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Abstrakt

V této praci je predstaven senzoricky systém zalozeny na spojeni
jedinec¢nych vlastnosti optickych vlaken a nanovlaken. Funkcionaliza¢nimi
reakcemi  byly  vytvoreny  imobilizované  nanovlakenné  vrstvy
aminokyselinami a enzymem Esterazou. Opticka vlakna byla pouzita
k prenosu optického signalu, ktery detekoval aktivitu imobilizovanych
molekul, respektive jejich schopnost vychytavat organické latky z roztoku.
Oveéreni vysledkl detekce aktivity imobilizovanych molekul bylo provadéno
pomoci UV/VIS spektroskopie, SEM a FTIR spektroskopie. Prace byla
posléze zamérena na vyuziti téchto detekénich schopnosti pro diagnostiku
monocytarni leukemie. V prubéhu této prace doslo také k navrhu a

konstrukeci hardwaru vylepsené elektronické casti senzoru.

Klicova slova: optické vlaknové senzory, nanovlakna SiOsg,

funkcionalizace nanovlaken, histochemické reakce, monocytarni leukemaie.



Abstract

This thesis presents a senzory system based on the combination of a
unique properties of optical fibers and nanofibers. Immobilizated nanofiber
layers by amino acids and Esterase enzyme were created by
functionalization. Optical fibers were used to transfer an optical signal
which detected the activity of the immobilizated molecules, respectively
their ability to pick up organic agents from solution. Result verification of
detection activity of immobilizated agents was performed by UV/VIS
spektroskopy, SEM and FTIR spektroskopy. The research was further
focused on using this detection ability for diagnostic of monocyte leukemia.
During this work, the design and the hardware construction of the improved

electronic part of the sensor was also carried out.

Key words: optical fiber senzors, SiO2 nanofibers, functionalization of

nanofibers, histochemical reactions, monocyte leukemia.
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1 Uvod

Motivaci pro vznik této prace byla myslenka vytvorit opticky vlaknovy
senzor, ktery by dokazal vyuzit prednosti nanovldken (zejména obrovsky
specificky mérny povrch a Sirokd moZnost funkcionalizace povrchu) pro

detekci organickych molekul (aminokyselin, aktivity enzymi).

Cilem této prace je (i) navrhnout a realizovat experimentalni zaiizeni
pro ovéreni moznosti detekce aktivity organickych molekul imobilizovanych
na nanovldkenné vrstvé. (ii) vyhodnotit citlivost a stabilitu senzoru. (iii)
zamérit se na vyuziti detekce aktivity esterazovych skupin pro diagnostiku
monocytarni leukemie a (iv) navrhnout optimalizaci elektronického systému

a optické konstrukce senzoru.
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2 Optické vlaknové senzory

Vynalez laseru v sedesatych letech minulého stoleti odstartoval védecky
zajem na poli optickych systému, jakozto vhodna prenosova média pro
komunikacni zarizeni. Prvni opticka vlakna vsak méla Gtlum signalu okolo
1000 dB/km. Prtalom v této technologii nastal v roce 1972, kdy se podarilo
vyvinout vlakno s utlumem uz jen 4 dB/km. Zaroven védci zjistili, ze
svetelny paprsek prochazejici vlaknem je mozno modulovat fyzikalnim
pusobenim, coz otevielo nové moznosti vyuziti pro rtizné optické snimace a
senzory. Dusledkem téchto poznatkt je, zZe se dnes optické vlaknové senzory
pouzivaji v Ssiroké §kale odvétvi, jako jsou napr.. prumysl, vojenstvi,
navigace, civilni systémy, lékarstvi nebo prave chemické senzory, viz Obr.

2.1.

l > Opticé vlaknove senzory < l

Inercidlne navigaéné | - = Vojenské systémy:
| systémy | | Zvuk,magnetické pole,
Rotacia, | \ akcelerdcia,rotacia |
akceleracia
smer

Chemické senzory:
Priemyselné systémy: | . Vzdialena \
| Kontrolawyroby | | spektroskopia chem.
tlak,teplota, prietok, | latok |
Civilné systémy: pH,05,H
Teplota, vibricie,
| detekeia ohfia a dymu,
seizmometria, prad

prad

Obr. 2.1: Vyuziti optickych vlaknovych senzorti v pramyslu (GALLO 2013)

Takovéhoto pramyslového rozmachu dosahly zejména diky tomu, ze se
po svém zdokonaleni staly cenové dostupné, dokazi meérit siroké spektrum
fyzikalni jevl (teplota, vlhkost, viskozita, elektrické pole atd.), a zaroven
poskytuji oproti konkurenénim elektronickym senzortim nesporné vyhody,

jako jsou:

e Elektricka nevodivost
e Odolnost vuci elektromagnetickému, elektrostatickému a

radiovému ruseni
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e Vysoka citlivost

e Nizka hmotnost

e Jednoducha integrace do siroké palety struktur, pricemz tyto
struktury vzhledem ke své malé velikosti a valcovému tvaru
minimalné narusuji

e Schopnost mérit vice fyzikalnich jevi najednou

e Meéreni na dlouhé vzdalenosti

e Meéreni tézko pristupnych mist diky miniaturizaci a ohebnosti

Zakladni schéma optického vlaknového senzoru se sklada ze
sveételného zdroje, ktery posila svételny paprsek optickym vlaknem. Paprsek
je priveden do senzorového pole, neboli néjaké fyzikalné citlivé vrstvy. Zde
se svétlo absorbuje, odrazi nebo napriklad vyvola emisi fluorescencniho
zareni. Takto pozménéné svétlo se vraci optickym vldknem (e mozné i
stejnym optickym vldknem) na fotodiodovy detektor. Na detektoru je opticky
signal preveden na elektricky signal a ten je posléze elektronicky zpracovan.
Schéma takovéhoto zaiizeni je na Obr. 2.2. (Bélohradsky 2005; Fidanboylu a
Efendioglu 2009)

merana velitina

opticke vléknol l lnptické viakno

zdroj Q) senpz;:;;cwe QD detektor

elektronické
spracovanie

Obr. 2.2: Schéma optického vlaknového senzoru (GALLO 2013)
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2.1 Opticka vlakna

Optické vlakno je dielektricky vlnovod, ktery je schopen prenaset
elektromagnetické vinéni na dlouhé vzdalenosti podél optické osy vlakna.
Obvykle je vyrobeno na kremicité bazi nebo jako kompozit plasta, pricemz
se muze skladat z nékolika vrstev od jadra, pres plast az po ochranné

vrstvy. To je znazornéno na obrazku 2.3. Opticka vlakna mohou byt dvojiho

typu, jednovidova nebo mnohovidova.

Primarni ochrana

Promér: 250 ym

Jadro a plast jsou velmi kiehkeé. Pri-
marni ochrana zajistuje, aby nedoslo
k poskozeni vnitFnich Casti vidkna.

