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Melléklet: feladatkiiras

DSP alapu mérérendszer konfluens sejtréteg transzcellularis
impedanciajanak mérésére

A sejtélettani (in vitro), valamint a keringési és kardio-vaszkularis (in vivo)
kutatasokban a barrier funkcié jellemzéséhez leggyakrabban hasznalt mérési adat a
vizsgalt sejtréteg vagy érfal ateresztoképességének (permeabilitasanak) a mértéke. In
vitro koriilmények kozott, sejttenyészetekben, a permeabilitds mérésére tobb technikat
is kidolgoztak. Ezek soran tobbnyire valtozd pdérus méretli membranra novesztik ra a
sejteket, majd egy ismert méretii, jelzett anyag atjutasat illetve atjutdsanak sebességét
kovetik nyomon. Egy masik eljaras szerint a folytonos, konfluens sejtréteg villamos
ellendllasanak értékével jellemezhetd a permeabilitas. Nehéz ugyanakkor megvaldsitani,
hogy a membran egész feliiletén a sejtréteg konfluens, azaz folytonos legyen. Egy ujabb
eljaras szerint a transzcellularis ellenallas (TER) méréséhez a sejteket kisméretii (250
um atmérdji) arany elektrodokra novesztik ra. A kis mérettartomany miatt ezzel az
eljarassal jol tanulmanyozhaté egy kisebb sejtpopulacid vagy akdr egyetlen sejt
viselkedése is. A modszer egyik hatranya éppen tjszerlisége, mivel egyetlen, USA-beli
cég gyart olyan késziiléket, amely a mérés kivitelezésére alkalmas. A miiszer beszerzési
ara igen magas, ezért sajat miiszer fejlesztése indokolt.

A kifejlesztendd muszer feladata Osszetett: egyrészt regisztralnia kell a mért
impedanciat, masrészt az impedancia értékét az irodalom nem csak egy frekvencian
targyalja, igy szilikséges lehet kiilonféle, esetleg egy iddben tobb frekvencidn méréseket
végezni. A felmeriil6 méréstechnikai és jelfeldolgozasi feladatok indokoljak, hogy a
mérdrendszer jelfeldolgozd processzort (DSP) tartalmazzon. A DSP-vel felépitett méro-
rendszerben lehetdség nyilik arra, hogy a rendszer maga generdlja a méréshez sziikséges
gerjesztOjelet is, lehetévé téve a szinkronizalt mérést. A mérés végrehajtasara jol
alkalmazhat6 a periodikus jelek analiziséhez kifejlesztett in. rezonatoros megfigyelo.

Konkrét feladatok:

1. Az irodalom alapjan adjon attekintést a sejtréteg-permeabilitas sejtélettani
jelentdségérol, illetve mérésérdl! Mutassa be és elemezze az irodalomban leirt
impedanciamodelleket!

2. Tervezzen a rezondtoros megfigyelén alapuld mérési eljarast sejtréteg
transzcellularis impedancidjanak mérésére! Specifikalja a megvalositandd mérési
funkciokat, részletezve a lehetséges mérési frekvencidkat, az elérhetdé mérési
pontossagot, valamint az adatok rogzitésének lehetséges mintavételi frekvenciait!

3. Valésitsa meg a mérdrendszert Analog Devices ADSP-2181 EZ-KIT LITE
jelfeldolgozo kartyan! A rendszer kezeldi feliiletét MATLAB-ban készitse el!

dr. Sujbert Laszlo
docens
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Osszefoglalé

A sejtélettani (in vitro), valamint a keringési és kardio-vaszkularis (in vivo)
kutatasokban a barrier funkcio jellemzéséhez leggyakrabban hasznalt mérési adat a
vizsgalt sejtréteg vagy érfal ateresztoképességének (permeabilitasanak) a mértéke. In
vitro koriilmények kozott, sejttenyészetekben, a permeabilitds mérésére tobb technikat
is kidolgoztak. Egy tujabb eljaras szerint a folytonos, konfluens sejtréteg villamos
ellendllasdnak értékével jellemezheté a permeabilitds: a sejtréteg transzcellularis
ellenallasanak (TER) méréséhez a sejteket kisméretli arany elektrodokra ndvesztik ra.
Egyetlen, USA-beli cég gyart olyan késziiléket (ECIS), amely a mérés kivitelezésére
alkalmas.

A diplomatervezés keretében egy olyan eszkdz keriilt megvalositasra, amely
kivaltja a fent emlitett amerikai késziiléket, mikozben annak elektrodajat hasznalja,
egyszerre tobb frekvencian képes impedanciat mérni és a mért értékeket tarolni. A
felmeriil6 méréstechnikai és jelfeldolgozasi feladatok indokoltak, hogy a mérérendszer
jelfeldolgoz6 processzort (DSP) tartalmazzon. Az Analog Devices cég AD2181-es
processzorat tartalmazé ADSP 21xx EZ-KIT Lite jelfeldolgozd kartyajara épiild
mérdrendszerben lehetdség nyilt arra, hogy a rendszer maga generalja a méréshez
sziikséges gerjesztdjelet is, lehetdvé téve a szinkronizalt mérést; a mérés végrehajtasara
a periodikus jelek analiziséhez kifejlesztett, a frekvenciatartomanyban miikodd tn.
rezonatoros megfigyeld elve keriilt felhasznalasra. A biologiai mintan esé fesziiltség
erdsitéséhez a Briiel&Kjaer cég NEXUS 2693 tipusu erdsitdje lett felhasznalva. Az
eszkoz kezeldi feliilete PC-n, MATLAB alatt valosult meg: a mérés inditasat, a mérés
program veégzi.

Az elkészitett eszkoz altal sejtrétegen végzett mérések eredményei azt mutatjak,
hogy a mérdrendszer analog részének egyetlen kartyara integralasa, a hozzévezetések
professzionalisabb megvaldsitasa, esetleg lebegOpontos jelfeldolgozd processzor
alkalmazasa a mérések megbizhatobba tételéhez a késébbiekben indokolt lehet.

A diplomaterv kapcsan bemutatasra keriiltek a kiilonbozd, sejtréteg-
permeabilitds mérésére szolgaldo modszerek, valamint az elektrod-elektrolit hatarfeliilet

elektromos modellje is.



Abstract

The most frequently used parameter to describe the barrier function in cell
physiology (in vitro) and cardiac-vascular system (in vivo) research is the permeability
of the cell layer or the wall of blood vessels. There are different methods for ,,in vitro”
environment to measure the permeability in cell cultures. One of the new procedures
says that measuring the electric resistance of the confluent cell layers is usable to
determine the permeability. In this case the cells are grown on a little gold plate
electrode to measure the transcellular electrical resistance (TER). There is only one
company (in the USA) producing such instruments (ECIS) which is suitable to measure
TER.

Within the scope of this thesis a device has been developed that uses the
electrode of the American instrument and is able to measure impedance in several
frequency at the same time and store the measured data. The tasks of measurements and
signal processing made necessary to build a digital signal processor (DSP) in the
equipment. The device contains an ADSP 2181 based EZ-KIT Lite development board
able to excite the electrode so the synchronized measurement becomes possible. The
measurement is done via the resonator-based generator—observer pair that works in the
frequency domain and has been developed for analysing periodic signals. An amplifier
of Briiel&Kjaer amplifies the voltage falling the biological sample. On-line
measurement tasks (i.e. excitation genaration, operation of the resonator-based observer,
averaging and storing the raw data) are done on the DSP, while the user interface and
the high-level calculations are running in MATLAB.

The experiences from the measurements carried out on cell layers with the
device show that further developments — integrating the analog part into a single card,
careful and professional design of the electrode cabling would be essential in further
development. Using a floating-point signal processor could increase the measurement
accuracy and reliability, as well.

Various methods for the measurement of permeability of cell layers and the

electrical model of electrode—electrolyte surface are presented, as well.



1. Sejtbiologiai hattér
1.1. A sejtréteg-permeabilitas élettani jelentosége

Az €16 szervezetek sejtjei sohasem dnmagukban 1éteznek, mindig kapcsolodnak
egymashoz, ezéltal Iétrehozva a szervek kiilonbozo funkcionalis elemeit. Vannak olyan
sejttipusok, amelyek sejtréteget képezve hatarold funkcidt toltenek be, elvéalasztanak
szerveket egymastdl vagy a kiilvilagtol. Példaként gondoljunk csak boriink kiilsd
sejtrétegére, a hamsejtek (Un. epithelsejtek) altal alkotott, szoros illeszkedésii
sejtrétegre, mely szamos feladatot ellat: ellenall a legkiilonbozébb fizikai és vegyi
hatadsoknak, jelentékeny mechanikai védd és hdszigeteld funkciot tolt be, jelentOs
zsirtartalma vizhatlannd teszi a bort és megvédi a kiszéradastél a mélyebb rétegeket,
valamint a korokoz6 mikroorganizmusok szervezetbe vald bejutdsanak legfobb
gatjaként funkcional.

A gerinces érrendszer verderekbdl (artéridk), visszerekbdl (vénak) és a kozottiik
talalhatd hajszalerekbdl all. A harom szakasz erei kiilonbozd szerkezetliek. K6zos
vonasuk, hogy mindhdromnak a falat beliilr6l egy specialis hamréteg, az endothelsejtek
rétege alkotja. A hajszalerek fala sokhelyiitt egyetlen endothelréteg, kiviilrdl
alaphartyaval boritva, ezen keresztlil megy végbe a tapanyagok €s az oxigén leadésa az
interszticlumba (sejtkdzotti  dlloméany) ill. a bomlastermékek és a szén-dioxid
visszavétele az interszticiumbol az érrendszerbe.

Az erek belsé falat boritd folytonos endothelsejt-réteg az egyik f6 szabalyozodja
annak a gat (barrier) funkcionak, amely ellendrzi a szovetek €s a keringd vér kozott, az
érfalon keresztiil torténd anyagforgalmat. A barrier funkcido megvaltozasa, csokkenése
az endothelium ateresztoképességének (permeabilitdsanak) megndvekedéséhez
vezethet, aminek kovetkeztében fokozodik a keringd folyadék és a benne oldott
anyagok kijutasa az érbol. Ennek az allapotnak az eredménye széveti 6déma (vizenyd),
amely végsd soron szervi funkcid csokkenést is eredményezhet. Az endothelium
ateresztOképességét tobb gyulladast kozvetitd anyag (Un. medidtor) is képes
megnovelni, pl. hisztamin, bradikinin, citokinek, reaktiv oxigén gyokok, valamint
kiilonb6z6 novekedési faktorok. Ezen mediatorok fokozott felszabadulasat leirtdk
gyulladédsos allapotokban, szepszisben, diabéteszben (cukorbetegség), valamint magas

vérnyomas ¢és atheroszklerozis (érelmeszesedés) kialakuldsa soran.



Az endothelium ateresztoképességének csokkenése, a sejt-sejt kapcsolatok: az
un. tight junctionok fellazuldsa fontos szerepet jatszik a metasztdzisban, azaz a rakos
attétek képzddésében. Ennek soran a keringésbe keriild rdkos sejtek kitapadnak az
endothel sejtréteg felszinén, kiilonb6zé novekedési faktorokat termelnek, amelyek
hatdsara a zart endothel sejt-sejt kapcsolatok fellazulnak, és a rakos sejt kijuthat a

keringésbdl a sejtkdzotti allomanyba, (jabb radkos sejtcsomot, attétet 1étrehozva.

1.2. Extracellularis matrix és citoszkeleton

Minden sejt membranjat koriilvesz egy haloszerli szovedék, melyet kiilonb6zd
molekulak (kollagén fehérjék, poliszacharid-fehérje komplexek, glikoproteinek)
alkotnak: az un. extracellularis matrix (ECM). Ez az a halo, ami in vivo koriilmények
kozott (az €16 szervezetben) kapcsolatot 1étesit a sejtek kozott, és ugyanez, ami in vitro
(a gazdaszervezetbdl kiszakitva, laboratoriumi koriilmények kozott) biztositja a sejtek
letapadasat a kiilonbozé mesterséges feliiletekre, igy befolyasolja a sejtek alakjat (a
sejtek oldatban gomb alakuak, mig sik feliiletre letapadva laposak), sét, kiillénb6zo
¢lettani folyamatait is (mint pl. novekedés, mozgés, esetleg sejthalal okozasa). Az
extracellularis matrix ¢épitdelemeit in vitro korilmények kozott sok esetben a
sejttenyésztd oldat, az un. médium tartalmazza [1].

A sejtmembran integrans fehérjéinek egy tipusa (integrin receptorok) képes
felismerni az extracellularis matrix bizonyos 0Osszetevoit és kapcsolddni hozzajuk.

Ezeket a kapcsolddasi pontokat fokalis kontaktusoknak nevezziik (1. bra).

integrans
sejtmembran membranfehérje
sejt belseje +
9 ! ” fokalis
ST e e T T« ECM » kontaktus

sz es el mesterséges feliilet

1. abra. A sejtek tapadasa a mesterséges feliiletre a fokalis kontaktusokon keresztiil [1]
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2. abra. A sejtek mozgasa [1]

A fokalis kontaktusok mérete
(kb. T wm atmérdjuek) elenyészo a sejt
teljes bazalis feliilet¢hez képest, igy a
sejtek és a matrix (ill. a mesterséges
feliilet) kozott nincs szoros kapcsolat,
hanem egy laza szerkezetli
(halézatszerti) tér taldlhato. A sejtek
mozgasa — melyet a sejt fehérjerostok
(alapvetéen  aktin filamentumok)
polimerizacidjaval és depolimerizacio-
javal visz végbe — a fokalis kontaktusok
mint tapadasi pontok segitségével
torténik: a 2. 4bran lathatdo ciklus
ismétlédik mindaddig, amig a sejtet
mozgasra ingerld kémiai, fizikai vagy

mas kornyezeti inger éri [1].

