméret(
aszkorbinsav detektdldsadt meg kell akaddlyozni, illetve a meért dramerdsseg
értékelésekor figyelembe kell venni, hogy a fiziologidsan jelen Iévd hidrogén-peroxidra
is valaszol az elektrod.

Méretkizardsos réteget szdmos polimerbdl készitettek mar, tébbek kdzdH a fenilén-
diamin polimereit széles kérben haszndljak (Murphy, 1998; Wilson et al., 2018). A PTE TTK
Fizikai Kémia és Anyagtudomdnyi Tanszékén is haszndltak kordbban meta-fenilén-
diamint (mPDA) (Nagy et al., 2002). Elektropolimerizdcioval egy ultravékony réteggel
modositottdk az elekirdd felUletét. 10 mM-os mPDA oldatdban amperometriaval 5

-9.-



mdsodperc alatt felépll egy olyanréteg, mely képes megakaddlyozni az aszkorbinsav
detektdldasat.

N,
J .“‘.“,..0?,1'('13?]

Hidrogén-peroxid Aszkorbinsav

4. &dbra: 3D molekula-modellek; hitps://molview.org

A fizioloégidsan jelen leévé hidrogén-peroxid €s mds kis méretU elektroaktiv anyagok
jelenlétének detektdldsdhoz szUkség van egy enzimréteget nem tartalmazd
elektrédra is. Igy minden méréshez két elekirddot kell késziteni. Aszkorbinsav
detektdlasanak kivédésére poli-mPDA réteggel kell ellaini  6ket, azonban
enzimréteget csak az egyikre kell immobilizalni.

A VARHATO GLUKOZ-KONCENTRACIO

Az intersticidlis tér dsszetételének vizsgdlatdra az egyik leggyakrabban alkalmazott
maodszer a mikrodializis (Chefer et al., 2009). Chefer és munkatdrsai kiemelik, hogy a
mikrodializis technik&nak - szadmos elénye mellett - vannak hdatrdnyai is, féleg az
elektrokémiai mddszerekkel szemben. Ugyan a szelektivitds és pontossdg biztositott, a
gyUjtétt dializdtum bdrmilyen technikdval analizdlhatdé, de nem ad valds idejd
informdciot és a mintagydjtés ideje is hosszabb, mint egy eletrokémiai mérés sordn. A
mikrodializissel mért koncentrdcidok azonban j6 kiinduldsi alapot adnak a sajat
mérésekhez, ezek alapjdn meg tudunk adni egy vdarhatd koncentrdciétartomdanyt,
melyben az elkészitett elekirddoknak mUkddnie kell. Fellows és munkatdrsai dltal
végzett glukdz-szinteket vizsgdld tanulmdnyban olvashatd, hogy patkdnyokban
(kontroll dllatokndl) agyi extracelluldris térben 0.5 mmol/I alatti koncentraciét sikerilt
detektdiniuk (Fellows et al., 1992).

Fontos tényezd, hogy az elekirédra véges mennyiségl enzimet lehet immobiliz&ini.
Ezért érdemes Ugy kialakitani a protokollt, hogy az elekirédra kerUlé enzim képes
legyen a kivant koncentrdcio-tartomdnyban mérni. Elsé 1€épésként a Michaelis-Menten
kinetikdhoz érdemes visszanydini.

Enzimkinetika

Az enzimek a reakcidkat katalizaljdk, elérhetévé tesznek egy alacsonyabb energidju
reakcioutat. Az enzimbdl (E) és szubsziratbdl (S) egy komplex (ES) képzddik, majd ez a
komplex bomlik az enzimre (E) és a termékre (P).

ki k2
E+S < ES S E+P
ko

4, egyenlet
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A ki, ki1, k2 reakciddllanddk, melyekbdl a Michaelis-Menten dllandd  (Km)
meghatdrozhatd. Az enzim-szubszirdt komplex kialakuldsa reverzibilis folyamat, a ki a
komplex képzddésének reakciddllanddja, mig a k., a bomldsdé.

k-1+ke
ki

m=

5. egyenlet

A szubsziratkoncentracio ([S]o) és reakcidsebesség (vo) OsszefUggését a Michaelis-
Menten egyenlet irja le. Az &sszeflggés az enzimkinetika egyszerd leirdsara haszndilt.

Vo,max X [S]O

Vo T S

6. egyenlet

A Vomax O kezdeti maximum reakcidsebességet jeldli. A reakcidsebesség és
szubsztratkoncentrdcid dsszefUggését grafikonon megjelenitve derékszégU hiperboldt
kapunk.

1.00E+2
S0E+1
O0E+1 oo
B B
00E+1
50E+1
7.00E+1
6.50E+1
6.00E+1
SO0E+1
00E+1

SO0E+ |C|,5 Vrnax
(ODE=1

=~ 00 00 WO W

B LA WA

reakcidsebesség (m/s)

0 0.05 0.1 0.15 0.2

elsérendi kinetika szubsztratkoncentracio (M)

5. abra: Michaelis-Menten kinefika; hitps://apps.media.unc.edu/biochem500/charts/

A Qgobrbe kezdeti szakasza linedris, igy alacsony szubszirdtkoncentrdcié esetén
elsérendy enzimkinetikdrdl beszélunk.

Vo,max X [S]O
0= —
Km
7. egyenlet
A gorbe tovabbi szakaszdn a kinetika zérérendlve vdlik, az enzim szubsztratk6té helyei

telitddnek, a goérbe ellaposodik. Ekkor vo = vomax. A reakciésebesség megadhatd a
katalitikus dllandd (k2 = kkat) €s az enzimkoncentracid szorzataként.
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Vo, max = Kkat *[Elg
8. egyenlet

Enzimelekirédokndl dltaldnossdgban a lehetd leggyorsabb reakcidsebességet és
nagyfoku szelekfivitdst szeretnénk elérni, tehdt minél nagyobb a vomax, €s minél kisebb
a Km, anndl kézelebb vagyunk a kivant célhoz. A kalibracié szempontjdbdl a gérbe
linedris, elsérendy kinetikdju  szakasza  fontos. Ere a  szakaszra  esd
koncentraciétartomdny limitdlja az elekiréd felhaszndlhatésagat. Az dltalam készitett
elektrodot akkor tudom az dllatkisérletekhez felhaszndini, amennyiben a kalibracids
gorbe linedris szakasza lefedi a 0-10 mM glUkdz-koncentrdcidkat.

Enzim-immobilizaciés technikak

Az irodalomban szdmos technikdt leirtak, de alapvetéen az enzim-immobilizacios
technikdk hdrom nagyobb csoportjat kildnitik el (Monteiro & Almeida, 2019; Sassolas
et al, 2012). Egyrészt immobilizalhatjuk az enzimet adszorpcidval, mdsrészt
bedgyazhatjuk egy membrdnba, polimerbe, harmadrészt direkt kémiai kdtésekkel is
megkdthetjuk.

A PTE TTK Fizikai Kémia és Anyagtudomdnyi Tanszékén kordbban albumin-gélrétegbe
agyazott enzimmel készitettek bioszenzorokat, a gél stabilitadsat glutdraldehid
keresztkdtésekkel biztositva (Nagy et al., 2002).