Zvysuje odolnost proti ohybu a pfipo-

juji se na ni konektory,

PI&st
Promér: 125 pym

Bez plasté by se svétio rozptylilo z ja-

dra do okoli. Aby vinovod fungoval

i na mnoho kilometru, musi dojit k to-

talnimu odrazu paprsku na rozhrani
jadro-plast.

Stavba optického
vidkna

Jadro

Promér: 8 um

Uvnitf jadra se 5ifi svételny paprsek.
Index lomu jadra se pohybuje kolem
1,48. Svétio se zde tedy pohybuje
1.48x pomaleji ne ve vakuu,

Sekundarni ochrana

Promér: 400 pm

Sekundarni ochrana zvysuje bezpec-
nostni parametry viakna. Sekundarni
ochrana neni soucasti véech vidken,
protoZe znalné zvétsuje promér
vidkna. Vidkno se sekundarni ochra-
nou je vSak mnohem odoinéjsi proti
poskozeni.

Obr. 2.3: Stavba optického vldkna (Klega 2009)

2.2 Jednovidové optické vlakno

Jednovidové optické vlakno je optické vlakno, ve kterém se Siri jen

jeden svételny paprsek, viz Obr. 2.4, diky cemuz zde nevznika vidova
disperze. Zaroven ma mensi primér jadra (do 10pm), coz vede k vétsimu
uhlu odrazu ve vlakné, a tedy mensimu prodlouzeni drahy paprsku. Tyto
vlastnosti vedou k mensimu dtlumu signalu ve vlakné a pouzivaji se tedy

pro prenosy na vétsi vzdalenost, az 100km bez opakovace.

Single Mode
{Monomode)

Obr. 2.4: Schéma jednovidového optického vlakna (Petiik 2009)
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2.3 Mnohohovidova opticka vlakna

Vhledem k vétsi tloustce jadra (50-100pum) je mozné, aby vstupujici
paprsek vstupoval do vldkna pod riznymi udhly, coz zapri¢ini rtznou
rychlost §ifeni jednotlivych paprskfi (vid®), a tim i zkresleni vstupniho
signalu na vystupu z vlakna. Tomuto zkresleni signalu se rika vidova
disperze a uplatnuje se hlavné ve vlaknech se skokovou zménou indexu

lomu, coz muzeme vidét na obrazku 2.5.

Step Index
{Multimode)

Cladding Core .Soun;e

Obr. 2.5 Schéma mnohovidového optického vlakna se skokovou zménou

indexu lomu (Pet¥ik 2009)

Druhym typem mnohovidového vlakna je optické vlakno s gradientni
zménou indexu lomu (obrazek 2.6), ve kterém se pii prechodu zjadra do
plasté méni index lomu plynule. Touto stavbou vlakna se do jisté miry
podaiilo omezit vidovou disperzi.(GALLO 2013; Sykora 2004)

Graded Index
(Multimode)

Obr. 2.6: Schéma mnohovidového optického vlakna s gradientni zménou

indexu lomu (Petiik 2009)

2.4 Sifeni svétla v optickém vlaknu
Ukolem optického vlakna je vést paprsek svétla s pokud mozno co
nejmensimi ztratami. Z tohoto divodu je velmi dulezité, pod jakym thlem

paprsek do vlakna navedeme. Ze Snellova zakona vime, Ze:
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sin ¢1 _n (1)

sing2 n1

ng nj jsou indexy lomu prostredi, kam vstupuje paprsek, respektive ze

kterého jde a ¢,, ¢;jsou uhly, které paprsek svira s kolmici k roviné lomu.

Paprsek dopadajici na rozhrani dvou optickych prostredi s rtiznymi
indexy lomu se lame v zavislosti na ihlu dopadu. Pricemz v optickém vlakné
pri prechodu paprsku zjadra do plasté mohou nastat tii pripady. Pokud
paprsek dopada na rozhrani jadro — plast pod thlem mensim nez je mezni,
tak se cast paprsku odrazi pod stejnym thlem zpét a ¢ast prochazi do plasté
pod udhlem mensim nez 90° viz cerveny paprsek na obrazku 2.7. Pokud
paprsek dopada na rozhrani presné pod meznim uhlem, tak se stejné jako
v predchozim pripadé ¢ast odrazi pod meznim dhlem zpét a prachozi cast
paprsku se lame pod thlem 90°. Ta se pak dale pohybuje na rozhrani jadra
s plastém. Zbyla moznost, vyuzivajici se prave pro sireni svétla v optickém
vlakné, je pokud paprsek dopada pod Uhlem vétsim nez je mezni, tu
predstavuje modry paprsek z obrazku 2.7. Vtomto pripadé dochazi

k totalnimu odrazu a tim se zabranuje nezadoucim energetickym ztratam.

~Paprsek tumeny plastém

Akceptaéni kuzel e ~Totalni odraz
| \ - -

Obr. 2.7 Popis moznych odrazii svételného paprsku v optickém vlakné

(STRITESKA 2010)

Ze znalosti indexd lomu jadra a plasté lze pomoci Snellova zakona
odvodit vztah pro vypocet intervalu uhll, pod kterymi je potreba navést
paprsek do vlakna, aby dochazelo k totalnimu odrazu. Nejdrive si musime

uveédomit, ze kterého prostredi paprsek do vlakna vstupuje. Obvykle je to
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vzduch s indexem lomu ny= 1. Poté za poziti Snellova zakona a popiska

z Obr. 2.7 plyne pro mezni Gthel na rozhrani jadro — plast:

sin¢3_n_p,\ . < = i _ WA <
Sino0° sing, <1 sing, = " sing, <1 @

b, =90° =9, (3)
Stejny zakon plyne pro vstup do vlakna s rozhranim vzduch - jadro.

sing, = n; *sin¢, (4)

sing, = n; *sin(90° — ¢, ) =n; *

(5)
* COS, =M * ’1—sin2¢3=nj = [n? —n}
¢, < arcsin_|n? —n2
1 ) ©)

o,€(0,90)
Vyslednd nerovnice (6) nam ud4véa interval thl, pod kterymi je
mozno navést do optického vlakna paprsek pri soucasném zachovani
totalniho odrazu ve vlakné na rozhrani jadro — plast. Tento interval se také

nazyva akceptacni kuzel.