Az endothel sejtréteg kialakulasa is sejtmozgas kovetkezménye, de sejtmozgas

jatszodik le sok mas sejtélettani folyamatban, pl. a rdkos sejtek metasztatikus

viselkedése soran.

Az endothel sejtréteg permeabilitasat jelentdésen befolydsolja a sejtek alakja,

amely két erd ereddjének az eredménye. A sejtszéleken elhelyezkedd sejtfelszini

adhézidos molekuldk (pl. cadherinek), akdr a satorcovek, kifeszitik a sejtet. Ezzel

szemben hat az aktin citoszkeleton (sejtvaz) 0sszehuzo, kontraktilis ereje, azaz az aktin

citoszkeleton atrendezddése a sejtmozgas mellett a sejtalakot is befolyasolja. Az aktin

filamentumok fokozott polimerizacioja miatt megnovekszik a kontraktilitas, és ennek

eredményeképpen fellazul a sejt-sejt kapcsolat, a sejtek kozott lyukak jelennek meg. Ez

a folyamat ndvelheti a sejtréteg permeabilitasat.



2. A sejtréteg-permeabilitas vizsgalata

Az endothelsejtek miikodésének megismerésére, az endothelium integritdsdnak
jellemzésére a leggyakrabban hasznalt modszer az endothelidlis ateresztOképesség
mérése, amelyre az utdbbi években tobb metodikat is kidolgoztak. In vitro koriilmények
kozott, sejttenyészetben, a mérést 100%-ig folytonos, Osszefiiggd, azaz konfluens

endothelsejtrétegen végzik.

2.1. Mérés jelzett anyaggal

Az endothelsejtréteget vizsgalhatjdk jelzett anyag segitségével, ekkor a
vizsgalatokhoz un. moddositott Ussing-kamrat hasznalnak (lasd 3. abra), a sejteket a
belsd kamra aljan talalhaté por6zus membranra ndvesztik, amig a sejtréteg el nem éri a
konfluens allapotot. A sejteket a sejttenyésztd oldat, a médium veszi koriil, amely a
sejtek életben maradasahoz sziikséges tapanyagokat és vitaminokat tartalmazza, melyek
nagyobb szerves molekuladk és kisebb ionok. A sejtréteg konfluenssé valasaval 1étrejon
egy belsd, illetve egy kiilsé tér, amely a porézus membranon €s az arra randvesztett
»endothelsejt-egyrétegen”, in. endothel monolayeren keresztiil érintkezik egymassal. A
permeabilitas-valtozas vizsgalatara tobbnyire ismert molekulaméretii, jelzett anyagot
(fluoreszcens festék, radioaktiv izotdp, stb.) hasznalnak, mely a por6zus membranon
keresztiil gond nélkiil kézlekedik. Az endothel monolayer permeabilitasanak valtozasa a

jelzett anyag atjutasanak nyomon kovetésével, mérésével hatarozhaté meg.

helzd ter

endothel
monolayer

endothel setek

0o

EREEEEN
loiled ter
pordzus metrhran

3. abra. A modositott Ussing-kamra vazlata a membranra novesztett endothelsejtekkel
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Ez a kisérleti elrendezés az endothelialis permeabilitds rovid tava vizsgalataira
jol alkalmazhat6, de megvannak a korlatai. A moédszer hatranya, hogy a megfeleld
érzékenységli mérés végrehajtdsdhoz a porézus membran teriiletének nagy részén a
endothelsejtréteg konfluens kell legyen, ami még a sejtek szdmara ideélis koriilmények
kozott is nehezen kivitelezhetd, tekintve a relativ nagy porozus feliletet (cm’-es
nagysagrend). Ebbdl kovetkezden a finom valtozdsokat nehezebb nyomon kdvetni, a
hosszabb id6tartamu vizsgalatok eredményeit pedig nagyban befolyasolhatja a diffiizio,

¢s a jelzett anyag felhalmozodasa miatt nem lehet kimutatni a reverzibilis valtozasokat.

2.2. Vizsgalat elektromos ellendllds mérésével

Az endothel funkcid valtozasa mellett a monolayer strukturdjanak, szerkezetének
atrendezddését is vizsgalhatjuk a transzendothelidlis elektromos ellenéllds (TEER,
Trans-Endothelial Electrical Resistance) mérésével. A kisérleti elrendezés a 3. abran
lathatohoz hasonlo, a monolayer két oldalan levé médiumban (mely tokéletes elektrolit:
toltéssel rendelkezd részecskéket tartalmaz) egy-egy elektrod helyezkedik el, az
elektromos aramnak igy az endothel monolayeren kell keresztiilfolynia, s mivel a
sejtmembran jo szigeteloként viselkedik a sejteket koriilvevd médiumhoz képest, a
sejtek kozott kialakuld rések csokkentik a sejtréteg ohmos ellenallasat. Ennek a
modszernek ugyanaz a problémaja, mint a 2.1. pontban leirtnak: a relativ nagy pordzus
feliilet egészét nehéz bendveszteni sejtekkel. Ez jelentés mérési pontatlansagot okozhat,
a mérés reprodukalhatdsaga pedig lecsokken.

Ezen gyenge pontokat képes kikiiszobdlni az a modszer (ECIS, Electric Cell-
substrate Impedance Sensing), amely soran maga az extracellularis matrixszal bevont

elektrod az a feliilet, amelyen az endothelsejtek ndnek.

2.3. Az impedanciaméréses technikdk rovid torténete

Két kutatdcsoport (Giaever és Connolly vezetésével) parhuzamosan kezdett el az
1980-as években foglalkozni az in vitro tenyésztett sejtek impedanciaméréssel
kivitelezett vizsgalatdval. Rajottek, hogy ha egy sik (iiveg, milanyag vagy szilikon)
hordoz6 lemezre fém (arany, platina, indium-6n-oxid vagy iridium) vékonyréteget
parologtatnak, majd az egész siklapot bevonjak valamilyen jol szigeteld anyaggal

(poliimid, szilikon-dioxid, szilikon-nitrid stb.) a kivant méretli és alakt aktiv elektrod-
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feliileteket kivéve, azzal — az elektrod aktiv feliiletének nagysagatol fiiggden — jol

vizsgalhato egyetlen sejt vagy sejtcsoport (4. dbra).

sejt
= szigetel 6

réte
elektréd} hordozd &

4. abra. Sik elektrod-elrendezés egyetlen sejt vizsgalatara

Giaever és Keese voltak az elsok, akik 20..80 sejtbdl all6 populaciot vizsgaltak.
Polisztirénbél késziilt hordozon egy nagyobb (2 cm” teriiletii) referencia-elektrodot és 4
kisebb (3-107* cm? teriiletii) mérSelektrodot hoztak létre aranybol, az 5. abran lathato
elrendezésben. A hordozd egy kis sejttenyésztd cella also lapjat képezte, a cellaban
emberi tiidé eredetii fibroblast sejteket tenyésztettek, s egy 100 kQ-os ellenallason
keresztiil 100 mV amplitddoju, 4 kHz-es szinuszjellel gerjesztették az elektrodakat. Ez
kozel konstans dramot eredményezett (mivel a mérd- és a referencia-elektrod kozotti
valtozé impedancia csupan par kQ), s igy a fibroblast sejtréteg impedancidja aranyos
volt az elektrodok kozott esd fesziiltséggel, amit regisztraltak. Ez volt az elsé olyan
kisérlet, ahol sejtek szaporodasat (impedancia-novekedés) és mozgasat (impedancia-

oszcillacio) in vitro voltak képesek megtigyelni [2].

Erésitod
: Oszcillator :
4kHz, 100mV
méréelektrod C |(_ _ ﬂ
. — _T_ |
szigetel5- | Voltméré [ Regisztrals
o teg | oltmero : egls 0
00ka Y ———
S VAYAYAY

5. dbra. Elektrod és impedancia-méro rendszer [2]
Giaever ¢s Keese vizsgaltdk kiilonbozd fehérjék és mas faktorok (pl.
hémérséklet, gliikoz, CO, stb.) hatasat a sejtek letapadasara és mozgékonysagara [3][4],
s kisérleteztek olyan emberi koldokzsinorvéna endothelsejtekkel (HUVEC, Human

Umbilical Vein Edothelial Cells) is, mely sejtek kutatdsara a jelen diplomaterv
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megolddsa soran kifejlesztett eszkéz is remélhetdleg szolgalni fog.  Giaeverék
megmutattak, hogy ez a technika képes a sejtmozgas nm-es szintjének detektalasara,
ami eleddig elképzelhetetlen volt még time-lapse mikroszkopidval is.

Conolly ¢és munkatarsai is az 5. abran lathatd elektrod-elrendezést ¢és
mérorendszert hasznaltdk, azzal a kiilonbséggel, hogy a sejttenyésztd cellat két részre
osztottdk egy, a médium szamdra atjarhatd celluloz-nitrdt membrannal. Az igy két
részre osztott cella két felében azonos elrendezésii elektrodapar volt megtalalhato, s mig
az egyik félben tenyésztettek sejteket, addig a masik sejtmentes volt. Ez utobbi szolgalt
referenciaul, mivel a cella mindkét felében ugyanaz a médium volt jelen [5].

Wegener és munkatarsai is a Giaeverék altal hasznalt elektrodhoz hasonldval
dolgoztak, endothel és epithel monolayereken végeztek méréseket az 1 Hz-t6l 10 kHz-
ig terjedd frekvenciatartomdnyban. Eredményeik  konzisztensek  Giaeverék
eredményeivel [6].

Egyetlen sejt mozgéasanak vizsgalatara vallalkoztak Hagedorn és munkatarsai.
Egy szilikon membranra a vizsgalt sejt atmérdjének nagysagrendjébe esé atmérdji (10
pm) lyukat perfordltak, s a membran mindkét oldalan elhelyeztek egy-egy platina
elektrédot (6. abra). Hagedorn konklizidja az volt, hogy ez az elrendezés sokkal
érzékenyebb a sejtmozgas detektalasara, mint a Giaever-féle, ami nem csoda, hiszen
Giaeverék sejtpopulacidt vizsgaltak, ahol az egyes sejtek mozgéasa egymassal ellenkezd

eléjelli részimpedancia-valtozasokat is okozhatott [7].

trileroszlodn —e- felsd
P el eletréd

‘h“‘“luk

alsd /

elektrad

6. abra. Egy sejt mozgasanak detektdlasara szolgalo elrendezés [7]



2.4. Az elektrod—elektrolit atmenet [1]

2.4.1. A feliileti kapacitds

Ha barmely fém elektrodot ionokat tartalmazé elektrolitba martunk, elektro-
kémiai egyensuly jon 1étre. Kozvetleniil az elektrolitba martas utan kémiai reakcid indul
meg: elektron-transzfer az elektrdéd és elektrolit kozott az elektréd anyagatdl fiiggd
iranyban. Ez elektromos mez6t indukal, ami korlatozza a kémiai reakciot (ha a kémiai
reakcid hatdsara redukcido ment végbe, akkor a kialakuld elektromos mezd oxidaciot
indukal és forditva), végiil beall egy egyenstly, amikor mar Osszességében dram nem
folyik.

Az elektrod feliiletén azonban potencidlkiilonbség alakul ki, ezt hivjuk fél-cella
potencialnak (Vy). A példa kedvéért vegyiikk azt az esetet, amikor az elektrod
redukalodik az elektrolitba merités hatasara. Ekkor a vizmolekulak, mint kis dipdlusok,
a pozitiv toltést végiikkel koriilfogjak az elektrodot: un. vizképenyt alkotnak (7. &bra).
Kozvetleniil a vizkdpeny mogott azok a vizben oldott pozitiv ionok sorakoznak rétegbe
rendezddve, amelyek az elektrod redukcidja kovetkeztében elveszitették elektronjukat.
Ezek alkotjak az an. kiilsé Helmholtz-sikot (OHP, Outer Helmholtz Plane). igy egy
elektromos kettds réteg keletkezik az elektrod-elektrolit hatarfeliileten: a negativ toltési
réteg a fémelektrod felszine, a pozitiv toltésti réteg az OHP, mig a vizkdpeny
dielektrikumnak tekinthet6 [1]. Ez pedig nem maés, mint egy sikkondenzator modellje,

melynek kapacitdsa a Helmholtz-kapacités:

Cp=—"— M

OHP

QY

ahol Cy az egységnyi teriiletre juto kapacitas (F/m?), & a vakuum dielektromos

allandéja (8.85419-107">F/m), &. az elektrolit relativ dielektromos allandéja, doyp pedig
a kiils6 Helmholtz-sik (OHP) tavolsaga a fém-elektrod felszinétol.

