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Tybssa tutkittin  hermoston valittdjaainepitoisuuksien sahkdkemialliseen mittaan
kaytettavia elektrodeja. Valifiainepitoisuuksienmittausten perusteella daan kehittag
tehokkaamia hoitomenetelmid neurologisille eli hermostollisillsairauksille, @iden
hoitomuodot ovat talla hetkella vain oireita lieventaviddlittajaaineiden mittaamiseg
kaytettavien anturien suurin haaste on niiden havaitsemisrajamaraieen, jotta niill§
voidaan havaita pieniakin konsentraatiomuutoksia elimistdbsan muiden aineide
vaikutusta mittaukseeriryossaesitellaanvalittdjdaineiden ominaisuuksia ja yhteyksia
sairauksiin,  sahkokemiallisia  mittausmenetelmia ja  elekivatériaaliratkaisuje
valittdjaaineiden mittaamisekisi muiden aineiden vasteiden poissulkemiseksi

Tybssa tutkittiin - syklisella voltammetrialla (SV) Nafion-polymeerilla pinnoitetun
platinaelektrodin antamia vasteitdlafion valittiin pinnoitteeksi, kosk se pystyy estamas
negatiivisesti varautuneiden aineiden paasyn elektrodillen Sen térkein tehtava amjata
elektrodille péaésevia aineita.Mittaukset tehtiin in vitro fosfaattipuskuroidissa
suolaliuoksessé@PBS) johonlisattiin dopamiinia, jota aluttiin mitata, seka askorbiinihappdg
joka usein héiritsee valittdjaaineiden mittauksia todellisessa fysiologisessa ymparsio
valittin - mittausmenetelmaksi, silla sen ajallinen resoluutio on parempi kuin m
sahkokemiallisten mittausmenetelmiefuntemalla valitti@aineiden hapettumisjannitteg
voidaan aineiden pitoisuudet maarittdd SV:n virtavasteesta, kun aine hapettuu posit
varautuneella tydelektrodilla.

Tulosten perusteella Nafiguinnoiteelektrodillaauttoi pienentamaaRBSliuoksesta saatavi
vastefa, kuten vedyn adsorptiota, desorptiota ja oksidin pelkistymibtgfion-pinnoite
kuitenkin esti myos dopamiinin paasya elektrodiékd anturihavainnut dopamiinia yht
herkasti kuin pinnoittamatorelektrodi. Sen sijaan askorhbiirmpon lisdys nesteeseen
vaikuttanut  juurikaan  Nafioppinnoitettujen  elektrodien  vasteeseen, kumaas
pinnoittanattomalla elektrodilla vaste nousi 70 B&afion-pinnoite siis auttoi askorbiinihapd
aiheuttaman hairion poistamisessa, muttawianut hagitsemaardopamiinia yhta herkas
kuin pinnoittamaton elektrodi.

Avainsanatelektrodi, véittdjaaine,sahkokemialliset mittausmenetelmédbpamiini, Nafion
syklinen voltammetria
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Thefocus of this work was in the electrodes that are figecheasuringhe concentrations @
neurotransmitterswith electrochemical thniques. Based on the measurement of
concentrationsnew treatmentscan be developed for neurolodicdiseases, for whit the
treatmentsrowadays are only to relief the symptoms. The biggesliengeis to decreas the
limit of detectionof the sensors used in the measureméenitss isimportantto enable the
measurment ofthe smallest changes of concentratiothaut anyinterference fromother
molecules in the extracellular fluid. In this work the connections between neurotransmitt
diseases, the electrochemicaleasurementtechniqgues andthe electrode materials fo
measuring neurotransmitters and limiting the ckie of other molecules were studied.

In this work Nafioncoated platinum electrodes were studied with cyclic voltammetry (
Nafion was chosen for the coating material, asptulseghe negatiely charged molecules ar
preventghem fromreachingthe electrodesurface The measurements were made in phosp
buffered salindPBS) Dopamine and ascorbic acid were added to the solution to measu
they affect the response of the coated and uncoated electrodes. Dopamine acted as a
positively charged an@lectroactive neurotransmittand ascorbic acid as a norniaterfering
ion in the extracellular fluid. CV was chosen for the techniquésatkempoal resolution ig
better than withother electrochemical techniquéd/hen a neurotransmitterxidizes at the
positively charged working electrode it can be seen as a change in measured Byr
knowing the oxidation potentials @he neurotransmitters, they can be recognized from
cyclic voltammogram.

Based on the resujtdNafion coating heded to decrease the responses aofsorpion and
desorption of hydrogen and reduction of oxide. It also prevented dopamine from getting

el ectrode, and t he coated el ectrode di
electrode. The additioo f ascorbic acid in the solu
coated electrodes, but for the uncoated it increased by 70 %. To conclude, Nafion was ¢
in prohibiting the interference from as

sensitively as an uncoated electrode.
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1 Johdanto

Laaketieteen jatkuan kehittymisen ansiosta monia sairauksia ja vaivoja voidaan hoitaa
tehokkaastinykyddn. On kuitenkin olemassa myos sairauksia,ejodl viela ole
olemassahyvaa hoitomuotaaTallaisia ovat esnerkiksi neurologiseeli hermostoon
littyvat sairaudet Vaikka niiden oireita tunnetaankinniiden synty@ra ja oireita
aiheuttavat tekijaeivat ole taysin selvillaTiedetdan kuitenkin, ettddidensairauksien
taustalla voi olla hermosolujen taatojen tuhoutumista, kutdPakinsonin taidissa tai
Alzheimerin taudissa, taihermosolujen toimintahairiditd, kuten pikepsiassa
halvalksessamasennkisessga skitsofreniasa

Hermoston tuhoutuméen liittyvad Parkinsonin tautia sairastaa noin 6,3 miljoonaa
ihmistda maailmassaVielda yleisempi hermoston tuhoutumiseen liittyva taof
Alzheimerin tauti, jota sairastaanoin 26,6 miljoonaa ihmista maailmanlaajuisesti
Kummatkin sairaudet ovathitaasti etenevid, mutta Parkinsonin tauti aiheuttaa
likehairibita ja Alzheimer dementiaa. Parkinsonin taudisdeeskiaivojen
mustatumakkeen hermosoltithoutuvatvahitellen, ja Alzheimerirpotilaiden aivoista

on loydetty vaurioituneita hermoratoja ja aivosolugyyta néaille tuhoutumisilleei
kuitenkaartiedeta. (Brookmeyest al.2007, Duodecim 2010EPDA 2011

Hermosoljen toimintahdairidihin liittyv@é epilepsiaa puolestaansairastaa noin 50
miljoonag masennusta 121 miljoonaa ja skitsofreniaa 24 miljoonaa ihmista
maailmassaEpilepsian ja masennuksen tiedetgahtuvan aivien toimintdnairidista,
mutta useimmissa tapasiksa syyta hairidlle ei tunnet8kitsofreniaan sairastuneista
puolestaan salla on huomattu muutoksia aivojen rakenteessa ja toiminnassa
Halvauksessehermojen toiminta hairiintyy tai loppuu kokonaan jossakin osassa kehoa.
Vuosittain halvaukseen kuolee 5,5 miljoonaa ihmistd maailmassa, ja esimerkiksi
aivohalvaukseen sairastwwuosittainjopa 14000 henkea Suomesg®uodecim 2010,
WHO 2004 WHO 2011)

Naille sairauksille ontalla hetkellaolemassavain oireita lieventavia hoitomuotoja.
Parempia hoitomuotoja voidaan kehitt§@s hoidon vaikutuksihermosto toimintaan
voidaan mitata Keskushermostoon kuuluvissa aivoissa suurin osa hermosolujen
keskindisesta viestinvalityksestéa tapahtuu kemiallisesti valittdjaaineiden avulla.
Selvittamalla valittdjaaineiden pitoisuuksiemuutoksia aivoissa, voidaan ymmartaa
paremmin yksittédisen aineen vahaisen tai liiallisen pitoisuuden vaikutsgisatiteera

parempiga tarkempighoitomuotoja.

Valittdjaaneiden pitoisuuksien mittaaminen on kuitenkin haasteellista johtuen niiden
pienistd pitoisuuksista ja fysiologisestanittauymparist®ta aivoissa Jotta
valittajaainekonsentraatioitaidaan mitateselektivisesti ja tarkasti, orseuraavaasia
otettava huomioon. Mittaustekniikan on oltava vasteajaltaan nopea, silla konsentraatiot
saattavat muuttua alle sekunnissa (Robinsbl. 2008). Mittausanturina toimivan
elektrodin on oltavamahdollisimmanpieni kooltaan jotta pystytddn mihamaan vain
halutulta alueelta. Pienikokoinen elektrodi myds muuttaa aivojen rakennetta
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mahdollisimman vaharklektrodin on oltavamyo®s bioyhteenspiva, jotta mittauksesta
ei aiheudu vaurioita potilaalle tai elektrodilleésaksi elektrodin on oltava selektiivinen
mitattavalle aineelle.

Tama diplomityo liittyy Aalteyliopiston Sahkotekniikan korkeakoulun Elektroniikan
laitoksen Elektroniikan integraiti ja luotettavuus -yksikon
neurostimulointihankkeeseen, jossa tavoitteena on kehittdd uusia hoitomuotoja
neurologisillesairauksille. Hoitomuaten kehittamiseksi osaatava ensin lisda tietoa
neurologisten sairauksien dyn ja kehittymismekanismeistalaman tyonluvussa 2
kerrotaan mita valittdjdaineet ovat jaesitellaan niistd taman tyon kannalta
merkittavimmat Liséaksi esitellaanniiden ja neurologisten sairauksieéatkimuksissa
osoitettujayhteyksia. Luvussa3 esitellaan sdhkdkemiallisia mittausmezietia, jotka
soveltuvat valittajaaineiden pitoisuuksien mittaamise@aman jalkeenesitellaan
vaatimuket, joita sdhkdkemiallisten mittausmenetelmien kaytté aiheuttaa mitattavalle
aineelle. Valittajaaineiden havainnointiin vaikuttavat hairiétekijésitelaan myds
Luvussa4d kaydaan lapi sahkokemiallisten mittausmenetelmien elektrodivaatimukset ja
tutkittuja elektrodratkaisuja valittajéaineiden mittaamiseenkrityisesti keskitytaan
esittelemaan elektrodin ainekohtaiseen selektiivisyyteen vaikuttavia ifpaiao silla
selektiivisyys on elektrodiesuurin haaste talla hetkell®innoitteilla voidaan lisata
anturin selektiivisyytta, jota elekddin pohjamateriaalilla ei saavudet

Taman diplomitydn tavoitteena on tutkia auttaako Nafipmnoite mittaamaan
paremmin haluttua ainetta ja estamaan hairidaineen vaikutusta mittaukseetuneerrat
pinnoittamattomaan platie&ektrodiin. Tyon kokeellisessa osassa (luku 5) esitellaan
tutkimusta vartenvalmistettujen elektroden valmistus platinalangasta ja Nafien
pinnatteesta. Syklisella voltammetriallaerilaisissa liuoksissa tehdyt mittauksgt
elektrodien pinnoitteen paksuuden kuvaaminen esitellaan nigiéktrodn kykya
mitata halutun aineen pitoisuus ja poistaa hairidaineen vaikuitteuksea tedattiin, ja
saatlja twloksia verrattin pinnoittamattoralla platinaelektrodilla tehtyihin vastaaviin
mittauksiin.



2 Hermoston valittajaaineet

Hermovalittajaaineet ovat kemiallisia aineij@iJla hermosolut kommunikoivamnuiden
hermosolujen, lihassolujen ja rauklastkansa. Kommunikointi tapahtuu synapsien
valityksella. Synapsit voivat olla joko sahkoisia tai kemiabisiGuyton& Hall 1996
Tortora & Derricksor2009

Lahes kaikki keskushermostoali aivojen ja selkaytimenyiestinvalitykseen kaytetyt
synapsit ovat kenallisia synapseja. Kemiallisessa synapsissa ensimmainen hermosolu
(eli neuroni) erittdd hermovalittdjaainetta synapsiin, ja tama valittgjaaine liikkuu
seuraavan neuronin solukalvon reseptoriproteiinille, jossa se joko eleditaktivoi),
inhiboi (eli egda) tai muuttaa jollain muulla tavalla neuronin herkkyytt@&ugton &

Hall 1996

Kuvassa 1 on kemiallinen synap%fasemmalla kuvassa on hermosolun aksoni, joka
vapauttaa hermoston valittajaaineita, ja €ilee on vastaanottavan hermosolun
dendriitti, joka ottaa valittdjaaineita vastaan. Aksomiéadysséon rakkuloita joissa
kuvassa punaisina palloina esitetyt valittajaaineet ovat varastoituneena. Valittdjaaineet
vapautuvatrakkuloistasynapsirakooneli aksonin ja dendriitin véliseen rakooBsa
valittajaaineista fatyy dendriitin reseptoreille,jotka kuvassa nakyvéat vaaleina
nystyréina dendriitin paass&sa kuvan punaisista valittajaaineista jaa solunulkoiseen
nesteseen, eikdpaady taman dendriitin reseptoreille. Reseptorien kautta aineet
vaikuttavat suraavaan hermosoluun.

Reseptoriin kiinnittynyt

Synapsiin vapautuva valittijaaine
vilitt3jaaine /

Dendriitti

Aksoni

43
> _", ' ” A
. £ 1§ £
R 2 s 3
Rakkuloihin varastoidut MWilittdjiaineen tuhoava

vilittijiaineet entsyvmi
Kuva 1. Kemiallinen synapsi(muokattu l&ahteestd Johnson2008).

Aikuisen ihmisen kehon painosta noin 56 % on nesteitd, joista kaksi kolmasosaa on
solunsiséista ja yksi kolmasosa solunulkoista nest&téundkoinen neste liikkkuu
jatkuvasti lapi kehonja se sisaltaa solujen yllapitoon tarvitsemat ionit ja ravintoaineet.
Solunulkoisessa nesteessa on suum@iria natriumia, kloridia ja vdtgrbonaatt
ioneja, seka solujen ravintoaineita, kuten happea, glukoosasvahappoja ja
aminohappoja. Liséksi se kuljettaa hiilidioksidia ja muita solutuotteédayton & Hall

1996 Aivojen sahkokemiallisissa mittauksissa ollaakiinnostuneita nimenomaan



4

solunulkoisen nesteen valittdjaainekonsentraatioista, koska sielldtdj&édineet
kulkeutuvat hermosolustaiseen.

Ihmiselimistbsta on tunnistettu yli 40 eri valittajaaiaete voidaan jakaa kahteen
luokkaan niiden koon perusteella: pienimolekyyliset her@htédjaaineet ja
neuropeptidit(Guyton & Hall 1996 Tortora & Derrickson 200PKuvassa 2 on esitetty
solunulkoisen nesteen merkittavimpiteermovalittajaaineiden ka alaryhmiin.

Hermovalittajaaineet

Pienimolekyyliset Neuropeptidit

. Biogeeniset . .
Asetyylikoliini Aminohapot Typpioksidi

| I | Noradrenaliini |— Adenosiini

happo

Asparagiini- .. .

— h —  Adrenaliini
appo

Gamma-amino- o

= : —  Dopamiini
voihappo

— Glysiini —  Serotoniini

—  Histamiini

Kuva 2. Hermovalittajaaineet.

Pienimolekyyliset valittdjaaineet ovat nopeasti toimivia, ja ne aikaansaavat s@amrimm
osan hermoston akuuteista vasteistatekuaistisignaalien valityksemivoihin ja
motorisen signaalin palauttamisdimaksiin. Kun aktiopotentiaali, eli hermoimpulssi
valittdjaainettaan synapsirakoon. Tama kaikki tapahtuu alle millisekunnissa.
Pienimolekyylinen valittdjaaine saapuu postsynapti@insynapsin jalkeisn) kalvon
reseptorillemyos alle millisekunnissa. Neuropeptidit puolestaan aikaansaavat yleensa
hitaita ja pitkdkestoisia toimintoja, kuten pitk&aikaiset muutokset reseptorien maarassa
ta tiettyjen ionikanavien pitkdikaiset avaamiset tai sulkemisetihes poikkeuksetta
tietyntyyppinen hermosolu vapauttaa vain yhta pienimolekyylista valittajaainetta mutt
sen lisaksi se voi erittéd myos yhta tai useampaa neutidige (Guyton & Hall 1996
Tortora & Derrickson 2009)



5

Osa aminohapoista toimii keskushermostossa valittdjaaineina. Naihin kuuluvat
glutamiinihappo, asparagiinihappo, gamarainovoihappo ja glysii. Glutamiinihappo

ja asparagiinihappo ovat voimakkaasti eksitoivia vdlittdjdaineita. Gamma
aminovoihappo ja glysiini puolestaan ovat tarkeita inhiboivia valittajaainditatofa

& Derrickson 2009

Osa elimistdn aminohapoista muokkaantuu ja dekarbaksylmuodostaen biogeenisia
amiineja. Hermostossa yleisia biogeenisia amiineja ovat noradrenaliini, adrenaliini,
dopamiini, serotoniini ja histamiini. Noradrenaliini, adrenaliini ja dopamiini kuuluvat
katekoliamiineihin, silla ne kaikki sisaltavat aminomyéin i NH,, kuuden hiilen
muodostaman katekolirenkaan ja kaksi vierekkaista hydroksyyliryhim@éd.
Biogeeniset amiinivvoivat sekéa eksitoida ettd inhiboida. Toimintatapa riippyoasin
reseptorityypistd. (Purves et al. 2001, Robinson e2@08 Tortora & Derrickson
2009

Puriineihin kuuluvat adenosiini ja sen johdannaiset ovat eksitoivia valittajaaineita seka
keskus ettéd aareishermostossaoftora & Derrickson 2009 Adenosiini aiheuttaa
verisuonten laajentumista, eli auttaa saatelemaan paialkst virtausta Guyton &

Hall 1996. Adenosiinilla ja sen johdannaisilla on monia tarkeitéa tehtavia elimistossa,
kuten niiden rooli DNA:n ja RNA:n rakenneosirfgnox et al.2011)

Tassa tyossa keskitytagarkemminvain csaan naistavalittajaineista Kasitetaviksi on
valittu ne aineet, jotka tutkimusten perusteella vaikuttavegansairauteenNaita ovat
asetyylikoliini, glutamiinihappo, gammaminovoihappo, dopamiiniporadrenaliini ja
serotoniini. Kappalessa3.2 kasitellaan naiden aineiden ominaisuukkiappaleessa 3.3
esitelladn kaksi muuta solunulkoisen nesteen ai@et joilla on haittavaikutuksia
hermovalittajaaineidemittauksiin.