Zatim bylo siteni svétla rozebrano jen z casticového hlediska. Svétlo
ma ale dualni charakter a je tedy treba prihlizet pri popisu jeho sireni i na
vlnovy charakter. Ten nam ve strucnosti rika, ze svétlo se ve vlakné nemuze
dlouhodobé sirit pod jakymkoliv ihlem dopadu, ktery splnuje podminku pro
totalni odraz, ale jen pod diskrétnimi uhly, které zaroven pri odrazu na
rozhrani jadro - plast splnuji podminku konstruktivni interference. Pri
nesplnéni této podminky dojde po uréitém poctu odraza k vyruseni
jednotlivych fazovych prispévka. Tato podminka nam tedy definuje, ze
kazdé vlakno muze mit jen urcity pocet vidu, které se od sebe, vzhledem
k riznym Uhlim dopadu, lisi riznou fazovou 1 grupovou rychlosti.(étyrok3’7

2009; STRITESKA 2010)
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2.5 Ztraty svételné energie v optickych vlaknech

Ztraty svételné energie jsou popsany nasledujici rovnici:

Pout
P;

A= (7)

kde A je ztrata svetelné energie a Pou:, Pin Jsou vykony na vystupu a

vstupu.
Daji se rozdeélit do nékolika kategorii:

e Ohybové ztraty— vznikaji priliSnym ohnutim vlakna, kde dojde
k poruseni podminky totalniho odrazu a svétlo se vyvaze, jak je
popsano v predchozi kapitole.

e Rozptylové ztraty - jsou dané prevazné zplusobem vyroby,
pricemz svétlo se rozptyluje na necistotach a fluktuacich
krystalové mrizky.

e Absorpéni ztraty— pri nich se premeénuje svételnia energie na
tepelnou.

e Disperzni ztraty - nedochazi pri nich ke ztratam svételné

energie, ale znehodnocuji vlastnosti optického signalu.

Utlum optického vldkna

P
AfdB] = 10 * log ;’“ (8)

n
2.5.1 Rozptylové ztraty
Rayleigho rozptyl

Rayleigho rozptyl vznika tepelnymi kmity krystalové mrizky. Tento
rozptyl se neda odstranit, ani pokud by se optické vlakno zchladilo na
hodnotu absolutni nuly, coz by zpusobilo zastaveni tepelného kmitani
mrizky, protoze svétlo se ohyba kolem atomu v mrizce. Dtlezitou roli zde
také hraje pouzita vlnova délka zareni, protoze svétlo o vyssi frekvenci se
vice lame. Lze ho tedy castecné eliminovat posunem frekvence zareni do

infracervené oblasti.
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Mienav rozptyl

Mienuv rozptyl je zpisoben nehomogenitami optického vldkna, které
jsou srovnatelné s vinovou délkou prochazejiciho zareni. Ma velmi znatelnou
zavislost na Uhlu dopadu. Na obrazku 2.8 je wvidét, jak se tento jev
v zavislosti na dhlu dopadu paprsku na nehomogenitu lisi od Rayleighova
rozptylu. Pri¢iny tohoto rozptylu byvaji zpusobeny nedokonalostmi piti
vyrobé vlakna, konkrétné napriklad mikroskopickymi trhlinkami ve vlakné,
kolisanim pruameéru vlakna, nedokonalou cylindrickou strukturou vlnovodu,

necistoty ve vlakné atd.

Rayleighov rozptyl Mieov rozptyl Mieowv rozptyl na
vacsich Casticiach

nat 4 > A g

L 3
Smer svetla

Obr. 2.8: Porovnani Rayleighova a Mieova rozptylu (GALLO 2013)

Rozptyl na necistotach

Rozptyl na necistotach je podobny Mieovu stim rozdilem, ze
nehomogenity jsou vétsi nez vinova délka pouzitého svétla, viz Obr. 2.9. Lze

jej ovsem odstranit spravnym technologickym postupem pii vyrobée vlakna.

Obr. 2.9: Rozptyl na necistotach (Marsalek 2006)
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2.5.2 Disperzni ztraty
Moédova disperze

Jednotlivé moédy stejného signalu vstupuji do optického vlakna pod
ruznymi uhly. Tim maji 1 rdznou délku drahy uvnitt vladkna, coz ma za

nasledek rozsireni pulsu na vystupu, jak je znazornéno na obr. 2.10.

Obr. 2.10: Médova disperze (Marsalek 2006)
Chromaticka disperze
Je zpusobena tim, ze index lomu je zavisly na frekvenci zareni, neboli
jednotlivé vinové délky se vldaknem §iri rtznou rychlosti. Tento jev je ale

obvykle slabsi nez médova disperze.(Marsalek 2006; GALLO 2013)

2.6 Priklady konstrukce optickych vlaknovych senzort a jejich
soucasné vyuziti v biomedicinskych aplikacich
Konstrukce optickych vlaknovych senzorti lze obecné rozdélit do dvou

hlavnich oblasti.

1) Intrinsické senzory

V nich se optické vlakno pouziva jako snimaci prvek. Pfi meéreni se
vyuziva vlivu snimané veli¢iny na prenosové vlastnosti optického vlakna,
pricemz se muze ménit intenzita prenaseného optického signalu, jeho faze,
frekvence nebo napriklad polarizacni stav. Priklady takovychto konstrukci
mutZzeme vidét na obrazku 2.11. Konstrukce na obrazcich (a) a (b) jsou
konkrétné piiklady méreni intenzity dopadajiciho svétla. V pripadé (a) je
holé jadro optického vlakna ponoreno v kapaliné o uréitém indexu lomu.
Pokud se na povrch jadra prichyti kapicka oleje rozpusténa v kapaliné,
dojde k poruseni podminek totalniho odrazu a svétlo se vyvaze ven. Timto

zplisobem je mozno mérit koncentraci oleje v kapaliné (v rozsahu 0 az
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200ppm). Konstrukce (b) je tlakovy senzor, ktery funguje na principu
poruseni podminky totalniho odrazu dusledkem mikro ohybt optického
vlakna. Konstrukce (c) funguje na principu zmény faze svétla prochéazejiciho
optickym vlaknem. Optické vlakno je obmotano okolo magnetostrikéniho
valce. Pri ptisobeni magnetické indukce na valec se zméni jeho polomér, coz
zpusobi protazeni optického vlakna, a tim i1 zménu drahy svétla. Tento
princip se pouziva 1 v zapojeni, jako Mach-Zehnderuv interferometr, coz

zvysuje citlivost méfeni. (Turan a Petrik 1991)

MODIFIKOVANY STANDARTNI SNIMANA VELIGINA
3 : L @ FORMACNI
¢ OE
1;\ e - S e————
e R e PR, N LA 10
2] JADRO / o 1\~ EFoRMACNI
R ] G RN PLOTY NKA
_EI"IL—I—— DEFORMACN
"""""" HROT
© MAGNETOSTRIKCNI

c VALEC
===

N A :
N A Wik
v%

Obr. 2.11: Priklady konstrukei intrinsickych optovlakennych senzora.
(Turéan a Petrik 1991)

2) Extrinsické senzory

V extrinsickych senzorech se optické vlakno pouziva jako prvek vstupu a
vystupu optického signalu. Modulace optického signalu probiha mimo
optické vlakno, z tohoto divodu je nutné, aby sireni svétla bylo co nejméné
zavislé na okolnich podminkach. Tyto typy senzort se vyuzivaji i v méricich
pristrojich, jako jsou interferometry, Dopplerovy mérice rychlosti atd. Jejich
vyhodou je, Zze maji nizkou hmotnost a dokazi mérit 1 na tézko pristupnych
mistech. Priklady extrinsickych optickych senzord jsou na obrazku 2.12.
Senzor na obrazku (a) je tvoren optickym vldknem typu Y, které slouzi jako

vstup 1 vystup svételného signalu. Modulace signalu se provadi modulaci
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zrcadla néjakou fyzikalni veli¢inou. V konstrukei (b) je jedno vldkno pevné
usazené a druhé je pripevnéno na pohyblivou membranu. Modulace signalu
zde probiha rozkmitanim membrany akustickymi vlnami. Toto je priklad

optovldkenného akustického mikrofonu. (Turdn a Petrik 1991)