A rogzitett kiilsd Helmholtz-sikot koriilvéve kialakul azonban egy szabadon
mozgd ion-felhd is (a 7. dbran a diffuz tértdltés tartomdnya), melyre a mar emlitett
elektromos tér, de termikus erdk is hatdssal vannak. Azaz az elektrdod koézelében
kialakuld tértdltés az OHP-ben koncentralédik, majd az elektrodtdl tavolodva

folyamatosan, exponencialisan csokken (8. abra).
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7. abra. Az elektrod—eletrolit atmenet sematikus abrazolasa [1]

Ce
-

wizkipeny

- fiz helyzetl 1onok

l diffiiz 10n-felhd

. exponencidis
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| | |
30 40 50
(&)

8. abra. Az elektrod—elektrolit atmenet [1]

15

Az ion-felhd altal 1étrehozott

kapacitast Gouy utan  Gouy-

kapacitasnak nevezziik, értéke:

14
C; = S08r cosh| 2o (2)
L, 27,

ahol C; az egységnyi teriiletre jutd

kapacitas (F/m®), z az ionok
vegyérteke, V. az  elektrod
potencidlja ¢és V, a termikus

fesziiltség (sz—T, ahol ¢ az
q

elektron toltése), Lp a Debye-

tavolsag:

g &V
L — 0“r’ ¢t 3
P Vanzq ®)

ahol n az ionok koncentracidja az

elektrolitban (ion/liter). A Debye-

tavolsdg  allandonak  tekinthetd

allandd6 homérsékleten  allandd

ionkoncentraci6 mellett, igy (2)



miatt a Gouy-kapacitas csak az elektréd potencialjatol fiigg.
Az elektrod-elektrolit hatarfeliileten kialakulo eredd kapacitast (Cy) akkor kapjuk
meg, ha a Helmholtz- és a Gouy-kapacitast sorba kapcsoljuk (8. dbra):

et )

Jelen dolgozat szempontjabdl az az eset érdekes, amikor impedanciamérés
céljabol fesziiltséget kapcsolunk az elektrodakra, azaz V, értéke a nyugalmi egyensulyi
potencialhoz képest megnd. Ennek kovetkeztében a Gouy-kapacitas értéke a V -tol
fiiggetlen Helmholtz kapacitas tobbszorosévé valik, az eredd képben igy a Helmholtz
kapacitds fog domindlni és az eredd feliileti kapacitds (Cp elég nagy
gerjesztéfesziltségnél alulrol megkozeliti Cy-t (a Helmholtz kapacitasra egy kisérleti

,worst case” érték: 0.14 pF/mm?).

2.4.2. A feliileti rezisztiv elem

Ha egyenfesziiltséget kapcsolunk két, elektrolitba martott elektréd kozé, dram
kezd el folyni. Ez pedig azt jelenti, hogy az el6zd fejezetben leirt feliileti kapacitassal
parhuzamosan kapcsolva rezisztiv elemnek kell lennie az elektrod-elektrolit atmenet
elektromos modelljében.

Ha fesziiltséget kapcsolunk az elektrodra, akkor az polarizalodik, s un.
polarizacios tulfesziiltség (V) keletkezik, ami definici6 szerint az elektrdd feliiletén es6
fesziiltség és az elektrod fél-cella potencidljanak kiilonbsége. Ez tobb 0sszetevobol

adodik Ossze:

Vp:V,+Vk+Va (5)

ahol V, az elektromos kettds rétegnek kdszonheto rezisztiv tulfesziiltség, ami a redukcio
vagy az oxidacio korlatozott sebessége miatt alakul ki; V; az (ion)koncentracios
tulfesziiltség, amit az ionok elektrolitbeli korlatozott sebességli difftizidja okoz; V,
pedig az elektrolit ionjainak kivalasahoz ill. az elektrod anyaganak oldodasédhoz
sziikséges aktivacios energiaszintek megvaltozasabol ered [15].

Ha az elektrodara kapcsolt fesziiltség kevéssé viszi el az egyensulyi allapottol
(pl. egy par mV-os gerjesztés), akkor a fenti polarizacios tulfesziiltség osszetevok koziil
a rezisztiv tulfesziiltség dominal, a tobbit elhanyagolhatjuk. Ebben az esetben a Butler—

Volmer-formula alapjan az elektrodon foly6 dramsiiriiség:
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(1=p)zV, Bz,
g | 5 ©

ahol Jy az egyensulyi helyzetben egymast kiejté oxidacios ill. redukcids dramsiiriiség
abszolut értéke, z az adott ion vegyértéke, és f a szimmetria-tényezd, ami az oxidacio-

redukci6 energia-gatbeli kiilonbségét jellemzi.

1000 ==
500=
ATAT I B T o
=500
-1000 1 I | | |
1.0 100 50 : p—
rezisztiv til fesziltsée WV, (V) rezisztiv hilfesziltseg V,  (mV)
() .

9. dbra. A Butler—Volmer-formula alapjan kalkulalt aram [1]

A feliileti  kapacitdssal parhuzamos ellendllds  elméleti  értékének
meghatdrozasdhoz vegyiik szemiigyre a (6) szerinti J-V, Osszefiiggést a 9. dbran. Az
abra (b) részén ki van nagyitva az (a) abra f =0.5 -re érvényes gorbéjének kdzépso, kis
rezisztiv tulfesziiltségre (V,<50mV) vonatkoz6 része. Jelen dolgozat szempontjabdl ez a
tartomany érdekes, ami jo kozelitéssel linedrisnak becsiilhetd, itt az ohmos ellenallas

értéke:

R, =— (7)

Jy kisérleti értéke arany elektrod esetében 4-107° A/mm’, platina elektrodnal kozel

8-107° A/mm?, iridium elektrodnal 2-107° A/mm?>.

2.4.3. A Warburg-impedancia

A legtobb esetben valdban csupan a rezisztiv tulfesziiltség hatdrozza meg az
elektrod—elektrolit impedancia rezisztiv komponensét. Abban az esetben azonban, ha az

aramslriiség olyan nagy, hogy az ionok az elektrolitban nem képesek a lehetséges
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aramsuriiség altal diktalt tempoban kozlekedni az elektroda felé és attol el, megjelenik a
koncentracios tulfesziiltség (V) hatdsa is. Az ezaltal létrejové impedancia az elektrod—
elektrolit hatarfeliilet elektromos modelljében sorosan kell kapcsoldédjon az el6zo
fejezetben leirt feliileti ellenallassal (R)), évén ez a valosagban is soros folyamat: ionok
diffundéalnak a hatarfeliilet fel¢, ahol aztan részt vesznek az elektrod oxidaciojanak vagy
redukcidjanak folyamatéban.

Warburg 1899-ben egy azota is hasznalt modellt ajanlott a szinuszos gerjesztés
hatdséra, az ionok diffizioja miatt kialakuldé impedancia frekvencia-fiiggésének

meghatarozasahoz:

Z,|= ®)

Jr

ahol & a az elektrolitra jellemzd konstans, f pedig a gerjesztd szinuszjel frekvenciaja. A

Warburg-impedancia elemeit elméleti uton meghataroztak:

10°V
R, =——— "t 9)
" z7gn+ nfD
1
- 10
s (10)
-1
z, - Fﬂm} an
RW

ahol f a frekvencia Hz-ben, D a jelenlevd ion diffuziés allanddja (1 ion jelenlétét

feltételezi a modell). (10)-et (11)-be helyettesitve:

Z,|=V2R, (12)
arc(Z,, ) = —45° (13)

A (8)-(13) egyenletek arra az esetre igazak, ha az elektrédot valtakozo
fesziiltséggel gerjesztjiik, de kevéssé vissziik el az egyensulyi potencialtol.

Amennyiben az oxidacid/redukcié folyamata lassabb, mint az iondiffuzioé,
akkor a rezisztiv tulfesziiltségbdl eredd feliileti ellenallas lesz a dominéns, ekkor az
impedancia »'-nel aranyos (az Rp-fel parhuzamos Cy miatt), ha viszont az iondiffiizi6 a
limitald tényezo, akkor o ?-nel. Ha fehérjék vannak az elektrolitban jelen, akkor
altalaban az oxidacio/redukci6 folyamata a korlatozo tényezd, mivel a fehérje hajlamos

adszorbealddni az elektrod feliiletére (pl. ECM, lasd 1.2. fejezet), ezaltal csokkentve az
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aktiv elektrod-feliiletet, igy orvosbiologiai alkalmazisokban azt varjuk, hogy az

elektrod—elektrolit atmenet impedanciaja ™' -nel lesz aranyos.

2.4.4. A szétterjedési ellendllas. Az elektrod—elektrolit atmenet elektromos modellje

Az elektréd—elektrolit atmenet modelljének utols6 eleme a szétterjedési
ellenallas. Ahogy a neve is mutatja, ez a kis mérdelektrod feliiletérdl a gytjtdelektrod
felé¢ elinduldé aram szdmara az elektrolit altal 1étrehozott ellenéllast jelenti, mely az
elektrolit fajlagos vezetdképességétdl és az elektrod feliiletétdl fiigg. Szamos modellt
kidolgoztak kiilonbozé geometridju sik elektrodokra. Kor alaku sikelektrodra a
szétterjedési ellenallas:

p_pir

R, =+ (14)

sz 4}/_4\/2

ahol p az elektrolit fajlagos ellenallasa (Q2 - mm), r az elektrdd sugara (mm), 4 a teriilete

(mm?). Téglalap alaku sikelektrodra:

yo, ln(4 lj
R, = Tw (15)

ahol / a hossza, mig w a szélessége az elektrédnak. (14)-bdl és (15)-bdl jol latszik, hogy
a szétterjedési ellenallas sokkal inkdbb az elektrod-teriilet négyzetgyokével aranyos

forditottan, semmint elsé hatvanyaval, ahogy azt az aramkori elemeknél megszokhattuk
pL
R=—).
( y )

Az elektrod-elektrolit atmenet teljes elektromos modellje, belevéve az elektrolit

hatasat, a 10. abran lathato.
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10. dbra. A tagabb értelemben vett elektrod—elektrolit atmenet elektromos modellje. Cy
és Ry a feliileti kapacitas és ellendllas, Ry és Cy a Warburg-impedancia osszetevoi és

Ry, a szétterjedési ellenallas

2.5. Electrical Cell-substrate Impedance Sensing, ECIS

2.5.1. ECIS mint sejtrétegpermeabilitas-mérési technika és késziilék

A 2.3. fejezetben bemutatott kutatdsok alapjan, de fdleg Giaever és Keese
eredményeire tamaszkodva egy amerikai cég, az Applied BioPhysics Inc. kifejlesztett
egy, a sejtpopulacid letapaddsanak, mozgasanak és a sejt-monolayer permeabilitas-

valtozasanak vizsgalatara alkalmas elektrodelrendezést és impedanciamérd késziiléket.

Az elektrodelrendezés a 11. abran lathato.

11. abra. Az ECIS késziilék elektrodaja [8]

Polikarbonat lapkara arany vékonyréteg van gézologtetve, amin szigeteld film van. A
szigetel§ film csak a cellak belsejében szakad meg a nagyobb méretii (~10 mm?) gyiijto-

elektrodon és a kisméretii (~0.05 mm?) mérSelektrodon. A lapkan 8 cellat kiilonitettek
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el (alapteriiletik egyenként 90 mm? térfogatuk 500 ul), a gytijté-elektrod a lapka
kozepén fut, ez kdzos mind a 8 cellaban, és minden cellanak sajat mérdelektrodja van.
A 8 cellas elrendezés lehetové tesz egy idoben egy késziilekkel 8 kisérletet [8].

Az alkalmazott aram minden celldban a méré- és a gytijtéelektrod kozott folyik.
Sejtek nélkiil az dram szabadon folyhat az elektroddk kozott, letapadt sejtréteggel a
feliileten az aram kénytelen a sejtréteg alatt és a sejtek kozott folyni a sejtmembran
szigeteld tulajdonsaga miatt. Ez a tekervényes aramut nagy valtozast okoz a mért
impedancidban. Bar ez mind a kis méré-, mind a nagy gytjtéelektrodon érvényes, a
geometriai viszonyok miatt a mérdelektrod—sejtréteg-komplex impedancidja tobb
szdzszor nagyobb, mint a gyljtdelektréd—sejtréteg-komplexé, igy a gytjtdelektrod
hozzajarulasa a mért impedancidhoz elhanyagolhat6.

smgeteld -film

[tret
smr&:ag‘lr i { r

12. abra. Sejtréteg a méroelektrodon. Az aram a sejtmembran szigetelo tulajdonsaga
miatt kénytelen a sejtek bazalis feliilete és a méréelektrod feliilete kozotti térben a sejtek

alatt és a sejtek kozotti kis résekben, ill. kapacitiv uton a sejteken keresztiil folyni [8]

A médium ellendlldsa (a szétterjedési ellenallds) sorosan kapcsolodik az
elektrod—sejtréteg—elektrolit atmenet impedancidjahoz (lasd 2.4.4. fejezet, 10. abra) és

az elobbi dominal, hacsak nem valasztjuk az egyik elektrod feliiletét kicsire. Amig a
médium ellenallasa kor alaku elektrod esetén i -rel ardnyos (r az elektrédsugar), addig
az elektréd—elektrolit hatarfelillet impedancidja az elektrod aktiv feliiletének
inverzével,#-vel. Ha r-et csokkentjiik, akkor az utobbi fog jobban néni, ezaltal

dominalni. 4kHz-en egy 0,2 mm? feliiletii elektrod elektrod—elektrolit impedanciajanak

valds része sokszor nagyobb lesz, mint a médium ellendlldsa. Ez az oka a mérdelektrod
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kis méretének; ha két nagy elektrodot hasznalnank, akkor a médium ellenallasa
lemaszkolna a mérést és igy a sejtek jelenléte alig lenne detektalhat6 [9].

A mérés valtakozd aram segitségével torténik: egy szinuszgenerator allithato
frekvencidji, 1V amplitidoju szinuszjele 1 MQ ellenéllason keresztiil kapcsolodik a
mérd- ¢és a referenciaelektrod kozé (13. abra). A két elektrod kozott az impedancia
abszolut értéke sejtek jelenléte nélkiil (elektrod—elektrolit atmenet sorbakdtve a
médiummal) par kQ, mig teljesen konfluens sejtréteg esetén sem haladja meg a 20 kQ
értéket. Ez a valtozas legalabb két nagysagrenddel kisebb, mint a generatorral
sorbakotott 1 MQ-os ellenéllas, azaz mondhatjuk, hogy a korben kvazi konstans, pA
nagysagrendi aram folyik. A két elektréd kozotti szinuszjel fesziiltség-amplitidojat €s
fazisszogét mérve szarmaztathatd a két elektrod kozti komplex impedancia értéke. A
sejteken atfolyd pA nagysagrendli dram nem hoz létre detektdlhaté hatdsokat a

sejtekben, a mérés noninvazivnak tekinthetd.