Enzim immobilizdlasra egy mdsik, kordbban mdar haszndlt mddszer is felmerUlt
(Guilbault & Montalvo, 1969). Itt egy poliakrilamid réteg tartalmazza az enzimet.
KUlbnlegessége, hogy riboflavint tartalmaz és a réteg polimerizacidja UV fényre
torténik.
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MODSZEREK

Elektrodmeéret, szelektivitds, enzimréteg — el6z8leg ezt a harom kihivast emlitettem.
Ebben a fejezetben a mddszereken tUl bemutatom a hdrom probléma megolddsdat
is.

ELEKTRODKESZITES

Az elektrodkészités sordn egy és masfél milliméter kUlsé atmérdji Gvegkapillaris allt
rendelkezésemre. Ezek belsé dtmérdje pontosan fél és hdromnegyed miliméter. A
nagyobb kapilldrisba fél milliméter dtmérdjU platinaszdl kerGlt, a platina és a kivezetett
drot kdzti érintkezés biztositasdra forrasztddnt alkalmaztam.

A kisebb kapilldrisba a fél miliméteres platina nem fért bele, ezért vékonyabbat kellett
haszndlnom. Itt 25 és 100 um-es platinaszdlakat alkalmaztam, igy ezek az elektrédok
mdar mikroelektrodnak szdmitanak.

b) <)

6. abra: Elektrédok
a) 100 pm-es platinaszdlat tartalmazd elektrdd. A felsé képen még csak az Uveget
olvasztottam meg a platina kéré, az alsén pedig a kész, lecsiszolt elekirdd Iatszik, jobb
oldalon a csillogd énnal. A kapilldris kUlsé dtmérdje 1 mm.
b) 25 ume-es platinaszdlat tartalmazdé elektrédok. A kapilldris kUlsé dtmérdje 1 mm.
c) 1,5 mm kUIsé atmérdju kapilldrisok, bennik 0,5 mm atmérdjd platindval.

Az elkészUlt elektrédokat P4000-es csiszoldbdrsonyon, nedves polirozdssal tisztitottam.
Elektrokémiai tisztitast is végeztem ciklikus voltammetria (CV) mddszerével 0,5 mol/dm?3
kénsavoldatban 0,2-0,8 V k&z6tt 2 ciklusban.

A két tisztitasi 1épést minden esetben kdzvetlenUl az enzimréteg készitése elbtt
végeztem.

MERESI LEHETOSEGEK

Az elektroanalitikai mddszereket két nagy csoportra oszthatjuk; ionvandorldson
alapulé modszerek (példdul vezetSképesseégmerés) és hatarfellleti mddszerek. A
hatdrfelUleti mddszerek lehetnek statikusak (i=0, példdul potenciometria) vagy
dinamikusak (i#0). Alapszabdly, hogy az dramerdsséget és fesziltséget nem lehet
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egyszerre kontroll alatt tartani. Coulombmetrids fitrdldsndl az dramerdsseg konstans,
mig voltammetridndl és amperometridndl a feszUltséget kontrolldljuk. A kisérletek sordn
a felsorolt mddszerek k6zUl amperometriat és voltammetridt haszndltam.

lonvdndorldson vezetbképességmérés

alapuld oszcillometria
modszerek dielektrometria

STIO“EL)JS am Pofenciometria
konstans coulombmetria
m Aramerésséd g konstans
(i) dramerdsségen
omperomemo

konstans

fesziltség coulombmetria

HatdrfelUlefti . dllandd

B mérések i B kontrollalt feszUltségen
feszUliség

Dinamikus W polarogrdfia,

(i#0) valtozd |l inverz (stripping)
feszUltség voltammetria,

Moddszerek

ciklikus voltammetria

7. dbra: Elekirokémiai médszerek csoportositdsa a haszndlt technikak kiemelésével

A kalibracios méréseket harom elektrodbdl Allo elektrokémiai celldban végeztem. Az
enzimet tartalmazd platina munkaelektrédon kivil egy szintén platina ellenelekirédot
és egy ezUst/ezUst-klorid referenciaelektrodot haszndltam.

Allatban t6rténd méréseknél - helyhidny és az agy tovdbbi roncsoldsdnak elkerilésére
- egy 250 um-es ezUstszdlra volt a referencia és az ellenelektrddok elvezetése sorosan
csatlakoztatva.

referencia elekirod

(Ag/AgCl)
1
|
™~ kimend jel
Eapp ™~ L > :
RV A YA YA L~

ellenelektrod munkaelekirod
(platina) (Pt, enzimmel)

_—

8. abra: Elektrokémiai cella felépitése; Eqpp jelbli a bedllitott fesziltséget, az oldat keverheté

Amperometria esetén dramerdsséget regisztrdlunk idé fuggvényében, a potencidlt
egy konstans érteken tartva. A mért dramerdsség lecsdkken, ahogy az elekirdd koruli
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ugynevezett diffUzids réteg kimerUl. Az dramerdsség figgését a diffuziotdl a Cottrell-

egyenletirjale.
) ’ D
i =NFAC |—
mt

Az egyenletben n az elektronok sz&mat, F a Faraday dllanddét (96500 C/mol), A az
elektrodfelszint (cm?), C a koncentraciét, D a diffUzids koefficienst, t a
mdsodpercekben mért idét jeldli. Keverés nélkll az elekirddfelszin kdzvetlen kdzelében
lecsdkken a mérendd anyag koncentrdcidja, ezdltal lecsdkken a mért dramerdsseg.

9. egyenlet

N\ N\

E (V) i(A)

> >

idé (s) idd (s)

9. dbra: Kronoamperometria (CA)
Az elsé dbrdan Iathaté a mérés nulla pontjdtdl kezdve konstans értéken tartott potencidl, a
masodik dbrdn pedig egy tipusos CA goérbe, ahol az dramerdsség fokozatosan lecsdkken.

A diffUzids réteg kimeritése a kronoamperometria (CA) hatrdnya. Az oldat keverése
részben megolddst kindl; a diffuzids réteg vastagsaga lecsdkkenthetd. A modositott
OsszefUggésben a § ezt a vékonyabb réteget jeldli.

nFADC
o)

10. egyenlet

Mdasik lehetdség, hogy nem akarjuk lecsdkkenteni a diffUzids réteg vastagsdgadt,
hanem hagyunk idét az Ujratoltédésére. Ezt periodikusan megszakitott amperometria
(PIA) mddszerével tehetjuk meg, melyet a PTE TTK Fizikai Kémia és Anyagtudomdnyi
Tanszékén mdr haszndltak kordbban (Nagy et al., 2006). A potencidlt itt is 0,7 V-ra
dllitjuk be, azonban ezt ciklusokban alkalmazzuk (10. dbra). Minden 0,7 V-os ciklust egy
0 V-os kdvet, amely ideje alatt a diffuzids réteg Ujratoltdédik. A tényleges mérés a 0,7 V-
os ciklusokban torténik. Ekkor a bedlliitott idé (30 ms) alatt tulajdonképpen egy
klasszikus CA-nak megfeleld gorbét veszink fel (b), melynek dtlaga fog egy pontként
a végleges mérési gérbén (c) megjelenni.
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a)
E (V)
017 V ......
0,07 s

oV
0,03s N
o /7
idé (s)