ZDROJ SVETLA
FOTODETEKTOR

POHYBUJICI SE

a ZDROJOVE SENZOROVE ZRCADLO
VLAKNO VLAKNO
ZDROJ ZARENI TVARU Y
VYSTUPNI
A VSTUPNi
VLAKN
o 4 Z VLAKNO
‘FOTODETEKTOR AT e )
KUZEL e N
DETEKCNI ~ T AKUSTICKY
VLAKNO T SeNAL

Obr. 2.12: Priklady konstrukei extrinsickych optickych vlaknovych senzora.
(Turan a Petrik 1991)

Biomedicinské aplikace

Vyroba optickych vlaknovych senzort pro biomedicinské aplikace zacala
jiz témeér pred 20 lety. DGvodem jejich rozmachu v tomto oboru se stala
jejich spolehlivost, biokompatibilita a relativni jednoduchost v senzor —
fyzikalni interakci. V prabéhu let byly vyvinuty jak invazivni tak
neinvazivni metody méreni, které vyuzivaly prevazné kremicita nebo
plastova opticka vlakna, jez byla pouzita rtiznymi zpisoby méreni naprt.
transmisné, na odraz svétla nebo treba byla mérena fluorescence z urcitého

materidlu, ktery plisobil jako extrinsicky senzor.(Keck 1996)

Soucasny vyzkum a vyvo) detekce za pouziti optickych vlaknovych
senzort v oblasti biochemie je velmi pestry a rozsiteny. Zabyva se napriklad
od detekce reaktivnich kyslikovych latek (ROS), konkrétné HzOq
vznikajicich p¥i ,bunééném stresu“ (Koren et al. 2016), pires métreni svalové
tenze jednotlivych vlaken (Go et al. 2017), termometrické méreni v intra
aortické sondé (Mendez 2016), az po enzymatickou detekci nepireberného
mnozstvi latek jakymi mohou byt: ethanolové vypary, glukéza, mocovina,

ATP, tézké kovy atd. (Wolfbeis 2004)
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3 Senzorové pole optického vlaknového senzoru

Zatim byla Te¢ jen o privedeni signalu k senzorovému poli a jeho
odvedeni do detektoru, kde se dale zpracuje. Aby byl senzor schopny
detekce, musi mit specialné navrzené senzorové pole k detekei latky, kterou
chceme detekovat. Zaroven musi mit aktivni prvek senzorového pole
vysokou selektivitu vuci detekovanym molekulam, protoze detekované
molekuly mohou byt jen minoritni slozkou ve zkoumaném roztoku.
Takovouto vlastnosti vynikaji napriklad enzymy, které maji pri
enzymatickych reakcich velmi vysokou selektivitu vic¢i danému substratu.
Aby bylo mozné tyto reakce detekovat optickym vlaknem, je potreba enzymy
navazat na ,manipulovatelné“ medium. V tomto pripadé byla zvolena
funkcionalizovana kremic¢itd nanovlakna, vzhledem k jejich dalsim, nize

popsanym vyhodam.
3.1 Kiemicita nanovlakna

7Z chemického hlediska by se dalo rici, Ze jsou tvorena molekulami
S102, které jsou metodou elektrostatického zvlaknovani zesitované do
nanovlakenné vrstvy. Z hlediska pouziti v senzorech poskytuji radu vyhod.
Zejména pro biologické aplikace, protoze jsou biodegradabilni 1
biokompatibilni. Dalsi vyhodou je, zZe jako nanovlakna maji obrovsky mérny
specificky povrch, viadech desitek m2/g. To spolu s jejich povrchovou
strukturou, znazornénou na obrazku 3.1, ktera poskytuje velké mnozstvi
vazebnych mist, umoznuje imobilizovat na jejich povrch velké mnozstvi
molekul. To by mélo mit pozitivni vliv na citlivost senzoru. Presto, ze jsou to
nanovlakna, =zachovavaji si dostacujici mechanické vlastnosti pro

manipulaci s nimi na vzduchu i v kapalinach. (Slamborov4 et al. 2012)

Dalsim zajimavym jevem pozorovanym u struktur oxidu kiremicitého je
fotoluminiscence. K excitaci oxidu kremicitého je potreba svétlo alespon
blizké UV (napi.:325nm), pii kterém byla fotoluminiscence pozorovand jiz
pouhym okem. Zarivy prechod se u tohoto jevu uskutecnuje na povrchové

vazbé Si— OH. Intenzitu fotoluminiscence 1ze ovliviovat rliznymi zptsoby:
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e Zménou okolniho media— elektrofilni medium zpUsobuje zhaseni
luminiscence, nukleofilni ji az nékolikanasobné zvysi.

e Funkcionalizaci povrchu- snizenim poctu OH skupin dochazi obecné
k dtlumu fotoluminiscence, ale navazani proteinu na imobilizovany
antigen také zplsobuje zménu fotoluminiscence. Tohoto jevu mlzZe byt

vyuzito v senzorickych systémech. (Buryskova 2015)

povrch

I
O—»W——~—0—x
I
O—® —-—0—x
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i—O
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Obr. 3.1: Povrch kiremicitého nanovlakna (Exnar 2016)

3.1.1 Priprava kfemicitych nanovlaken

Jak jiz bylo zminéno, pripravuji se metodou elektrostatického
zvlaknovani z roztoku kremicitého solu. Kremicity sol se pripravi kyselou
katalyzou tetraalkoxysilanu v roztoku isopropyl alkoholu a vody, viz Obr.
3.2. Jako kyselina se pouziva kyselina chlorovodikova. V prvnim kroku
dojde k hydrolyze tetraalkoxysilanu, pii niz se nahradi alkoxy skupina za
hydroxylovou. V dalsim kroku zacnou jednotlivé, takto vytvorené, molekuly
polykondenzovat. Kyselou katalyzou dochazi k prednostnimu rastu

makromolekul na konci retézce, tudiz vznikaji polymerni soly.
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a O-R O-R
| |
R-O-S5%-0-R + HO —» R-0-Si-O-H + ROH

| |
O-R O-R

b O-R O-R O-R O-R

| | |
R-0-S8i-0-H + H-0-Si-O-H -» R-0-8i-0-S8Si-0-H + H;O

| | |
O-R 0O-R O-R O-R

Obr. 3.2: (a) hydrolyza tetraalkoxysilanu, (b) polykondenzace (Exnar 2016)

Velmi dilezity je pti vyrobé solu spravny molarni pomeér vody
viéi alkoxidu, ktery udava bezrozmérné ¢islo kv rovnici (9). Mize se
pohybovat od 1,6 do 3 a jeho pokles koresponduje s poklesem viskozity

zvlaknovaného roztoku, a tim 1 snizenim tloustky vyrobenych nanovlaken.