— médinm (el eldrolit)
-3 gt
— NSO -
: i -
kis nagy
mérd-el ektrid gytijtd-

—’\I/Pii, ﬁ’a\ el eldréid

(adat gy tés)

-

13. dbra. ECIS mérési elrendezés [9]

Ezzel a technikdval a sejtslirliség valtozasat az erdsen konfluens rétegtdl a
nagyon ritka rétegig mérni lehet. Az elektrodméret korlatozza a megfigyelhetd sejtek
maximalis szamat (par szaz darabra), de elviekben egyetlen sejt mozgasa is mérhetd
impedanciavaltozast eredményez.

Az Applied BioPhysics késziiléke ECIS fantdzianéven van forgalomban, két

valtozatban. A limitalt valtozat 3 fix frekvencian (15, 30 vagy 45 kHz-en) tud mérni és
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nem képes a komplex impedancia mérésére (csak az impedancia abszolut értéke
mérhetd). A teljes valtozatnal a mérési frekvencia 100 Hz-t61 100 kHz-ig folyamatosan
allithato és képes az elektroda-fedettséget is kijelezni. Az impedancia-értékek eltarolési
gyakorisdga mindegyik késziiléken néhany minta/masodperc értéktdl végtelenig
allithatd, a mérés az ora toredékétdl napokig lehetséges. A késziilekek USB-n keresztiil
kommunikéalnak egy PC-vel, amin Windows alatt felhasznaléi szoftver fut, ezen

keresztiil torténik a késziilék vezérlése is [8].

2.5.2. ECIS technikaval végzett kisérletek eredményei

Giaever ¢és Keese kidolgozott egy modellt, mely az elektrédara randtt sejtréteg
elektromos tulajdonsdgait hivatott modellezni. A sejtsort korongsorként modellezték,

mely 4 tavolsagra van az elektrod feliiletétol (14. abra).

Co N Az elektrodbol kilépd aram egyrészt
b
R TR kapacitiv uton (C,,) egyenesen athalad a sejten
P E i f?“mh_ . .
o s mint két, sorba kapcsolt kapacitison (a
h

sejtmembran szigeteld tulajdonsdgu, viszont a
& sejt citoplazmaja vezetd), masrészt a sejtek
14. Gbra. Sejtréteg elektromos modell- alatt, a sejt bazalis membranja ¢és az elektrod

je. Cy a két sorbakapesolt sejtmemb- kozotti  térben az  elektrod  feliiletével

ran kapacitdsa, Ry a tight junctionik parhuzamosan kénytelen folyni, amig el nem

éri a két sejt kozotti rést (tight junction), ami
ellendllasa, mig o — \/E, ahol pa
‘Nh

rezisztiv elemként funkcional (R;). A modell

médium fajlagos ellendllasa differencidlegyenletekbdl all, Bessel-
fiiggvényekkel megoldott, részletesebb ismertetésétdl eltekintek. Sokkal érdekesebb az
a kisérlet, amellyel megadtdk eme modell paramétereit, igazoltak helyességét, és amely
egyben irdnymutatdst is ad arra vonatkozoan, hogy milyen frekvencidval érdemes
vizsgalni a sejt monolayert [9].

A 13. é4bran lathatd elrendezést haszndlva  végigszkennelték a
frekvenciatartomanyt 22 Hz és 100 kHz kozott. 3 cellan végeztek méréseket: az
egyikben nem voltak sejtek, csupan médium, a masik kettdben az el6zével megegyezd
médiumban WI-38 ill. WI-38 VA13 tipust fibroblast sejtekbdl konfluens monolayert
novesztettek az elektrodra. A két elektrod kozott mérhetd impedanciat soros RC taggal
modellezve, a mért impedancia rezisztiv és kapacitiv Osszetevojét regisztraltak.

Eredményeik a 15. abran lathatok. Az abran a pontok és keresztek a modell alapjan
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szamitott, mig a gorbék a mért értékek; a tengelyek logaritmikus skalazasuak, a
tengelyek mentén feltiintetett értékek 10 hatvanykitevéi; a C és a D abrarész a
sejtrétegen mért ellendllas és kapacitas-értékeket a sejt nélkiili cellaban mért értékekhez
képest normalva abrazolja [9].

A Kkisérleti eredményekbdl kitlinik, hogy a soros ellenallast tekintve a sejtréteg
ateresztOképességének jellemzésére a legalkalmasabb a 4 kHz koriili frekvencidn
végrehajtott mérés, mig a soros kapacitas értékét mérve a 0..100 kHz-es tartoméanyban a

minél magasabb frekvencidk az elényosek.

4.5 T T T T T T 8
A seitele nélkl
_— . .—"LT__"\ -TBF E
Cq{ konfluens sgtréteg o
‘am 40F | ﬁ
: :
: S a2
= as}f E"’ konfluens sejtréteg
i =
= sejtel neélkil { &
: 7 |
= -B.6
H g0t ™
szétaj edési ellendlas (médium)
i | 3 _ i L [
25} > - : r o 2 3 4 5
Frekwencia (logantmikus, He) Frelovencia (logantribous, He)
7 T T T c 1.2 ! J v D
a
£ st 2 osf 1
= WI-38 VAL o
£ &
= = W38 VALS
:"ﬁ? al E 04F
g 5
ZD =
4 - 008 : . 5

2 3 4 2 3 4
Frelewenoa (logaritrmilous, He) Frekvenca (logaritrmibous, He)
15. abra. A szamitott (o és +), valamint a kisérlet soran mért soros impedancia-
osszetevok a frekvencia filiggvényében (az abrak tengelyei logaritmikus skalazasuak, a

feltiintetett értékek 10 hatvanykitevoi) [9]
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A 16. abran 2 perces, a kezdeti értékre normalizalt ellenallas-id6 fiiggvény
lathatd, az abra A részén kezeletlen, mig B részén formalinnal kezelt WI-38 VA13

tipusu sejtek konfluens monolayer-én

[
[}
[}
=

Lonz ) végzett 4 kHz-es mérésr6l. Mivel a

sejtréteg konfluens, az ellendllasingadozas

Mormalizdlt ellenallas

1.000
nem lehetett a sejtszam-valtozas, sokkal
1000 B o inkabb a  és Ry valtozasanak
T 20 120 kovetkezménye, melyek valtozasa

145 (g) koriilbeliil egyenld jelentdségli lehet. A

16. dbra. Kezeletlen (A) és formalinnal kisérlet a modszer jo érzékenysegét
kezelt (B) sejt-monolayer ellenallasa [9]  bizonyitotta: viszonylag nagy
impedanciavaltozasok tapasztalhatok (melyek nem lehetnek elektronikus zaj
kovetkezménye: 1asd B abrarész), mikozben mikroszkoppal nem latszik valtozas [9].

Egy késobbi kutatds soran [10] epithelsejtek letapaddsat és a sejtréteg
konfluenssé valasat vizsgaltak az ido- és frekvenciatartomanyban szimultan. A kisérlet

eredményét jol demonstralja a 17. abra.

en .
I=
i
.:rl'

Ellendllis (log., &
I
Kapacitas (log., nF)

Freky. (log., Hz)

17. abra. A soros ellenadllas és kapacitas valtozdsa a frekvencia illetve ido fiiggvényeben

epithelsejtek mesterséges feliiletre (ECIS elektrodra) valo letapaddsa soran [10]

Mint az 0Osszes, altalam megtalalt irodalomban, itt is soros RC-taggal
modellezték a mérdelektrod és a gytijtdelektrod kozotti tartalmat. A 0 idopont a sejtek
médiumba vald bedntésének az ideje. A kisfrekvencids ellenallas ( f/ < 75 Hz) abszolut
érzéketlen a sejtek letapadasara, mivel az elektrod-elektrolit hatarfeliilet nagy ellenallasa
dominal ennél a frekvencianal (A &brarész). Kozepes frekvencia-tartomanyban (200

Hz< f < 5kHz) az ellenallas az 1d6 fliggvényében kétfazisunak tiinik. A sejtek bedntése

utan rogton emelkedés tapasztalhatd az ellendllasban, majd ez atmegy egy lassu
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emelkedésbe, aztan hirtelen felemelkedik a végértékére. A sejtek letapadasa csak az
ellenallas kezdeti emelkedésért felelds, mig a késobbi (10 ora utani) emelkedés a sejtek
kozotti un. tight junctiondk létrejottét tiikrozi, amelyek a sejtréteg permeabilitasat
csokkentik ¢és korladtozzdk az é4ramot a szomszédos sejtek kozott (R,). A

nagyfrekvencias ellenallas ( /' > 10 kHz) egy azonnali, de elég kis emelkedést, majd két

ora elteltével csokkenést mutat.

A kisfrekvencias kapacitds ( f <200 Hz) kb. invarians az idében (B 4brarész),

majd ahogy no a frekvencia, ugy lesz a mérés egyre érzékenyebb a sejtek letapadasara
(lathat6, hogy az epithelsejtek a bedntés utan 2-3 oran beliil letapadnak). Az
ellendllassal ellentétben azonban a nagyfrekvencias kapacitasra alig van hatdssal az
intercellularis junctiondk késobbi kialakuldsa a szomszédos epithelsejtek kozott [10].

Egy harmadik kisérlet sordn egy

A 1 gyulladast kozvetit6 medidtor, az o-
1.d 'ﬂ/__'_’ﬁ\_ thrombin hatdsat vizsgaltak konfluens,
05 - + | tehenbsl szarmazd pulmonalis

i 1 endothelsejtrétegre. Ugyancsak a 13. abran
0.8 : . s : . lathaté elrendezést hasznaltak, 4 kHz-es

; : . v ; gerjesztéssel. Az o-thrombin az

endotelsejtek ~ Osszehuizddasat ¢és  az

—
o

interendothelialis tight junctiondk

szélesedését, intercellularis gap-ek

L 1 kialakulasat okozza. Amint a 18. abran

Mormalizalt ellenallas
_
(]

o
(]
L

latszik, ez jol megmutatkozik a mért

v ellenallasban is: az abra A részén 25 nM, B
részén 50 nM, mig C részén 100 nM
koncentracioban adtdk a médiumhoz az a-
thrombint a + jellel jeldlt id6pontban. A cikk

szerz6i szerint a kisérlet soran a nagyobb

4 0 A0 - valtozas az impedancia valds részében
Idld (perc) kovetkezett be, ezért a képzetes részét nem

18. abra. a-thrombin hatasa is vizsgaltak [11],

endothelsejtrétegre [11]
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3. A mérés elméleti alapjai

A diplomaterv célkitlizése olyan mérdrendszer elkészitése, amely kivaltja az
amerikai ECIS késziiléket, annak elektrodajat felhasznalva. A feladat nem mads, mint az
elektroddra randtt, kiilonbozé kezeléseknek kitett endothelsejtréteg  komplex
impedancidjanak folyamatos mérése egyszerre tobb, a felhasznalo altal megadhatd
frekvencidn, a mért impedanciaértékek megadott id6kozonkénti eltarolasa, végiil a
kiilonb6z6 frekvencidkon az impedancia-idé fliiggvények dokumentalhato felrajzolasa
az eltarolt értékekbdl, ahogyan az a cikkekben is latszik, mely grafikonokat aztan
orvosok, biologusok a mérés végeztével vizualisan értékelnek.

A feladat nehézsége abban 4all, hogy a bioldgiai mintdn alkalmazott nagyon kis
aram hatésara 1étrejové mV-os nagysagrendi fesziiltségesés a kornyezetbdl szarmazo
zajokkal (halozati 50 Hz, monitor nagyfesziiltsége stb.) kozel azonos nagysagrendbe
esik, azaz olyan mérési modszer kivitelezése valik sziikségessé, mely hatékonyan szét
tudja valasztani a zajokat a hasznos jeltdl. Erre a frekvenciatartomanyban van lehetdség,
ugyanis, ha ismert frekvencidkon gerjesztiink egy linearis, iddinvarians rendszert, a
gerjesztésre adott valasz kizardlag a gerjeszto-frekvencidkon keletkezik, a tobbi

spektrumdsszetevd biztosan zaj.

PO G ap |25

19. abra.

Kézenfekvd, hogy ismert frekvencidju szinuszjellel, vagy kiilonb6zd, ismert
frekvencidju szinuszjelek Osszegével (Un. multiszinusz jellel) gerjessziink, ez kdnnyen
eldallithatd, rdadasul a gerjesztdjel spektrumat (a 19. dbran P(f)) igy elére ismerjiik,
azaz a feladat abban all, hogy a valaszjel spektrumat (Q(f)) eldallitsuk, majd a valasz és
a gerjesztés spektrumkomponenseinek hdnyadosabol elddll a keresett atviteli fiiggvény

(A(f)), azaz pontosabban:

N—"

ﬁ(ﬁ)=% (16)
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ahol ,:1( ;) becsldje A(f,)-nak minden egyes f, gerjesztd frekvencian. Természetesen

a gerjeszté frekvencidkon is adodhatnak zajok a rendszerhez, ezek kisziiréséhez
atlagolni kell.

A vialaszjel frekvencia-komponenseinek meghatdrozasara a rezonator bazisu
generator-megfigyeld par alkalmazasa tlint a legjobb megoldasnak (az indoklast a 3.1.1.

fejezet vége tartalmazza).