A AN b)

N

0 0% b

10. dbra: Periodikusan megszakitott amperometria (PIA)
a) potencidl ésidé viszonya PIA esetén

b) a mérés a 0,7 V-ra bedlliitott ciklus alatt térténik, ekkor 0,03 s alatt felveszink egy

kronoamperometridis gérbét

WV

idé (s)

c) a végleges gorbe, melyen a szdmos mért kronoamperometrids ciklus gorbéjének
atlagai jelennek meg, az dramerdsség nem csdkken le, mert a mérési ciklusok kdzotti
szUnet biztositja a diffuzids réteg Ujratdltédését

A potenciosztdthoz (Eco Chemie Autolab PGSTAT12) tartozd szdmitdgépes program a
meért értékek kezelésekor a 0,00E+00 tudomanyos szamformdatumot haszndlja, igy a
bemutatott gérbéimen ezek jelennek meg és a kilonb6dzd szdmitdsok elvégzéséhez

sem vdaltoztattam rajta.

SZELEKTIVITAS BIZTOSITASA

A hidrogén-peroxid és az aszkorbinsav méretkildnbségét kihaszndlva méretkizardsos

réteget alkalmaztam. Meta-fenilén-diamin

10 mM-os oldatdban 0,7 V-on, 5

madsodperces amperometrids mérés alatt hoztam I|étre a réteget, melyet utdna

aszkorbinsav oldattal teszteltem.

mPDA réteg elekiropolimerizacioja
5,00E-08

4,00E-08
3,00E-08

2,00E-08

Aramerésseg (A)

1,00E-08

0,00E+00
0 1 2 3 4 5 6
1d5 (s)

1,20E-08
1,00E-08
8,00E-09
6,00E-09

4,00E-09

Aramerésség (A)

2,00E-09

0,00E+00

0.614 mM aszkorbinsavra adott vdlasz

-

0

===mPDA n&lkil
w—emPDA-val

10 20 30
1dé (s)

40

50

60

11. dbra: poli-mPDA ultravékony réteg készitése és tesztelése 25um-es platindt tartalmazé

elektrédndl
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Az irodalmi adatok alapjgn 0,5 mmol/L koncentrdciot vdlasztottam a réteg
tesztelésére (Gonon et al., 1981; Grinewald, 1993). Az oldatkészités megkdnnyitése
céljdbdl a célkoncentracio feletti 0,6 mmol/L koncentracidot eredményezd hozzadaddst
alkalmaztam. Ldthaté, hogy a polimer réteg nélklli elekiréd adott vdlaszt az
aszkorbinsav-oldat hozzdaddsdara, mig az ultravékony réteggel elldtott elektrod nem
valaszolt.

A PTE TIK Fizikai Kémia és Anyagtudomdnyi Tanszékén kordbban Angyal Tunde
foglalkozott az igy létrehozott polimerréteg szerkezetével. Megdllapitotta, hogy a
polimer réteges, az aromds gyUrik sikjiagban felépUl egy térhdld, azonban egy-egy
nitrogén létrenoz kdtéseket a sikra merdlegesen is, igy tébb réteg is fel tud épulni.
Ennek modellezésére ChemDraw és Molekel programokkal készitettem az aldbbi
dbrdkat (a sik térhdld modelljét Nagy Livia Tandrné egy kordbbi dbrdja nyoman).

NH,

0
‘% S
%U&j@

. U@\ gj/@ E?/NH?

|
; NH
HN /O\
~N NH,

H

a)

2

12. &dbra: mPDA monomer szerkezete és polimer-térhdlé egy sikban
a) meta-fenilén-diamin 3D modellje
b) az amino-csoportok nem csak az aromds gyUrU sikjdban helyezkedhetnek el
c) polimer térhdld (n= 23), melyen Idthatdak azok a ,hézagok”, melyeken a hidrogén-
peroxid még atfér, de az aszkorbinsav dtjutdsa mdr akaddlyozott.

A polimer rétegességének bemutatdsdra a fent emlitett programokkal készitettem
egy polimer-részletet, mely mutatja a két réteg 6sszekapcsoldddasat.
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13. dbra: poli-mPDA rétegessége

A ciklikus voltammetria (CV) elterjedt modszer a méretkizardsos réteg Iétrehozasdra,
ezért az ezzel a modszerrel, és amperometria modszerével Iétrehozott rétegeket
osszehasonlitottam. 100 um-es plafinaelekirédokat haszndltam, melyeket a mar
ismertetett protokoll szerint tisztitottam. EI&szér méretkizardsos réteg nélkul teszteltem
az elekiréodok vdalaszat 0,6 mM aszkorbinsavra, majd egy Ujabb tisztitast kdvetden
leétrehoztam 4 kUlonb6zE mdédon a poli-mPDA réteget. Az elektrédokat Ujodl teszteltem
aszkorbinsav-hozzdaddssal. Hibahatdrnak 5 nA dramerdsség-emelkedést tekintettem,
ez alatt az elektrod alkalmas patkanyagyban térténd mérésre. A méreseket CA és PIA
modszereivel is elvégeztem.

b)

G) 5 s amperometria 1 ciklus CV
3,00E-07 2,50E-06
2,50E-07 2,008-06
= _ 1,50E-06
< 2,00E-07 <
3 3 LOOE-06
i ]
2 1,50E-07 B 5,00E-07
i)
E 1,00E-07 E 0,00E+00
2 o
5,00E-08 < 5,006-07 12
0,006+00 +1,00E-08
0 1 2 3 4 5 -1,50E-06 .
" Potencial (V)
1dé6 (s)
c) 2 ciklus €V d) 3 ciklus €V
CiKlus
5,00E-07 6.00E-07
4,00E-07 5,00E-07
< 3,00-07 = 4,00E-07
= ¥
3 2,00E-07 % 3,008-07
e 0
3 1,00E-07 0
£ g 200807
2 0,00E+00 W 2 100607 ’/
-1,00E-07 T 04 08 04 3 12 0,00E+00 = :
2,00607 ’ e B 0,4 06 0,8 1 1,2
Potencial (V) Potencial (V)
—CV1 ——CV2 —CV1 —CV2 cv3

14. dbra: 4 méd a méretkizdrdsos réteg létrehozdsdra
a) 5samperometria, ultravékony réteg készitése
b-d) ciklikus voltammetria 0 — 1 V k6z6tt, 0,5 V/s scan rate, 1-3 ciklusok alkalmazdasaval
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CA - 5 s uliravékony réteg készitése elStt és utdn PIA - 55 ultravékony réteg készitése elStt és utdn
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elétti és utdni elekirédvdlaszok elétti és utani elekir6dvdlaszok
1,206-07 5,00E-07
__ 1,008-:07 _ 4,00E-07
< <
o 800E-08 2
g @ 3,00E-07
'8 6,00E-08 8
e 2 9,00E-07
E "
§ 4.00E08 g
< 00E08 < 1,008-07
0,00E+00 —_ 0,00E+00
0 2 4 O s ® 0 10 » =0 © % 1ds (5) €
—MKR elétt ——MKR utdn —MKR elétt =——MKR utan