_ [H;0]
k= iori ©

Obdobné je definovany i molarni pomeér kyseliny chlorovodikové vici

tetraalkoxysilanu, jako bezrozmérné éislo m, viz rovnice (10), nabyvajici

hodnot od 0,001 do 1.

[HCl]

Predtim, nez je mozné takto pripraveny sol zvlaknit, je nutné v ném
zvysit koncentraci polymeru odparenim rozpoustédla na priblizné 28 az
44%. Tim se zvysi viskozita roztoku. Roztok se obvykle elektrostaticky
zvlaknuje ze struny na zarizeni Nanospider, jehoz zvlaknovaci komoru
muzeme vidét na obr. 3.3. Tloustka vyslednych vlidken se pohybuje

v rozmezi od 100 do 1000nm.
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Obr. 3.3: Elektrostatické zvlaknovani ze struny (Elmarco s.r.o 2014)

Vysledna nanovldkna jsou vzhledem k velkému mnozstvi Si - OH
skupin na povrchu pomeérné reaktivni a je potreba je stabilizovat kvuli jejich
rozpustnosti ve vodé. Stabilizace se provadi zahrivanim nanovlakenné
vrstvy. Morfologie vlaken se pri zahrivani do 850°C neméni, nad tuto
teplotu se vrstva pretransformuje do formy kremicitého skla. Béhem
zahrivani se postupné snizuje pocet Si — OH skupin na povrchu vlaken, ¢imz
se snizuje jejich rozpustnost, ale zaroven také klesa pocet vazebnych mist.
Napriklad pri zahrivani na 180°C po dobu 2 hodin je nanovlakenna vrstva
schopna vydrzet bez rozpusténi v roztoku simulujicim plicni tekutinu 1 7

dni.(Slamborova et al. 2012; Exnar 2016)

3.1.2 Funkcionalizace kiremicitych nanovlaken

K funkcionalizaci kiremicitych nanovlaken se vyuziva jejich, pomérné
reaktivnich, Si—- OH skupin na povrchu. Pii imobilizaci (pro histochemickou
reakci) se enzym, z divodu funkénosti, pripojuje pres linker. Tim muZe byt
napriklad glutaraldehyd, ktery se k povrchu nanovlaken vaze etherickou

vazbou, viz Obr. 3.4.
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Obr. 3.4: Funkcionalizace povrchu nanovlaken glutaraldehydem

Makromolekula enzymu, konkrétné esterazy, obsahuje bilkovinou
cast. Tu tvori polypeptidicky retézec, jehoz zakladni stavebni jednotkou jsou
aminokyseliny. Reakei primarniho aminu aminokyselin s aldehydem vznika

Schiffova baze, viz Obr. 3.5.

(o} C
O O @]
o} o} o} >
| | | povrch +
—8i—0—S8i—0—S8i— - H:0 o) o) ®)
o

Obr. 3.5: Imobilizace enzymu na funkcionalizovana nanovlakna

3.1.3 Dikaz aminokyselin pomoci ninhydrinu

Pritomnost aminokyselin v roztoku je mozné prokazat reakci dvou
molekul ninhydrinu s primarnim aminem aminokyseliny, za vzniku
takzvaného Ruhemanova purpuru, ktery ma absorpéni maximum na vlnové
délce 570nm. Presné schéma této detekéni reakce proslo v prubéhu let
znaénym vyvojem a v soucasnosti se zda nejpravdépodobnéjsi, ze probiha

podle schématu na obrazku 3.6.
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Obr. 3.6: Reakce ninhydrinu s primarni aminokyselinou

K ovéreni funkénosti senzoru je v tomto pripadé jesté nutné primarni

aminokyselinu imobilizovat na povrchu kremicitych nanovlaken, coz je

mozné reakci karboxylové skupiny aminokyseliny (v tomto piipadé

Argininem) s Si— OH skupinou

3.7.
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Obr. 3.7: Imobilizace kremicitych nanovlaken argininem
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4 Enzymova analyza

Jak jiz bylo naznaceno, enzymy jsou vzhledem ke specifité svych ucinka
mimoradné vyhodna analyticka ¢inidla. Navic analytické metody na nich
zalozené, jsou velmi citlivé, rychlé a umoznuji stanovit konkrétni latku
v bohaté smeési dalsich latek bez jejyi predchozi tupravy nebo isolace.
V mediciné jsou jiz neoddélitelnou soucasti soucasnych biochemickych
vysetrovacich metod. V praxi maji dvoji uplatnéni. Pouzivaji se jako
analyticka c¢inidla pro stanoveni siroké palety diagnosticky vyznamnych
latek, a zaroven se sledovani hladiny jednotlivych enzymua pouziva k urceni
stavu lidského organismu. Napriklad pri urcovani diagnézy akutni
monocytarni leukemie se vyuziva detekce enzymu nespecifické esterazy
v bilych krvinkach. Toho je v krvi vyssi mnozstvi v duasledku vétsiho

mnozstvi bilych krvinek. (Vodrazka 1996; Zdenék et al. 2008)

4.1 Struktura enzymu

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly schopné katalytické cinnosti.
Jejich souédsti muze byt (ale nemusi) nebilkovinnd &ast zvana kofaktor,
ktery ma funkci prenasece atomu, skupin atomt nebo elektront pri
biochemickych reakcich, které enzymy katalyzuji. Kofaktor mize byt pevné
vazan primo na makromolekulu enzymu, pak se mu 71ika prosteticka
skupina. Také mlze byt vazan jen slabé, pricemz se mutize 1 oddélit, a v tom

pripadé je nazyvan koenzymem.

Konkrétni enzymatickad reakce probiha v relativné malé casti
makromolekuly, ktera se nazyva aktivni centrum. To je tvoreno presné
rozmisténymi funkénimi skupinami, které jsou soucasti postrannich retézct
aminokyselinovych zbytka z polypeptidového retézce. Tyto skupiny mohou
byt od sebe v polypeptidovém retézci 1 velmi vzdalené a jejich vzajemna
»spoluprace” je umoznéna svinutim polypeptidového retézce do specialni 3D
struktury. V téchto aktivnich centrech byva nékolik typa skupin s riznymi

funkcemai:

o Katalyticky aktivni skupiny— odpovédné za katalyzu reakce.
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e Vazebné skupiny— jejich ukolem je navazat substrat.
e Ostatni skupiny — vytvareji vhodné chemické prostredi v

aktivnim centru a jeho vhodnou prostorovou strukturu.