2.1 Tarkeimmat valittajaaineet

2.1.1 Asetyylikoliini

Hermoston tutkituin  valittdjaaine on asetyylikoliini. Sitd tuottavat monet
a&eishermoston hermosolut jasa keskushermoston hermosoluista. Sita erittyy
hermosoluista useissa aivojen alueidRigppuen synapsistasetyylikoliini voi toimia
eksitoivanaai inhiboivana valittajaaineenasetyylikoliini muodostuu presynaptisessa,

eli ennen synapsia sijaitsevassa terminaalissa asetyylikoentsyymi A:sta ja koliinista
koliiniasetyylitransferaasentsyymin lasa ollessa. Sieltd se kulkeutuakkuloihin.
Vapautuessaan ysapsirakoon asetyylikoliini pilkkoutuu asetaatiksi ja Kkoliiniksi
asetyyikoliiniesteraasientsyymin avulla. Guyton & Hall 1996 Tortora & Derrickson

2009

Asetyylikoliini vaikuttaa moniin eri elimistdon toimintoihinse laajentaa verisuonia
hidastaa sydamen sykettd, vahentdd sydamen supistusvoimaa, Vvoimistaa
ruoansulatuselinstdon supistuksia ja pienentdé virtsarakon tilavuutta. Asetyylikoliini on
tarkea valittajaaine muistin ja oppimisen kannalta. Se saatelee osittain myods vireytta ja
tarkkaavaisuuttaAlzheimerin tautia sairastavilla sen mé&ara aivoissa on huomattavasti
pienenpi kuin normaalisti. (Encyclopsedia Britannic011, Purves et al.2001)



6

Alzheimerin tautiin liittyy asetyylikoliinia vapauttavienefmosolujen tuhoutuminen
(Coyle et al. 1983) ja Parkinsonin tautiin puolestaan asetyylikoliinin liiallinen
konsentraatio Tortora & Derrickson 2000 Asetyylikoliinia esiintyy solunulkoisessa
nesteessaéormaalistinoin 0,026- 0,044uM (Jia et al.2004).

2.1.2 Glutamiinihappo

Glutamiinihappoa, eli aniomimeltddn glutamaattia, erittyy presynaptisissa
terminaaleissa monissa aistirgsa, kuten myds monissa aivokuoren alueissa. Suurin
osa keskushermoston eksitoitavista hermosoluista ja noin puolet aivojen synapseista
valittaa tietoa glutamaatin avulla. Sen toimiatka on vain muutarai millisekunteja.
(Guyton & Hall 1996 Tortora & Derrickson 2009 Glutamaatti @ mydés GABA:n
synteesin esias{&nox et al.2011).

Glutamaatin arvellaan liittyvan kognitiivisiin toimintoihin aivoissa, kuten oppimiseen ja
muistiin (Knox et al.2011). Glutamaatti on liitetty skitsofreniaan, Parkinsonin itaut
epilepsiaan ja halvaukseen (Kulag et al.1999). Liian suuri mééara glutamaattia saattaa
puolestaan aiheuttaa hermostollista vahinkoa, joka on liitetty esimefakgotrofiseen
lateraaliskleroosiija Alzheimerin tautiin Knox et al.2017). Glutamadén konsentraatio
solunulkoisessa nesteess@inoin 4- 350 uM (Chakraborty& Raj 2007).

2.1.3 Gamma-aminovoihappo

Gammaaminovoihappoa eli GABA:a loytyy vain keskushermostosta, ja sita erittyy
selkaytimessa, pikkuaivoisgangl. cerebellun), tyvitumakkeess#&engl. basal ganglia

ja monilla aivokuoren alueilla. Kolmasosa aivojen synapseista kayttdd GARA®
orkin keskushermoston yleisin inhiba@walittdjaaine. Guyton & Hall1996 Tortora &
Derrickson 200DGABA:a esiintyy paljon hypotalamuksesgaka ohjalee autonomisia
toimintoja, kuten unta, kehon lampdtilga aivolisdkkeen aktiivisuutt§A4M 2005.
GABA on liitetty epilepsiaan (Treima2001).Senkonsentraatiosta ei ole tarkkaa tietoa,
mutta eri selvitysten mukaan konsentraatiot vaihtel®y@o0 - 0,450 uM valilla (Naini

et al. 1993, Nisijima et al.995)

2.1.4 Dopamiini

Yleensa dopamiini toimii inhiboivana valittajaaineendita erittyy keskiaivojen
mustatumakkeesta (englubstantia nigra (Guyton & Hall 1996 Dopamiini liittyy
emotionaalisiin vasteisi, addiktoivaan kayttaytymiseen ja miellyttaviin kokemuksiin.
Liséksi dopamiinia erittdvat hermosolut auttavat sdatelemaan luustolihasten kuntoa ja
joitakin liikkeitd. (Tortora & Derrickson 2009 Se on tyrosiinin johdannainena
noradrenaliinin ja adrenalin esiaste. Knox et al. 2011) Dopamiinia esiintyy
solunulkoisessa nesteessdn 0.0010.050 M ( O 61904d)i | |

Dopamiinin ontodettu liittyvdn Parkinsonin tautiin, skitsofréaan ja masennukseen
(Lotharius & Brundin 2002, Breier et al. 1997, Ruhé et al 2007). 196CGluvulla
huomattiin, etta Parkinsonin taudista karsivilla on lahes taydellinen dopamiinikato
hantatumakkeegengl. caudate nucleysalueella (Wightmaret al. 1988). Lisaksi yKsi
skitsofrenian muoto liittyy liialliseen dopamiinin kertymisegGuyton & Hall 1996
Tortora & Derrickson 2009



2.1.5 Noradrenaliini

Noradrenaliinia erittavat monet aivorungossa ja hypotalamuksessa sijaitsevat
hermosolut. Noradrenaliini vaikuttaa herddmiseen, uneen ja mielialan s&abédimii

my6s hormonina. Noradrenaliimuttaa saatelemaan mielen aktiivisuutta ja mielialaa,
esimerkiksi kasvattaen vireystilaatgrkkaavaisuutta.Quyton & Hall 1996 Purves et

al. 2001 Tortora & Derrickson 2009 Noradrenaliinia esiintyy solunulkoisessa
nesteess&ain 0.001- 0.05 pM, eli yntava2 h2a n kui n dopl®M).i ni a
Noradrenaliinin, serotoniinin ja dopamiinin epatasapainolla aivoissadgtituolevan
vaikutusta masennukseeRuhé et al.2007, Tortora & Derrickson 2009 Erityisesti
noradrenaliinin ja serotoniinin vdhentynkonsentraatio on liitetty masennukseen
(Guyton & Hall1996

2.1.6 Serotoniini

Serotoniinia erittyy aivorungossa, ja se toimii inhibiittorina kipuragaiselkaytimessa
(Guyton & Hall 1996. Serotoniini on keskittynyt aivoissa Raptuenakkeen
hermosoluihin. Setoniini vaikuttaa aistituntemuksiin, lampdétilan saatelyyn, mielialan
kontrollointiin, ruokahaluun ja nukahtamiseenToftora & Derrickson 2009
Serotoniinia esiintyy solunulkoisessa nesteessa 0.0020 . 01 OM 19995 Ne i | |

2.2 Valittgjdaineiden vaikutukset sairauksiin

Useimmat vélittdjaaineet on eri tutkimuksissa liitetty erindisiin sairauksiin, mutta
valittajaaineiden vahentyneen tai kasvaneen konsentraation ja sairauden syy
seuraussuhteet ovat useimmissa tapauksissa epaselvid. Lisaksi samaan saimauteen o
litetty useiden eri valittajaaineiden epanormaalit konsentraatiot, mutta kuitenkaan ei
tiedeta eri valittdjaaineidekonsentraatioidenalisia syy-seuraussuhteita. Tassa tyossa
on valittu kasiteltavaksi vain asetyylikoliinin, glutamaatin, dopamiinGR\BA:n,
noradrenaliinin ja serotoniinivaikutukset sairauksiin. Nama valittajaaineet valittiin,
koska ne ovattutkimusten perusteellamerkittdvimpia vaikuttajia neurologisiin
sairauksiin Taulukkoon 1 on keratty tarkeimmaéat oletukset valittajaaineiden ja
sarauksien yhteyksista.Taulukosta ndhdaan etta glutamaatti ja dopamiiniovat
merkittaviausearyleisen sairauden kannalta.

Taulukko 1. Eri sairauksiin liitetyt hermovélittéjaaineet.

Parkinsonin | Alzheimerin . . Skitso-
. : Epilepsia | Halvaus | Masennus :
tauti tauti frenia
Asetyylikoliini X X
Glutamaatti X X X X
GABA X
Dopamiini X X X
Noradrenaliini X
Serotoniini X

Parkinsonin tauti on hitaastitemeva liikehdiriosairaus, jokghtuu keskiaivojen
mustatumakkeenpars compacta -osan hermosolujen vahittaisesta

jdaajasta
tuhoutumisestaHermosolujen vaurioitumisen syyta ei tiedetd, mutta koska taméa alue
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l&hettad dopamiinia erittavia hermokuituja, tiedetaén ettd se johtaa hermovalittajaaine
dopamiinin puutteeseerihasjaykkyys aiheutunimenomaan dopamiinia erittavien
hermosolujenrappeutumisesta. (Guyton & Hall 1996 Duodecim 201Q Tortora &
Derrickson 2009 Taudn oireiden uskotaan johtuvan dopamiinin ja asetyylikoliinin
konsentraatioiden epéatasapainosta: liighan dopamiinia ja liikaa asetyylikoliinia.
Taudin hoidossa yritetddnkin lisdtda dopamiinin konsentraatiota ja vahentaa
asetyylikoliinin tuoanoa. Syvaaivostimulaatiota (engleepbrain stimulation DBS)

on kaytetty Parkinsonin taudin oireiden lievitt$e®n. Menetelm& perustuu
subtalaamisen tumakkeen (englbthalamic nuclegsstimuloimiseen sahkdovirralla.
Stimuloinnin tiedetdan vapauttavan glutamaajaa sitd kautta auttavan oireisiin.
Glutamaatinliiallisen esiintymign tiedetadnkuitenkin myds tuhozn hermosoluja.
Tasta johtuen glutamaatin ja Parkinsonin taudin yhteys ei ole taysin selvilla viela.
Taman selvittdmiseksi tarvitaan mikroantureita, joilla on paranneltu Spaaga
ajallinen resoluutio(Covey & Garris2009 Kincses& Vecsei 201Q Lee et al. 2007,
Tortora & Derrickson 2009

Alzheimerin tauti on aivoja rappeatta eteneva muistisairaus, jakiaeuttaa dementiaa.
Taudin perimmaista syyta ei tiedetd, mutta sairastuneen aivoissa on havaittavissa
muutoksia, jotka vaurioittavat hermoratggaaivosoluja. Vauriot alkavat ohimolohkojen
sisdosista ja levidvat ajan myo6tad laajemmin aivokuordlzheimerin tautiin liittyy
neuropatologisia ominaisuuksi&kuten aivojen surkastumista, amyloidiplakkggm
hermosyyvyyhteja Kuitenkin plakkeja ja vyyteja esiintyy pienissd maarin myos
ikdantyneissa aivoissa henkiloilla, joille ei ole diagnosoitu demerfilaendecim201Q

Muir 1997

Alzheimerpotilaalla esiintyy hermosolujen katoa. Erityisesti asetyylikoliinia kayttavat
hermosolut tuhoutuvat. Hermor@a tuhoutuminen vaikuttaa myds serotoniinia,
noradrenaliinia ja dopamiinia valittaviin hermosoluihin. Tarkea |6ydds oli, kun
huomattiin, ettakoliiniasetyylitransferaasin (biokemiallinen markkeri kolinergisille
neuroneille) aktiivisuus on vahentynyt Alzlmaer-potilailla. Myds kolinergisten
hermosolujen menetysesiintyy Meynertin tyvitumakealueella etuaivojen pohjassa,
jossa on kolinergisiiermosolujaDementian hypoteesi onkin kolinergisten systeemien
heikentyminen etuaivojen pohjass@updecim 2010Muir 1997)

Epilepsia on aivojen sahkoisen toiminnan hairidtila. Epilepsiakohtaus syntyy, kun
aivojen hermosolut purkautuvat liiallisestiama fermosoluryhmien ominaisuus tuottaa
naitd purkauksidiittyy todennakoisestiehkaisevienGABAergisten jakiihdyttavien
glutamatergisten mekanismien vuorovaikutukseen. Erityisestius&ntaanliittyvan

nithin mekanismeihin, joihin liittyy glutamaatin Nmetyyli-D-asparagiinihappo
(NMDA) -reseptorityypit Epilepsia on siis oire jostakin aivoihin vaikuttavasta
sairaudsta tai hairiostd. Useimmissa tapauksissa syytd epilepsiaan johtavaan
aivotoimintahairi6on ekuitenkaartiedeta.(Bradford1995 Duodecim2010.

Halvaus syntyy, kun jokin hermotoiminta lamaantuu. Tama joh&rmojen toimanan
hairiintymisesta tai loppursestakokonaan jossakin osassa kehoa. Useimmiten hairio
tapahtuu aivoissa tai selkdytimessdDuddecim 2010 Plasman &rkeila
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glutamaattikonsentraatioillmn huomattu olevan yhteys halvauksen kasvuun akuutissa
aivoveenkiertohairiossa. (Castellanos et24108)

Masennukset johtuvatsein aivojen toimintahairidisttbuodecim2010. Masennuksen
yleisimmat oireet ovatalakuloinen mieliala, vahentynyt kyky saada nautintoa
normaaleista l&hteista, t@isyys, keskittymisvaikeudet ja epanormaali ruokahalu ja
unenarve. Masennuksen syyta ei tunnetan ®uitenkin todétu, ettd ladkkeet, jotka
parantavat serotoniinija noradrenaliinin erittymistéuttavat masennuksen oireisiin.
(Krishnen & Nestler 2008) Dopamiinilla on my6s huomattu olevan vaikutusta
masennukseen. Beuutteen on havaittu vaikuttavan masennukseen, mutta hypoteesin
vahvistamiseksi tarvitaan viela paljon lisdéa tietoa dopamiinin konsentraation tarkoista
vaikutuksista(Dalilly et al.2004)

Skitsofreniaa sairastavista osalla on huomattu muutoksia aivoj@kemteessa ja
toiminnassgDuodecim2010. Glutamaattia tuottavdiermosolut ovat merkittavimmat
eksitoivat polut aivokuoren, limbisen jarjestelman ja talamuksen valilla. Naméa alueet on
myos liitetty skitsofreniaarSkitsofreniapotilaiden kioleman jalkeist tutkimukset ovat
paljastaneet muutoksimuutamilla aivoalueillapre- ja postsynaptisissa markkereissa
glutamatergisille neaneille GlutamaatinNMDA -reseptorion erityisen kiinnostava,
silla taman reseptorin tukkimineerveilla henkil6illa tuottasskitsofreniantyypillisia
oireita, negatiivisa oireita ja kognitiivisia hairiditd, seka lisdd dopamiinin eritysta
mesolimbsessé jarjestelmasséineet, jotka epasuorasti parantaliDA -reseptorin
toimintaa vahentavat negativisia oireita ja vaihtelevasti grantavat kognitiivisia
toimintoja skitsofrenigpotilaissa(Goff & Coyle 2001)
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3 Valittajaaineiden mittaus

Aivojen valittdjaaineiden mittaamiseen on yleisesti kaytdssa kolme erilaista tekniikkaa:
mikrodialyysi, spektroskooppiset menetelméat ja sahkokeiseall menetelmat.
Mikrodialyysi on invasiivinen ja silla saadaan erittdin hyva kemiallinen resoluutio. Se
on myos laajimmin kaytdssd oleva naistda menetelmistd, mutta se ei sovellu
tutkimuksiin, joissa tarvitaan nopeaa néaytteenottoa. Spektroskooppiset iméneig&t

ole invasiivisia, ja niiden avulla saadaan avaruudellisesti eroteltuja kuvia aivojen
hermoston aktiivisuudesta. Kaksi vallitsevaa spektrosko@aetelmad ovat
funktionaalinen magneettikuvantaminen (erfighctional Magnetic Resonanacmging

fMRI) ja positroniemissiotomografia (engRositron Emission dmography PET).
Naiden haittapuolena kuitenkin on fMRI:n tapauksessa laékeaineiden kayttd tietyn
halutun vdittdjaaineen aktivoimiseksja PET:n tapauksessa kemiallisten positroneja
emittoivienaineiden kayttd reseptorien aktivoimiseta inhiboimiseksi. (Robinson et

al. 2008) Sahkokemialliset menetelmat puolestaan eivat vaadi radioaktiivisten
merkkiaineiden kayttdéa, ja osa menetelmistd mahdollistaa myds nopean naytteenoton.
Taman vuoksi tasgdidssa esitellaan tarkemmin vain sdhkokemiallisia menetelmia.

Tasséluvussa esitellaédn ensin sahkdkemialliset mittausmenetelmat, joita kaytetaan
valittdjaaineiden mittaamiseenTaman jalkeentarkastellaan mittauksen kannalta
olennaisa valittajaaineiden omaisuuksia ja mnttauksen hairiotekijoitd Hairioita
mittauksiin aiheuttadé@hinndaskorbiinihappo, jota esiintyy runsaasti samoilla alueilla
kuin valittdjaaineita. Toinen hairidtekija on virtsahappo, joka sekin vahaisemmalla
esiintyvyydelldan aiheuttaa galmia mittauksiin.