15. dbra: Aszkorbinsav-oldat hozzdaddsok gérbéi, az elért koncentrdcié 0,6 mM

A PTE TIK Fizikai Kémia és Anyagtudomdnyi Tanszéken az eddig gyakorlat szerint az
elekiréodok méretkizardsos réteget CA-val ellendrizték, ekkor haszndltdk az altalam is
emlitett 5 nA-es hibahatdrt. Mivel mind a négy elektréd hibahatdron belll volt, az
dllatban térténd mérésre alkalmasnak tintek. A CA mérésekbdl 1athatd, hogy a
legnagyobb aranyl aramerdsség-csdkkenést az egy és két ciklusu CV-vel létrehozott
réteggel értem el. Egy ciklus esetén a méretkizardsos réteggel elldtott elekirdd 172-
szer, két ciklus esetén 30-szor kisebb dramintenzitds-ndvekedést mutatott. Ezt azonban
a PIA mérés nem tdmasztja ald. Harom ciklus CV alkalmazdsa esetén mar nincs
nagysagrendbeli eltérés a két mérési mddszer kdzott. CA-val 18-szor, PIA-val 27-szer
kevesebb aszkorbinsavat mért az elekirdd. 3 ciklus alatt azonban a felépuld réteg
vastag, robusztus. Az 6t masodperces amperomentriaval létrehozott ultravékony réteg
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ezzel szemben kevésbé szigetel, és hasonld mindségben biztositja az aszkorbinsav
kizardsat.

Az dllatkisérletekben haszndlt elektrodok méretkizdrdsos rétegét ezért 5 mdasodperc
alatt amperometridval készitettem.

ENZIMRETEG

Az enzimréteg kialakitdsahoz elséként albumin gélbe dgyazott enzimet probdltam ki.
Tobb verziét is teszteltem, de legjobbnak azok az elektrddok mindsUltek, melyeknél
mdar a gélbe is tettem egy kevés glutdraldehidet. Kordbbi kisérletek sordn
glutdraldehid gézébe tették az elekirédot 10-20 percre, azonban igy tapasztalataim
szerint a keletkezd ,,enzimsapka” kdnnyebben levdlik. Felmerdlt, hogy a géles réteg
bdrmilyen formdban tul sérGlékeny lehet az dllatban térténd méréshez és a
behelyezés-kinlzds sordn mechanikai sértlés érheti az elekirodot, amely szintén a gél
levalasdhoz vezethet. Emiatt kiprobdltam akril-polimerbe dgyazni az enzimet. Mindkét
megoldds sikerre vezetett, azonban a géles réteg készitése egyszerlbb és gyorsabb,
illetve kevesebb enzimet kell felhaszndini hozzd, igy elsédlegesen az dllatkisérletekhez
ezt preferdltam, de amennyiben ez nem fog bevdini, rendelkezésre all a mdsik
maodszer is. A két enzimréteg 6sszetételét az aldbbi tdbldzatba foglaltam &ssze.

3. tabldzat: két méd az enzimréteg készitéséhez

GEL AKRIL
Osszetétel e 1,53 mg glUikoz-oxidaz (Sigma, monomer oldat (25 ml PBS-
147019 U/Q) ben):
e 2,45 mg BSA - bovine serum e 450 pul tetrametilén-
albumin (Sigma) etilén-diamin (TEMED)
e 18 ul foszfat puffer (0,1 M, pH = e 5 g akrilamid
7.4) e 3 mg KaS20s
e 2 ul2,5%0s glutdraldehid oldat e 3 mgriboflavin
(25%-0s oldatbdl higitottam alUkéz oxiddz: 20 mg/0,9 mi
foszfat puffer felhaszndldsaval) | monomer oldat
Megjegyzések | A gél 10-15 perc alatt k&t meg. 1 ul-t pipettaval vittem fel az
~1 w-t viszek fel az elekirdd | elekirdd felUletére, melyet
felszinére. utdna 10 percig UV ldmpa
Az elkészUlt elektrdd ~15 perc | alatt polimerizdltam. Amint
levegédn  szdradds  utdn  mdr | megkotott a  polimer, az
haszndlhatd. Elsé mérésnél a meg | elektrdd haszndlhato.
nem kotott részek levainak.
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MEGOLDASOK OSSZEFOGLALASA

4. tablazat: Megolddasok
Probléma Megoldas

elektrod mérete maximum 1,5 mm atmérdji  elekirdd, de a

legidedlisabb az 1 mm atméréji

fiziologidsan jelen lévé H2O2 az elektrodokat pdrosaval kell késziteni €s haszndlni,

egyiket enzimréteg nélkdl, mdsikat enzimréteggel

aszkorbinsav mMPDA méretkizdrdsos réteg elektropolimerizacioja

minden elekirdédra

varhato glikdz-koncentracié  0-10 mM  tarfomdnyt kell lefednie a kalibracios

céltartomdnya gorbe linedris szakaszanak

A készitett elektrédok sémds dbrdja és mikddése az aldbbi dbrdn Iathato.

Platina Uvegkapillarisban

poli-mPDA, méretkizarasos réteg

hidrogén-peroxid,

enzimréteg nélkuli elekirod

) oxigén &s glukéz aszkorbinsav

glUkonolakton

enzimréteg

16. abra: Elekirédok sémds dbrdja és mikédése
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KALIBRACIOS MERESEK EREDMENYEI

Az elkészitett elekirddokkal kalibracids goérbéket vettem fel. Kivancsi voltam
egyrészt a mérési  tartomdnyra, masrészt az elekirdd  élettartamara.
Kronoamperometria és periodikusan megszakitott amperometria modszerével is
végeztem méréseket. A mérési eredményeimet az elekirddok szerint csoportositva
szeretném bemutatni.

Altaldnossadgban elmondhatd, hogy mindegyik elekirdd ~1 hétig mikodott. A PIA
mérések kevésbé voltak zajosak. A méréseket 3 vagy 5 mL foszfat pufferben végeztem
(0,1 M, pH 7,4) ezUst/ezUst-klorid referencia elektroddal és platina ellenelektréddal. A
fél mm platinaszdalat tartalmazd nagyobb (1,5 mm kUlsé atmérdjd) elektrodok esetén
kevertem az oldatot, mig a mikroeletrédokndl csak a glikéz oldat hozzadaddsa utdn,
az elkeveredés biztositdsdra kevertettem meg ~1 mdsodpercig. Kilénbdzd
tdmeénységl glukodz-oldatokat haszndltam, igy a mérések bemutatasdndl, ahol
szUkséges, feltUntetem, hogy a mért oldat a hozzdadds utdn milyen koncentrdcidoban
tartalmazott glUkdzt.
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NAGYOBB ELEKTROD ENZIMRETEGENEK [

KESZITESE AKRILLAL

Az elsé bemutatott elekirdd kivételt képez, ez a
poliakrilamidos réteg kiprébdldsdhoz készUlt. 7.
napon még meért, azonban utdna mdr nem
vdlaszolt glikdz-hozzaaddsokra.