V neposledni radé jesté enzymy obsahuji dalsi vazebna mista, kam se
mohou navazat latky ovlivnujici jejich aktivitu. Témito latkami byvaji
napriklad ionty kovl, které se u nékterych enzymi mohou podilet na
stabilizaci struktury, nebo jeji zméné podminujici, popripadé usnadnujici,
aktivitu enzymu. Tyto mista se poté nazyvaji stabilizacéni, respektive

aktivacéni. (Vodrazka 1996)

4.2 Mechanismus reakce enzymu se substratem

Pohled na presny reakéni mechanismus enzymu se substratem se
v prubéhu let velice ménil a vyvijel. Prvni velmi vyznamnou teorii byla
teorie komplementarity, neboli teorie zamku a klice, se kterou prisel
vyznamny organicky chemik E. Fischer v roce 1894. Rikal, Ze aktivni
centrum je tvoieno rigidni strukturou (zdmek), do které presné strukturné
zapada specificky substrat (kli¢). Tato teorie by vsak nedokézala dostateéné
vysvétlit obrovskou rychlost reakce (az 1014 krat vyssi nez nekatalyzované),
protoze geometrické usporadani ,zamku” a ,klice“ nutné pro reakci by bylo
prilis pomalé. Pralom nastal s pomoci rentgenostrukturni analyzy, diky niz
se zjistilo, ze komplex enzym — substrat muze mit jinou konformaci nez
samotny enzym. Tento objev dal podnét ke Koshlandové teorii ,ruky
v rukavici®, neboli indukovanému prizptusobeni konformace aktivniho centra
vaci prichazejicimu substratu, viz Obr. 4.1. Bylo tedy zjisténo, ze
makromolekuly enzyma jsou tvoreny pevnym strukturnim jadrem
s limitovanymi konformacnimi stavy a pomérné dynamickym povrchem, coz

je predpokladem pro vysokou rychlost reakce.
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a)

substrat

b)

Obr. 4.1: Mechanismus enzymatické reakce (a) ,zamek a kli¢ (b) ,ruka
v rukavici“. (Vodrazka 1996)
Dynamicky povrch by ovsem sam o sobé pro takovéto rychlosti reakce

a efektivitu nestacil. Ptsobi zde proto jesté nékolik dulezitych efektu.

e Efekt priblizeni - vazby molekul substratu jsou v aktivnim
centru obvykle nekovalentni (cca 0,3nm), éimZ je zplisobeno
vytésnéni jakychkoliv jinych molekul (napy. H20), tim se
vytvori specifické ,mikroprostredi®, které =zvysi reaktivitu

jednotlivych funkénich skupin aktivniho centra 1 substratu.

e Koncentraéni efekt — vazbou v aktivnim centru se substrat
koncentruje, coz zptsobuje, Ze ho v reakénim prostoru muze byt
az 105 krat vyssi koncentrace nez v okolnim roztoku — rychlost

reakce je primo imérna koncentraci reaktanta.

e [Efekt orientace substrdtu— umozni, ze molekuly substratu jsou
efektivné orientované, aby doslo k usnadnéni reakce. Naproti

tomu v klasickém roztoku je orientace reaktanti nahodna.

e Zpusob fixace substratu - energie uvolnéna pri vzniku vazeb
vazajici substrat se vyuzije na prekonani aktivacni energie
enzymatické reakce. Z tohoto duvodu je nizsi rychlost reakce
nespecifickych substratt, které nemaji potrebné funkéni
skupiny, jez by navazanim dodaly potrebnou energii pro
aktivaci reakce. (Vodrazka 1996)
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4.3 Enzymova kinetika
Rychlost prubéhu enzymatickych reakei je ovlivnovana nékolika faktory.

e Koncentraci substratu

e Mnozstvim enzymu

e Fyzikalné chemickymi vlastnostmi prostredi
e Piitomnosti efektortt (modifikatort)

Pri studiu zavislosti raznych koncentraci substratu nebo enzymu

v roztoku byly nameéreny nasledujici zavislosti, znazornéné na obrazku 4.2.

Vo 51 konee: f" [E],=konst.
WAk G 3 N s IS L (54
Viaar
2 1
a) TR [E]O Ku b) —[S]

Obr. 4.2: Zavislosti rychlosti enzymatické reakce na koncentraci substratu
nebo enzymu. (a) pii konstantni koncentraci substratu, (b) pti konstantni
koncentraci enzymu. (Vodrazka 1996)

Pro vysvétleni téchto zavislosti navrhli Michaelis a Mentenova

néasledujici jednoduché obecné reakéni schéma:

ki k2
E+4+S — ES — E + P (11)
k-1

Kde £je enzym, S substrat, £S komplex enzym-substrat, P produkt a k;, k-

1, k2jsou rychlostni konstanty jednotlivych reakeci.

které vychazi z predstavy, ze pri reakci jako meziprodukt vznikne komplex
enzym — substrat. Pri nizké koncentraci substratu neni vsechen enzym

vazan v komplexu [E/ > [ES/, takze rychlost reakce (vzniku produktu) se
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postupné zvysuje s pribyvajicim substratem podle kynetiky prvniho radu.
Ve chvili, kdy je koncentrace substratu dostateéné vysoka [E/ « [ES] tak
dochazi k nasyceni enzymu substratem a reakce ziskava trend kynetiky
nultého radu, proto se krivce z Obr. 4.2b rika saturacni krivka. P11 nasyceni
enzymu substratem je dosazena mezni rychlost reakce v = V. Matematicky
popis zavislosti z obrazku 4.2b vystihuje rovnice Michaelise a Mentenové

pro zavislost pocatecéni rychlosti jednosubstratové reakce na koncentraci

substratu /S

V +[S]
= — 12
Y= T S] (12)
Kde Vje mezni rychlost a K je Michaelisova konstanta
k_i+k
m=—f— V=l=[El (13)

[EJsje vychozi koncentrace enzymu.

Z rovnice a grafu vyplyva, ze Michaelisova konstanta je rovna
poloviné mezni rychlosti, a zaroven vypovida o afinité enzymu k danému
substratu. Cim je Michaelisova konstanta nizsi, tim je wvyssi afinita
k substratu, zcehoz plyne, Ze u enzymu pusobicich na vice substratu
povazujeme za hlavni ten, jehoz Ky je nejnizsi.