3.1. A merés elve

3.1.1. A rezondtor bazisu generdator-megfigyelo par [12]

Ha a gerjesztést kiilonbozo frekvencidkon miikodd rezondtorok kimenetének
Osszegeként allitjuk eld, multiszinusz jelet kapunk. A moédszer otlete, hogy a mért
rendszer altal adott valaszjelet egy, a gerjesztd rezonatorokkal azonos frekvencian
miikddé rezondtor-szettel megprobaljuk eldallitani, ami egy hiba-visszacsatoldsos,
rekurziv uton megtehetd. A mddszer modellje a 20. abran lathat6. Az integratorok folott
azok aktualis tartalma taldlhato, ezek lesznek a komplex allapotvéltozoink (y, €s x,); a
feliilvonas komplex konjugéltat, az n index az id6lépést, mig N a rezondtorok szamat

jeloli. Tovabba:

v, = e.i27f.f}” (17)
ahol
m. .
fi:W’, 0<m, <N, i=1.N (18)

a diszkrét frekvencidk. Mivel a generdtor és a megfigyeld integratorait komplex
exponencialisokkal (17) szorozzuk, ezek csatorndi az egységkoron levd egyetlen
polussal rendelkezd invarians rendszert valdsitanak meg. Az egységkoron elhelyezkedd

polus azt eredményezi a visszacsatoldsban, hogy a magara hagyott rendszer komplex

i

: 2 : .
értékli allapotvaltozdja egy w, =% diszkrét korfrekvencidval forgd fazor lesz,

hiszen ennyivel forgatja el litemenként az 7, -vel valo szorzds. Ha tehat ilyen

korfrekenciaji szinuszos jelet adunk a bemenetére, akkor azt csillapitds nélkiil,
fazisszinkron Osszegzi, igy azon a korfrekvencian végtelen az atvitele, azaz rezonancia

1ép fel. Ezért hivjuk 6ket rezondtoroknak.
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20. abra. A rezonator bazisu generator—megfigyelo par modellje

Amennyiben S =1 ¢és a rezonator-pdlusok az egységkor mentén egyenletesen

rrrrrr

megfigyeld egyes rezonator-csatornainak amplitido-spektruma:

_| sinﬁN(f—fi)| .
|Hl.(f)|—‘Nsmﬁ(f_fi), i=1..N (19)

(19) minden frekvencian nulla, kivéve amikor f = f;, ekkor pedig az adott rezonator-
csatorna atvitele: |H ; ( f )| =1. Ez a mozgo atlagolashoz hasonld, azonban mig ott csak a
z=1+0j-ben 1év6 zérus esik ki, itt a mozgd atlagolas polusat elforgatjuk, s a tobbi
N -1 egységgyok pozicioban is kiesik az adott zérus, igy a mozgd atlagolasnal
abra).

A megfigyeld szlirébankként viselkedik, rekurziv DFT-t hajtva végre.
Allandosult allapotban a DFT-sziirék kimenetiikon a bemend jel Fourier-soranak
megfeleld komplex harmonikus Osszetevdjét allitjak eld fazishelyesen. A megvalositast
tekintve a szlirdbank komplex egyiitthatoji sziir6i konjugélt paronként 6sszevonhatok
valos egyiitthat6ju masodfoku rezonatortagokka (1asd 3.1.2. fejezet).

Amennyiben 0< f <1, Ggy a megfigyeld exponencidlis atlagolast végez, a

rendszer impulzusvalasza végtelenné valik. Ekkor a rendszer id6-konstansa:

a=1-(1-py". (20)
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21. abra. A mozgo atlagolas (A dabrarész) és egy DTF-sziiré (B dbrarész) amplitudo-

karakterisztikaja és polus-zérus képe (0: zérus, x: polus)
A mérési 1d6 ekkor a megkovetelt mérési pontossagtol fiigg:

N loge @1
log(1- )

ahol ¢ jeldli a marado relativ hibat, K pedig a sziikséges lépésszamot. Praktikusan a

feladat elvégzéséhez megkivant beallasi id6ébol és mérési pontossagbol (21) segitségével

kell meghatarozni o-t, majd a-bol S a kdvetkezoképpen szamolhato:

p=1-(1-a) (22)

Amennyiben a rezonator-polusok az egységkdr mentén nem egyenletesen

helyezkednek el, a rendszer impulzusvalasza f megvalasztasatol fiiggetleniil végtelen.

Ekkor a rendszer ugyan masképp viselkedik, (19) nem érvényes, ami azonban
szamunkra fontos, hogy (20), (21) és (22) tovabbra is érvényben marad.

A megfigyelt rendszer vizsgalt frekvencidkon vald atvitelének meghatarozasa

egyszerti:

Alf,)=""%, i=1.N (23)

Jol lathato tehat, hogy a felvazolt rezonatoros generator-megfigyelé par alkalmas
frekvenciatartomanybeli on-line identifikacidora. A rendszer £ értékétdl fliggden

exponencialis atlagolast is végez, s mivel a generator €s a megfigyeld egymdsnak
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megfeleld rezondtorai a rendszer jellegébdl adodoan tokéletesen azonos frekvencian
miikddnek, nem Iép fel a picket-fence és a leakage jelenség.

Ezen moédszer alternativaja a feladat megoldésa szempontjabol a DFT (ill. FFT)
lehetne. A rezonatoros megoldassal szemben azonban a DFT-nek tobb hatranya is van:

o alkalmazhatosaganak feltétele, hogy az @; diszkrét korfrekvencidknak az
egységkor mentén egyenletesen kell elhelyezkednilik, az FFT-nél N 2-hatvany kell
legyen. Ez sok felesleges szamitas elvégzését jelentheti, ugyanis a feladat valojaban
nem a teljes frekvenciaspektrum vizsgalata, hanem csupan néhany, tetszdlegesen
megvalasztott frekvencia-komponens eléallitasa.

e a feladat megoldasahoz elengedhetetlen atlagolast minden egyes DFT
spektrumszamitas utan kiilon kell elvégezni minden sziikséges frekvencia-
komponensre, ami nem csekély extra szamitasigényt jelent.

e a picket fence ill. leakage elkeriiléséhez sziikséges un. koherens mintavétel

megvaldsitasara kiilon kell figyelmet forditani.

3.1.2. A rezondtoros megfigyeld megvaldsitasa

Az elozd fejezetben emlitettem, hogy a megfigyeld rezonatorai kettesével
Osszevonhatoak valos egyiitthatoju masodfokil rezonatortagokka. Ennek oka abban
keresendd, hogy, még ha a rezonator-polusok az egységkor mentén nem is egyenletesen
helyezkednek el, azonban mindenképp célszerli gy megvalasztani oket, hogy a
T <w<2r diszkrét korfrekvencia tartomadnyon — ami a Nyquist-tétel miatt ugysem
hasznalhatdo — csak a ,hasznos”, 0 < w <« diszkrét korfrekvencidju AC rezonatorok

komplex konjugaltjat valositjuk meg, azaz r,, =7, ,_,, i= 1...(N - 1) , tovabba egy DC
rezonatort: 7, , = 1. Ezzel biztositjuk, hogy a generator ¢s a megfigyel6 kimenete (¢, €s

wy) valos jel legyen, azéltal, hogy ekkor a megfigyeld allapotvaltozdi is paronként

egymas konjugaltjai: x,, =x, ,_,, i= 1..(N-1). Azaz ha

n

X, =y+jo, r,=A+ju, y,0,AucR (24)

akkor
xn,N—i = 7 - .]59 rn,N—i = ﬁ - .]/J (25)

Ekkor a i. rezonator-csatorna kimenete:
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X, T, =yA—u+ jlu+4), (26)

mig az (N —i)-ediké:

XywoiFones = VA= 0= j(y+0R). (27)
Az i-edik és az (N —i)-edik rezonator-csatorna kimenetének Osszege ((26) és (27)

Osszege) valds szam:

Xpi Vi ¥ Xy noi " Tuni = 2(72' _5/") (28)

Ez pedig azt jelenti, hogy a megfigyeld kimenetének (w,) eldallitasakor a
rezonatorok kimeneteit ilyen modon parosaval Osszeadva (28) szerint minden két
komplex szorzés két valds szorzassa egyszerlisodik, s ha azt vessziik, hogy egy komplex
szorzast 4 valds szorzdssal tudunk végrehajtani, lathato, hogy ily modon a sziikséges
valds szorzasok szama az eredeti negyedére csokkent, ami jelentds szamitasi igény
csokkenést jelent.

fgy, csak a szorzasokat tekintve, minden egyes 1épésben 2N darab valds szorzas
végrehajtasara van sziikség ahhoz, hogy a megfigyelonket megvaldsitsuk: (28) szerint
N darab kell a megfigyeld kimenetének eldallitasahoz, és ugyancsak N darab kell az
allapotvaltozok frissitéséhez, ugyanis

X . =X

n,i n—1,i

p_
+u —r . 29
nN n,i ( )

ahol u, a vizsgalt rendszer (A(z)) kimenetének (d,) ¢s a megfigyeld kimenetének (w;,)

I

kulonbsege, s mivel x,;, =X, ,_,, i= 1.(N~-1)és (un ﬁj valos, ezért:

n,i

re(xn,l.)z re(xn,,\,_i ) = re(xn_u )+ u, %re(r .), i=1.N-1 (30)

n,i

im(xw.)z —im(xn,N_l. ) = im(xn_u )— u, %im(r ,), i=1.N-1. (31)

3.2. Azimpedanciamérés modja

A komplex impedancia méréséhez a 13. dbra szerinti elrendezést hasznaltam, ez
lathatd a 22. abran. U,(z) jeloli a multiszinusz-generator fesziiltségét, U(z) a mérendd

fesziiltséget, Z a biologiai minta impedancidjat a mérd- és gyiijtdelektrod kozott, R, egy
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fix ohmos ellenallast, R;; a generator soros ellenallasat, Ry, és Cp. pedig a mérdeszkoz

bemeneti ellenallasat és kapacitasat.

Ryi R, =1MQ

] L] ) S
Cbe
Us() @ m RbeD e

@ o

22. abra. Az impedanciamérés elvi modellje: a sziirke RC tag a biologiai mintat
reprezentalja

A soros R, ellenallas hasznalata 3 okbol kifolyolag célszerti:

e mivel Z abszolut értéke az altalam tanulmanyozott irodalmak alapjan 2..20
kQ értékli az endothel monolayert vizsgalé kisérletekben, R, kozbeiktatasaval a
biologiai mintan atfoly6 aram kozel konstans lesz

e a biologiai mintdn, azaz a sejtrétegen atfolydo aramot korlatozni kell:

kihasznalva az altalam alkalmazand6é DSP-kartya (lasd 4.1. fejezet) D/A atalakitoinak

amplitudo-tartomanyat,

U, (z)‘ =1V gerjesztést alkalmazva, R, kozbeiktatasa nélkiil a

sejteken kozel mA nagysdgrendii aram folyna. Ekkora aramndl mar nem lehet
garantélni, hogy a sejtekre a rajtuk atfolyé dram ne legyen hatassal, nem zarhat6 ki az
aram invaziv hatasa.

e 7 mérés¢hez sziikkség van a rajta atfolyd aram ismeretére, R, pedig egy
egyszerll aram-fesziiltség atalakitd szerepét is betdlti: a biologiai mintan atfolyd aram
megegyezik a vele sorbakapcsolt fix értékili ellendllason folyd drammal, amely a fix

érteki ellendllason esd fesziiltség és az ellenallas hanyadosa:

U,(z)-U(2)
R

g

1(z) = (32)

Ue(z) és R, értéke elbre ismert, U(z)-t mérve a Kkeresett impedancia értéke

meghatarozhato:

S, U@ _ U(z)-R,
I(z) U,(2)-U(2)

(33)

A 20. abran lathato modellben gondolkodva ¢, =U ,(z) ¢s d, =U(z), azaz:
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v =U,(f), x,=U(f,), i=1..N, (34)

(33)-bdl és (34)-bol pedig:

X;

Z(f)=R, - i=1..N. (35)

Ahhoz, hogy az irodalommal (lasd 2.5.2. fejezet) 0sszevethetd eredményeket lehessen

eldallitani, a mért impedanciat én is soros RC tagnak tekintem, melynek komponensei

(35) alapjan:
R(fl.):re(Z(fl.))zre[Rg- al j i=1..N, (36)
Yi—X;
-1 -1
C(f’)im(Z(f,.))-wi( . ] , i=1..N. (37
im Rg~ o
Yi—X;

3.3. Megvalositando mérési funkciok

Az irodalom tanulmanyozasa alapjan (lasd 2.5.2. fejezet) és a felhasznalt
jelfeldolgozo processzor €s kartya képességeit figyelembe véve (lasd 4.1. fejezet) a
létrehozand6 mérdeszkoz funkciodit a kovetkezOképpen specifikdlom:

o cgyszerre maximum 2 elektrodon vald mérés lehetdsége (kétcsatornas
esetben a két csatorna kovetkezOkben felsorolt mérési paraméterei megegyeznek, a
csatornaszam jele: ch)

e cgyszerre maximum 14 kiilonb6z6 frekvencian vald mérés lehetdsége; a
lehetséges mérési frekvencidk 0.1 kHz-t6l 18 kHz-ig 0.1 kHz-es felbontdssal szabadon
allithatok (a frekvencidk darabszdmanak jele: L, a frekvencidk vektora: f;)

e a mért értékek mintatarolasi peridodusideje (jele: 7) 1 masodperctdl 15 perc
1doétartamig masodpercenkénti felbontassal szabadon allithatéd

e a lehetséges mérési idotartam (jele: ¢,) perces felbontassal beallithato, a
maximalis mérési idordl (mely ch, L és T fiiggvénye, mivel a DSP memoridja — ahova a
meért értékeket taroljuk — nem korlatlan) a mérés elején a felhasznaloi feliilet tajékoztat

o a felhasznalo6i feliilet a mérés inditasakor tdjékoztat a mérés befejezdédésének

pontos idépontjarol

34



e a mérés kommentekkel lathaté el és a mérés minden adata a mérés
végeztével egy kiilon file-ba menthetd el
e a felhaszndloi felilleten a mérés befejeztével megjelenithetok a mért soros

ellenallas és kapacitas-értékek az id6 fliggvényében a mérés soran bevitt kommentekkel

egylitt.
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4. Megvalositas

A BME Meéréstechnika és Informacios Rendszerek Tanszék DSP laborjaban, az
itt fellelhetd eszkozokkel dolgoztam. A rezonatoros generator-megfigyeld part az
Analog Devices cég ADSP —2181-es jelfeldolgozd processzorat tartalmazo ADSP-21xx
EZ-KIT Lite fejlesztérendszerével valositottam meg. A felhaszndloi feliiletet MATLAB
alatt készitettem, egy MATLAB program végzi a DSP kartyaval vald6 kommunikéciot,
az impedancia kiszamitasat ((36) és (37) alapjan), az impedancia-idé fliggvények
kirajzolasit. A MATLAB egy, erre a célra készitett toolboxa (Dspevm toolbox)
segitségével kommunikdl a DSP-kértydval, melyet egy tobb éve a tanszéken
diplomazott hallgato készitett.