Az elekirdd elkésziltekor az enzimréteg még sdarga
szinU volt, majd kifehéredett.

KUlsé atmérd: | 1,5 mm
Platinaszal 0.5 mm
atméréje: !
E;ﬂg?"eg poliakl
Megjegyzés: | mUkddésének
7. napjan
L készUlt a kép
17. dbra: Enzimréteg el6tt és utdn
a) az elekiréd  feliletén mdr  van
méretkizArdsos réteg, de az
enzimréteget még nem tettem ré
b) asdrgds szinG terGlet a platina felUletén
a frissen felvitt enzimréteg
7,00E-07
Aramerésség (A)
6,00E-07 _*
-—t=T
5,00E-07 - e -3
- - - - -
Y -
4,00€-07 .« # N
e Wad y = -6E-10x2 + 3E-08x - 3E-09
P R?=0,9896
3,00E-07 7 7 :
o //0 == =3 nap
2,008-07 7.7 = -3E-10x2 + 3E-08x + 2E-08 4. nap
1,00E-07 ‘;' 7 R?=0,9775 = <6.nap
’ é y = -1E-09x2 + 5E-08x + 1E-08 '
0,00e400 & R*=0,991 = crne
0 5 10 15 20 25 30
-1,00E-07 konc (mM)

18. abra: Kalibraciés gérbe, 0,5 mm Pt, akrilos enzimréteg, kronoamperometrids mérések
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NAGYOBB ELEKTROD ALBUMINOS GELLEL KESZITETT ENZIMRETEGE

Ez az elektrdd a nyolcadik napon mért utoljdra.
MUkddésének mdasodik napjan dllatban mérésre
haszndltam (dllatkiserlet részleteit 1adsd késdbb).
Digitdlis nagyitd alatt folyamatosan kévettem az
enzimréteget, melyet az aldbbi képeken
bemutatok. Az elektroddot a kalibracids mérések
kozott fizioldgids séoldatban taroltfam 4 °C-on,
illetve patkdnyban minden mérés utdn desztillalt
vizzel mostam le.

Kozvetlenll az dllatban t6rténd mérés  eldtt
kalibracids gorbéket vettem fel PIA-t  és
kronoamperometridt is haszndlva, igy a két mérési
modszer is Osszehasonlithatd. A PIA-val 130-140-
szeres jeler&sitést értem el a
kronoamperometridhoz képest.

készités utani patkényban
elsé mérés mérés utan
utani dllapot kézvetlendl

patkanyban
mérés utan 1
nappal

19. dbra: Géles enzimréteg valtozasa képeken

2,00E-06

1,50E-06
=
] sz
8 1,00E-06 -
[} /’ -

-
5 s~ -
T = -
. ‘ -
s® -
-
5,00E-07 - -
- -
- -
w -
-
o’ - -
o ﬂ' -
JM
0,00E+00
0 2 4 6 8

Glikézkoncentracio (mM)

KUIsé atmérd: | 1,5 mm

Platinaszdl 0.5 mm
atmérdje: !

E’nzlmr.e'reg albuminos gél
fipusa:

Megjegyzés: | Elsé mérés el6tt
készUlt a kép

-
- - - -
-
- - ="
- -
- -
- - -
- - -~
-
-
- y =-2E-09x2 + 1E-07x + 2E-09
2 -
R?=0,998 — “1nap
2. nap
== 3, nap
y = 2E-09x2 + BE-08x - 7E-09 = «8.nap
R?=0,9971
y = -3E-09x2 + 1E-07x - 2E-08
R? = 0,9972
10 12 14

20. abra: kalibrdciés gérbe, 0,5 mm Pt, albumin géles enzimréteg, kronoamperometria
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Kronoamperomeftria Periodikusan megszakitott amperometria

1,20E-07 3,00E-06
1,00E-07 2,90E-06
< <
o 8.00E-08 o 2.80E-05
2 k]
8 6,00E-08 5 2,70E-06
53 [
£ 400608 £ 2, 60E-06
-z -z
2,00E-08 2,50E-06
0,00E+00 2,40E-06
0 10 20 30 40 50 &0 70 80 0 50 100 150 200 250
1d6 (s) 1d6 (s)
Hlért jelerdsités
glikozkoncentracio CA PIA mértéke
(mM) Aflag (A) SEM Atlag (A) SEM
alap 0 1,98E-08 3,54E-11 2,65E-06 2,03E-10 133
elsé hozzdadds 0,32 4,54E-08 6,86E-11 2,74E-06 3.,44E-10 138
mdsodik hozzdadds 0,78 7,31E-08 9 19E-11 2,82E-06 5,36E-10 142
harmadik hozzdadds 1.15 9.82E-08 1,27E-10 2.88E-06 3.93E-10 145

21. dbra: Kronoamperometria (CA) és periodikusan megszakitot amperometria (PIA)
6sszehasonlitasa

Az irodalmi adatok elég hidnyosak a patkdnyagyban mért fizioldgids extracellularis
glUkdzkoncentrdcio tartomdanydt illetéen. Abban a tanulmdnyban, melyet kordbban
idéztem (Fellows et al., 1992), 0,5 mM alatti koncentfraciot taldltak a kezelés eldtti
kontroll-csoportndl. A kalibracids gorbék felvételénél igy a 2 mM alatti tartomdnyra
koncentrdltam, itt tdbb mérést végeztem, hogy az dllatban mért értéket minél
pontosabban meg tudjam hatdrozni. A kisérletben eldszoér mértem az enzim nélkdli
elektréddal, majd az enzimes elektroddal. Az dllat ezutdn kapott infraperitondlisan 1
mg glUkdzt tartalmazd oldatot (0,5 mlL térfogatban), majd 25 perc mulva Ujra mértem
az enzimet tartalmazo elekiréddal.

A meért értékek 4-4,5 mM kdzé esnének, ha a kalibracids gérbén ez a tartomdny még
linedris lenne. Az elektrédra kerUl6 enzim mennyisége még egy optimalizdlandd pont
a jdvébeni mérések eldtt. A glikdz injekcid eldtti és utdni goérbét azonban érdemes
bemutatni, a glikdz-injekcid 2,07-szeres jelndvekedést okozott.

9,00E-08
8,00E-08

7,00E-08 M
6,00E-08
5,00E-08

400808 r_\—w —|Gtte elétte utana

3,00E-08 —utana 4tlag (A) 3,90E-08 8,056-08
2,00E-08

Aramerésség (A)

SEM 1,82E-10 2,21E-10

1,00E-08

0,00E+00
0 20 10 60 80
1d8 (s)

22. abra: PIA glikéz-injekcio el6tt és utan PFC-ben
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MIKROELEKTRODOK h
A 25 um-es platindt tartalmazd elekirédot arra
haszndltam, hogy bedllitsam a PIA paramétereit, és
meg lehessen nézni az agyban okozott kart. A
kalibracios gorbe linedris szakasza itt sem fedi a
kivant céltartomanyt, de a meért ertek itt is 4-4,5 mM
kozé esik. Kronoamperometria és PIA kdzbtt az
alapndl hatszoros, aszkorbinsav-oldat

o

hozzdaddsokndl kétszeres jelerdsitést értem el.