Dalsimi vlivy ovlivnujicimi rychlost enzymatické reakce jsou napft.
teplota, pH a latky ovlivhujici ¢innost enzymti (modifikatory). Se vzristajici
teplotou rychlost reakce stoupa, az do bodu denaturace bilkovinné casti
enzymu, z ¢ehoz plyne, Ze kazdy enzym ma své funkcni teplotni optimum.
Stejné tak u néj) mizeme urcit 1 optimalni pracovni pH. Muze byt v radu
desetin 1 jednotek a je zpusobeno protonyzaci funkcénich skupin v aktivnim

centru enzymu. (Vodrazka 1996)
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5 Monocytarni leukémie

Leukémie neboli rakovina krve obecné vznika zhoubnou transformaci
kmenové (hemopoetické) buniky kostni direné. Pri této transformaci kmenova
bunka ztraci schopnost diferenciace (prestava se délit na funkcionalizované
bunky odlisné od poéateénich kmenovych), a to obvykle na trovni blast
(primitivnich nezralych bunék, které se kromé jiného od zdravych leukocytil
odlisuji svou velikosti). Zaroven si zanech4va schopnost proliferace (stdle se
déli), kterd se vymyka autoregulaénim pochodiim. Tim dojde ke zvyseni
mnozstvi leukemickych bunék v kostni direni i1 v periferni krvi. V kostni
dreni je jich az vice nez 30% z poctu vsech bunék a v periferni krvi vice nez
5%. Tyto bunky nejsou zcela funkcéni, a zaroven svym premnozenim
yvytladuji“ zdravé funkéni krevni bunky (éervené krvinky, krevni
desticky...), jejichz nedostatek zptisobuje zhorsujici se funkénost organismu.
Priznaky tedy muze byt ztrata télesné vykonosti, tunava, krvacivost,
malatnost, nebo velmi zhorseny prubéh jindy banalni nemoci, v diasledku

nedostatku bilych krvinek.

Monocyty jsou konkrétné nejvétsi bilé krvinky v krvi, které se po
vniknuti do tkani a organt méni na makrofagy, které jsou schopny
fagocytozou odbourat nefunkcéni nebo mrtvé bunky a jiny korpuskularni
material. Pri monocytarni leukémii se v krvi vyskytuje prave zvysené
mnozstvi nediferencujicich monocyti a monoblastt (prekurzory monocyt).
Bunky monocytti obsahuji enzym nespecifickou esterazu, kterou je mozné
histochemicky prokazat. Nespecifickd esteraza dokaze hydrolyzovat
aromatické estery a predpoklada se, ze je soucasti detoxikacniho aparatu
bunky. Histochemicky dikaz probiha tak, ze se na enzym navaze jeho
specificky substrat (a— naftyl acetat), ktery je rozstépen na acetatovy aniont
a a— naftol. Ten posléze reaguje v pritomnosti diazoniové soli za vzniku
barevné nerozpustné srazeniny, viz Obr. 5.1. (i et al. 1973; Manchenko

2002; Ceska et al. 2015)
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Obr. 5.1: Schéma histochemického prokazani Nespecifické esterazy.
(Manchenko 2002)
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6 Plan experimentu
Experimentalni ¢ast se zaméruje na nékolik hlavnich oblasti.

e Dokazat funkcénost optického vlaknového senzoru a tim 1 aktivitu
esterazovych skupin immobilizovanych na povrchu kremicitych
nanovlaken.

e Vyhodnotit detekéni limit a stabilitu takto mnavrzeného
experimentalniho systému.

e Vyzkouset pomoci senzoru detekovat aktivitu esterazovych skupin
v krevnich natérech.

e Navrh a realizace vylepsené elektrické c¢asti senzoru.

38



7 Ovéreni funkcnosti optického vlaknového senzoru

7.1 Pouzité laboratorni pomiicky a zarizeni
Veskeré pokusy a priprava vzorki byly provadény v laboratorich
Technické univerzity v Liberci.

Optoelektronicky mérici systém

Zdrojem a zaroven detektorem signalu senzoru byl meérici pristroj,
ktery mtizeme vidét na obrazku 7.1. Zdrojem svétla v ném byla polovodi¢ova
LED dioda 520HR3C od firmy Hebei IT o vlnové délce 633nm a detektorem
byla fotodioda BPX 65 od spolecnosti Siemens. Bylo pouzito multimodové

plastové optické vlakno.

Obr. 7.1: Obrazek optoelektronické ¢asti senzoru. (a) optické vlaknu typu Y,
(b) zdroj a zaroven detektor signalu.

Nanovldkenné vrstvy

Pomoci laboratorniho pristroje Nanospider byly jednotlivymi
vyzkumnymi skupina pripraveny dva rtzné druhy nanovlakennych vrstev.

Nanovldkenna vrstva z Si02 a z PAA/PVA

Obr. 7.2 Snimek kremicité nanovlakenné vrstvy.
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Mikroskopicka skla

Standardni sklenéna laboratorni mikroskopicka sklicka. Podlozni

sklicko s rozmeéry 76*26*1mm a kryci sklicko s rozméry 24*24*0,17mm.

7.2 Pouzité chemikalie
Vsechny pouzité chemikalie byly dodany od firmy Sigma-Aldrich.

Glutaraldehyd

Pro imobilizaci byl pouzit 25% roztok glutaraldehydu ve vodé
s katalogovym oznacenim G6257. CAS: 111-30-8. Molekularni hmotnost
100,12g/mol.

Esteraza
Enzym byl izolovan z prasecich jater. Katalogové ¢islo enzymu na
strankach vyrobce je E3019. CAS: 9016-18-6.
o—- naftyl acetat
Molekulova hmotnost 186,21g/mol. CAS: 830-81-9. Katalogové cislo
N8505 s ¢istotou nad 98%.
Aminokyseliny
L-Tyrosin — katalogové cislo T3754. CAS: 60-18-4. Molekulova
hmotnost 181,19g/mol.
L-Arginin - katalogové ¢islo A5006. CAS: 74-79-3. Molekulova
hmotnost 174,20g/mol.
L-Leucin - katalogové ¢islo L8000. CAS: 61-90-5. Molekulova
hmotnost 131,17g/mol.

Azobarviva
Fast Blue RR Salt — katalogové c¢islo F0500. CAS: 14726-29-5.
Molekulova hmotnost 387,89g/mol.
Fast Blue B Salt - katalogové cislo DS805. CAS: 14263-94-6.
Molekulova hmotnost 475,47g/mol.
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7.3 Méreni intenzity detekovaného signalu v zavislosti na sestaveni

senzoroveého pole

Pro pocatecni vyzkouseni citlivosti senzoru a konkrétné vlivu sestaveni
senzorového pole na intenzité detekovaného zareni bylo udélano nékolik
pokust s riznym sestavenim senzorového pole. Obecny design senzorového

pole je naznacen na obrazku 7.3.

Optické viakno (Y) ! Glycerol

Nanoviakenna vrstva Kryci sklicka

Podklad

'

Obr. 7.3: Schéma sestaveni senzorového pole.

Pro zjisténi vlivu jednotlivych komponent na intenzitu odrazeného
svetla se jednotlivé dily uvedené ve schématu, pri méreni, meénily nebo
odebiraly. Vysledky téchto méreni jsou znazornény v tabulce 7.1. Zména
usporadani senzorového pole oproti tomu na obrazku 7.3 je myslena v poradi
tak, jak svéetlo vychazi z optického vlakna a postupné prochazi skrz
jednotlivé komponenty. V usporadani je uvedeno 1 pozadi, coz byl pri téchto
pokusech stul, protoze svétlo z optického vlakna bylo schopné projit vsemi
predeslymi vrstvami. Vysledna odrazivost neboli intenzita detekovaného
svétla je vztazena na procentualni hodnotu z intenzity vstupniho zareni.