3.1 Sahkokemialliset mittausmenetelmat

Sahkbdkemiallisin menetelmin voidaan havaita aineita, jotka hapettuvat positiivisesti
polarisoituneella tyoelektrodilla(vs. negatiivisesti polarisoitunut vastaelektrodi)
liuoksessa. Hapettunut aine ludtaa elektroneja, jotka kulkeutuvat tydelektrodille ja
aiheuttavat virran sen lapi. Séhkokemialliset menetelmat perustuvat tdman virran
mittaamiseen. Osa biologisestierkittavistdaineista hapettuu naissa olosuhteissa, ja
siksi niitd kutsutaan sahkoigeaktiivisiksi aineiksi. (Raynd997)

Sahkokemiallisia menetelmia on kaytetty pitkd&n analyyttisessd kemiassa, mutta vasta
1973 Ralph Adams kollegoineen osoitti, ettd on mahdollista implantoida tydelektrodi
rotan aivoihin ja havaita sdhkoisesti aktiigigineitain vivo. Tama oli suuri lapimurto,

silla sahkokemiallisilla menetelmilla pystyttiin  korvaamaan siihen asti  kaytetyt
radioaktiivisia merkkiainga kayttavat menetelmat. (Rayh@97)

197Cluvulla kaytettin s&hkdkemiallisista menetelmista |ahinn#eentiaalipulssi
voltammetriaa (englDifferential Pulse VoltammetryoPV). Sen rajoituksena oli hidas
naytteenotto: 2 naytetta / minuutti. Vuosikymmenen vaihteessa alettiin kayttda uutta
nopeasyklistd voltammetriaa (enflast Cyclic VoltammetryFCV tai engl. Fast Scan
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Cyclic Voltammetry FSCV). Naytteenottoaika parani huomattavagi6 naytetta/
sekunt), ja menetelmalla pystyttiin havaitsemaalte mikromolaarisia konsentraatioita.
198CIuvulla julkaistiin useita artikkeleita koskien nimenomaan ltarmmetrisia
menetelmid, eli sahkokemiallisia menetelmid, joissa jannite syotetdan elektrodille ja
syntyva virta mitataan. (Rayri®97)

Elektrodimateriaaliavalittaessa ja mittauksia suorittaessa on tarkeda ottaa huomioon
aineen sahkokeniallinen ikkuna. Seon jannitevali, jossa aine ei hapetu eika pelkisty.
Veden ikkuna on tarkea ottaa huomioon, silla muutoin se saattaa hapettua muodostaen
happea tai pelkistyda muodostaen vetykaasua. Esimerkiksi platina ja iridiumeksidi
elektrodelle vestikkuna on noin-0,6 V - 0,8 V, kunvastaelektrodina on Ag|AgCl
(hopeahopeakloridi) (Cogan2008 Merrill et al.2005

Tassa kappaleessasitellaan nelja yleisintd sahkdkemiallista mittausmenetelmaa:
amperometria, kronoamperometria, differentiaalipeNsdiammetria ja sylthen
voltammetria.Ne ovat yleisimmin kaytdssa olevat sahkdkemialliset mittausmenetelmaét
valittajaainekonsentraatioiden mittaamiseeé®ykliseen voltammetriaan perehdytdén
tarkemmin silla sita kaytetaan taman diplomitydn kokeellisessa osuudessa.

3.1.1 Amperometria

Amperometriassa kaytettava jannite pidetddn samalla tasolla koko kokeekuajar8

esittda tata jannitteen suhdetta aikaan. Tama tarkoittaa, etta silla ei saada tietoa virran
suhteesta jannitteeseen. Taman vuoksi amperometria soveltuu vain tilanjeissa

aineita ei tarvitse tunnistaa, vaan tiedetaan mita ainetta mitdMemael & Borland

2007)

Jannite

Aika
Kuva 3. Amperometriassa kaytettéd\a tasainen jannite ajan suhteen.

Kuvassa 4 on amperogrammi, johon on yhdistetty kahden dtauksen tulokset
kahdesta eri aineesta. Amperometrian hyva puoli on nopeus, jolla tietoa saadaan
kerattyd. Ainoa mittausta rajoittava tekijd on virtaa mittaavan elektroniikan nopeus.
Amperometriaa voidaan kayttdd myos vain haluttujen aineiden tunnisgamise
suuremmasta joukosta eri molekyyleja, mutta tamé vaatii elektrodien muokkausta
entsyymeilla. NAama entsyymit auttavat mittaamaan selektiivisesti vain halutun aineen.
(Michael & Borland2007)
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Kuva 4. Amperogrammi, jossa tuloksetseka askorbiinihapolle (AA) ettéd glutamaatille (Glu) (muokattu
lahteesta Lowry et al. 1998)

3.1.2 Kronoamperometria

Kronoamperometriassa (engl. chronoamperomet)y jannitetta muutetaan
suorakaiteenmuotoisesti. Ensin aloitetaan alkujannitteella, joka ei ritduhaaineen
hapettamiseen tai pelkistamese Jnnitettd kasvatetaan akillisesti tarpeeksi sulreks
jotta haluttu aine reagoi. Tamgalkeen jannite palautetaan alkutasoeyva 5 esittaa
kronoamperometriassa kaytettavan jannitteen suhdetta aikaarnjamkikteen aikana
havaittu virta on verrannollinen liuoksen sahkoisesti aktiivisten aineiden
konsentraatioon. Virta vaimenee kaanteisesti verrannollisesti ajan nelidjuurelle, jos sita
hallitsee diffuusio. (Robinson et @008 Michael & Borland2007)

Jannite

Aika
Kuva 5. Kronoamperometriassa kaytettavan jannitteen suhde aikaan.

Kun suuremmasta jannitteesta palataan takaisin alkujannitteeseen, pelkistyvat ne aineet,
jotka alun perin hapettuivat nostettaessa alkujnnitettd suuremmaksi. Veraamall
ndiden kahden hetken mitattuja virtoja saadaan tigt@pettuneiden aineiden
vakaudesta. Taman takia kronoamperometrialla saadaan parempi selektiivisyys kuin
amperometrialla. (Robinsaet al.2008) Kuvassa 6 on esimerkki kronoamperometrialla
saatavastairrasta ajan suhteen.
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Virta

Aika
Kuva 6. Kronoamperogrammi (muokattu lahteesta: Young In, 2005.

Kronoamperometriaa on kaytetty useinttammaan hermovalittajaaineidpioisuuksia
reaaliajassa aivojen solunulkoisessa nesteessa. Kuitemkkes®eallinen selektiivisyys
on rajallinen ja siksi sita kaytetdan lahinna mittauksiin, joigs® syotetaan
valittajaainetta tai sita valittbmasti vapauttavaa ainetta. (Robeisain2008)

3.1.3 Differentiaalipulssi-voltammetria

Differentiaalipulssivoltammaeriaa (DPV) on kaytetty jo pitkdan hermovalittajaaineiden
mittauksiin in vivo. Voltammetriassa tyoelektrodille sybtetaan jannitetta, jotta haluttu
aine hapettuu Govey & Garris 2009). Se on yhdistelma lineaarinen pyyhkaisy
voltammetriaa (LSV, englLinear Sweep Voltammetryja nelibaaltemenetelmia.
Syoétettava signaali on pienen amplitudin neliaalto (noin 25 mV) tasaisella taajuudella,
hitaasti kasvavan lineaarijannitteen péaalle asetetkimzassa 7on esimerkki DPV:ssa
syotettavasta jannitteesta. Vinaitataan aina juuri ennen seuraavan pulssin alkua ja
juuri ennen pulssin loppua. Naiden virtojen erosta muodostetaan differentiaalipulssi
voltammogrammi. Toisin kuin amperometrisilla tavoilla, DPV:lla on mahdollista mitata
samanaikaisesti eri ainejtgps ndiden hapettumisjannitteet eroavat toisistaan vahintaan
100 millivoltilla. (Michael & Borland2007, Robinsonet al.2008

Jannite

Aika

Kuva 7. Differentiaalipulssi-voltammetriassakaytettava jannite ajan suhteen(muokattu lahteesta Michael &

Borland 2007)
DPV:aa on kaytetty in vivo katekoliamiinien, serotoniinin ja hapen mittaamiseen.
DPV:n aikaresoluutio on kuitenkin huono, silla yhden mittauksen tekeminen kestaa 30
sekuntia. Hermovalittdjaaineiden konsentraatiot puolestaan saattavat malldua
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sekunnissa. (Robinsort al. 2008) Kuvassa 8 on esimerkki differentiaalipulssi
voltammarammista.

140

120

1004 7 ]

10 20 30 40 S0 &0 70
80 - Konsentraatio | pM

Virta / uA

60 -

404
20 -

Jinnite / \V/ vs. Ag/AgCl

Kuva 8. Yhdistetty differentiaalipulssi-voltammogrammi useasta eri mittauksesta, jotkeon tehty saman aineen
eri konsentraatioille (muokattu lahteestd Chenet al. 2010).

3.1.4 Syklinen voltammetria

Syklisella voltammetrialla (SV) saadaan tietoa tapahtuvista sahkokemiallisista
reaktioista, niiden palautettavuudesta, sahkdisesti aktiivisi@reiden maarasta
elektrodilla ja elektrodin abiliudesta. SV:n tarkein etmuihin menetelmiirverrattuna

on sen suuri ajallinen resoluutio. (Codge08,Michael & Borland2007)

SV:ssa kaytetddn kolmea  elektrodia: tydelektrodia, vastaelektrodia ja
referenssielektrodia. Menetelma perustuu tydelektrgdinnitteen poikkeuttamiseen
syklisesti tasaisella tahdilla kahden jannitteen MalKuva 9esittadaSV:ssa kaytettavaa
jannitettd ajan suhteen. Tama jannite toimii ajavana voimana tyoelektrodilla tapahtuville
reaktioille, ja naiden reaktioiden aiheuttammirtoja mitataan. Virta kulkee tyoelektrodin

ja vastaelektrodin valilla. (Cog&008,Michael & Borland2007)

Jannite

Aika

Kuva 9. Syklisessé voltammetriassa kaytettava jannite ajan suhteen.
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Syklisessd voltammetriassa séhkoisesti aktiivisgteet aiheuttavat virran kasvun
tietylla hetkella. Virtaa syntyy, kun aine hapettuu tyéelektrodilla ja luovuttaa elektroneja
tyoelektrodille. Aineen hapettuminen vaatii, ettd kasvava positiivinen jannite ylittaa
aineen hapettumisjannitteefks. kappale 3.2.3). Tastd syntyy faradista virtaa, eli
hapettumisen ja pelkistymisermauttamaa virtaa (Merrikt al.2005. Taman faradisen
virran suuruus puolestaan on verrannollinen hapettuvien aineiden konsentraatioon
liuoksessa. (RaynE997)

Taman jalkeen jannigen alentaminen mahdollistaa hapettuneen aineen palautumisen,
eli pelkistymisen takaisin alkuperédiseen muotoonsa negatiivisesti varautuneella
tyoelektrodilla. Hapettuneet aineet eivat pelkistymisen ansiosta keraanny elektrodin
pinnalle ja jaa siihen tukkk&si. Tama palautumieminaisuus on tarked osa syklista
voltammetriaa ja suuri etu sen kaytossa. (Rag®87) Jos kaikki elektrolyytissa
tapahtuvat reaktioovat taysin palautuvia, kaksivaiheis jannitteen syo6ttéei aiheuta
lopullisia muutoksia elektrodipinnalla tai ympédivassa kudoksessRalautumattomat
reaktiot johtavaaineiden keraantymiseen, joka edelleen saattaa aiheuttaa kaasukuplia,
pH-arvon vaihteluita ja metalionien vapautumista. Jo pienikin maara aineiden
kerdantymistéaattaa aiheuttaasia ongelmia ymparoivien hermosolujen toimintaan.
(Loebet al.1995)

Syklisen voltammetrian jannite vaihtuu niin nopeasti, etta vain elektrodia lahella olevat
aineet vaikuttavat mittaukseen. Kauempana olevilla aineilla ei ole aikaa liikkua
elektrodille, ja néin ollen menetelma on nopeuskontrolloitu, eik& siihen siis vaikuta
aineile ominaiset diffuusionopeudétineen nopeus tasata konsentraatiogr§je sopii
parhaiten nimenomaan nopeiden konsentraatiomuutosten mittaamibtenael &
Borland2007, Rayne 1997,Wightmanet al.1989

Tasta voidaan johtaa ehto palautwomsinaisuudelle: faradisen reaktion tulee tapahtua
nopeasti verrattuna aineensiirtonopeuteen (eatg¢ of mass transpgrtliman tarpeeksi
nopeata reaktiota hapettunut aine ehtii diffutto kauas elektrodista, eika se taten
palaudu enaa elektrodille ja pelkisty siella. Hapettuneet aineet saattavat aiheuttaa
ongelmia kudokselle, jos ne jaavat solunulkoiseen nesteeseen hepsiain
muodossaan. (Merriéit al.2005

Syklisessa voltammogramissa kuvataan jatkuvasti mitattava aijiinnitteen suhteen.
Kuvassa 10on esimerkki voltammogrammista/oltammogrammin muoto saattaa
kuitenkin vaihdella paljon, vaikka reaktiot pysyvat samoina. Kayrdn muoto riippuu
kaytetysta pyyhkaisynopeudesta, ele#fino geometrisesta pintaasta ja elektrodin
epatasaisuudesta, eli karkeude@agan2008,Michael & Borland2007)
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Kuva 10. Syklinen voltammogrammi, jossa yakselilla on virta (uA) ja x -akselilla jannite (V). Y-akselin
positiiviset arvot ovat katodistavirtaa (hapettuminen)ja negatiivisetarvot anodistavir taa (pelkistyminen).
(muokattu lahteestd Petrovic 2000)

Mitattava aine voidaan tunnistaa kvalitatiivisegéinnitteen suuruudesta. Aineen
tunnistaminen on mahdollista esitiglo avulla. Nama esitiedot on saatu
nestekromatografian ja sé&hkokemiallisen havaitsemisen yhdistamiselld, silla niiden
suuren herkkyyden avulla on voitu erotella ja tunnistaa aingédaden tietojen avulla
pystytddn siis  tunnistamaan  syklisen voltammogram aineet niiden
hapettumisjannitteiden avulla (ks. kappale 3.2Apheen konsentraatio puolestaan on
suoraansuhteellinen kayran korkeuteen tai phalaan. (Cogan2008, Michael &
Borland2007, Wightmanet al.1988

Voltammetrian etuja gnetta elektroosh dimensot voivat olla hyvinkin pienidja
mittauksia voidaan suorittaa suurella liigalla resoluutiolla. Osavalittajaainésta
hapettuu helposti, ja siksi ne voidaan tunnistaa voltammetrisilla kokeilla.
Voltammetrian kayton leviamisen esteena ovatedllengelmat sen selektiivisyydessa,
jota kuitenkin saadaan parannettua pinnoittamalla voltammetriassaettidiz
elektrodejaNaista pinnoitteista kerrotaan lisda kappaleessgRdhinsoret al.2008)

3.2 Mittaukseen vaikuttavatvalittajaaineiden ominaisuudet

Valittajaaineilla on ominaisuuksia, joilla on merkitystd niiden konsentraatioiden
mittaamiseen sahkokemiallisin  menetelmin. Aineiden s&hkoisella aktiivisuudella,
sahkoisella varauksella ja hapettumisjannitteella on vaikutuksensa esimerkiksi
elektrodin ja elektrodipinnoitteen valinnass®n huomioitava, ettd aineoi olla
sahkoisesti aktiivinefks. kappale 3.2.2) vaikka sen sahkoikekonaivarats onnolla

(ks. kappale 3.2.1). Se voi myos olla séhkoisesti inaktiivinen vaikka sen varaus on
positiivinentai negatiivinen.

3.2.1 Valittajaaineiden sdhkoinen varaus

Valittajaaineiden sahkodinen kokonaisvarausmuuttuu liuoksen pHarvon mukana
Aineilla on omat isoeldriset pisteenséli jokin pH-arvo, jessa niiderkokonaisvaraus
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on nolla Kuvassa 11on esitetty glutamaatin ja dopamiininsoelektriset pisteefpl).
Kuvasta nahdaaretta ptarvon alapuolella aineet ovat positiivisesti varautuneita, ja sen
ylapuolella negatiivisesti varautuneitilart et al.2003,UBC et al.2003

pH 7,4
|l
(pHavo | [0 D 2 h 20 s e s e T s sy u ) B
[ Aine ] [pl(pH}]
(Glutamaatti ) (32 ] [+D0#>+> -> =>->=5>-5>=-5>-=5=-5>-5>-5>-5 -
(Dopamiini ) (89 ) [ +> +> +> +> +> +> +> +> +> -5 -5 = > - > - > -

Kuva 11. Aineiden isoelektriset pisteetPunaiset merkit kuvaavat positiivista varausta ja siniset merkit
negatiivista varausta suhteessa liilalla pohjalla esitettyihin pkarvoihin.

Valittajaainemittauksissa ollaan kiinnostuneita molekyylien kokonaisvarauksesta
fysiologisessa pHrvossajoka onnoin pH7,4. Kuvasta 1hahdaanetta dopamiini on
positiivisesti varautunut, kun taas glutamaatti on negatiivisesti varauti@sst pH
arvossa Kuvassa 12aineet on jaoteltu niiden kokonaisvarauksen mukaan7pH-
arvossa: psitiivinen, negatiivinen tai ei kokonaisvaraustd@ositiivisia ovat
noradrenaliini, dopamiini, serotoniifiRobinsonet al.2008)ja asetyylikoliini (Wessler
et al.2001). Gutamaattipuolestaan on negatiivineBgxall & Tweedie2011). Liséksi
negatiivisia ovat askorbiinihappo (May1999) ja virtsahgpo (Wright et al. 2010).
GABA:n kokonaisvarausn nolla(Gasparyet al.1998).

Kuva 12. Molekyylien kokonaisvaraus fysiologisessa ptrvossa.

On tarkeda tietdd kunkin aineen sahkdinekokaisvaraus, kun halutaan parantaa
elektrodin selektiivisyyttgksittaiselleaineelle. Esimerkiksi negatiivisesti varautuneella
pinnoitteella voidaan karsia negatiivisesti varautuneiden aineiden vaikutusta
mittausvasteeseen, ja vastaavasti parantaa iipiesiti varautuneiden aineiden
mittausvastetta.

3.2.2 Valittdjaaineiden sahkdinen aktiivisuus

Valittdjaaineiden sahkoisen varauksen (ks. kappale 3.2.1) lisdksi ne voidaan ja
sahkoisesti aktiivisiin janaktiivisiin aineisiin. Aineen gihkénen aktiivisuus arkoittaa,
ettd se pystyy helposti luovuttamaan elektrodin (hapettuminen) ja vastaanottamaan
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elektrodin (pelkistyminen) Sahkdisesti aktiiviset aineet silgpettuvat positiivisesti
polarisoitunellaja pelkistyvat negatiivisesti polarisoituneella tydetekilla liuoksessa
Elektrodin positiivisen jannitteen tulee olla tarpeeksi suuri, jotspettuva aine
luovuttaaelektronejaNama elektronisynnyttavat sahkovirran elektrodilla, f#ten ne
voidaan havaita sadhkdkemiallisin menetelmin (Ray®87 Robin®n et al. 2008.
Aineet voidaan jakaa kolmeen ryhmaan:

1. Sahkdisesti aktiivisia ja havaittavissa olevia valittajaaineita ovat noradrenaliini,
adrenaliini,dopamiini, serotoniiniadenosiinija typpioksidi (Murariet al.2004
Raynel997,Robinsoret al.2008 Sunet al.2009) Liséksi sahkdisesti aktiivisia
molekyyleja solunulkoisessa nesteess&at askorbiinihapo ja virtsahappo
(Raynel997).