E

5,00E-0%
450609 KUlsé atmeérd: | 1 mm
4,00E-09 Platinaszdl 25 um
3,50E-09 éfméréje: 100 mm
< N
o 3.00E-09 Enzimréteg - <
% 5 . albuminos gél
8 2,50E-09 hpusc.
E —CA
§ 200807 —FIA Megjegyzés: | Elsé mérés eldtt
1,506-09 készUlt a kép
1,00E-09 h
5,00E-10
0,00E+00
0 20 40 60 80 100
1d5 (s)
glikdzkoncentracid
(mm) CA PIA lergsités mértéke
atlag (A)]  SEM |atlag [A]l  SEM
alap 0 4,46E-10] 1,63E-11] 2,71E-09| 2,87E-11 6,08
elsé hozzdadds 2,72 1,40E-09] 4,24E-11| 3,83E-09| 5,14E-11 2,73
I;lsodik hozzdadds 5 2,09E-09] 6,95E-11| 4,50E-09| 3,68E-11 2,15
harmadik hozzdaddas 6,92 2,36E-09] 7,00E-11| 5,03E-09] 5,76E-11 2,13

23. dbra: Jelerdsités mikroelekirédnal

Mdasodik és egyben utolsd préobamérésnél 100 um-es platindt tartalmazd elekirédokat
készitettem.

Az enzim nélkUli elektréddal foszfat pufferben (PBS) szdzszoros jelerdsitést értem el a
periodikusan megszakitott amperometridval, és ugyanez Iathatd az dllatban mérve is.
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8,00E-06 s
7,00E-06
6,00E-06
5,00E-06
4,00E-06
3,00E-06
2,00E-06
1,00E-06 |
0,00E+00

m—PA

Aramerésség (A)

0 50 100 150 200
ld&

CA PIA

atlag 150-200s SEM atlag 150-200s SEM
kdzOt (A) kdzott (A)

/,.392E-08 8,26E-11 /., 43E-06 1,15E-09

24. abra: Jelerdsités mértéke foszfat pufferben

20008 K\____
T 250806
.g 2,00E-04
S 1,50E-06
5
2 1,00E06
5,00E-07
U,OGE'FUU mﬂ_ e
0 50 100 150
1d8 (s)
CA PIA
atlag 150-200s atlag 150-200s
kSz5t (A) SEM Kozt (A) SEM
3,52E-08 4,37E-10 2,54E-06 6,91E-10

25, dbra: Jelerdsités dllatban mérve
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Az elektrodd enzimréteget tartalmazd pdarjaval szintén meértem foszfat pufferben s,
illetve fiziologids sdéoldatban. Mérés elétt in vitro felvettem kalibracids gérbéket majd
mértem az dllatban a PFC meghatdrozott terlletén (koordindtdkat Isd. késébb).

O} meérések foszfat pufferben b) mérések fizioldgids séoldatban
1,00E-06 2,50E-07
< B00E07 T 200607
& 600807 & 1,506-07
& 400607 PES-CA 3 100E07 ——fizsé - CA
5 —PBS-PIA T ——fizs6 - PIA
< 2,00E-07 < 5,00E-08
0,00E+00 0,00E+00
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
1d6 (s) Idi5 (s)
c) mérések PlA-val d)
1,00E-06 mérés dllatban (PIA)
T B00E07 z 4,00E-08
3,00E-08
£ 600807 3
& frss_pla O 200508
S 4,00E-07 —fiz56 - 5 )
i —adliat PIA
: 2,00E-07 —Ps-pA g 10006
A r < 0,00E+00
0,00E+00 0 10 20 30 40
0 50 100 150 200 1d5 (s)
16 (s)

26. abra: Mérések mikroelektréddal
a) A jelerbsités mértéke 476-szoros volt

b) 317-szeres jelerSsitést eredményezett a periodikusan megszakitott amperometria
haszndlata

c) periodikusan megszakitott amperometria  mododszerével négyszeresére nétt az
dramerdsség

5. tablazat: mérések atlagai

fiziologias séoldat PBS
atlag atlag
(20-200's) SEM (20-200s) | SEM
CA 5,99E-10 2,05E-11 1,65E-09 | 4.38E-11
PIA 1,89E-07 2,31E-10 789E07 | 1,38E-10

Allatban a fentieknél révidebb mérést alkalmaztam. A cél egy 30 mdsodperces
értékelhetd szakasz felvétele volf, ezért 40 mdasodpercre dllitottam a mérést, melynél
az elsé 10 mdsodpercet az atlag szdmitdsakor nem vettem figyelembe. A mérés
atlaga 2,56x108 A £ 1,16x1010 SEM. A kalibracids gorbe alapjan ez 0,675 mmol/L
koncentrdcionak felel meg. A kalibrdcids gorbe alapjdn az elektrdd a 0-2 mmol/L
tartomdnyban tud pontosan mérni, ez esik a linedris szakaszra. Kalibracidt CA-val, és
PIA-val is végeztem, de dllatban csak PIA-val mértem. Ezzel pdrhuzamosan a gydri
szenzor daltal mért szdveti glikdzkoncentrdciéd 12 mmol/L volt.
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CA
3E-08

2,5E08 et
2608 -

1,5E-08 4

Aramerésség (A)

5E-09 s

o ¢
0 0,5 1 1.5 2
glukédz-koncentracid (mim)

27. abra: kalibrdciés gérbék

I

y = -4E-09x? + 2E-08x + 3E-10
1E-08 7 R2=0,998

2.5

-30 -

Aramerésség (A)

4,50E-08
4,00E-08
3,60E-08
3,00E-08
2,50E-08
2,00E-08
1,50E-08
1,00E-08
5,00E-09
0,00E+00

PIA
-a--T°="
- -
-
-
AL
-
Fd
”
>
F's y = -2,48E-08x2 + 6,21E-08x + 4,56E-10
Pie R? = 9,95E-01
L4
0 02 04 06 08 1 1.2 14

glukédz-koncentraciéd (mm)



IN VIVO GLUKOZ MERESEK GYARI SZENZORRAL

Sajat készitésU elektrdd mellett gydri szenzorokkal is végeztink méréseket, az agyi
mérésekkel pdrhnuzamosan a szenzort bér alatti zsirszbvetbe vezetve a periférids
glUkoz-szintet is tudtuk regisztrdini.

A gydri, folyamatos szdveti cukorszintet monitorozd készilékek agyi mérésekre nem
alkalmasak, mert a méréstartomdanyuk 2,22 mmol/l-felett kezdddik, illetve az
érzékeldjik sem kis terUletekre van optimalizdlva (ldsd kordbban a mérni kivant
agyterGlet mérete). Viszont haszndlatuk lehetévé teszi a periférids és agyi cukorszintek
6sszehasonlitasdat.