Az elektrodaval soros ellenallds (R,) értékét 1 MQ-nak vélasztva, és feltételezve

v

a biologiai minta Z =2...20kQ-os ellenallasat ~ ~ ..L,
U,(2)| R, +|z| 500750

ez pedig

azt jelenti, hogy a méréstartomany kihasznalasdhoz, U(z) pontos mérésé¢hez azt
mintavételezés elott erdsiteniink kell. Erre a célra rendelkezésemre allt egy Briiel&Kjaer
gyartmanyd, NEXUS 2693 tipusi négycsatornds erdsitdé, mely 4 csatorndjanak az
erdsitése kiillonbozo értékre allithatd, bemenetei AC csatoltak, bemeneti impedanciajuk
IMQ|[100pF, a kimeneti impedancidk értéke 50Q||500pF, a csatorndk atvitele a
0.1Hz..100kHz tartomanyban biztositott [17]. Ismerve R, értékét (1MCQ) és Z lehetséges
értéktartomanyat (2..20kQ) sorosan 2..5nF-dal) az erdsitd ki- és bemeneti impedanciai
hatasara (lasd 22. abra) a mérési eredmények elhanyagolhatdé mértékben valtoznak a

valds értékekhez képest. A konkrét mérési elrendezés a 23. dbran lathato.

Re= IMQ

sztereop—{1.be *1 1.k

PC kimenet|  [2.be P> 2.ki| | R.=IMOQ

SOrOS DSP-kartya erosito

1 <>
vona sztereo —¢—3.ki *100 3.be
; Z; 7>

bemenet —«—{4.ki 4.be

23. abra. A konkrét mérési elrendezés
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4.1. ADSP-2181

4.1.1. A processzor

Az ADSP-2181 fixpontos, 16 bites jelfeldolgozo processzor, melynek felépitése
a 24. abran lathato [13]. A processzor egy 16 bites adatmemoriat és egy — adattarolasra

is hasznalhaté — 24 bites programmemoriat tartalmaz, melyek egyenként 16 kszo

kapacitasuak.
|
INSTRUCTION
REGISTER
DATA DATA
ADDRESS ADDRESS
GENERATOR | | GENERATOR ge L
ly PHA BUS n U 14‘
'f
CMAEBLS v 14
¥
[ rd
rd
FMD EUS 24!
i
Ll
% BlS
EXCHANGE
DMD BUS "V "
i
iz RS &1
N N
INPUT REGS INPUT REGS INPUT REGS
ALU MALC SHIFTER
OUTPUT REGS OUTPUT REGS OUTPUT REGS
U {} 16 4
rd ]

Y RBUS

24. abra. Az ADSP-2181 magjanak blokkvazlata [13]

Az aritmetikai miiveleteket 3 egymastol fiiggetlen egység: az ALU, a MAC
(Multiplier/Accumulator) és egy shifter végzi. Lathato, hogy ezek egy kiilon buszon (R-
busz) keresztiil kapcsolatban vannak, igy a memoridkhoz vezetd adatbuszok hasznalata
nélkil tudnak adatot cserélni. Ez a 3 buszos rendszer lehet6vé teszi egyetlen fetch-
ciklusban 2 operandus felhozatalat. A processzor miiveletvégzési ciklusanak
periodusideje 25 ns, sebessége 33MIPS.

A processzor a két belsd memoridhoz két cimaritmetikai egységet tartalmaz:

egyikiik csak az adat-, mig masikuk a program- és az adatmemoriat is képes cimezni.
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Az indirekt cimzésre a cimképzo egységek egyenként 4 regisztert tartalmaznak, melyek
cirkularis bufferekként is miikodhetnek.

A processzor ezen tulajdonsagainak koszonhetdéen nagyfoku parhuzamositast tud
végrehajtani, egyetlen ciklus alatt képes:

e generalni a kdvetkezd memoriacimet,

e felhozni a kovetkez6 utasitast,

e mozgatni két adatot,

o frissiteni a két cimaritmetikai egységet,

e cgy szamitasi miveletet végrehajtani.

4.1.2. A fejlesztorendszer

Az ADSP 2l1xx EZ-KIT Lite DSP kartya tartalmazza az ADSP-2181-es
processzort, egy AD1847 tipusu sztered A/D — D/A atalakitot, egy RS-232 interfészt a
PC-vel val6 kommunikécidra, egy-egy sztere6 analog be- és kimenetet, egy RESET ¢és
egy megszakitaskérd nyomogombot [14]. Az A/D — D/A atalakito 16 bites, szigma-delta
modulacios elven miikodik, bemenetei és kimenetei AC csatoltak, fels0 miikodési
hatarfrekvencidja 48 kHz. A kértya nem tartalmaz RAM-ot (csak a DSP induldsdhoz
sziikséges EPROM-ot), igy csak olyan program fejleszthetd rajta, amely megelégszik a
masik gomb a processzor egy megszakitast kérd labara van kotve.

A tetszlOleges szovegszerkesztdvel megirt gépi koédu programot DOS ablakban
lehet forditani, ill. linkelni. A DSP kartya a PC-hez soros vonalon kapcsolodik. A PC-n
egy Windows alatti program (jelen diplomaterv esetében a MATLAB) kommunikal a
kartyaval, segitségével lehet a mar leforditott és linkelt futtathaté programot a kartyara
olvasni vagy irni. A PC-vel val6 kommunikaciot a kartydn egy Un. monitorprogram

szolgélja.

4.2. A DSP program és a felhasznaloi feliilet

A jelfeldolgoz6 programok egy altalanosan alkalmazott strukturdjat mutatja a 25.
abra. A program futdsa az inicializald résszel kezdddik: itt torténik a processzor
beallitasainak rogzitése (pl. IT prioritdsok, szamabrazolasi mod) ¢€s itt kapnak

kezddértéket a valtozok. Az inicializalas alatt a megszakitasok tiltva vannak. Miutdn az
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RESET

v

inicializélas

IT rutin

—_— . —m — — - ————

25. abra. A DSP programok
strukturaja

4.2.1. Az IT rutin

Osszes beallitds megtortént €s a megszakitasok is
engedélyezve lettek, a ,fOprogram” (MAIN)
kovetkezik, amely azonban nem csindl semmit,
csak magara ugrik vissza, amig megszakitds nem
érkezik.

A megszakités tartalmazza a
tulajdonképpeni jelfeldolgozo programot.
Kovetelmény, hogy az IT rutin a kovetkezd
megszakitasig lefusson: a program szigori valos
idejii kovetelményeket kell kielégitsen. A gyors
végrehajtast szolgdljdk a parhuzamos utasitasok:
azok az utasitasok, amelyek kiilon egységet és
kiilon buszt haszndlnak, parhuzamosan is
végrehajthatok. Ez azonban sziikségessé teszi a
gépi nyelvll programozast, mert a létez6 C-
forditok sok esetben nem hasznaljak ki a

processzor adta parhuzamositasi lehetdségeket.

A rezonatoros megfigyel6t megvalosito, altalam irt IT rutin folyamatabréja a 26.

abran lathat6. A rutin a rezonatoros megfigyeld altal végzett exponencialis atlagolas

utdn a rezonator allapotvaltozok kivant mintatarolasi periddusidejénél (7)) gyakrabban

félretett adatokbdl még idealis atlagolast is végez, ezen atlagolas darabszamat a rutinban

az ave valtozo tarolja. (Az exponencialis atlagolason feliil végrehajtott idealis atlagolas

megvalositdsdnak okat lasd a 5.1. fejezetben!) A f, az L, a ch, a T, az ave véltozokat, az

IT rutin végrehajtasi gyakorisagat megado f; valtozot, valamint a rezonatorok mitkodési

frekvencidjat tartalmazé f; vektort a DSP programot inditd, altalam irt MATLAB

program a DSP program inditasa el6tt letolti a DSP megfelel6 memoriarekeszeibe, azaz

az IT rutin valtozoi egy részének inicializalasa mar ekkor végbemegy.
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i=1

N
Cpy = Z Vi “Tun, (kimenet update)

G ¢, kiadasa a kimenet(ek)re, d, bevétele az 1. csatornardl

E v _ch=ch

N <

E A 4

R v _ch=v_ch-1

T z s

O Wn :Z'xl’l,l.rﬂ,l’ vn _(dn_wn) N

R i=1

- X, =1V, +x,,;,i=1..N (rezonator update)

M . ,

G d,bevétele a 2. csatornarol,
F 1 (indexregiszterek  atallitasa a
I . masodik rezonatorcsoport cimére)
G 1y

Y ,

E jordt

L Voui =T, € /e i=1..N (rupdate)

0)

P

A

R

ciklusvaltoz6 dekrementalasa

ciklusvaltozo = 0

ciklusvaltoz6 =

ave

—=; az indexregiszterek atallitisa

az elsé rezonatorcsoport cimeire; vV ch = ch

1<

v _ch=v_ch-1

A A 1
X, =X, +—-Xx

i i n+l,i®
ave

i =1...L (atlagolas)

1

v _av=v_av-1

n (az indexregiszterek atallitisa a
masodik rezonatorcsoport cimére)

26. abra. A DSP program folyamatabrdja. c,
dny Voo Wi, Xy Yo T Bés N jelolések a 20.

v ayv =ave

dbra jeloléseinek felelnek meg; ch, L és T a

X (i = 1...L) kiirasa a
megadott memoriateriiletre,

£ =0i=1.L

megtelt a DSP
memoriaja?
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Az IT rutin altal hasznalt tobbi valtoz6 fix, azok a DSP program inicializalasi részében
kapnak értéket, amint azt a 26. dbra elsé doboza tartalmazza.

Mivel a DSP kéartya sztereo A/D ¢s D/A atalakitét tartalmaz, egyszerre
maximum 2 parhuzamos mérés végrehajtdsira van lehetdség (ch=1..2), azaz az
elektroda két celldjara ugyanazt a gerjesztést adva mérhetd a két cella valasza. Ehhez
két rezonatoros megfigyeldt kell 1étrehozni, azaz a rezonator allapotvaltoz6ibol (x,,;) és

azok atlagolt értékeibdl ( X,) is két szetet kellett inicializalnom.
Tnis Xni € X, komplex szamok, melyeket a DSP-vel természetesen csak a valos

¢s a képzetes rész kiilon valtozdban torténd dbrazolasaval lehet kezelni.
¢, kiadasa a kimenetre, majd az elsd csatornarol d, bevétele utan a megfigyelo

kimenetének (w,) kiszamitasat a 3.1.2. fejezetben leirtak alapjan végzem el, azaz:

N-1
o

w, =23 (re(x, ) - re(r, ) —im(x, ) - im(r, )+ x, (38)
i=1

(o , .., N-1
ahol x, vy a DC rezonator allapotvaltozoja és

= L. Mivel re(rm)-t €s im(rn,i)-t a

programmemoriaban tarolom, w, kiszdmitasakor nagyfoki parhuzamositast tudok

elérni, 1évén, egyetlen ciklus alatt felhozom pl. re(xn )-t az adatmemoriabdl, re(r,”, )-t a

programmemoriabol s még egy szorzast is elvégzek. A megfigyeld kimenetének
kiszdmitdsa utdn a rezondtor 4llapotvaltozo-vektoranak frissitése kovetkezik.
Kétcsatornds esetben ujra elvégzem (38)-at és frissitem a rezondtor allapotvaltozokat,
immar a masodik rezonator szeten.

Ezutan az r, vektor frissitése kovetkezik, majd a kimenet (c,) frissitése. Itt kell
kitérnem a generator rezonatorok allapotara: a generator rezonator allapotvaltozok

abszolutértéke egymassal egyenld és konstans: ‘ Vni|=y, n=-w.0, i=1.N, azaz

minden vizsgalati frekvencian azonos amplitidéju szinuszjelet adok ki. Ezzel
megvaldsitottam a generator és megfigyeld rezonatorokat, melyek allapotvaltozéi a
mintavételi frekvenciaval frissiilnek.

A ,ciklusvaltoz6” kezdeti értéke a mintatarolasi peridodusidé és a mintavételi
frekvencia szorzatdnak annyiad része, amennyi az utolagos idealis atlagolas
darabszama, ennyiszer fut le a rezonatorbazisu generator-megfigyeld par frissitése

anélkiil, hogy az allapotvaltozok értéke figyelembevételre keriilne.
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Ezutan a megfigyeld rezonatorok allapotvéltozoinak idealis atlagolasa
kovetkezik, majd az allapotvaltozok egy megadott, kijeldlt memoriateriiletre vald irasa

abban az esetben, ha ez a kijelolt memoriateriilet még nem telt meg.

4.2.2. A MATLAB program

A DSP program kiszolgalasat és az impedancia-idd fliggvények megjelenitését
egy-egy, altalam irt MATLAB program végzi el. A DSP-vel kommunikdlo MATLAB
program (kiserlet.m) funkcioi a kdvetkezok:

o felhasznaldi feliiletet képezve a felhaszndlod altal megadhatdé paraméterek
(Ggymint csatornaszam, vizsgalati frekvencidk, mintatarolasi periddusidd, a mérés
id6tartama, a kisérlet leirasa) bekérése (lasd 27. 4bra)

e a bekért paraméterekbdl a DSP-nek atkiildendd valtozok létrehozasa (tobbek

kozott  pl.