2. Sahkoisesti iaktiivisia, mutta havaittavissa olevia vélittdjaaineita ovat
asetyylikoliini, glutamaatti, aspartaattGABA ja histamiini. Niitd ei voida
mitata sihkokemiallisin menetelmin pinnoittamattalia elektrodilla(Jacobson
et al. 1985, Rayne 1997, Robinsonet al. 2008 Sanchez Arribaset al. 20086.
Niiden havaitseminersahktkemiallisin menetelmion kuitenkin méahdollistg
kun  eektrodi  pinnoitetaan erityisilla lisdaineilla, esimerkiksi
oksidaasientsyymeilla. Nama entsyymit katalysoivat tietyn aineen hapetiumist
tai pelkistymista, mikdmahdollistaa aineen havaitsemisen elektrodiNéiclael
& Borland 2007)

3. Salkoisesti inaktiiviset ja havaitsemattomissa oldvglysiini ja neuropeptidit
kuuluvat kolmanteen ryhmaan, silla itd ei voida tunnistaa ollenkaan
nykytekniikanséhkdkemiallisilla antureilléRobinsonet al.2008)

Kuvassa 13on havainnollistettu vareiréta jakoa: vihreat ovat sahkoisesti ahsia,

punaiset sdhkoisestiaktiivisia ja havaittavissga sinisetsahkoisestinaktiivisia, mutta

eivat ole hsmaittavissa nykymenetelmin. Kugaa onesitetty valittajaaineiden lisaksi
askorbiinihappo ja virtsahap, jotka ovat tarkeita hairiotekijoitd mittiesille ja joita

esitellaan kappaleessa 3.3
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[sﬂnxélssn] [ SAHKOISESTI EI-AKTIIVISET |

acriviser | ARG (6o
( Asetyylikoliini [ msetyylicotini | ]
(" [ Glutamaatti ] [ Glysiini
Aminohapot
4 | Noradrenaliini | [ Histamiini | )
Biogeeniset amiinit
[ Puriinit Adenosiini ]
[ Typpioksidi Typpioksidi ]
[Neuropeptidit [ Neuropeptidit ]]
[ Askorbiinihappo | Askorbiinihappo | ]
[ Virtsahappo [ virtsahappo | )

Kuva 13. Vilittdjaaineiden, askorbiinihapon ja virtsahapon sahkoéinen aktiivisuus.

3.2.3 Valittajaaineiden hapettumisjannite

Jokaisella aineella ooma keskimaarainen hapettumisjareetisa fysiologisessa pH
arvossa(Robinsonet al. 2008) Hapettumisjanniteon jannite joka tarvitaan tietyn
molekyylin hapettamiseerSahkdkemiallisissamittauksissa on tarkeata tiet&@inka
suurta jannitettd on kaytava, jotta haluttu aine hapettuliaulukossa 2on esitetty
muutamienvalittdjaaineiden jeseuraavassa kappalksa esiteltdvien askorbiinihapon ja
virtsahaporhapettumisjannitiet

Taulukko 2. Hapettumisjannitteet fysiologisess@H-arvossa(Robinson, 2008)

Aine Hapettumisjannite
Dopamiini +0,20V
Noradrenaliini +0,20V
Serotoniini +0,35V
Askorbiinihappo +0,20V
Virtsahappo +0,30V

3.3 Hairiotekijat mittauksessa

Solunulkoisessa nesteesséa on vélittajaaineiden lisdksnpaljota molekyyleja, joista
osalla on vaikutustassahkokemiallisiin valittajaaimaittauksiin. Hairiditd mittauksiin
aiheuttavat ne molekyylit, joiden hapettumisjannite on lahella mitattavan valittajaaineen
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hapettumisjannitetta. Naita hairidtekijoitaatvagkorbiinihappo ja virtsahappKumar
et al.2010).

3.3.1 L-askorbiinihappo

L-askorbiinihappa, eli askorbaatdé tai vitamiini Ctd, tarvitaan kollageenin
biosynteesiin, jotta kollageenikuidut kasvavat ja vahvistuvat (Gugiddall 1996).
Silla on myds tarkea roiosoluissa tapahtuvissa hapettupadkistymisreaktioisséHart

et al. 2003) Askorbaatin maara aivoissa ja muaskudoksissa on 100 500 uM
(Burmeister& Gerhardt2003, O 6 N e1994] mika tekee siitd yhden vallitsevista
molekyyleista aivoissa. Askorb@avaikutus mittauksiin on ollut ensimmaisia ongelmia
kehitettdessa selektiivisia sahkokemiallisia menetelfiiagelma johtuu siita, etta
askorbaatin  hapettumisjanniteon l&hella dopamiinin ja  noraemaliinin
hapettumisjannitteitéks. taulukko 3. (Michael & Borland2007)

3.3.2 Virtsahappo

Virtsahappoaesiintyy kaikkialla elimistoss@Becker1993) Se esiintyy fysiologisessa
pH:ssa 98 %:sesti sen suotaiodossa, eli uraattina (Wright al.2010). Virtsahappoa

on solunulkoisessa nesteessa aivoissa nef0luM ( O 6 N1®94). Vaikka sen maara
solunulkoisessa nesteessa onkin huomattavasti pienempi kuin askorbaatin, on
virtsahappo toineselektiivistensahkdkemiallisten menetelmien ongelmista.
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4 Valittajaaineiden mittaamiseen kaytettavéat dektrodit

Elektrodn swnnittelun ja valmistuksen merkittdvimmat haasteet muodostuvat sen
kaytosta fysiologisessa ymparistossa keskushermostdsiaa asettaa ajoitteita
elektrodien koolle ja kaytettaville materiaaleilldermosolun koko ja sen ja elektrodin
valinen etaisyys vlkuttavat aina mittausten laatuun (Coga2008). Liséksi
sahkokemiallisissa mittauksissa kaytettavidakteodien séhkoiset ominaisuudet on
my6s huomioitava

Elektrodimateriaalit ovakehityneetpaljon viimeisten 40 vuoden aikanilikrokoon
elektrodeja vodaan valmistaa ja niiden vasteajat owdttavia valittajaaineiden
mittaamiseenYhden tietyn aineen mittaamiseksi ja sadhkoisesti inaktiivisten aineiden
mittaamiseksi on |0ydetty ratkaisujgsaamalla elektrodin pinnalle pinnoitteita ja
entsyymeja.Elektrodien havaitsemisrajat eivat kuitenkaale viela silla tasolla, jota
aineiden tarkka havainnointi vaaiiDaviset al.1995)

Elektrodimateriaalin valinnassa on tarkeaa ottaa huomioon aineen sahkotkemiallisen
ikkunan rajat, eli rajat joiden sisélla janrite voidaan turvallisesti pitaa ilman, etta
syntyy esimerkiksi katalytyisid reaktioita tai etoivottya sivuvaikutuksia, kuten
kaasunmuodostusreaktioita. Nama rajat riippuvat valitusta elektrodista ja
elektrolyyttiliuoksesta. On myds tarkeaa tutkia tausttammogrammi, jotta tunnetaan
mahdollisesti syntyvien pintaoksidien muodostumisen aiheuttavat kdayrdanmuodot, eikéa
niita sekoiteta tutkittavan elektrodin ja elektrolyytin ominaisuuksiin. (Sch@10)

Elektrodimateriaalit voidaan jakaa elektrodin pohjamiatleihin ja
pinnoitemateriaaleihin. Pohjamateriaali on elektrodin varsinainen mittaava osa, ja
pinnoite vaikuttaa esimerkiksi elektrodin selektiivisyyteen ja bioyhteensopivuuteen.
Pinnoitteella onkin oikeastaan suurempi merkitys anturin kannalta, s#laon
ensimmainen rajapinta kudoksen ja elektrodin, seka mitattavien aineiden ja elektrodin
valilla. Elektrodeja paallystetaderilaisillapinnoitteilla, jotta valtytaan rajoitteilta, joita
elektrodmateriaalit pinnoittamattominaiheuttavat sdhkdkemialéen tutkimustyohon.
Pinnoitteilla voidaan parantaa elektrodin herkkyytta ja selektiivisyytta joillekin
analyyteille, seka ehkaista pinnan likaantumistakaantumista aiheutuu, kun
hapettumistuotteita adsorboituu elektrodin pinngRabinsoret al.2008)

Tassa luvuss&errotaanelektrodin vaatimuksista koon ja sahkoéisten ominaisuuksien
suhteen, minka jalkeen kaytetyt elektrodimateriaalitgenoitteet esitelladnTaman
jalkeen kaydaan lapi eri valittdjaaineiden selektiiviseen mittaamiseetkittuja
elektrodeja Elektrodiratkaisuja esitiélan jalleen vain kappaleessa 2vAlittujen
valittdjaaineiden mittaamiseen

4.1 Elektrodin vaatimukset ja materiaalit

Jotta elektrodi sahkoiset ominaisuudet ja bioyhteensopivuus tayttaisivat
implantoitavalta elektrodiltavaaditut ominaisuudetpn tietyt vaatimukset otettava
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huomioon. Naita vaatimuksia esitellaan kappaleessa. Kafdpaleessa 4.1.2 esitellaéan
sopivia elektrodimateriaaleja jpinnoitteita.

4.1.1 Vaatimukset

Tassa kappaleesssiteltdvat vaatimukset liittyvat adlastaan kaikki toisiinsa. Mita
pienempi elektrodi on, sitd paremmin se on bioyhteensopiva, mutta sitd isompi sen
impedanssi myos on. Nama kolme ominaisuutta ontavi@thuomioon erityisesti
pitkaikaista elektrodia suunnitellessa.

Koko

Elektrodejatehdaan eké& mikre ettd makréokoluokissa. Makroelektrodeja kaytetaan
l&hinnd vainin vitro -kokeisiin, jain vivo -kokeet vaativat yleensa mikrokokoisia
elektrodejaMakroelektrodit ovat geometriseltéa piradaltaan yleensa yli 0,001 érja
vastaavasti mikroelekddit té&& pienempia (Coga2008).

Elektrodin halutaan olevan mahdollisimman pieni, koska ideaalitilanteessa se
sijoitettaisiin synapsirakoon. Kaytannossa tama ei kuitenkaan ole mahdollista, koska jo
pienikin liike saattaa lilkuttaa elektrodin pois patkaln. Elektrodien on oltava
kuitenkin tarpeeksi pienia, jotta ne valittavét luotettavaa tietoa solunulkoisen nesteen
kemiallisesta koostumuksesta hermosolujen ymparilla. Niiden geometrinen
selektiivisyys on sitd parempi, mita pienempi elektrodi on. Myékteddin ja elektrodi
elektrolyytti -rajapinnan impedanssin on oltava mahdotiman alhainen, jotta kohina
hairitsee mahdollisimman vahaiwightmanet al. 1988 Lisaksi elektroda pieni koko

pitad elektrodin aikavakion matalana, jolloin se myds pystypersin mittauksiin
(Robinson et al. 2008). Elektrodin on oltava myds mahdollisimman ohut, jotta
kudosvauriot elektrodin implantoimisreitilla olisivat mahdollisimman pienid. Kuitenkin
sen on oltava myds tarpeeksi jaykka, ettei elektrodin paa tai varsarmudtoaan ja

karsi implantoitaessa. (Loedh al.1995)

On kuitenkin muistettava, ettd mitd pienempi piaka elektrodilla on, sitd suurempaa
virtaa ja virrantieytta sen on kestettava. Se ei admeuttaa sahkokemiallisia reaktioita,
jotka saattavat vahgoittaa elektrodia tai kudosta sen ymparilla (Mesteal.2001).Sen
takia elektrodilta toivotaan pienen koon liséksi laajaa patda.

Impedanssi

Elektrodin impelanssilla on vaikutusta kohinaan, ja mitd pienempi impedanssi on, sita
suurempi signaakohinasuhde orElektrodin impedanssin halutaaiis olevan pienin
mahdollinen.Hermostoa nttaavien elektrodienmpedanssista puhuttaessa tarkoitetaan
yleensa niiden impedanasfysiologisesti tarkealldl kHz:n taajuudellaBiologisen
kudoksen permittiivigyden tiedetd&n vaihtelevan taajuuden funktiona. 1 kHz:n ja 10
MHz:n valiselld taajuusalueella sdhkokentté lapéaisee solukalvot. 1 kidiksivalittu
yleiseksi taajuudeksmpedanssin maarittdiseenhermostoa mittaaville elektrodeille
(Lu et al.2008 McConnellet al.2009 Elektrodien impedanss vivo vaihtelee noin 50
kY:n ja 1 MY: 2008)Imdedahsskdsvaakiin@ekiradija sen pintaala
pienenee (Nybergt al. 2007). Hektrodin materiaaliin onrmyads kiinnitettava erityista
huomiota sila se vaikuttaa niin impedanssiin, kuin muihinkin elektrodin s&hkéoisiin
ominaisuuksiin.
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Bioyhteensopivuus

Elektrodin tulee olla bioyhteensopiyajta se eivahingoitakudosta sen ymparilla, eika
elektrodi vahingoitu kudoksess&ioyhteensopivuuteen liigy niin kudoksen, kuin
elektrodin tasainen toimintakykylektrodin tasaisen toimintakyvyn saavuttaminen on
yksi suurista haasteista suunnittelussagjanistuksessgdCogan2008)

Epasuotuisan kudosvasteen on huomattu aiheutuvan joko implardoimasta
erityisesti elektrodi karjessa (Edelét al. 1992) taikudoksenmuodostaessgliasolu
kapselin ainakin osittaisesteholle vieraan elektrodimateriaalymparille (Szarowski

et al. 2003 Turner et al. 1999. Gliasolukapseli implantoidun elektrodin ympi
eristda sahkoisesti elektrodin aivokudoksesta, johtaen kasvavaan impedanssiin ja
matalampaan signadtbhinasuhteeseen. Taméa johtaa elektrodin suorituksen
huononemiseen ja siksi myds elektrodin hylkdamidesmmostoa mittaavana anturina
(Sommakia et al. 2009) Epasuotuisa kudosvaste saattaa johtua mgi@ktrodin
mikroliikkeestd (Kim et al. 2004a). Elektrodien suunnittelussanotarkeaa ottaa
huomioon myos elektrodin ymparilla olevikudoksen mahdollinen muuttuminen ajan
kuluessa.

Jo implantoidun elektdin toimintakyvyn parantamiseksi on tutkittu uudistamista (engl.
rejuvenation, jonkatarkkaa vaikuttamistapaa ei kuitenkaan tunn@&tesavirtajannitteen
syottdminen laajoilla amplitudeilla parin sekunnin ajan on huomattu vaikuttavan
gliasolu-kapselin  mudostumisen  jalkeen positiivisesti  signaalkohinasuhteen
pysymiseen hyvana ja impedanssin madaltamis@a huomattu, ettd yhden kerran
syotetyn viran vaikutus kesti alle viikoja kahden kuukauden aikana useamman kerran
syotetty virta piti signaalkohinasuhteen hyvana (Johnsenal.2005). Talla tavoiron
pystytty parantamaan elektrodin mittauslaatua kroonisessa kaytihsdistamisen
uskotaan liittyvan hetkellisesti I6ysentyviliitoskohtiin gliasolukapselin aktivoitujen
astrosyyttiervalilla. (Sommdia et al.2009)

4.1.2 Kaytettavat materiaalit

Platina, kulta ja hiili ovat olleet perinteisesti kaytetyimpia elektrodimateriaaleja niiden
hyvan suorituskyvyn takia (Daviget al. 1995 Scholz 2010. Lisaksi mittaavien
elektrodien materiaaleina on kaytetty esikiksi platinairidium -seosta poly(3,4-
etyleenidioksitiofeenip (PEDOT), piita ja keraamia Tassakappalessa esitellaan
yleisimmin kaytossa olevalektrodmateraalit, eli platina, kulta ja hiili

Platina ja kulta

Platinalla on hyvat séhkoiset ominauglet elektrodimateriaaliksiPlatinaelektrodien
ongelmana orkuitenkin biolikaantuminena pieni sdhkdkemiallinen ikkuna (Robinson
et al. 2008). Platinaa on kaytetty sahkoa johtavana osana erilaisissa
mikroelektrodimatriiseissa, joissa elektrodin pohjaonamii jokin muu kuin platina
(Burmeisteret al.2002) Platina onlisédksi hyvin pehmeéd metalliSiihen lisataan usein
10- 20 % prosentd iridiumia kovetusaineekgotta se olisi jaykempaa.

Kultaa kaytetddn elektrodimateriaalina, koska se on kemiailibgsin stabiili ja
bioyhteensopiva(Xiao et al. 2004) Kultaelektrodeja ei voidaellaisenaarkayttaa
sahkoisesti aktiivisten aivojen valittdjaaineiden sahkotkemialliseen tunnistamiseen, silla
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ongelmana on biolikaantuminen ja pieni sahkokemiallinen ikkwsamerkiksi
hiilielektrodeihin verrattuna (Robinsoret al. 2008). Sahkodkemiallisen ikkunan
ylityksesta aiheutuu elektrodin syopymista, jonka vaikutuksesta impedanssi kasvaa ja
mittausherkkyys laske®&ykyisin sen kaytto elektrodeissa keskittgghinna vam kullan
kayttamiseernohtimenamuusta aineesta rakennetussa elektrodissa. Kultaa kaytetaan siis
mittausalueena, mutta muu elektradiimistetaan esimerkiksi piistgCui et al. 2001,

Kim et al.2004, Xiao et al.2004).

Platinaa ja kultaa on perinteiselséiytetty hermoelektrodeissa, mutta niiden huono puoli
on, ettaliuoksen sisaltdessa kloridree voivat liueta anodisen pulssin aikana. Ne ovat
siis herkkia korroosiolle. Erityisesti pitkdaikaisessa kaytossa talla saattaa olla hyvinkin
merkittavia negatiisia vaikutuksia. Platinaa ja kultaa paallystetaankin usein
polymeerikalvolla edell&a mainittujen ongelmien valttamiseksi. (C&§¥8 Hibbert et

al. 2000,Scholz2010

Hiili

Hiilimateriaalit ovat olleet suosittuja elektrodimateriaaleja, silla niiden jéikkiuna on
laaja vesivdliaineissa, ne ovat edullisia ja ne okatiallisesti reagoimattomia
useimmissa elektrolyyttiliuoksissa. Biokteodeissa on kaytettlyiilen eri allotrooppeja
eri muodoissakutenhiilipastaalasihiilta (Chenet al.2009,Huberetal. 1998,Huonget
al. 2009, Liu et al.2008) grafeenia (Alwarappaat al.2009) hiilinanoputkia(Banks&
Compton2005,Tanget al.2004)ja hiilikuituja (Peterset al.2004) (Huanget al.2010)
Nama kaikki esitellaanlyhyesti ja hiilinanokuidut vahantarkemmin, silla ne ovat
tutkituin hiilielektrodimateriaali talldhetkella.