A periférids mérések sordn Medtronic gydrtmdanyy, Guardian 3 tipusy, folyamatos
glikdéz-monitorozd  szenzort  haszndltunk  (Medtronic  Hungdria Kft.,, Budapest,
https://www.medtronic-diabetes.com/hu-HU/). A szenzor kis méretd mianyag hdzbdl
és a kilogd hajlékony nyomtatott dramkori lapbdl dll. A lap felszinén helyezkednek el
az elektrodok. A szenzor egy tdvadohoz csatlakoztatva Bluetooth-on keresztUl
kommunikdl a Connect nevU telefonos applikdcidval, mely valds idében mutatja a
mért cukorértéket.

a) b)

munkaelekirédok

_ . - . - . . referencia elekirédok

ellenelekiréd

28. abra: Gyari glikéz-szenzor
a) gydri szenzor oldalnézetbdl
b) gydriszenzor alulnézetbdl
c) abeszUrt szenzort és a csatlakoztatott tavaddt az altatott patkdnyhoz régzitettik, ezzel
minimalizalva az elmozdulds esélyét
d) aszenzor elektrédrendszere digitdlis nagyitéval fényképezve
e) az elektréddrendszer sémds dbrdja
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Az dllatkisérletek szempontjagbdl hdatrdnya, hogy minden egyes behelyezés,
Ujracsatlakoztatds utdn az inditdsi fazisa akdr két ordig is eltarthat.
tapasztalataink alapjan ehhez kérUlbelll mdasfél éra volt ténylegesen szikséges. Az
inditds utdn egy manudlis kalibrdlds szUkséges, melyet DCont Trend vércukormérdvel

végeztink, vért a patkany farokvéndjabdl vettink.

A mért adatok a Carelink rendszerébdl pontos idébélyegekkel ellatva egy .csv fdjloan

letdlthetéek. Ebbdl Iatszik, hogy a szenzor 5 percenként vesz fel Ujabb értéket.

ELSO ALLAT

MASODIK ALLAT

indl”rds......... nates |@)| @ @

kalloralas mérés 5 percenként kalibralas — megrgs
16:49 18:27
szenzor szenzor
beszirasa beszirasa
(@ 15:00 ® 17:36
29. dbra: Egy kisérletink idévonala
[ ez 4 masodik . ; o
elsé dllatban | o anon mert Els& patkanyban mért értékek
1d6 cnljggrg'loé\;(e:k SOy 12,6
M cukorértékek
] (mM) (mM) 12,5
16:49:50 12,5 Z 104
16:54:18 12,3 E
0123
16:59:18 122 9
17:04:18 12 E, 122
17:09:18 12 § 12
17:14:18 12 § 12
2
17:19:18 12,1 LI
17:24:18 12 @
0
17:29:18 11,9 Hne
17:34:18 11,7 n7
18:27:44 17.5 s
18:30:41 17.5 16:40 14:48 16:55 17:02 17:09 17:16 17:24 17:31 17:38
|8:35:4] 17,5 idé (Sraperc)

30. dbra: a szenzorral mért értékek

A pirossal jelolt értékeket kalibrdcidkor mértem.

A fenti mérés kdzben az dllatot
sztereotaxids készUlekben régzitettUk.
igy a  szdveti  glikdz-méréssel
pdrhuzamosan lehetéség van a sajat
készitésU elektroddal mérni az agybal.
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ALLATKISERLETES PROBAMERESEK EREDMENYEI

Az elekirddok tényleges felhaszndlhatdsagdt pilot kisérleteklben ellendrizzik. In vivo,
dllatban végzett probamérés sordn derlUlhetnek ki azok a hibdk/hidnyossdgok,
amikre addig nem gondoltunk. Néhdny olyan kérdés is felmerilt, melyre masképp
nem lehetett valaszt kapni. Ebben a részben bemutatom a kisérleti 6sszedllitast és
Osszegzem azokat a tapasztalatokat, melyeket a probamérések sordn szereztem.

ALLATOK KEZELESE

Kisérleteinkhnez him Wistar patkdnyokat haszndltunk, kb. 8 hetes korban, amiket
felhaszndldsuk eldtt kontrolldlt kérilmények k6zott csoportban tartottunk (részleteket
Idsd (Laszlo et al., 2022)). Az dllatokat az intézményi (PTE 84033-6/2020), nemzeti
(40/2013. (Il. 14.) Magyar Korm. rendelet), és nemzetkdzi szabvanyoknak megfeleléen
(Europai Kozosségi Tandcs irdnyelve, 86/609/EGK, 1986, 2010 kezeltUk).

A patkdnyokat 20% uretdn (05ml/100g ip) mélyaltatdsban fixdltuk a sztereotaxids
készUlékbe. A fejbdr és lagyrészek atvagdsa utdn a bregmatdl (sagittdlis és corondilis
koponyavarratok taldlkozdsi pontja) tizedmiliméter pontossadggal Paxinos patkdny
agyatlasz alapjan mérttk ki a célterllet koordindtdit a koponydn. Ezt kdvetden
fogdszati furéval atfurtuk a koponyacsontot, majd rdhelyeztUk — szintén tizedmilliméter
pontossdggal — mikromanipuldtor segitségével az elekirédot. A méréshez egyrészt
levezettem a célterlletre a munkaelekirddot (ez vagy 1,5 mm vagy 1 mm atmérgju
Uvegkapillarisban volt), illetve a mérési terUlettdl tavolabb is furtunk egy lyukat, ahova
areferencia és ellenelektrdd szerepét betdltd 250 um-es ezUstszdlat vezettem. Legelsd
probamérésnél még a muatét utolsd Iépéseként rogzitettink egy kisméret( csavart is a
csontba, hdtha szlkség lesz rd foldeléshez. Végul elégségesnek bizonyult a fém
sztereotaxias készUlék foldelése.

A gydri szenzort a tarkdbdr ald szirtuk be és ragasztdcsikkal régzitettlk az dllathoz,
hogy ne tudjon kimozdulni, amig az dllatot mozgatjuk vagy az elvezetéseket rogzitjok.

A kisérletek, a mérések befejezése utdn, tulaltatdssal végzédtek, majd az dllatokat
transzkardidlisan elébb foszfat pufferrel, majd 4% paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk és
az agyat kivéve azt tovabbi 24h-ig 4%PFA-ban, majd cukros PBS-ben tdroltuk. A cukor
alkalmazdsdra azért volt szikség, hogy a fagyasztva metszés sordn a fagyasztds
jégkristalyokat okozd roncsold hatdsat elkerUljuk. Szédnkamikrotdbmmal az agyakbdl
30um-es metszeteket készitettink, majd ezt Nissl festéssel megfestettik az dltaldnos
protokoll szerint.

AZ ALLATKISERLET SORAN MEGVALASZOLANDO KERDESEK

A sajat fejlesztésU elekirédok szempontjdbdl fontos kérdés, hogy az enzimréteg az
elektrodrol nem vdlik-e le amikor kiveszem az dllatbdl, és az elektrdd Ujra haszndlhatd-
e mdasik dllatban vagy ugyanazon dllat mdsik agyterileténe

- A Vdlasztott moddszerekkel az enzimréteg nem vdlt le, az elekirdéd
Ujrahaszndlhatd volt mds agyterUleten is.
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Mennyire zgjos a mérés, kell-e egy plusz csavart régziteni a koponyacsontba
foldeléshez vagy elég, ha a sztereotaxids készUléket foldelem?