V,;|=y Kkiszamitisa), majd letoltese a DSP processzor megfeleld

memoriarekeszeibe

e a DSP program elinditasa

Hény csatorndn akar mérnl (1 vagy 2)7 2

A minimdlis vizsgdlatl frekvencla 8.1 kHz, a maximdlis 18 kHz,

maximum 1% frekvenclaédrtéket adhat meg, aminek oszthatdnak kell lennie 8.1 kHz-celt
Adja meq szligletes zirfjelek k#izitt a kfuvdnt fFrekvencli{ka)t kHz-ben: &

Hény misodpercenként tdrolja el az adatoMat{1...988)7 &8

A mérés idftartama percben (1...894): 895

MWérés tdrgya az 1. csatorndn: HUVEC (ctrl)

MWérés tdrgya a 2. csatorndn: HUVEG (VEGF; 188 ng/ml)

Kisérlet leirdsa:

MWérés inditdsa folyamatban...

A mirés Kezdete &5 vége: 13:82 »»> HA:58

A kisérlet idBtartama: 1% hour 58 min 51 sec

Myomja meg duplin a kirtya INTERRUPT gombjit, majd ha villog a LED, nyomjon ENTER-tt
Adatok lettiltése folyamatban...

Megjegyzés: kezelés 288. percben; ctrl-lila kezelt-Fekete

Az adatok elmentvez Dec29 1.mat

27. abra. A kiserlet.m file altal képzett felhasznaloi feliilet

e amérés kezdeti és végidopontjanak kijelzése
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e a mérés végén a mért adatok (az atlagolt megfigyeld rezondtor

crer

e a DSP kartya D/A és A/D atalakitdja, illetve az erdsit6é altal a mérésbe vitt
fazisszog-eltolas korrigalasa x,-ken

e az aktudlis datumbol automatikus file-név generalas, majd a MATLAB
munkakonyvtardba a mérés adatait és paramétereit tartalmaz6é mat Kkiterjesztésu file
mentése.

A DSP mérési eredményeit feldolgozd és az impedancia-idé fiiggvényeket
megjelenitd MATLAB program (Feldolgoz .m) a kovetkezoket végzi el:

e bekéri a feldolgozandd mat file nevét

e kiirja a mérés paramétereit (csatornaszam, vizsgalati frekvencidk,
mintatarolasi periddusidd, a mérés idOpontja és idétartama, a kisérlet leirdsa: lasd 28.
abra)

e kirajzolja a mért ellenallas és kapacitas-id6 fiiggvényeket.

Adja meq a flle newét kiterjesztés nélklil: dec29 1
A mérés paramiterel:

2 csatornds mérds,

1 frekvenclin (& kHz),

az adatok &8 misodpercenként lettek eltdrolva,
a mérés lditartama 1% 6ra 58 perc 51 ndsodperc.
A kisérlet lefrédsa:

1. csatorna: HUVEC (ctrl})

2. csatorna: HUVEG (VEGF; 188 ng/ml)
Megjeqyzés:

kezelSs 200. percben; ctrl-lila kezelt—fekete

A kisérlet kezdete: 2084.12.28 13:9?

28. abra. A feldolgoz.m file altal visszaadott adatok

4.3. Az elektroda-befogado egység

Ahhoz, hogy az amerikai ECIS késziilék elektrodajat hasznalhassam, kellett
készitenem egy olyan eszkozt, amely fix befogast ad az elektrodanak, tovabba az
elektréda vékony arany kontaktusaihoz bonthaté érintkezdsort biztosit. A BME
Elektronikai Technologia Tanszéken dr. Santha Hunor adott otletet és anyagot a

megvaldsitashoz, az elkésziilt elektroda-befogadd egység a 29. dbran lathato.
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A befogaddegység alja 8 mm vastag plexi lemez, melyre ragasztassal 4 kis
milanyag labat rogzitettem. A plexi alaplemezre egy egy oldalarol nyitott téglalap alaku,
mianyag keretet ragasztottam, melynek belsé méretei és vastagsdga megegyeznek az
ECIS elektréda hordoz6 lemezének méreteivel €s vastagsagaval. A keret két hosszabbik
oldalara rogzitettem egy-egy plexi lemez csikot, mely 1-2 mm-t raloég a keret belsejére:
ezaltal egy vezetd sin jott létre, a téglalap alaku keretbe a nyitott oldala feldl betolhato
az elektrod.

Az elektréd arany érintkezési pontjaihoz vald csatlakozédst aranyozott rugds
érintkezok valodsitjak meg: 9 db rugos arany érintkezot egy téglatest alaku teflon toémbbe
rogzitve valositottam meg az érintkezdsort, mely két réz tavtarton keresztiil, oldhato
csavarkotéssel rogzithetd a befogado-egységhez. A csavarkotés szarnyas anyakkal
kézzel is konnyen bonthatd/zarhatd. Az elektroda befogadd-egység alaplemezére egy
RS232 csatlakozdalj van szerelve, melybe egy arnyékolt 10 erli kabel segitségével

bekdtottem a rugds érintkezoket.

29. abra. Az elektroda-befogado egység

44



5. Eredmények

A rezonatoros struktirat megvalosité IT rutint el6bb fix alkatrészeken (soros
RC-tagokon) teszteltem, majd miutdn a rendszer fix alkatelemekkel megfeleléen
mikodott, az ECIS késziilék elektrodajat (lasd 11. abra) és az elektroda-befogadd
egységet (lasd 4.3. fejezet) felhasznalva csapviz, fiziologias sooldat €s sejttenyésztd
médium impedancidjat mértem, végiil kiilonbozd kezeléseknek kitett endothel- és
epithelsejtréteg elektromos viselkedésének vizsgalatdra tettem kisérleteket a SOTE

Korélettani Intézetében, Bodor Csaba aktiv segitségével.

5.1. Mérések fix alkatrészeken

Figyelembe véve, hogy a cikkek alapjan (2.5.2. fejezet) az endothelsejtréteg
impedancidja a soros RC-modellel a 2..20kQ ellendllassal sorban 2..5nF kapacitas
tartomdnyban mozog, 8.2kQ-os ellenallassal 2.2nF-os kondenzétort kapcsoltam sorba, s
az igy keletkezett soros RC tagot mértem. Ekkor a DSP IT rutin még nem hajtott végre
idealis atlagolast a megfigyeld allapotvaltozéin (azaz a 26. abran ave=1).
T =5masodperc, ¢, =5perc, L=14, f, =ikHz i=1..14 bedllitdsok mellett a mérés
eredménye a 30. dbran lathatd. Az é4bran az egy idOpontban eltett, kiilonb6zd

frekvencidn mért adatok a szemléletesség kedvéért vonallal vannak dsszekdtve.

8600 EI!IenéI:Iés-fr!ekvePcia Tﬂggv{ény ! 56 Kilapaci!tés-fll'ekve!ncia TUQQ‘:'éW :
8550 f--y--i---d ] VO 1 N N NN SO N S
8500 --y--

¥ 2.4
84501
8400 - 4 2.3

gasso -4 22t
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30. abra. Fix alkatrészen végzett mérés frekvenciafiiggvényei
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Lathato, hogy alacsony frekvencian a mért soros ellenallas és kapacitas értéke is
elfogadhatatlan mértékben szort, de a nagyobb frekvencidkon sem voltam megelégedve
a szoras értékével. A rezondtorok bedllasi idejét és maradd hibajat szabalyozd [
konstans (lasd 20. &bra) rossz beallitasara gyanakodtam, de nem tudtam elérni olyan S
értéket, melynél a marado hiba kisebb lenne (a rezonatorok bedllasa a g értékek széles
tartomanyaban a masodperc tortrésze alatt megtortént).

Arra gondoltam, hatha javul a helyzet akkor, ha visszamérem a gerjesztést, s a
gerjesztés visszamért értékével szamolok az elméleti érték helyett. gy a mérési

elrendezésem a 31. abran lathato lett.

R,=1MQ
sztereco—»—1.be *1 1ki
PC kimenet 2.be ’ 2.ki
SOTOS DSP-kartya erosito
Vonal<=> . *100
sztereo—4—3.ki -a— 3.be 7
bemenet—<€—4 .ki ?1— 4.be

31. abra. A gerjesztés visszaméréséhez atalakitott mérési elrendezés

A bedllitdsok valtozatlanul hagyisa mellett (7 =S5madasodperc, ¢, =5 perc,
L=14, f. =ikHz, i=1..14) a 32. 4bran lathat6 eredményt kaptam, melyen egyszerre

jelenitettem meg az ugyanazon mérésbol szarmazd, kétféle médon kapott eredményt: a
piros szin a visszamért gerjesztés alapjan szamolt, mig a kék az elméleti gerjesztéssel
szamolt impedancia-dsszetevoket jelenti.

Latszik, hogy az elméleti gerjesztéssel szamolds a visszamért helyett csupan
statikus hibat eredményez, a mérés szorasa ugyanakkor kb. ugyanannyi mindkét
modszer esetében. Az endothelsejtréteg vizsgalatdhoz a mérés abszolit pontossiga
kevésbé fontos, mivel a mért impedancia-OsszetevOk idObeni valtozasa az érdekes,
ellenben a mért értékek relativ szordsanak ezrelék nagysagrendben kellene lennie (lasd
16. abra). A nagy szorast az igen kis, LA nagysagrendii arammal végrehajtott mérés
soran a viszonylag hosszu 0sszekotd kabelek ill. a mért alkatrészek altal 0sszeszedett
zajok okozhatjak.

Ekkor jott az dtlet, hogy mi lenne, ha az eltarolt értékeket utdlag atlagolndm. Ezt
haromféleképpen tehettem meg: DSP-vel atlagolok, MATLAB-bal, vagy mindkettvel.
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Ellenallas-frekvencia fiiggvény Kapacitas-frekvencia fliggvény
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32. abra. Fix alkatrészen végzett mérés eredményei az elméleti gerjesztéssel (kék
gorbeék) ill. a visszamért gerjesztéssel szamolva (piros gorbék)

A DSP sziikos belsé memoriamérete miatt célszertinek tiint a DSP-vel valo
atlagolas, mivel a MATLAB-bal valo atlagolashoz az atlagolds darabszamaval
aranyosan tobb mintat kell eltdrolnia a DSP-nek. Hamar rajottem azonban, hogy 2..4-
szeres atlagolasnal tobbet nem szabad a DSP-vel végrehajtanom, mivel az idealis
atlagolds sordn az Osszegzés eldtt a mért értékeket le kell osztanom az atlagolas
darabszamaval, s ez a fixpontos szdmabrdzolasban nagyszamu atlagolds esetén jelentds
felbontasbeli romlast eredményez, amivel épp ellenkezd eredményt érnék el. Végiil
szamos mérés soran arra jutottam, hogy akkor érek el optimalis eredményt, ha a DSP-
vel és a MATLAB-bal is 4-4 mintat atlagolok, ekkor mar a mért értékek szorasa is
elviselheté ¢s a DSP memoriaja is elegenddének bizonyul akar tobb napos méréshez is.
Az utolagos atlagolassal végrehajtott mérés (7 =S5masodperc, ¢, =5perc, L =14,
f, =ikHz, i=1..14, ave=4) eredménye a 33. 4bran lathatd, amit a 30. abraval
Osszehasonlitva szembe6tld az eredmény.

Csupan egy frekvencian mérve azonban a szoras értéke joval kisebb (lasd 34.
abra, ahol a mérés paraméterei: 7 =2masodperc, ¢, =30perc, L=1, f, =4kHz,
ave =4). Ennek oka az, hogy multiszinusz gerjesztéskor a fixpontos szamabrazolas
miatt minden szinuszjel amplitaddjat (v) csokkenteni kell ahhoz, hogy 6sszeadasuk utan
is még beleférjenek a szdmtartomanyba, igy az egyes frekvencidkon csokken a

gerjesztd, igy a valasz szinuszjel felbontasa is. Egyetlen szinuszjelbdl 4llo gerjesztés

esetén viszont a teljes szamtartomany kihasznalhat6 az adott mérési frekvencian.
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Ellenallas-frekvencia fiiggvény
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33. abra. Fix alkatrészen, utolagos datlagolassal végzett mérés frekvenciafiiggvényei

Ellenallas-idd fliggvény 4 kHz-en

SN e R A B UM AR R .
8318 Ak | |-1 | i
: . It III ||| I| I| II |||1| . I]IIII | i I||” ] IH
e 8317 At I |||.“|I l||'i|“||!wi |Ii|.|||| I|| I’| || ||||| !|| ;lluulluhllh I‘||"||“|”||I“||" III| |||‘ |||I “
= ‘ . II| ‘l ' || ‘
08316 i | | ||| ||| ||| |.|.|
I S B e e o 7 I e B S S .
B34 | .
| | | | |
5 10 perc 15 20 25
Kapacitas-idd fiiggvény 4 kHz-en
2.081F--m-4 | " ------------ .
Wl |I ':l N ||| [Py i_ H L
i e e R 1
|'|||!|l" '||Ii {113l% I!:u!l;';.--q |'. |
2.079[F¥— -+ '.:. i \I"' ----------------------------------------- -
L I ! 1 |
= 2 078 | __________________________________ ‘ |II ull'|||lil n ||‘|| I. 1 - il
' | I || | 1
' ..,| |I'|'. f X
731 1 AR SONRRR SRRAS SNt 1 T | “i'pi-;:.li]:
' ) oy
7 1 ] R Ew X i
| | | | |
5 10 perc 15 20 25