Ensimmaiset voltammetriassa kaytetyt keskushermoston mikroelektrodit valmistettiin
hiilipastasta ( O @iIN2005). Hiilipastaelektrodien on tutkittu olevan stabiileja vivo

yli kuukauden Niiden suuri koko kuitenkin rajoittaa nieh kayttéa vain isoihin
aivoalueisiin. Liséksi suuri elektrodiaiheuttaa enemméan kudosvahinkoa, kuin
pienemmat elektroditElektrodit voidaan valmistaa sekoittamalla hiilijauhetta Nujoliin
(erdanlainen o6ljsuspensio) tapiidljyyn ja pakkaamalla ses Teflonilla eristettyjen
metallisten mikrolankojen paahan. Tuloksena on levyeldkfey joiden halkaisija on
100 - 300 um. Elektrodin voi myds valstaa tayttamalla lasikapillaahiilipastalla.
(Robinsoret al.2008)

Lasihiili on bioyhteensopiva elektrodimateriaali. Seevittéain kova ja sahkoa johtava
seka kemiallisesti reagoimaton faasuille ja nesteille lapaisémdn. Se orhalpaa, ja
siitd voidaan valmistaa erikokoisia ja erimuotoisia palojaasihiilen kaytto
elektrodimateriaalina on kuitenkin rajoittunut makokoisten elektrodien tekoon
(Karyakin et al.200Q Wanget al.2006). Tutkimuksissa on kaytettgsimerkiksiohuita
suorakulmion muotoisia lasihiililevyja. (Hubet al.1998)

Grafeeni on kaksiuldteinen levy hiiliatomeja. Silla on erittdin suuri pirdgk, suuri
mekaaninen lujuus, korkea elastisuus ja lAmmonjohtavuus. Se on myds edullista.
Liséksi grafeenilla on kaksi etua verrattuna hiilinanoputkiin: grafeenilla ei ole metallisi
epapuhtauksia ken hiilinanoputkilla ja grafeenin valmistukseen tarvitaan vain
grafiittia, joka on halpaa ja helposti saatavilla. (Pumetaal. 2010) Grafeeni on
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oikeastaan perusta muilenturisovelluksissa kaytetyilleakenteille: grafeeni voidaan
rullata yksiulotteigksi nanoputkiksi tai pinota kolmiulotteiseksi grafiitiksi (Alwarappan
et al.2009).

Vuonna 1991 lijima I6ysi neulamaisehiilinanoputket, joiden halkaisija oli
pienimilladn2,2 nm (lijima 1991) Siita lahtien niiden ominaisuuksia ja kékohteita

on tutkttu paljon.Niiden etuja on pieni koko ja jaykkyySMang& Lin 2008) korkea
sahkonjohtavus seka suuri pitudisalkaisijssuhde (Chakrabort§ Raj 2007) Kuvassa

14 kohdassa 1) on esitetty hiiliputken malHiilinanoputkien on huomattu voivan
parantaa t&eiden biomolekyylien séhkokemiallista reaktiivisuutta ja mahdollistaa
tehokasta elektronsiirtoreaktiota elektrodin pohjamateriaalin ja entsymaattisen
kerroksen hapetuspelkistykeskittymien valilla. Kiinnittamalla hiilinanoputka
lasihiilielektrodin pimalle on voituieventadpinnan likaantumista ja parantekektrodin
stabiiliutta. Musamelet al.2002 Wang2005

ettd noniseindish (engl. multi-walled carbon nanofiber MWCNT). SWCNT:t
muodastuvat yhdei ainoasta rullatusta grafekmysta, joka muodostaa putken 2
nm halkasijalla. MWCNT:t puolestaan rakentuvasamankeskistd pienista
grafeenputkista. MWCNT:ien halkaisija on 2- 50 nm ja niiden kerrosten véliset
etaisyydet noin 0,34 nm. (War&Lin 2008)

Vuonna 1978 kaytettiin ensimmaisen kertaiflikuitua elektrodimateriaalina. Se on
sylinterimainen rakenne, joka muodostuu useista grafeenikerroksista. Erilaisia rakenteita
on useita, ja kWvassa 14 kohdassa 2) oralin yhdestd rakenteesta. Tassa mallissa
kerrokset ovat jarjestaytyneet paallekk&in kuin kartiot.

1) 2)

Kuva 14. Vasemmallaon mallikuva hiili putkesta (1) ja oikealla hiilikuidusta (2) (muokattu lahteesta
Melechko et al. 2005)
Hiilinanokuidulla onerittéin hyvéatfysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet, esimerkiksi
hyva sahkonjohtavuus, suyinta-ala, bioyhteensopivuug valmistuksen helppous.
Lisdksi se on kemialliseésta sahkokemiallisesti vakaaHiilinanokuidun koko ja
grafiittijarjestysovat myds hyvin kontrolloitavissa. luanget al.201Q Lu et al. 2008
Vamvakaki et al. 2006 Wang & Lin 2008 Niitd on tutkittu paljon erilaisiin
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sovelluskohteisiin viime vuosikymmenten aikana, mutta vasta viime vuosina
hiilinanokuituja on tutkitu laajalti bioantureiden kehittamiseksi.

Hiilikuidut ovat halkaisijaltaan useimmiten 5 - 15 pum (Huang et al. 2010)
Hiilinanokuidut puolestaan ovat pituudeltaan mikrometrien luokkaa, ja niiden halkaisija
on 30 nanometristd (Wwet al. 2007) 200 nanometrin (Vamvakaki et al. 2006.
Hiilikuitu elektrodi valmistetaantyontamalla hiilikuitu lasikapillaariin ja vetamalla
kuituaulos pipettivetimelld. Ulos vedettya paata leikataan, jotta saadaan sylinterimainen
elektrodi, tai se hiotaan levyelektrodik@robinsm et al.2008) Kuvassa % on esitetty
poikkileikkaushiilikuidusta.

20KV oo 002

Kuva 15. Nafionilla paéllystetty hiilikuitu elektrodi (Wightman et al. 1988)

Hiilinanokuidut ovat siina mielessainutlaatuisia etta niiden koko pintala voidaan
aktivoida. Niiden aktivoiminen typpihapolla tai sdhkdkemiallisella hapettamisella voi
synnyttda happea sisaltavia ryhmia ilman niiden paaketjun rakenteellisen eheyden
heikkenemistd Koska hiilinanokuidulla on paljon suurempi toiminnallinen piata

kuin hiilinanoputkilla, pintaaktiivisten ryhmien suhde tilavuuteen on nailla
materiaaleillapaljon suurempi kuin lasimaisilldiilinanoputkien pinnoilla. Naiden
ominaisuuksien takia hiilinanokuitlu voivat olla ideaaleja kiinnitysmatriiseja
biomolekyyleille samanaikaisesti kun ne voivat valittda sadhkdkemiallisia signaaleja.
(Vamvakakiet al.2006)

Hiilikuituelektrodien kudokselle aiheuttaman vaurioron tutkittu olevan pientd3,5

pm:n paksuiset hiilikuidut aiheuttivasuurimman kudosvaurio2,5 pm:n séateelle
elektrodin pinnastaSen ymparilla oli 4 um:n rengasmainen alue, jossa oli seka terveita
ettd vaurioituneita alueita. Taman renkaan ymparilla, eli 6,5 pm:n paassa elektrodin
pinnasta ja pahimmista vaurioista, ei esiintynyt enda juurikaan elektrodiin liigettav
vaurioita. (Peterset al. 2004) Kuitenkin mika tahansa vaurio kudokselle on aina
haitallista, joten tatékin vauriota olisi pienennettava.

Hiilinanokuitujen ja-putkien ensisijainen erottava tekija niden pintaala, kun mden
halkaisijat ja pituudebvat samojaHiilikuidun pinta-ala on suurempi, silla kuitujen
ulkoseinalla onlovia, toisin kuin putkien ulkoseinalla. Tdma johtuerimuotoisten
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grafeenievyjen pinoutumisestluidussga johtaasuurempaan pintalaan.(Kim & Lee
2004&) Lovet myods saattmat helpottaa sahkdisesti akisten analyyttien
elektronirsiirtoa (Banks& Compton2005).

4.1.3 Pinnoitteet

Sahkoda johtavia gdymeeripinnoitteitaon tutkittu paljonelektroden ominaisuuksien
kehittamiseksi Sahkonjohtavuus saadaan aikaan seostamalla emnsgsiymeereihin
aineita, jotka muodostavat varauksensiirtorakenteita. Aineet voivat olla hapettavia tai
pelkistavia. Talloin alkuperdisesta polymeerirungosta tulee negatiivisesti tai
positiivisesti varautunut, ja seosaine muodostaa vastakkaisesti varautiomeja.
(Naarmann2000 Sahkoa johtavat polymeeripinnoittegbivat parantaa elektrodin
séhkokatalyyttisia ominaisuuksia, kuten laskea ylijantéitdtasvattaa reaktionopeutta,
parantaa vakdta ja toistettavuutta elektrodivasteellelisatd herkkyytta ja
selektiivisyytta,  vahentaa hairiétekijoiden vaikutuksia ja kKiinndta
indikaattorimolekyylej&Liu et al.2008 Xiao et al.2004) Liséksi elektrodeja voidaan
pinnoittaa myws esimerkiksi iridiumoksidillaparempien sahkoisten ominaisuuksien
saavuttamisedl. Tassa kappaleessa keskitytdan elektrodin sahkoéisten ominaisuuksien ja
bioyhteensopivuuden kannalta olennaisiin pinnoitteisiin. Kappaleessa 4.2 esitellaan
tarkemmin selektiivisyyteen vaikuttavia pinnoiteratkaisuja, silla selektiivisyys on talla
hetkellavalittajaaineantureiden suurin haaste.

Polypyrroli

Polypyrroli-polymeeripinnoitteellan saatu laskettua elektrodin impedanssia (Kiral.
2004), parannettua varaukssintoa (Keeferet al.2008) ja lkasvatettua pintalaa (Cui

et al. 2001). Oikeastaanamé& kaikki koine asiaa toimivat kesken&én: kpimta-ala
kasvaajmpedanssi laskee ja varauksen siirto tehosttan@¥® Martin 2004). Lisaksi
polypyrroli on pehmeé&d, se on helppo valmistaa, silla on ssdhlkdfohtavuus,
saadettavissa olevat pintaominaidat, se on yhteensopiva nisakkaiden solujen kanssa
ja se on biologisesti &kvinen. Polypyrrolin kemiallien r&enteen kestavyys
fysiologisissa olosuhteissan kuitenkin huono, ja polypyrrobaattaaylihapettuessaan
johtaapolymeerin hajoamiseen. (Xiat al.2004 Yanget al.2005

PEDOT

Poly(3,4etyleenidioksitiofeeni) eli PEDOT on polymeeri, jolla pinnoitettuja elektrodeja
on tutkittu. PEDOT on pehmeagpustavaa, helppo valmistaa ja hyvin sdhkda johtava.
Silla on matala impedanssi, se on biologisektiivinen ja se on vakaampi kuin monet
muut polymeerit. (Yag et al.2005 Sen on huomattu kasvattan elektrodirkayttdkaa
parantamallasen signaalkohinasuhdettgLudwig et al. 2006) minka vuoksiPEDOT

on hyva kandidaattibiologisiin antursovelluksin. Sen on todettuliséksi olevan
sahkoisesti aktiivinen vesiliuoksessa, ja se on vakaampi galypyrroli. (Yang &
Martin 2004)

Iridiumoksidi

Cogan et al. tutkivat sputteroidulla iridiumoksidifilmill@n(gl. sputtered iridium oxide
film, SIROF) pinnoiettuja platinaedktrodeja verraten niitd pinnoittamattomaa
platinaelektrodiin. Mittaavat ja stimuloivat elektrodit vaativat usein parempaa
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varaukseninjektikykyd ja impedanssitasoa kuin jalometallit pystyvat tarjoamaan.
SIROEiIn varaukseninjektikyky on parempi kuin platinan, ja se on tiivimpi ja
fysikaalisesti kestavampi kuimnodinen iridiunoksidifilmi (engl. activated iridium
oxide film AIROF). SIROEin on my0s todettisietd/an ylipulssitustaparemmin kuin
AIROF tai EIROF (englelectrochemical degition of iridiumoxide film) ja ontaman
vuoksihoukutteleva vaihtoehtaiille. (Cogaret al.2004)

4.2 Elektrodin selektiivisyyttd parantavat pinnoitteet

Elektrodien suunnittelussa on erittain tarkeaa ottaa huomioon niiden selektiivisyys. On
tiedettdva mitdmolekyyleja tutkittavassa ymparist@ssesiintyy, mita molekyylia
halutaan mitata, ja miten varmistetaattamittaustodellakin mittaa vain juri haluttua
ainetta. $lektiivisyyden parantamisekstlektrodin on oltava pieni ja sgoidaan
pinnoittaa erilaigla aineilla. Selektiivisyytta tietylle aineelle oidaan lisata myos
entsyymeilla. Entsyymit eivat ole varsinaisia pinnoitteita, vaan ne lisataan
pinnoitemateriaaliin tai kiinnitetdan elektrodin pinnaltsyymitkatalysoivat tarkasti
halutun aineen haptumis ja pelkistymisreaktioita. Entsyymeja kaytetaan erityisesti
kappaleessa 3.2.2 esitellyilighkdisesti inaktiivisille valittajaaineille, joita ei muutoin
voida havaita sahkdkemiallisin menetelmin.

Tassa kappaleessa keskitytdan valittajakotdaisesti pinnoiteratkaisujen esittelyyn.
Liséksi Nafionpinnoite esitellaan tarkemmin, silla sitd on tutkittu usean eri
valittajaaineen mittaamiseksi. Se on ainutlaatuinen pinnoite poistamaan negatiivisesti
varautuneiden aineiden vaikutusta mittaukseen. Si&son myos valittu tutkittavaksi
taman tyon kokeellisessa osuudessa.

4.2.1 Pinnoiteratkaisut valittajaaineittain

Tassa kappaleessa esitellaan tutkimuksissa kokeiltuja elektrodimatepaaipite ja
entsyymiratkaisuja eri valittajaaineill&rityisesti matala havaitsemisrajan elektrodeja
valittiin - esiteltaviksi. Kasiteltavat valittajaaineet ovat asetyylikoliini, glutamaatti,
gammaaminovoihappo, dopamiini, noradrenaliini ja serotoniiBntsyymien lisays
elektrodin pinnalle on tarpeellista sahkoisesti inaldien (ks. kappale 3.2.2)
valittajaaineiden havaitsemiseksi. Entsyymeilla saadaan aikaan aineen hajoaminen,
jolloin sen sahkoisesti aktiivinen reaktiotuote voidaan hawedéttrodilla.

Asetyylikoliini

Asetyylikoliini on positiivisesti varautunut, muttalskoisesti inaktiivinenkis. kappaleet
3.2.1 ja 3.2.2). Sit&oidaankuitenkin mitata lisaamall&ntsyymeja elektrodin pinnalle.
Talla tavoin eikuitenkaan saa pitkaikaisia elektrodeja, silla entsyymit menettavat
aktiivisuuttaan perinteisten kiinnitysmetelmien (silloittaminen ja polymeerigeeliin
vangitseminej aikana. Tastd johtuen vasteet &iwle tasaisia kayton aikanaeika
elektrodienvalmistuksentoistettavuus hyva. (Shimomuet al. 2009) Taméan vuoksi
asetyylikoliinielektrodiratkaisuja on kehitey useita erilaisiaAsetyylikoliinia esiintyy
solundkoisessa nesteesséa noin 0,0Z5044uM, joten elektrodin tarkkuuden on oltava
nananolaarisuudenuokkaa.
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Shimomura et al kehittivat uudenlaisen tavan kiinnittdd  entsyymit:
asetyylikoliiniesteraagiAChE) ja koliinioksidaas{ChOx) kiinnitettiin mesohuokoiseen
kalvoon. He Kkiinnittivat platinaelektrodin mittausalueille ndma kalvot, ja mittaukset
perustuivat vetyperaidin (H.O,) mittaamiseen.Taman elektrodin toiminta perustui
kahden entsyymin vaikutgken. Ensimmaisessa reaktioggahE hydrolysoi aineen
koliiniksi ja asetaatiksi. Seuraavassa reaktio€dzOx hapettaa koliinin tuottaen
betaiinia javetyperoksidh Taman jalkeervetyperoksidihapettuuséahkokemiallisesti
elektrodilla ja syntyva virta mitaan Virta kertoo alkuaineen konsentraatiosta, mutta
siihen vaikuttaa mydentsyymien toiminta(Shimomuraet al.2009) Elektrodinkalvon
todettiin olevan havaitsemisrajoiltaa®,0 - 800 pM, joten se ei riitd asetyylikoliinin
normaalikonsentraatioiden matimiseenElektrodilla oli kuitenkin pitkd kayttoika.Se
toimi 80 paivan kuluttua edelleen 80 % vasteella. (ShimomiLaa 2009)

Rahman puolestaan valmisti asetyylikokamturin sirukortista. Sirun paalle kiinnitettiin
asetyylikoliinioksidaasia (AChOXx)Siru valmistettiin valolitografisella menetelmalla.
Asetyylikoliinin  mittaaminen  perustui vetyperolsidin ~ mittaamiseen, koska
asetyylikoliini hajoaaAchOx:n vaikutuksestaja tastasyntyy koliinia, asetaationi ja
vetyperoksidh. Taman jalkeerH,O, hajoaa itsestdan tuottaerapaita elektroneja, eli
virtaa Tama virta on suoraawerrannollinenasetyylikoliinin pitoisuuteeniuoksessa
Elektrodinherkkyys 0li7,3543 + @ ¢ A/ (3gaMenrhavaitsemisraja di1392+
0,005 nM Elektrodin huomattiin sailyttavan herkjggnsa yhden kuukauden ajan, jonka
jalkeen sen vde vaheni asteittaisesti. Haiaimeiden vaikutusta mittaukseen miiatt
myo6s 0,1 mM asetyylikoliikonsentraatiolla, ja todettiin, ettd 0,1 mM konsentraatiot
virtsahappoa, glutamaattia, laktaattia tai glukoosia eivat hairinneet mittauksia talla
konsentraatiolla. (Rahma@011) Taman elektrodin herkkyys riittdd mittaamaan
asetyylikoliinia, mutta sen kayttdigndentaminen olisi suotavaa.