- Ugy t0nt, elég a sztereotaxids készilés fdldelése

Mekkora sértést okoz az agyba vezetett elekirdd?e

- A metszeteken lathatd, hogy a

masfél mm-es elektrdd elég nagy terlleten

roncsolt, azonban az 1 mm-es vékony kapillaris helye alig Iathatd. Mdsodik
probamérés soran a vastagabb elektrodot mdr nem is haszndltam.

A képen ladthatd, milyen sérllést okozott
a két elekirdd. Ez az elsé merésbdl
szarmazdé agy, itt a csavar is nyomot
hagyott az agy felszinén. A referencia
elektrod  viszonylag nagy  sérulést
okozott, de az annak tudhatd be, hogy
tOblbszor kivettem és visszatettem a KCl
oldatba a mérések kdzdbtt (példdul az a
mdasfél-két oéra idejére, amig a gydri
szenzor induldsdra vartunk).

Els6 mérésnél a PFC-ben (33. dbra) a
masfél mm-es elektroddal mértem. A
metszeteken piros ellipszissel jeldltem a
sérUlést, melyet az elekirdd okozott.

A strigdtumban (34. dbra) haszndltam az
1 mm-es kUIsé atmérdju elektrodot. Az
agy felszinén is csak egy aprd pont jeldli
a helyét, és a metszeten sem Iadthatd
nagy sértés. A fUggdleges piros
vonalaktdl balra Iatszik a szurt csatorna,
és a vizszintes piros jelig tart.

Az atlasz dbrdkat az online elérhetd
agyatlasz felhaszndldsaval készitettem.
(Paxinos, George, and Charles Watson.
The rat brain in stereotaxic coordinates:
hard cover edition. Az online verzié
Matt Gaidica munkdja.
http://labs.gaidi.ca/rat-brain-atlas/)

Csavar
helye

Referencia elekiréd
helye

32. dbra: patkdny agy felszinén Iathaté
sérilések

Figure 10

| DV:-1,5 mm\!
(Bregmatal)

.

33. dbra: Mérés helye a prefrontdlis
kéregben aflasz dbrén és metszeten
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Figure 14

I ML: 1,56 mm

DV:-5 mm ’
(Bregmatdl) 1 mm kilsé atmérgji elekiréd

34. abra: Mérés helye a striGtumban atlasz dbrdn és metszeten

Ezeken kivUl a gydri szenzor haszndlatdt és mikddésének sajatossagait is meg kellett
tanulnunk az ,,éles” kisérletek el6tt. A gydri szenzorral kapcsolatos tapasztalatokat az
elézé fejezetben mutattam be.
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TOVABBI TERVEK

A koOzeljpvében az eddigi tapasztalatok alapjan a mérési tartomdny tovdbbi
optimalizéldsat tervezem, példdul tdményebb gél készitésével vagy nagyobb
mennyiségU gél felvitelével.

A glUkdzvdaltozdsok gyorsabb monitorozdsa érdekében a jugularis vendba kanUlt
tervezink behelyezni, igy egyrészt kdzvetlenUl centrdlis véndba juttathatjuk az oldatot,
valamint gyorsabb valtozast is tudunk regisztrdini. Glikdzon kivUl inzulinnal is tervezzik
a cukorszintek manipuldcidjat.

Eddigi méréseinknél a PFC-re fokuszdltunk, ez a terllet a késdbbiekben is a
kézéppontban van. Az elekirédot PTSD modell haszndlatdhoz fejlesztettem, a kérkép
hdtterében pedig feltételezésink alapjdn a stressz-szabdlyozds stukturdinak koéros
muUkdédése all.

PTSD-szer( tUnetek kivaltasara
patkdnyokndl egyszeri alkalommal @
elektromos Idbsokkot alkalmazunk.
PTSD-szer( tUnetnek tekintjuk
patkdnyokndl a traumds kdrnyezetbe
visszahelyezéskor megfigyelhetd
dermedd magatartdst. A konftroll
dllatokat nem sokkoljuk. A két csoport
k6zott  kUldnbseget varunk a  PFC

terGletén mérhetd glukoz-

koncentracidban. A mérési modszer Frefiomiilie orlex
valészinlleg nem teszi  lehetévé Hippocompuss
alapszintek k&zott kGldnbseg Amigdala

detektdlasat  (pl nem  pontosan
ugyanazon terUletet  tudjuk  két
dllatban eltaldlni), de a kihivasokra
adott vdlaszt (glikdz terhelés, inzulin)
Ossze tudjuk majd hasonlitani.

Az Elettani Intézet munkatdrsai kordbbi
kutatdsaik  sordn  mdr publikdltak
glUkdzmonitorozd sejtekkel
kapcsolatos eredményeket ezen az
agytertleten (Nagy et al., 2016; Szabd et al., 2018).

35. abra: Stresszadaptdcioé agyi strukturdi

Metabolikus eltéréseket egyre tobb koérkép (példdul Alzheimer-kér, epilepszia)
hatterében igazolnak, kisérleteink sordn szeretnénk az elekirokémia maodszereit
felhaszndlva a poszttraumds stressz-zavar metabolikus vonatkozdsait ez irdnyban
tovdbb vizsgdini.
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OSSZEFOGLALAS

SikerUlt in vivo mérésre alkalmas, (jelen kisérletUnkben patkdnyagy meghatdrozott
agyterGletén vald mérésre is alkalmas) amperometrids bioszenzort készitenem. Az
alkalmazott periodikusan megszakitott amperometrids mérémaodszer megndveli a
jelintenzitdst és kevésbé zajos mérést tesz lehetévé. Allatban a glikéz beaddst
kdvetden szintén Iathatovd valt a jeindvekedés az agyterlleten. Gydri szenzor
segitségével sikeres volt az agyi glikdz mérésen tul a szdvetkdzti glikdz-szintek
pdrhuzamos, jelen idejd monitorozdsa. A modszer — némi tovdbbi finomitds utdn-
alkalmas lehet neuroldgiai-pszichidtriai betegségek dllatmodelljeiben az agy
anyagcseréjének jobb megértésére.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AP .l anteroposterior

CA i kronoamperometria

CV i ciklikus voltammetria

DV dorzovenftrdlis

GLUT2 ... glUkoz transzporter 2

HA e hozzdaddas

KOL .o kUldnbség

Y R mediolaterdlis

MKR ......coees méretkizardsos réteg

MPDA ... meta-fenilén-diamin

PBS s foszfat puffer — phosphate buffer saline

PFA s paraformaldehid

PFC .o, prefrontdlis cortex

POCT ..o betegagy melleti laboratériumi diagnosztika — point of care testing

PTSD .o poszttraumas stresszzavar

SEM ., az atlag szérdsa - standard error of the mean

SEMD ....ouveeeeenn. az atlagok kUldnbségének szérdsa — standard error of the mean
difference
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