34. abra. Fix alkatrészen végzett meérés idofiiggvényei

48



5.2. Mérések csapvizen és sejttenyészto médiumon

Csapviz ill. médium vizsgélatat az ECIS elektrodéval végeztem. Leginkdbb 4
kHz-en mértem, mert az irodalomban (2.5.2. fejezet) is ez a mérési frekvencia fordul eld
leggyakrabban. Csapvizen 7 =10 méasodperc, ¢, =30perc, L =1, f, =4kHz, ave=4

paraméterek mellett végzett mérés eredménye a 35. abran lathato.

o6 5 Csapviz ellenallas-ids fliggvénye 4 kHz-en
. I I I
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35. abra. Csapvizen végzett mérés idofiiggvenyei

A mérés eredménye igen meglepd volt, a mérés megismétlése is hasonld
eredményekkel jart. Csak arra tudtam gondolni, hogy esetleg mar a pA-es aram is
kémiai valtozasokat okoz a vizben, ezért megprobalkoztam kisebb aram alkalmazésaval.
Egymas utan 5 mérést végeztem az eldzdvel megegyezd paraméterekkel. Az elsd két
mérés sordn az eddig megszokott elrendezést hasznaltam, a harmadik mérésnél az
erdsitd azon csatorndjanak erdsitését, amelyre a gerjesztés volt kotve, 1/3-ra allitottam

be, a mérdcsatorna erdsitését a mérés pontossagadnak megtartasa érdekében az eredeti

érték 3-szorosara, igy a csapvizen harmadakkora aram folyt, mint az el6z6 két esetben.
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A negyedik esetben, az el6z6 esethez hasonléan eljarva az daramot tizedére
csOkkentettem, majd az 6tddik mérés sordn az eredeti &ram haromszorosat alkalmaztam.
A sorban egymas utan elvégzett mérések eredményei a 36. abran lathatok: az elsé mérés

fekete, a masodik kék, a harmadik piros, a negyedik zdld ¢és az 6todik lila szinnel

abrazolva.
Csapviz ellenallas-idd fliggvénye 4 kHz-en
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Csapviz kapacitas-ido fiiggvénye 4 kHz-en
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36. abra. Csapvizen, kiilonbozo nagysagu aram alkalmazasaval végzett mérések
idofiiggveényei (fekete, kék: eredeti nagysagu aram, piros: harmadakkora aram, zold:
tizedakkora aram, lila: haromszoros daram)

Lathato, hogy még a teljesen azonos koriilmények kozott, egymads utan elvégzett
mérések eredménye kozott is van konstans eltérés, de ami érdekesebb, hogy kisebb
aram alkalmazdsa soran csokken a lejtése az ellenallas- és kapacitas-idd fliggvénynek is,
ugyanakkor az is latszik, hogy az eredetihez képest tizedakkora dram alkalmazasa sordn
(zold grafikonok) mar szemmel lathatban megnd az idofiiggvények szorasa,
nyilvanvaloan a valtozatlan nagysagl kornyezeti zajok zavard hatasa kovetkeztében. A
mért impedancia-osszetevok idobeli csokkenésének okardl elméleti magyarazattal nem

rendelkezem.
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Sejtteny€szté médium mérésekor a 37. abran lathato idoéfiiggvényeket kaptam, a
mérés  paraméterei megegyeznek a  csapviz mérésének  paramétereivel:
T =10 masodperc, ¢, =30perc, L=1, f, =4kHz, ave=4.Kozvetleniil egymas utan
4 mérés eredménye latszik az 4bran: az elsd 3 mérést az eredeti elrendezés szerinti
arammal hajtottam végre, mig a negyediket az eredeti aram hatodéaval: az elsé mérés

kék, a masodik piros, a harmadik z61d, mig a negyedik fekete szinnel van abrazolva.

Medium ellenallas-ido fiiggvénye 4 kHz-en
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37. abra. Sejttenyészto médiumon, kiilonbozo nagysagu aram alkalmazasaval végzett
meéresek idofiiggvényei (kék, piros, zold: eredeti nagysagu aram, fekete: hatodakkora
aram)

Latszik, hogy itt is fellép a mérés els6 5 percében az impedancia-Gsszetevok
csokkenése, azonban, eltérden a vizen végrehajtott méréstdl, itt mintha az elsdé 5 perc
utan stabilizalodndnak a mért ellenallds és kapacitas értékek. A negyedik mérés soran
(fekete gorbék) a kisebb aram hatasidra a médium esetében is kisebb a kezdeti
csOkkenés, ugyanakkor a szoras is megnovekszik. A 36. és a 37. abrak
Osszehasonlitasakor szembetlind, hogy a médium ellendllasa joval kisebb, mint a

csapvizé, koszonhetden a benne levo sokkal nagyobb ionkoncentracionak.
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5.3. Mérések sejtrétegen

Primér emberi koldokzsinér-véna endothelsejtbdl (HUVEC) és sertés vese
eredetli epithel sejtvonalbdl (LLC PK) allo sejtréteget vizsgéltunk, szamos mérést
végrehajtva. A sejtvonalak radkos, tumoros gén bevitelével igymond ,,6rokéletlivé” tett
sejtek, melyek folyamatosan osztddnak, szemben az Un. primér sejtekkel, melyek 3-4
hétig nének, osztodnak, azutan kidregednek, elveszitik jellegzetes tulajdonsagaikat.

Frissen az elektrodokra leosztott LLC PK tenyészet impedanciajat egyetlen
frekvencian, 4 kHz-en mérve a 38. dbran lathat6 soros ellendlléas értékeket kaptuk a 23.
abra szerinti eredeti erdsité-bedllitasokat hasznalva. (Mivel az irodalomban leginkabb a

soros ellenallast vizsgaltak, az 6sszehasonlithatosag érdekében mi is csak ezt figyeltiik.)

14

Letapado LLC PK ellenallas-idd fiiggvenye 4 kHz-en
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38. dbra. Letapado LLC PK sejteken végzett mérés eredménye

A mérés eredményébdl jol kivehetd a sejtréteg kialakuldsat kisérd ellenallas-novekedés,
azonban a kezdeti emelkedés utan kialakul6 esés oka bizonytalan.

Nyugvd, kezeletlen, mikroszkdppal tortént megfigyelés alapjan kb. 80%-ban
konfluens HUVEC és kb. 100%-ban konfluens LLC PK monolayer impedanciajat 4
kHz-en mérve a 39. és 40. abrakon lathaté soros ellenallas iddéfiiggvényeket kaptuk.

A nyugvd, zart sejtrétegben a sejtek mozgasa miatt ugyan fellép ellenallas-
ingadozas, de az irodalmi adatokkal Osszehasonlitva az endothel sejtrétegen mért
ellenallas szoérdsa nagy, ennek okara nem sikeriilt rdjonniink. Az epithelsejtek sokkal
zartabb monolayert képeznek, mint az endothelsejtek, melyek monolayere kevésbé
stabil szerkezetli, dinamikusabb a sejtek mozgasa miatt, ami jol latszik a mért
eredményeken: az LLC PK monolayer ellenallasa nagyobb, az ellendllas ingadozasa

kisebb, mint a HUVEC monolayeré. Megfigyeltiik, ha mérés kdzben mozgatjuk az
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elektrodat, az a legtobb esetben jelentds zavart okoz a mérésben, a mért ellenallas értéke

az elektroda mozgatasanak ideje alatt ugral.

HUWVEC (80-90% konfl.) ellenallas-idé fiiggvénye 4 kHz-en
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39. abra. 80%-ban konfluens HUVEC rétegen vegzett mérés eredménye

LLC PK {(100% konfl.) ellenallas-idd fliggvénye 4 kHz-en

40. abra. 100%-ban konfluens LLC PK rétegen végzett mérés eredménye

Két anyaggal probaltuk kezelni a kozel konfluens HUVEC monolayert. E16bb

un. vaszkularis endothelialis . . .
novekedési faktorral (VEGF) kezelt % L1 .
HUVEC  monolayer  ellenallasat 5 L0 .
s Control

mértiikk, melynek a kezelést kdvetden = 0.9
csokkennie kellett volna, ahogyan az E

. . = 0.8
az irodalomban [16] is eléfordul (41. 2 P S ———
. . o 2 4 Gpg B 8 10
abra), ilyet azonban nem tudtunk

41. abra. Irodalmi adat VEGF-fel kezelt
HUVEC monolayer viselkedésérol [16]

lathato, a kezelést a mérés kezdetét kovetd masodik oraban végeztik (fliggdleges

kimérni: a mérés erdménye a 42. dbran

szaggatott vonal jelzi).
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HUWEC (VEGF: 100 ng/ml 2 éranal) ellenallas-idd fiiggvénye 4 kHz-en
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42. abra. A 2. oraban VEGF-fel kezelt HUVEC monolayer ellendllas-ido fiiggvénye

A sikertelenség utdn egy gombatoxinnal, a cytochalasin B-vel kezeltik a
HUVEC monolayert. A cytochalasinrél tudni kell, hogy nagyon radikalis anyag,
hatasdra a nagy, elteriild citoplazmdju endothelsejt 0sszehtizodik, csak nyulvanyai
maradnak, azaz az ellenéllasnak itt is le kell esnie. A mérés eredménye a 43. 4bran
lathatd, a kezelést szintén a mérés kezdetét kovetd masodik ordban végeztiik, s jol

latszik az azonnali ellenallasesés.

E;HUVEC {cytochalasin B: 20 uM 2 dranal) ellenallas-idé fiiggvénye 4 kHz-en

0 2 4 6 a8 10 12 14 16

43. abra. A 2. oraban cytochalasin B-vel kezelt HUVEC monolayer ellenallas-ido
fiiggvénye
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6. Osszefoglalas

A diplomatervezés keretében olyan eszkdz keriilt megvaldsitdsra, amely
konfluens sejtréteg transzcellularis impedanciajat egyszerre tobb frekvencian képes
mérni ¢és a mért értékeket tarolni. A felmeriildé méréstechnikai és jelfeldolgozasi
feladatok indokoltdk, hogy a mérdrendszer jelfeldolgozd processzort (DSP)
tartalmazzon. A DSP-vel felépitett mérdrendszerben lehetdség nyilt arra, hogy a
rendszer maga generalja a méréshez sziikséges gerjesztOjelet is, lehetdvé téve a
szinkronizalt mérést; a mérés végrehajtasara a periodikus jelek analizisé¢hez kifejlesztett,
a frekvenciatartomanyban miikodé un. rezondtoros megfigyel6 elve kertlt
felhasznalasra. Az eszkdz kezeldi feliilete PC-n, MATLAB alatt valosult meg: a mérés
megjelenitését MATLAB program végzi.

Az els6 fejezetben bemutatasra keriilt a sejtbiologiai hattér, kiilonos tekintettel a
sejtréteg-permeabilitas valtozasanak okara és a jelenség jelentdségére.

A masodik fejezetben tobb sejtrétegpermeabilitds-mérési technika keriilt
ismertetésre, koziilik az impedancia-méréses technikdk rovid torténete lett
részletesebben bemutatva. Az elektrod—elektrolit atmenet elektromos modelljének
ismertetése utan a diplomaterv alapjaul szolgalé ECIS technika, és az e moddszerrel
dokumentalt, az irodalomban fellelheto kisérleti eredmények leirdsa kdvetkezett.

A harmadik fejezet a rezondtor bazisi generator—-megfigyeld par elméleti €s
gyakorlati miikddését, az impedanciamérés konkrét modjat, s a megvaldsitando eszkoz
miszaki specifikacigjat ismertette.

A negyedik fejezetben bemutatasra keriilt a felhasznalt jelfeldolgozo6 processzor
¢s az azt tartalmazo fejlesztOrendszer, melyet a rezondtor bazisi generator—-megfigyeld
par elvét alkalmazo, a DSP-re irt program ismertetése €s a kezeldi feliiletet megvaldsito,
valamint az impedancia értékét a mért fesziiltségértékekbdl kiszamito6 MATLAB
program bemutatdsa kovette. Itt keriilt bemutatasra az elkészitett elektroda-befogado
egyseég is.

Az 6todik fejezetben az elkésziilt mérérendszerrel fix elektromos alkatrészeken,
csapvizen, sejttenyésztd médiumon és endothel-, valamint epithelsejtrétegen végzett

mérések eredményei vannak dokumentalva.
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Az eszkdz fix alkatrészeken (soros, parhuzamos RC-tagok) kielégitd
pontossaggal ¢és reprodukéaloképességgel miikodik. A sejtrétegen végzett mérések
tapasztalata azonban az, hogy az elkészitett mérérendszer ebben az allapotaban még
nem felel meg minden elvarasnak, a sejtrétegben bekovetkezd finomabb valtozasok
biztos detektalasara nem alkalmas. Ennek oka valosziniileg az, hogy a mérérendszer
tobb darabbdl 4ll, az analdg részen az 6sszekotd kabelekre sok zaj szuperpondlodik, tul
hosszuak a hozzavezetések ¢€s tul sok a kontaktus. A tovabbfejlesztés iranya az analog
rész egyetlen kartyara integraldsa, mely tartalmazza az erdsitét, valamint vagy
elektronikus kapcsolokat a csatornak kozotti valtashoz vagy multiplexereket. Bar
egyetlen frekvencian fix alkatrészt mérve a mérérendszer pontossaga megfelelonek
mutatkozott, mégis, a sejtes mérések eredményei alapjan a fixpontos DSP helyett egy
lebegdpontos rendszer alkalmazéasa sem elvetendé gondolat.

A SOTE Korélettani Intézetével Osszefogva a BME Méréstechnika és
Informéciés Rendszerek Tanszékén 2005. tavaszan el is indult a fentebb leirt
iranyelveket figyelembevéve és a jelen diplomaterv egyéb tapasztalataira timaszkodva
egy olyan professziondlisabb és célorientalt késziilék fejlesztése, mely a jovOben

hasznos sejtélettani kutatasok eszkoze lehet.
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Szeretnék koszonetet mondani dr. Sdntha Hunornak, aki Gtletet és alapanyagot

adott az elektroda-befogadd egység elkészitéséhez.
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