Asetyylikoliinia on onnistuttu mittaamaanydsilman entsyymejaSattarahmady et al.
kehitivat nanokokoisen pallonmuotoisen nikkeloren, johon  kiinnitettiin
hiilihiukkasia ja Nafionia. Havaitseminen perustui nikke aiheutamaan
asetyylikoliinn hapettumiseen.Elektrodi ei likaanturut asetyylikoliinin ja sen
reaktiotuotteiden vaikutuksesta 50 perakkaisella syklilla Herkkyyden ja
havaitsemisrajan todettiin olevan parempia kuin muut silhen mennessa kirjallisuudessa
esitetyttulokset. Saavutetttherkkyys oli 48,58 0,52 mA(Mcm?) ja havaitsemisraja
49,33 nM. (Sattarahmadyt al. 2010) Taman havaitsemisraj&uitenkin haviaa
Rahmanin (RahmaB011) elektrodille, eika 50 perakkaisen syklin kayttoika viela riita
krooniseen kayttadtarkoitettavaan elektrodiin.

Glutamaatti

Glutamaatin mittaamiseksi sahkotkemiallisin menetelmin taytyy kayttaa yemesy,
silla glutamaatti onséhkoisestiinaktiivinen (ks. kappale 3.2.2 Lisaksi se on
negatiivisesti varautunut (ks. kappale 3.2.1Glutamaatin havaitsemiseksi
elektrodipinnoitteeseen voidaan lisata glutamaattioksidaasia (GluOx) tai
glutamaattidehydrogenaagi&luDh), jotka katalysorat glutamaatinhajoamisreaktion,
jolloin se voidaan havaitdChakraborty& Raj 2007, Pan& Arnold 1996 Glutamaatin
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konsentraatio solunulkoisessa nesteessa on noin 350 pM, sitd esiintyy siis
huomattavasti enemman kuin muita tassa tydssa esiteltditiajsaineita.

GluOx hajottaa glutamaatin, ja reaktiotuotteesyatyy vetyperoksida Se puolestaan
voidaan hajottaajoko suoralla hapettaisella tai kayttamallgpiparjuuriperoksidaasi
entsyymia Vetyperoksidn havaitseninen sen hapettamisella vadtilitenkin korkeata
ylijannitetta ja se keensa lisdd myos havaittavien aineiden maaraa, jolloin halutun
aineenaiheuttamaa vastetta on vaikea enda erottaa joukskt@amaatin mittaaminen
perustuu siis vetyperoksidimittaamiseen GluOba kaytettdessaChakraborty& Raj
2007)

GluDh:in kayttd sahkokemiallisissa antureissa perusflutamaatin hajoamiseen ja
nikotiiniamidiadeniinidinukleotida (NADH) mittaamiseen Anturin on siis oltava
erittain herkk&NADH:ille. NADH:in hapettuminen pinnoittamattomalla elektrodilla
tarvitsee korkean ylijannitteetMuokkaamattomat elektrodit karsivat usein kuitenkin
hapettumistuotiden adsorptiosta elektrodin pinnallglijannitetta voidaan kuitenkin
laskea ja likaantumista ehkaistd kayttamatEdoxmediattoreita, jotka edistavat
elektroninsiirtoa.Hiilinanoputkiin perustuvien elektrodien tiedetaan voiyaianentaa
ylijannitettd NADH:in hapettumiselle mutta se etriitd viela NADH:in selektiiviselle
mittaamiselle. Olisi tarkeataekittdd elektrodi, joka pystyiatalysoimaan NADH:in
hapettumisen negatiivisemmalla jannitteella ,{<0V), jotta helposti hapettuvat
hairidaineet, kuten skorbiinihappo ja virtshappo eivat hapettuisi myga vaikuttaisi
mittaustulokseenRedoxmediaatbreiden kayttd hiilinanoputkien kanssa voisi alentaa
kaytettdvan jannittee sopivalle tasolle NADH:in sektiiviseen mittaamiseen.
(Chakraborty& Raj 2007)

Wassum et al. rakensivat platinasta mikroelektrodimatriisin piikiekon péaéalle. Sen liséksi
platinan paalle laitettiin PPlerros, Nafiorkerros ja GluOxia. Elektrodilla tutkittiin
amperometrialla glutamaatin mittaustavivo. Glutamaatinmittaamsen herkkyydeksi
saatiin 2,46 £ 0,48 pA/uM ja havaitsemisrajaksi 0,79 + 0,16 pM. Mittausvasteen nopeus
oli 0,8 £ 0,2 s PPy/Nafion/GluOxpinnan lapi (talloin mittaus saavutti 90 %
maksimivirrasta glutamaatin lisayksen jalkeeBh0 pM askorbiinihapon ja20 puM
dopaminin vaikutukset saatiin suljettua pois tehokkaasBPy:n ja Nafionin
yhdistamisen pinnoitteessa todettiin olevan hyva ratkaisu selektiiviseltraglille

ilman ettd sen vastéa karsii.(Wassumnet al.2008)

Amperometriallaon tutkittu askorbaatin jauraatin vaikutusta mittauksiin, jossa
elektrodin pinnalle oli kiinnitetty Nafionia ja glutamaattioksidaadiafion-kerros
parantaa selektiivisyyttd glutamaatjllekun mittaus perustuu vetyperoksidin
havaitsemiseen anturilla. Nafion &stéanionisten aineigepaésyn elektrodin pinnalle
mutta kationinen vetyperoksidi paasee kulkeutumaan sen [Apikimuksessa
selvitettiin miten askorbaatti ja uraatti vaikuttavat mittaukseen, jos niiden konsentraatio
liuoksessa on yhtd suuri kuin glutamaatin konsentraatiolok$at pelkasta
glutamaattiliuoksestalivat taysin samanlaisieuin glutamaatti ja askorbaattiliuoksesta
tai glutamaatti ja uraattiliuokesta. Askorbaattikonsentraation huomattiin alkavan
vaikuttaa saatuun vasteeseen, kun se oli kymmenkertainen vaarattu
glutamaattikonsentraatioorP#n & Arnold1996)
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Gammaaminovoihappo

GABA:lla ei ole kokonaisvarausta ja s& sahkdoisesti inaktiivinen (k&appale3.2).
Liséksi sen pitoisuus solunulkoisessa nesteessa on 08B0 - 0,450 pM. Sita
muodostuu glutamaat dekarboksyloituessa ja siki GABA:n konsentraation
tasapainotila maaritelladnkin GAB® tuotannon ja poistamiseseka glutamaatin
poistamisen ja tuotannon jatkuvalla tasapainottelu(lBsukatani& Matsumoto2005)
GABA:n ja glutanaatin yht&aikainen rtiaus on siis tarkeaa niiden todellisten
konsentraatioiderelvittamiseksi

GABA:a voidaan mitata anturilla, joka perust@ABA-transaminaastentsyymiin
(engl. y-aminobutyric acid transaminase, GABA-T) ja
meripihkasemialdehydidehydrogenaastsyymiin  (egl. succinic semialdehyde
dehydrogenase SSDH) Naitd entsyymejakutsutaan yleenséyhteiselld nimella

A GABAS BR&den entsyymien kayttd perustuu GABA:n hajottamiseen ja
hajoamistuotenikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatin (enghicotinamide adenine
dinucleotide phosphaltepelkistyneen (NADPH) muodomittaamiseen.NADPH:ia
mittaamalla voidaan edelleen selvittdd GABA:n pitoisiMazzeiet al.1996)

GABA-elektrodeja ei ole tutkittu yhtd paljon kuinaiemmin mainittuja
glutamaattantureita. Kuitenkinnanoluokan havaitsemisrajoihin on paasBekioka et

al. valmistivat sahkokemiallisestelektronisyklotroniresonanssilla(engl. electron
cyclotron resonanGceECR) esikasitellynhiilielektrodin GABA:n mittaamiseen. Anturi
valmistettin ECRmuokatusta hiilieektrodista, johon kiinnitettiin GABASH ja haudan
veriseerumivalkuaistalengl. bovine serum albumjn Esikasittely ECR:llatasasi
elektrodin vastetta NADPH:lle, silla se esti pinnan likaantumista. -BEfQBkkaussiis
lisdsi happea elektrodin pinnalla, gét pinta oli hydrofilisempi ja se vahensi
hapettunutta NADPH:ia (NADP+) likaamasta pintaa. NADPH:ille saatiin alimmaksi
havaitsemisrajaksi 1@M, joka oli huomattavasti parempi kuin kasittelemattomalla
lasihiilielektrodilla saavutettu 250 nM. GABA:n hatsemisrajaksi saatiirB0 nM
muokkaamalla ECRnuokdtua elektrodia GABASE:llaElektrodin todettiin omaagn
matalamman havaitsemisrajd80 nM) kuin aiemmin julkaistuttutkimukset GABA
antureista. (Sekioket al.2008)

Dopamiini

Dopamiini on positiivisesti varautunut ja sahkoisesti aktiivinen. Sitsiintyy
solunulkoisessa nesteesséd normaalisti vain @091 - 0.05 pM ja sen vahainen
esiintyvyys okin suuri haaste sen mittaamiselle. Mittaushaasteena on erityisesti
askorbaatinvasteen erottaminen tai pdis, silla sitéa esiintyy solunulkoisessa nesteessa
10000 -kertaisena konsentraatia verrattuna dopamiiniin(Church & Justice 1987,
Wightmanet al.1983

Dopamiini on positiivisesti varautunut fysiologisessa pH:ssa ja taten se voi kerdantya
Nafionilla pimoitetulle elektrodille. Askorbaatti on anioni tdssa pH:ssa ja siksi Nafion
hylkii sit&, johtaen noin 20@ertaiseen suurempaan herkkyyteen dopamiinille verrattuna
askorbaattiinDopamiini voimyodslapaista ohueiNafion-pinnoitekerroksen kalvon lapi

alle skunnissa. (Wightmaret al. 1988) Tastd syysta Nafionia on tutkittu paljon
pinnoitemateriaalina nilmemaan dpamiinin mittaukseerfChauhan& Pandey2009
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Chenet al. 2009 Chenet al. 2010 Kumar et al. 201Q Lai et al. 2008 Prabakar&
Narayanar2009 Sharokhian& Zare-Mahrjardi 2007, Xiang-Qin et al. 2008. Tassa
kappaleessa esitellaan tarkemmin vain mataliin havaitsemisrajoihin paasseita tuloksia.

Matalimpaan havaitsemisrajaan dopamiinille paastiin, kun kaytettiin lasihiilietit
jota oli muokattuboorilla seosttuilla hiilinanoputkilla. Havaitsemisrajaksi saatiin 1,4
nM. Elektrodin toimintaa testattiin ndg askorbaatin hairion alaiseii@enget al.2009)

Dopamiinin  mittauksessa  hyviin  havaitsemisrajoihin  on  p&asty myos
lasihiilielektrodilla, jda muokattiin poly(3-metyylitiofeeni):lla ja pinnoitettiin
Nafionilla ja SWCNT:eilla. Hiilinanoputkien tasainen jakautumien pinnalle myds
varmistettiin SECMkuvilla (engl. scanning electrochemical microscpipopamiinin
havaitsemisrajadlla elektrodillaoli 5,0 nm. Liséksi tutkittiin askorbaatin jartsahapon
vaikutuksia mittaukeen. Kun liuoksessa oli samaan aikaan samat konsentraatiot
dopamiinia, askorbaattia ja virtsahappoa, oli elektrodin vaste dopamiinille selvasti
suurempi. Askorbaatti ja virtsahappovat hairinneet dopamiinin mittausta 100 syklin
jalkeenkaan juuri ollenkaan.Elektrodin sailyvyytta tutkittin myosja todettiin etta
kahdessa viikossa sen vaste laski 15Wanget al.2006)

Noradrenaliini

MyOs noradrenaliini on positiivisesti varaumut ja sahkoisesti aktiivinen.
Noradrenaliinin sahkoékemiallista mittausteaikeuttaakuitenkin kaksi ongelmaa. Sen
sahkokemiallisen palautumattomuuden takia se adsorboituu elektrodin pinnalle
sahkokemiallisen hapettumisen jalkeen, mikd johtaa laajaginniiteese® Toinen
ongelma on, ettéaskorbiinihappo hairitsee seselektiivistd mittausta, silla niiden
hapettumiginnitteet ovat hyvin lahella toisiaan. dadrenaliinia on kylla pystytty
mittaamaan muokatuilla elektrodeilla, jolloin askorbiinihapon wikta mittaukseen on
saatu minimoitua. Mutta halvat ja tehokkaat ratkaisut sen mittaamiseen puuttuvat
edelkeen.(Zhanget al.2009)

Elektroditutkimuksissa on valmistettu toimivia elektrodejanutta seimpien
havaitsemisraja ei kuitenkaan riitd aineen aaithiseen, koskaoradrenaliinia esiintyy
solunulkoisessa nesteessdin 0.001- 0.05 pM. Havaitsemisrajan tulisi siis olla noin 1
nM. Matalimpaan havaitsemisrajaan on paasty, &anvalmistettupoly-CCA (engl.
calconcarboxylic aciyl-muokattu lasihiilielekrodi noradrenaliinin, askorbiinihapon ja
virtsahapon havaitsemiseksi. Elektmodiodettiin helpottavan aineiden hpettumista,
mutta myos erottelevapaallekkan menevienaineiden hapettisinnitte¢. DPV:lla
saatiin vasteena aineille kolme erillistd piikia, joista voitiin laskea kunkin
konsentraatio liuoksessa. Noradrenaliinin havaitsemisrajaksitin 10 nM. Eli
elektrodin todettiin pystyvan havaitsemaan selek@sisjp pienidkin konsentraatioita
kaikista kolmesta aineds yhdessa tai erikseen. (Lat al.2008) Tamé havaitsemisraja
jaa kuitenkin vield kauas toivotusta 1 nM rajasta.

Park etal. valmistivat noradrenaliiranturin kiinnittdmalla boorilla seosteturohuen
timanttifilmin platinalangan paalle. Vastn vakas, elektrodin likaantumattomuusaj
matala taustavirta olivat tdméan elektrodin parhaita puolia. Elektrodin vastehyysyi
vakaana rotan kudoksessa 7 tunnin ajarlasse vaimenivain alle 8 % Samassa
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tilanteessapinnoittamattomba hiilikuidulla vaste vaimeni yli 30 %. Pinnoitetun
elektrodin vakaus johtui biomolekyylien heikosta adsorptiosta timantin pinpalese

ei likaantunut merkittdvastAnturin havaitsemisrajaksi saatiin 10 n{Parket al.2006)
Havaitsemisrajassa on parannettavaa, ennen kuin silla voidaan mitata taekagti pi
noradrenaliinipitoisuuksia. Seitseman tunnin vakaa vaste ei myoskaan riita kroonisiin
mittauksiin.

Serotoniini

Serotoniinikin on positiivisesti varautunut ja sahkoisesti aktiivin&erotoniinia
esiintyy solunulkoisessa nesteesain 0.001- 0.01 uM, joten sen havaitseminen vaatii
1 nM havaitsemisrajan elektrodilléSe on kemiallissti palautumaton aine, eli se
adsorboituu  elektrodin  pinnalle  sahlkedkiallisen  hapettumisen  jalkeen.
Adsorboituminen muodostaa ongelman erityisdgth halutaan mitata sewomiinia
pitkaaikaisesti.Ongelman ratkaisemiseksi deehitettava uusia elektrodimateriaaleja,
jotka estavat adsorptiota ja kuitenkin samalla ovat hyvin herlkidkuchiet al.2011)

Boorilla seostatilla timanttielektrodeilla onjoitakin parempia ominauuksia, kuin
metalli ja hiilielektrodeilla matala ja vakaataustasignaali, laaja janniteikkuna,
erinomainen mikrorakenteen valsauhyva aktiivisuus ilman tavanomaisia esikasittelyja
ja likaantumisen esto. Viime vuosina tutkimuksissa on huomattu,iretiéittielektrodit
sopivat hyvin serotoniinin(Patel et al. 2007) reaaltaikaiseen mittaamiseein vitro.
(Zhaoet al.2010) Paljon lisatutkimusta tarvitaan, jotta elektrodi sopisi mybsivo -
mittauksiin.

Inokuchi et al valmistivat levyelektrodimatriign nanohiilifilmistd, tutkiakseersen
vakautta serotoniinin jatkuvassa mittauksessa. Nanohiilifilmielektrodia verrattiin
vastaavaan kuleektrodiin. Elektrodin virtatiheyden on oltava madilisimman pieni,
koska suur virrantiheys aiheuttaa analyytin adptoitumista. TallaA on merkitysta
erityisesti elektrodin pitkaaikaisessa kaytdssa. Huomatiitd, serotoniinin adsorptio
elektrodille 10 syklin jalkeeraski hiilielektrodin jannitetieytta vain 2 %, samalla kuin
kultaelektrodilla selaski 30 %. Hiilielektrodi véhensi siis merkittdvasti serotoniinin
adsorptiotaverrattunakultaelektrodin. (Inokuchiet al.2011)

4.2.2 Nafion-pinnoite

Nafion® (E. I. du Pont de Nemours and Company:n rekisterdity tavaramerkki) on
perfluorinoitu kationinvaihtopolymeeri. Kationinvdopolymeerit ovat negatiivisesti
varautuneita, jolloin ne vetavat puoleensa positiivisesti varautuneita ioneja (Eaalex
2011). Nafiompinnoitteen sulfonaattiryhmat vetavéat puoleensa kationeja (positiivisesti
varautunut ioni) ja hylkivat anioneja (@&tiivisesti varautunut ioni).Kationit
diffundoituvat Nafiorkerroksen lapi elektrodin varsinaiselle mittausalueelle. N&ain ollen
kationit voidaan erotella Nafionin avulla ympéardivasta liuoksesta. Kuvassa 16
havainnollistetaan tatd  toimintaperiaatetta. idlda kaytetdan laajalti
elektrodipinnoitteena erityisesti katekoliamenihavaitsemiseen, koska biogeeniset (eli
eloperaiset) amiinit ovat positiivisesti varautuneita fysiologisessaargblsa.
(Robinsoret al.2008)



34

— Liuos

— Nafion

Kuva 16. Nafionin toimintaperiaate. Punaiset pallot ovat pogiivisesti ja siniset pallot negatiivisesti
varautuneita ioneja. Siniset viivat Nafionin pinnalla kuvaavat negatiivisesti varautuneita sulfonaattiryhmia.

Elektrodin pinnoittaminen nestemaisell& Nafionilladaan tehdé kahdella eri tavalla:

1. upottamalla tai kastamalla elektrodin p&aa liuokseen (ewmijh-coating
(Burmeister& Gerhardt2001 Chouet al.2009 Davis et al. 1995 Kulaginaet
al. 1999 Vaidyaet al.1995 Xiang-Qin et al.2008) tai

2. asettamalla rete elektrodille (engldrop coating (Chauhan & Pandeg009
Chenet al. 2009 Huonget al. 2009 Kumar et al.201Q Pan & Arnold 1996
Prabaka®& Narayanar2009).

Taman jalkeen liuottimen annetaan haihtua elektrodin pinrjaltgiljelle ja& Nafion
pinndte. (Robinsonet al. 2008) Kumpaakin pinnoittamistapaa on kaytetty monissa
tutkimuksissa eri variaatioina, mutta perusteluja toisen tavan valitsemiselle ei ole
esitetty. Pinnoittamista on kokeiltu eri vahvuisilla liuoksilla. Yleisimmin on kaytetty 5
% -liuosta (Burmeistegt al.200Q Changet al.2007, Gerhardi& Hoffman 2001), mutta
liuoksia on testattu myods laimeasta 1 -#tioksesta Prabakar& Narayanan2009
Schuvailoet al. 2006) vahvaan 8 %iuokseen (Whiteet al. 1982). Vaihtelua on ollut
my6s up@tamisajassa taelektrodille asetetun nesteen méaarassa. Upottamisaika on
vaihdellut yhdestd sekunnista (Xia@gn et al. 2008) 60 minuutin (Vaidya et al.
1995). Asetetun nesteen méara puolestaan on vaihdellut 0,5 pl (€hain?007) ja 10

pl (Pan & Anold 1996 White et al. 1982 valilla. Kuivumisajat ovat olleet 3 minuutin
(Burmeisteret al.2002) ja 4 tunnin (Laet al.2008) valiltd. Lyhyempia kuivumisaikoja

on kaytetty, kun pinoite on kuivatettu uunissa 8200 °C lampdtilassa (Burmeistet

al. 200Q Burmeisteret al.2003h Gerhardi& Hoffman 2001). Pidempia kuivumisaikoja

on kaytetty, kun kuivatus on tehty 25 °C lampdtilassa (&hial. 2008). Liséksi
pinnoitteita on tehty yhdella (Burmeistetral.2003h Changet al.2007) tai useammalla
(Karyakin et al. 200Q Schuvailoet al. 2006 Wassumet al. 2008 upotuksella tai
elektrodilleasettamisella.

Nafion-pinnoitetta on tutkittu paljorviimeisten 20 vuoden aikana. Sen on todettu
parantaan elektrodin selektiivisyytté&stamalla askorbiinihapon jartsahapon paasya
elektrodille ja lisdamalla elkgrodin herkkyyttd dopamiinilléDavis et al. 1995 Hulthe
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et al. 1987 Pan & Arnold1996).Nafion-kerros on myo6s voimakkaasti hydrofobinen, ja
siksi ® vahentaa pinnan likaantumigobinsonet al. 2008) Kerroksen paksuudella
on huomattu olevan vaikutusta elektrodin selektiivisyyteean(& Arnold 1996) ja
mittauksen vasteaikaan. Nafion alentaa elektrodin johtavuutta, jolloin kationit
diffundoituvat hitaammin mittausalueelle kuin ilman Nafionia. Kokojgstelman
vasteaika siis kasvaa, eika nopeita konsentraatiomuutoksia voida haita. on
Nafionin merkittavin ongelma bioanturisovellusten kanngBaur et al. 1988 Chouet

al. 2009 Patelet al.2007, Wightmanet al. 1988 Nafionia tutkitaarkuitenkin edelleen
aktiivisesti valittdjaaineiden mittaamiseen kaytettavien elektrodien pinnoittéeret (
al. 2007, Norouzi et al. 201Q Sattarahmadyet al. 2010, joten sen mahdollisuuksiin
osana elektrodia uskotaan.

Vaidya et al. kayttivat elektrodina platiaakaa, jonka halkaisija oli 0,25 mm.
Amperometrisid mittauksiatehtiin seka pinnoittamattomalla, ettd Nafionilla
paallystetylla platinalangalla. Platinaelektrodi upotettiin Nafiankseen eripituisiksi
ajoiksi: 0, 15, 30 ja 60 minuutiksi. Tuloksista huattiin, etté elektrodin paallystaminen
Nafionilla poisti suuren osan askorbiinihapon, uraatin ja vetyperoksidin aiheuttamista
hairidistd. Askorbiinihapon ja uraatin tapauksessa péaallystysajalla ei ollut suurta
merkitystd, silla 15 minuuttia riitti poistaman jo suurimman osan hairiosta. Taman
jalkeen niiden aiheuttama hairiésignaali oli enaa noib0 % verrattuna
pinnoittamattomalla platinaelektrodilla mitattuun hairiod@en sijaan vetyperoksidin
tapauksessa pitkalla kuivumisajalla oli enemman valia: 3Qutiin asti hairion poisto
vaheni vain vahan, mutta 60 minuutin upotusajalla hairibnpoisto oli paljon
tehokkaampaa. Sekaan ei tosin riittdnyt yhtd hyvaan hairionpoistoon Kkuin
askorbiinihapon ja uraatin tapauksessa. (Vagtya.1995)

Harrison et al. vahistivat platinalangasta elektrodin, joka paallystettiin
glukoosioksigasilla ja Nafionilla. Parhain Nafiekerrossaatiin aikaan ensin kastamalla
elektrodi0,5 % Nafionliuokseen muutamia kertoja, ja taman jalkeen vasta kastamalla
muutaman kerran 1 % téb % Nafionliuokseen. Kastamisten valissad elektrodin
annettiin kuivua vahintddn 1 tunnin ajan. Tama tapa sai aikaan paljonsaktipia
elektrodeja kuirsuoraan 5 % liuoksedrastetut jolloin entsyymien aktiivisuus vaheni
huomattavasti. Syy talle ei otlu selvd, mutta uskottiin, ettd korkeampi
protoniaktiivisuus 5 %liuoksessa denaturoi osittain entsyymin, silloin kun siind ei ole
valissa suojaavaa Nafideerrosta. (Harrisoet al.1988)

Vaikka Nafionia on kaytetty pinnoitteena useissa tutkimuksisganeoitteen paksuutta

tai tasaisuutta ole selvitetty useimmissa niista. Kolmessa tutkimuksessa on esitetty
Nafionrkerroksen paksuudet. Pan et al. valmistivat elektrodin asettamalla Nafion
liuoksen platinaelektrodille. Nafionin lisdksi pinnalle lisattiinutgimaattioksidaasia.
Nafionin mtatut paksuudet vaihtelivat 2,2 ja 11 pum valilla. Tutkimuksessa todettiin 6,7
pm paksuuden riittavan poistamaan askorbiinihapon aiheuttamia héairiéitd 95 %:sesti.
(Pan & Arnold 1996) Chou et al. mittasivat Nafickerroksen plsuutta
pyyhkaisyelektronimikroskoopilla(engl. scanning electron microscope&sBEM). 10
sekunnin upotuksella 5 #uokseen tehdyn pinnoitteen paksuudeksi saatitn32um.
Elektrodi oli lasihiilesta valmistettu levyelektrodi. (Chat al. 2009) Huong et al.
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tutkivat Nafionin eri maarien asettamista lasihiilielektrodiN@lmistetut pinnat olivat
0,8- 6,2 um paksuisia. Tutkimukssa valittiin kaytettavaksi 3fm paksuinen kerros,
jotta se ei olisi liian paksu dopamiinin havaitsemiseksi, eiké liian ohatrlaigkhapon

hairion poistamiseksi. (Huorgt al.2009)
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5 Tutkimusmenetelmat

Taman diplomitydn &keissaselvitettiin pinnoittamatbmien ja Nafionilla pinnoitettujen
platinaelektrodien erojakun mitattiin dopamiinia ja hairidaineena askorbiinihappoa
syKisella voltammetrialldosfaattipuskuroidussa suolaliuoksess#saksi pinnoitettuja
naytteitd  kuvattiin  pyyhkaisyelektronimikroskoopilla  pinnoitteiden  paksuuden
selvittdmiseksi.Kokeita tehtiin kahdesa sassa.Ensimmaisilla elektrodeilla tehdyt
mittaukset auttoivatmittausparametrien valinnass&@oisen eran elektrodeilla tehtiin
varsinaisetassayossa esiteltavat tulokset.

5.1 Elektrodien valmistus

Tassa kappaleessa esitellaan elektrodien valmistampteimalangasta ja Nafien
polymeeripinnoitteestaEnsmmaisen ja toisen eran elektrodipmnoitusmenetelmia
elektrodien rakentamisen jarjestys olivat erilaisia. Ensimmaisilla elektrodeilla tehdyt
mittaukset auttoivatibisen erén elektrodien valmistamisessa.

Kokeissa kaytetyt elektrodit valmistettiin plaiiridiumlangasta (Pt 90 ja Ir 10
paingrosenttiy, jonka halkaisija oli 0,38 mm. Platina valittiin elektrodimateriaaliksi,
koska sen kaytosta elektroditutkimuksissa oli jo kokemusta Elektroniikan laitoksella.
Kokeissa kaytettava Nafion® tilattiin Sigrsddrich -yhtiolta (Nafior® 117 -liuos, ~5

%, seoksessa alempiarvoisia alifaattisia alkoholeja ja vétgdonin kemiallinen kaava

on C/HF130sS . GF4 (Mauritz & Moore 2004). Tassa tyossa elektrodi pinnoitettiin
upottamalla liuokseertks. kappale 4.2.2)slla upotus soveltuu paremmin pydrean
platinalangan pinnoittamiseen kuin nesteen asettaminen. Nafiopitteita tehtiin
kahdella eri vahvuisella liuoksella. Toisena liuoksena kaytettiin valmistalfbiésta, ja
toinen liuos laimennettiin puoleen alkugesesta (eli 2,5 %).

5.1.1 Ensimmaisen eranelektrodit

Platinalankaaytteita tehtiin yhteensd 11 kappalett&kolme pinnoittamatonta ja
kahdeksarNafionilla pinnoitettavaakunkin platinalangan alkupituus oli 25 minsin
platinalangat puhdistettiin pesemalla ametoniss§CH;COCH) ja 65 % typpihapossa
(HNOg3). Taman jalkeemiita kuivatettiin 600 °C lampdétilasseuumailmapuhaltimella
(Steinel HL1800E) ja hiottiinlasivillalla. Platinalangan muoto esti sen hiomisen
alumniumoksiditasohiontakalvolla, jota aiemmbn kaytetty platinan hiomisegRan

& Arnold 1996 Vaidyaet al.1995.

Kahdeksasta pinnoitettavasta elektrodista nelja paallystettiin laimeammalla liuoksella ja
toiset neljd vahvemmalla. Laimennettu liuos tehtiin sekoittamalla 0,5 ml isopropanolia,
0,5 ml deionisoitua vettgDIl-vesi)ja 1 ml 5 % Nafiodiuosta. Kastaminen tehtiin 1,5

milli litran mikrosentrifugiputkessa, johon liuosta laitettiin noin 1,8 Riatinalankoja
kastettiin mahdollisimman syvélle nesteeseen, niin etta ainakin 1,5 cm pituireen alu
pinnoittui. Tadma alue vastasi elektrodissa esille jdavaa platinalangan osaa. Jokaista
platinalankaa kastettiin liuokseen 5 sekunnin afafion-liuokseen kastamisen jalkeen
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platinalankojen annettiin kuivua huoneenlammossé kolmen vuorokauden ajan. Taman
jalkeen ne juotettiin virtalankaan ja implantoitin P\W@oviputken sisdan. Eristys
tehtiin epoksilla, silla seon yleisesti kaytdssad oleva eristysmateriaali hermostossa
kaytettavissa elektrodeisgRobinsonet al. 2008) Epoksi jatettiin kuivumaan noin 20
tunniksi.

5.1.2 Toisen eranelektrodit

Nayteita tehtiin yhteensa lkappaletta yksi pitkavastalektrodiksi ja 10lyhyempaa
pinnoitettavaa tyoelektrodeiksTyoelektrodeinakéaytettyjen platinalankojen alkupituus

oli 25 mm, ja vastaelektrodina kaytetyn langaituus oli 35 mm.Ne puhdistettiin
ensimmaisten elektrodien tapaan asetonilla, typpihapolla ja Klaurmalla. Taméan
jalkeen ne juotettiintinalla virtajohtoonja implantoitin PVGmuovista valmistettuun
sylinterinmuotoiseenmuottiin. Johdon ja muovin véinen tila eristettiin epoksila.
Lopuksi elektrodit huuhdeltiin Dhedelld jajatettiin kuivumaanhuoneenlampdtilaa
tunniksi. Kuvassa 17 on pitka vastaelektrodi ylempana ja sen alla pinnoittamaton
tyoelektrodi.

Kuva 17. Vasta ja tyOelektrodit, joissa oikealla oleva hopean vérinen piikki on platinalankaa, tummanharmaa

muovi on PVC-muovia ja keltaiset ja valkoiset langat virtalankoja.
Nama platinalangat oltiirmplantoituPVC-muoviin jo ennen pinnoittamista, joten niista
paallygettiin vain ndkyvisséd oleva platinalangan osa. Kastaminen tehtimnisssa
astiassa kuin edellisille elektrodeill€oska elektrodit olivat jo PV@nuovissa ja siksi
siis isompia kooltaan, pinnoiteliuos tehtiin 15 ml:n muoviseen koeputkeen. Samalla kun
elektrodit kastettiin liuokseen myds osa PYiovista pinnoittui. Jokaista elektrodia
kastettiin liuokseen 5 sekunnin ajan, jonka jalkeen elektrodin annettiin kuivua 20 min.
Tama toistettiin 3 kertaa. Viidelle elektrodille kaytettiin 5 % Nafimosta, javiidelle
muulle 2,5 %fliuosta.
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5.2 Sahkokemialliset mittauk set syklisella voltammetrialla

Syklisessa voltammetriassa kaytettin  Princeton Applied Researdd@®©47
korroosiokennoa, eDAQin-eorder 821-yksikkdd ja QuadStat 164potentiostaattia.
Signaalin kefiykseen ja analysointiin kaytettin eDAQiIEChem (vs. 2.1.5) -
ohjelmistoa. Elektrodeja testattiin liuoksessa, joka vastasi olosuhteiltaan elimiston
fysiologista ymparistb&uvassa 18 on esitetkpejarjestely.

Kuva 18. Mittauksissa kaytetty korroosiokenno lampoévesihauteessa. Kennossa on viisi aukkoa, joista neljaa
kaytettiin kokeissa. Kuvassa ylimmaisena nakyva putki on typetysputki, sen alla kuvassa on vasemmalta
oikealle vagaelektrodi, tyhja aukko ja tyéelektrodi. Mustapainen referenssielektrodi nékyy kuvassa alimpana.

Kokeissa kaytettiin elektrolyyttiliuoksena fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (engl.
Phosphate Buffered SalineBS). Se on biologinen puskuriliuos, jota kaytetaan laajalti
in vitro -kokeissa(Cogan 2008. PBSliuos tehtiin sekoittamalla seuraavat aineet
yksitellen 1000 ml:anDI-vetta

Kaliumkloridi KCI 0,20 g,
Natriumkloridi NaCl 8,00 g,
Dinatriumvetymonofosfaatti N©IPO, 1,44 gja
Kaliumdivetyfosfaatti KHP Oy 0,24 g.

Aineet punnittiin Precisa:n XT220Avaa 6 al | a, j oon &,G001 tg.&ndknk u u s
liuoksen pHarvo tarkistettin Metrohmin 744 pH Metelaitteella. Tulokseksi saatiin
pH 7,52, jonka todettiin olevan tarpeeksi lah&éoiteltuapH 7,4 arvoa.
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Kokeissa kaytettiirerilaisiaPBSliuoksia: neljaé liuokseenliséttiin askorbaattidAA)

eri voimakkuuksinakahteeniuokseen lisattirdopamiina (DA) eri voimakkuuksia ja
kaheenliuokseen ei lisatty mitiari-askorbiinihappo-jauhe( Bi o Xta%ja O
dopamiinhydrokloridi -jauhe tilattiin SigmaAldrichilta. AA:n kemiallinen kaava o
CsHsOs ja sen moolimassa on 176,12mol (Bolton et al. 2008. DA:n kemiallinen
kaava on @H;1NO, ja sen moolimassa on 188, g/mol Bolton, 200§. AA valittiin
tutkittavaksi, koka se on yleinen hairidainealittdjaaneiden mittauksissa. DA
puolestaan valittin malliksi positiivisesti varautuneista ja sahkoisesti aktiivisista
valittajaaineista.

AA-liuosten konsentraatioina kaytettiin askorbaatin normaalikonsentraatioita $000
MM). Tamén lisédkskahdessanittauksessa kaytettiin suurempia konsentraatioita (700
MM ja 1000 pM), jotta voitiin testataaadaanko askorbaatitheuttama hairio poistettua
mittauksesta vaikka konsentraatio on suurempi kuin normaali3A-liuosten
konsentraatiot  valittin ~ suuremmiksi  normdata  solunulkoisen  nesteen
konsentraatioista 0(001 - 0.05 pM), koska muissa tutkimuksissasyklisella
voltammetrialla ja Nafionilla pinnoitetuilla elektrodeilla tutkitut B#toisuudet ovat
olleet 10 (Wanget al.2006)- 1 000 puM Shahrokhiar& Zare-Mahrjardi 2007). Naita
konsentraatioita on siis pystytty havaitsemaarA:iB mitattin 10 ja 500 pM
pitoisuuksilla. Toinen liuos tehtiin 500 uM:n konsentraatiolla, jotta silla ja 500 pM:n
AA-liuoksellasaatuja voltammogrammeja voitmerrata keskenaan.

Aina kun kennon liuosta vaihdettiin, tai typetettin 30 minuutin ajaennen Kkuin
elektrodit laitettiin paikoilleen ja mittaukset aloitettiimypetysta jatkettin myds
kokeiden aikanaliuosta typettamalla <& saadaan poistettug-®olekyylit. Kenno oli
lampobwesihauteessa, jotta kennon liuoksen lampdétila olisi 37 °C. Lampdtilaa tarkkailtiin
kaikkien mittausten aikana, ja se vaihteli 36,2 ja 39,5 °C valilla.

Tyo6elektrodia vaihdeltiin eri mittauksissa. Seka pinnoittamattomia, ettd pinnoitettuja
elektrodeja kaytéiin. Vastaelektrodia vaihdeltin myds, mutta se oli aina
pinnoittamaton platinaelektrodi. Referenssielektnadoli kalomelielektrodi luggin
kapillaarilla kaikissa miauksissa. Useissa voltammetriakokeissa on kaytetty
platinaelektrodia vastaelektrodija kalomelielektrodia referenssétrodina(Cui et al.

2001, Cui & Martin 2003 Kim et al. 2004, Lai et al. 200§ Prabakar& Narayanan
2009 Wanget al.2006 Yanget al.2005.

Kaytetty jannitealue ol0,6 V - 0,8 V jotta koeolosuhteet vastaisivat matitisimman
hyvin elimiston olosuhteit@Hudaket al.2010).Pyyhkaisynopetenakaytettin 50 mV/s
(Cogan 2008) Ensimmaisten syklisella voltammetrialla tehtyjen mittausten avulla
selvitettin muita ohjelmistoon syotettdvid parametreja ja elektrodien taijugta
kennossa. Ohjelmiston manuaaluCkworth1999 ja kuvien vertailun avulla valittiin
parametrit ja elektrodien sijoittelu kennossa toisen eran elektrodien mittaoisiian
syklin ajo yhdella elektrodilla yhdessa liuoksessa kesti 56 sekuntide|&ydjettiin
useampia kullekin elektrodille kussakin liuoksessa.

99
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5.2.1 Mittaukset ensimmaisen eranelektrodeilla

Ensimmaisista elektrodeista kokeissa kaytettyidelektrodeina kahta pinnoitett ja

yhtd pinnoittamatonta sekdastalektrodeina kahta pinnoittatoeta. Pinnoitetuista
toinen oli tehty laimeammalla ja toinen vahvemmalla Nafiooksella. Taulukossa 3

on elektrodien tunnukset, joita kaytetddn tasta eteenpdain. Ensimmaisena oleva numero 1
osoittaa, etta kyseesséd on ensimmaisen erén elektrodi. Sekgaiva kertoo onko
elektodi pinnoittamaton (A), 2,5 %liuoksella pinnoitettu (B) tai 5 %liuoksella
pinnoitettu (C). Viimeinen kirjain osoittaa jarjestysnumeron.

Taulukko 3. Ensimmaéisen eran elektrodien tunnukset.

Tunnus Elektrodi
1A-1 pinnoittamaton, ensimmainen
1A-2 pinnoittamaton, toinen
1A-3 pinnoittamaton, kolmas
1B pinnoitettu 2,5 %liuoksessa
1C pinnoitettu 5 %liuoksessa

Ensimmaisen erarelektrodeilla tehtyjen mittausten liuokset, elektrodit, elektrodien
sijainnit ja parametrvalinnat on esitettyliitteessa 1. Niiden perusteellaalittiin
parametrit kaytettavaksi toisen erdn elektrodeillaEnsimmaisen eran kaksi
vastaelektrodi divat pintaalaltaan samamwkoisia kuin tydelektrodit.

5.2.2 Mittaukset toisen eréanelektrodeilla

Toisen eréan elektrodeista kokeissa kaytettin  yhtd isoa pinnoittamatonta
platinaelektrodia vastaelektrodina, silla vastaelektrodin pataa tulee olla suurempi

kuin tydelektrodin, jotta vastaelektrodi ei hidasta mittausta rajoittamalla kirtara
(Merrill et al. 2005). Liséksi kaytettin ensimmaisistd elektrodeista yhta
pinnoittamatota platinaelektrodia tyglektrodina(1A-1, ks. taulukko B Pinnoitetuista
elektrodeista mittauksiin valittiin neljd pinnaltaan tasaisimman nakoista elektrodia
Osassa elektrodeja oli nahtavissa epatasaisuuksia platinalangan, epoksin -ja PVC
muovin paalla. Pinnoitteessa oli nahtavissa kuhmuja, todennéakdisesti johtuen Nafionin
kasautumisesta. Kealektrodeiksi valittiin kappaleet, joissa ei ollut silminndhtavia
epatasaisuuksia platinalangan paaflaulukossa 4n toisen eran elektrodien tunnukset,
joita kaytetaan tasta eteenpain. Ne muodostuvat samalla tavoin kuin ensimmaisen eran
elektrodien tunnukset. Tunnuksiererkitys on kerrottu taulukon yhteydessa.

Taulukko 4. Toisen eran elektrodien tunnukset.

Tunnus Elektrodi
1A-1 pinnoittamaton, ensimmainen (ensimmaisesta
elektrodierasta)
2A pinnoittamaton, iso vastaelektrodi
2B-1 pinnoitettu 2,5 %liuoksessa, ensimmainen
2B-2 pinnoitettu2,5 %-liuoksessa, toinen
2C-1 pinnoitettu 5 %liuoksessa, ensimmainen
2C-2 pinnoitettu 5 %liuoksessa, toinen

Tyo6- ja vastaelektrodit olivat vastakkaisilla reunoilla kennossa, joten niiden etaisyys oli
noin 11,5 cm Referenssielektrodi oli elektragh keskivalisséniin, ettd sen suu oli
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mahdollisimman kohtisuoraan elektrodien valisSéastaelektrodi oli pintalaltaan
suurempi kuin tydelektroditTaulukossa 5on esitetty eri mittauskertojen liuokset,
kaytetyt elektrodit jaajetut syklit. Kaikissa mitauksiss&aytettiin vastaelektdina 2A

1 -elektrodia.

Taulukko 5. Mittauskertojen 1-6 liuokset, elektrodit ja ajetut syklit.

Tyoelektrodi
Mittaus - PBSliuos (lisatyn (syklien maara)
Kert : 5474 / 900 M

erta aineen maara ml) 1A1 261 262 201 202
1 ei lisattya 31 31 31 31 31
2 10 puM DA (1,4 mg) 14 14 14 14 14
3 500 uM DA (68,9 mg) 14 14 14 14 14
4 500 puM AA (79,3 mg) 14 14 14 14 14
5 700 uM AA (111,0 mg) 11 11 11 15 11
6 500 puM AA (79,3 mg) 11 11 11 11 11

Ensin kukintydelektrodikavi vuorollaanlapi 31 sykliaPBSliuoksessaNain elektrodit
saavutivat stabiilin tilansa (Cui et al. 2001). Taman jalkeenkaikille viidelle
tyoelektrodille ajétiin vuorollaanl14 syklia PBS + 10 uM DAliuoksessaKolmas ajo
tehtin PBS + 500 pM DA -liuoksessa. Taméan jalkeen elektrodit olivat
huoneenlampdétilassa kayttamattomina 16 tuntia. Seuraavat kokeet samoilla elektrodeilla
tehtiin ensin PBS + 500 uM AAliuoksessa. Kaikillayoelektrodeille ajettiin 14 syklia.
Vasteistahuomattiin, etta elektrodilisi pitdnyt puhdistaa 31 syklilla uudestaan, koska
vaste muuttui paljon naiden syklien aikana. Tamé liuos pééteusia mittausten
lopuksi. Seuraava liuos oli PBS + 700 uM AA. Talaaksessa ajettiin 15 syklizZC-1
-elektrodille. Sen tuloksista howttiin, ettd 7 syklin jalkeen vasteet olivat jo
tasaantuneet, ja siksi muille elektrodeille ajettiin vEInsyklia. Lopksi uusittiin PBS +
500 uM AA -liuoksen kokeet, ja kaikilleydelektrodeille ajettiin 1Byklia.

5.3 Pinnoitteen paksuudentutkiminen

Pinnoitteen paksuus haluttiin selvittaa, jotta nahtiin oliko eri pinnoitusmenetelmilléa eroa
syntyneeseen pinnoitepaksuuteen ja jotta voitiin laskea arvioidut-glattkokeissa
kaytetyille elektrodeille. Pinnoitteden paksuudetselvitettiin  pyyhkaisyelektroi
mikroskooplla. Mikroskooppikuvausta varten agtteita valmistettiin kahdella eri
tavalla.Kuvassa 19 on havainnollisteth@ytteiden valmiststa. Kuvat otettiin samasta
suunnasta kuin mistad niitd hiottiinlatkossanaytteistda puhutaan joko vaaké#ai
pysytason naytteind Kaikki SEM-kuvat otettiin kokeissa kayttdamattomista
elektrodeista.
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Kuvattavan alueen
muoto

Hiontasuunta

| |

Vaakasuora

Pystysuora

Kuva 19. Naytteiden valmistaminen pysty ja vaakasuoran leikkauksen kuvaamista vartenVaaleansininen
reuna kuvattavassa alueessa kuvaa Nafiepinnoitetta.

Ensimmaisen eraelektrodienSEM-kuvia vartennelja elektrodigpinnoitettiin kromilla
ja upotettiin epoksiin Kromi-pinnoitus tehtiin sputteroidla. Elektrodit olivat
vaakatasossa laitteessa ja ne pdadllystettiin kaksi kertaa noin 10 nm:nsgéksu
kerroksella, jolloin kromikerroksen paksuudeksi tuli noin 20 nnklektrodeja
kaannettiin, jotta toinen puoli voitiin paallystaa myos kahteen kertaan saman paksuisella
kerroksella kromia. Tamén jalkeen elektrodit leikattin kahteen osaan Nafionilla
pinnoitetun alueen keskelta, ja ndma nelja elektrodikappaletta upotettiin epoksiin. Yhta
naytettd varten kaytettin 7,5 mépoksilimaa (Struers EpoFix Resin) ja 1 ml
epoksikovettajaa(Struers EpoFix HardenerNaytteista poistein vield ilmakuplat
vakuumssa, jagpoksi jatettiin kuivumaan noin 20 tunnin ajaksi.

Epoksipalojahiottiin piikarbidipaperillaStruers LaboPel1 -laitteellg jonka jalkeen
naytteita kiillotettiin  Struers RotoPe22 -laitteella. Kiillotuksen jalkeen naytteet
paalystettiin sputtegsa kromilla,ja tdméa jalkeen nekuvattiin JEOL:in JSM6330F
kenttaemissiopyyhkaisyelektronimikroskoopilla (erfgtld emission scanning electron
microscopg

Toisen erarelektrodienkuvat otetiin myos neljasténaytteestaNaytteet valmistettiin
samoinkuin ensimmaisen eran elektrodit, mutta ilman naytteen kpdnmoitusta ennen
epoksiin valuaKromipinnoite todettiin turhaksi, silla Nafionin ja epoksin rajapinnan
voi erottaa SEMkuvista Nafionin sisaltdman fluorin ansiosta.
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6 Tulokset

Tassduvussa kagaan ensin lapsEM-kuvistamitatut arvot pinnoitteiden paksuudelle.
Taman jalkeen esitellaan tulokset syklisella voltammetrialla mitatuista liuoksista eri
elektrodeilla.  Lopuksi  tarkastellaan ndaitda  tutkimustuloksiga esitetdaan
jatkotutkimuskohteita

6.1 Pinnoitteen paksuus

SEM-kuvattuihin elektrodihin viitataan jatkossa tunnuksin, jotka muodostuvat
seuraavanlaisestil tarkoittaa ensimmaista elektrodieraa, B tai C laimeammalla tai
vahvemmalla liuoksella pinnoitettua naytetta ja vaaka tai pysty vdak@ydytason
naytettd. Kun kuvien yhtgdessa puhutaan pinnoitteiden paksuuksista, vaakatason
naytteille on lisattymitatun arvon peréanarvioitu paksuus. Tama johtuu siita, etta
vaakatason naytteit@i hiottu liikaa ja niiden halkaisija kuvaamiskohdassa eitamsut
tunnettua halkaisijaa platinalangall@améan vuoksiarvioidut paksuudet puolivalissa
lankaa on laskettu kuvasta saatujen mittojen avulldaytteille tétiin lisaksi
alkuainekartoitu€£DS meneelmalla(engl. energydispersive Xay spectroscopy jotta
nahtiin missa Nafioikerroksen rajat ovat

6.1.1 Ensimmaisen eran pinnoitteet

Kuvassa 2®n ensimmaisen eran vahvemmalla liuoksella pinnoitettu platina(drka
vaaka) Kayréat on saatu kuvaan EBSenetelmallaKuvasta dhdaanettéa epoksi nakyy
kuvan alareumssa tummimpana alueerfaBEM:alla voidaan erottaa eri aineet niiden
kontrastin perusteella toisistaaBilla mitd pienempi jarjestyslukaineella on sitéa
tummempana se nakyy SEdsa Epoksin tmmuus johtuwsen siséaltamasta hiilesta,
jonkajarjestysluku o pienempi kuirplatinantai Nafionin sisaltaman fluorinEpoksn
paalla on Nafiorkerros, jonka todistaa sinisen kayran huippu silla kohtaa. Sininen
kayra vastaa fluorin esiintyvyytta aineesgaNafion on ainoa naista kolmesta aineesta
joka sisaltaa flaria. Ylimpand oleva vaalein au puolestaan on platina.
Pinnotekerroksenepéatasauusjohtuu joko platinan epéatasaisesta pinnasta, tai Niafion
leviamisestaplatinan p&&# hionnan aikanaNafionin ja epoksin valinen pinta on
kuitenkin tasainen, joten edftrodin ulkopinta on muodostunut tasaisesti. Pinnoitteen
paksuustassa kuvassa on 2;24,0 um (arvioitu 2,2 - 3,9 um) riippuen mitattavasta
kohdasta.
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r 10pm 1

Kuva 20. 1-C-vaaka-elektrodin SEM-kuva ja alkuainekartoitus. Punainen kdyra kwaa hiilen esiintymista,
sininen fluorin ja vaaleanvihre& platinan. Kuvassa merkitty mitta on 10 pum.

Kuvassa 2lon laimeammalla liuoksella paallystetgiektrodi (:B-vaaka) Tassa
kuvassa pinta vaikwga Nafionin molemmin puolintasaisemmalta kuin kuvan02
elektrodissaNafionin esiintyvyyden tunnistaa vaalesnisen piikin huipusta. Samassa
kohdassa on myds hiiletviseksi suurinhuippu (punainen viiva) Taman kerroksen
paksuus omuomattavasti edellistd kuvaa 88uempi. Se on vaih,1- 1,4 um (arvioitu
1,0- 1,3 pm) Huomaa, etté kuviemittakaavat eivat ole yhtenevat

Kuva 21. 1-B-vaaka-elektrodin SEM-kuva ja alkuainekartoitus. Punainen kayra kuvaa hiilen esiintymista,
vaaleansininen fluorin ja vaaleanvihrea platinan. Kuvassanmerkitty mitta on 6 pum.

Ensimmaisten elektrodien SENivista nékyj ettd pinnoite oli epatasainemrsinkin
verratessa poikkileikkatlsuvien yl& ja alaeunaa. 1B-vaaka-elektrodi oli noin 12 um
(arvioitu 1,1 pm) paksukeskimaarin 1-C-vaaka-elektrodipuolestaaroli 0,7 - 4,0 um
(arvioitu 0,7 - 3,9 um) riippuen mista kohdasta ja kummalta reunalta sita mitattiin.
Pakswdet vaihtelivat paljon yhdeméytteen eri kohtia vertailemalla.
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Taulukkoon 6on keratty SEMKuvista saadut pinnoitepaksuudet. Paksuodegsitetty
kuvatulta kohdalta, josta saatiin myods naytteen halkaisijan ndtéaarvioidut arvot
voitiin laskea, taytyi selvittdd kuinka paksuja muut ensimmaisen eran elektrodit olivat
alkupuhdistusten jalkeeznsimmaisen eran pinnoittamattomielekrodien halkaisija
olivat 3790 (1A-1), 3700 (1A-2) ja 3800 (1A-3) um, joten niiden keskiarvoksi
saadaan 378 pm. Arvioitu paksuus pinnoitteille laskettiin paksuuden ja naytteen
arvioidun halkaisijan avulla vastaamaan 376,3 pm halkaisijan kohdalta tuaitat
paksuutta.

Taulukko 6. Ensimmaisen eran naytteiden kuvistasaadutpinnoitepaksuudet

Naytteen
N Paksuuskuvassa | Naytteen halkaisija Arvioitu paksuuden
ayte :
(um) kuvassa(pm) paksuus (um) keskiarvo
(pm)
1,1 1,0
1-B-vaaka 1,2 347,4 1,1 1,1
1,4 1,3
0,7 0,7
0,8 0,8
0,9 0,9
1-C-vaaka 22 368,0 2.2 1,9
3,0 3,0
4,0 3,9

6.1.2 Toisen eran pinnoitteet

Toisen eran elektrodien SEkuvista voitiin huomata, ettéa pinnoitteen paksuus samassa
naytteessa vaihteli ededle paljon. Kuvasta 22nédhdaéan, etta naytteen ylareuna on
selvasti paksummin pinnoittunut kuin alareuna. Ylareunan paksuimiassaisen ja
vauroitumattoman kohdan paksuus 88,3 um, ja alareunanohuimmantasaisen ja
vaurioitumattoman kohdarpaksuus on23,5 pm. Lisdksi pinnoite on karsinyt
naytteenpidikkeen puristuksestes. kuvan 22 ylareunaikeassa reunassa puolestaan
nakyy, kuinka pinnoite on lohjennut. Pinnoitteen vaurioideskotaa johtuvan
naytteenpidikkeesta. ayttaa, etta ylareunanaytteenpidik on puristuksedlan saanut
pinnoiteen liikkumaan oikealle pain. Tama selittakeassa ylakulmassa nakyvan
pinnoitteenepatasaisen muodon. Liséksi puristus on saattanut aiheuttaa -Nalthon
lohkeamisen, kun se on jaanyt puristuksiin kummastakin sutannagtteenpidikkeen
puristukseraiheuttanaan liikkeeseen.
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Aalto EILB SEI 15.0kV X200 100um WD 14.1mm

Kuva 22. SEM-kuva 2-C-pysty -elektrodin leikkauspinnasta. Keskella on vaalea platinalangan pystyleikkaus,

sen ymparilla Nafiornrkerros, reunoilla epoksi ja yl& ja alareunoissa naytteenpidike.
Kuvan 22 vasemnasta ylakulmasta tehtiin lkaainekartoitus, jotta voitiin todeta
nakyvankerroksenolevan Nafionia Kuvassa 2hékyy alkuainekartoitukse tulokset
Kuvaan on merkitty punaisella hiili, sinisella fluori ja keltalagblaina. Kuvan avulla
voidaantodeta selkean rajalueen epoksin ja platinan vélilla olevan Nafionia. Paksuus
talle kerrokselle 033,3 um.

Kuva 23. SEM-kuva ja alkuainekartoitus 2-C-pysty -elektrodin leikkauspinnasta. Punainenvari kuvaa hiilta,
sininen fluoria ja keltainen platinaa.

Kuvassa 24 onaimeammalla liuoksella pinnoitetun ja vastaavalla tayastysuoraan
kuvatun elektrodirSEM-kuva. Rnnoitteenpaksuus vaihteli 2,6 j4,3 um valilla, mutta
vaihtelu ei ollut yhtéd suurta Win vahvemmalla liuoksella valmistetussa naytteessa.
Kuvasta voidaan nahda, ettg@innoite on huomattavasti ohuempi ku#ahvemman
liuoksen pinnoitteessa (ks. kuva2). Lisdksi pinnoite nayttda sailyneen hyvana























































