Prehledné jsou vysledky z tabulky 7.1 vyneseny v grafu 7.1.
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Tab. 7.1: Porovnani odrazivosti pti raznych usporadani senzorového pole.

Usporadani senzorového pole Odrazivost [%] | Odchylka [%]
VIdkno, vzduch 4,52 0,184
Velké sklicko, Nanovlaklno PAA/PVA 22,59 0,153
2:1, pozadi
Malé sklicko, Nanovlaklno PAA/PVA 2957 0,004
2:1, pozadi
Glycerol, Velké sklicko, Nanovlakno
, 15,98 0,235
PAA/PVA 2:1, pozadi
Glycerol, Malé sklicko, Nanovlakno
¢ ’ , 21,84 ,4
PAA/PVA 2:1, pozadi 8 0,435
I, Velké sklicko, N 13
Glycerol, Velké sk |cko,, anovlakno 1573 0,349
PAA/PVA 2:1, modry podklad
I, Velké sklicko, N 13
Glycerol, Velké sk |vcko: anovlakno 1725 0,310
PAA/PVA 2:1, zluty podklad
35,00
30,00 —
25,00
X 20,00
g 15,00
10,00
5,00
0,00 .
VIdkno, vzduch Velké sklicko, Malé sklicko, Glycerol, Velké Glycerol, Malé Glycerol, Velké Glycerol, Velké
Nanovlakno PAA/PVA Nanovlakno PAA/PVA sklitko, Nanovliakno  sklicko, Nanovlakno  sklicko, Nanovldkno  sklicko, Nanoviakno
2:1, pozadi 2:1, pozadi PAA/PVA 2:1, pozadi PAA/PVA 2:1, pozadi PAA/PVA 2:1, modry PAA/PVA 2:1, Zluty
podklad podklad
Usporadani senzorového pole v poradi od optického vlakna po pozadi

Graf 7.1: Zavislost zmény detekované intenzity zareni na sestaveni
senzorového pole.

Jak jiz bylo naznaceno, tak z vysledkl je patrné, ze vliv na odrazivost
ma 1 pozadi a predevsim jeho absorpcéni spektrum. Modry podklad absorbuje

cervené zareni vice nez zluty. VIliv pozadi je dan tim, Ze nanovlakenna

42



vrstva, ktera byla pouzita pri tomto méreni byla prilis tenka. Glycerol je pro
méfeni pouzit, protoze ma vyssi index lomu nez vzduch (1,473), takze je
schopen vyvazat vétsi mnozstvi svétla z optického vlakna do vzorku, ¢imz by
se méla zvysovat citlivost méreni celé aparatury. Podobny vliv ma i pouziti
tenc¢iho kryciho sklicka, protoze se snizi draha, kterou zareni musi urazit
z optického vlakna do nanovlakenné vrstvy, a tim 1 klesne mnozstvi zareni,

které se vyvaze mimo senzorové pole.

7.4 Funkcionalizace SiO: nanovlaken a méreni jejiho vlivu na

intenzitu odrazeného svétla

Pro ovéreni detekcénich schopnosti senzoru bylo navrzeno nékolik
riznych pokust, pri kterych jsem funkcionalizoval kremicitou
nanovlakennou vrstvu takovymi latkami, které jsou schopné s urcitou
selektivitou navazat konkrétni latky z roztoku. Timto navazanim by mélo
dojyit ke zméné v absorpénim spektru funkcionalizované nanovlakenné
vrstvy, a tim 1 ke zméné intenzity odrazeného svétla, které je detekovano
detektorem. Sestaveni senzorového pole bylo pri téchto pokusech stejné jako

na obrazku 8.3.

7.4.1 Detekce aktivity enzymu Esterazy pomoci o~ naftyl acetatu

Dukazova reakce probiha tak, ze esteraza, imobilizovana na povrchu
nanovldkenné vrstvy zroztoku vychytd a rozstépi substrat (o — naftyl
acetat). Pii této reakei se z molekuly a— naftyl acetatu odstépi acetat a na
zbyly o — naftol se navaze azobarvivo, které musi byt také obsazeno
v roztoku. Tato vznikla slouc¢enina se k molekule esterazy vaze kovalentné,

takze v misté navazani zpusobi zbarveni nanovlakenné vrstvy.
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Pracovni postup

e Kremicita nanovlakna se na 10 minut vlozi do 2ml 2% roztoku
glutaraldehydu.

e Promyti ve fosfatovém pufru pH=7,2.

e Poté se pripravi roztok 2mg esterazy v 20ml fosfatového pufru

(pH= 7,2) a po dobu 10 minut se vném nechaji inkubovat
funkcionalizovana nanovlakna glutaraldehydem.

e Naisleduje promyti ve fosfatovém pufru pH= 7,2.

e DPiipravi se roztok 3mg substratu (a-naftyl acetitu) s 9mg
azobarviva (Fast Blue B nebo Fast Blue RR salt) ve fosfitovém
pufru (pH=7,2), do kterého vlozime nanovldkna imobilizovana

esterazou. Inkubace probiha 10 minut za laboratorni teploty.

Obr. 7.4: Nanovlakna s imobilizovanou esterazou, na kterou je navazan
substrat s azobarvivem.

Na obrazku 7.4 jsou vidét vzorky imobilizované nanovlakenné vrstvy,
na které je navazan i substrat s azobarvivem. V tabulce 7.2 je pak porovnani
zmeény odrazivosti, ktera byla mérena mezi jednotlivymi kroky syntézy.
Odrazivost pri vSech pokusech byla velmi mala, coz by mélo byt zptusobeno
tim, Ze vzorky byly piri méreni mokré a tim se vétSina zareni, pri pruchodu
senzorovym polem, odrazila mimo optické vlakno. Ze stejného duvodu je
stale patrny vliv barvy pozadi, prestoze nanovlakenna vrstva byla podstatné
tlustsi nez v predchozich pokusech a v suchém stavu jiz zareni plné
absorbovala. Presto je patrnd mirnd zména odrazivosti pri navazani
substratu (v tomto kroku syntézy je vrstva ,okometricky“ stale bila jako

ptvodni kiemiéita vrstva). Vyrazny pokles odrazivosti byl naméien az pii
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navazani azobarviva, to zapri¢ini skokovy narust absorpce v ¢ervené casti

spektra, ktery potvrzuje 1 zména barvy nanovlakenné vrstvy, viz Obr. 7.4.

Vysledky z tabulky 7.2 jsou vyneseny do grafu 7.2.

Tab. 7.2: Intenzita odrazeného zareni funkcionalizované SiO2 nanovldkenné

vrstvy
Funkcionalizace nanovlaken Odrazivost [%] Odchylka [%]
Imob. vrstva bez substratu,
. 1,80 0,06
cerny podklad
Imob. vrstva bez substratu,
Y , 2,80 0,06
¢erveny podklad
Imob. vrstva se substratem,
. 2,20 0,17
¢erny podklad
Imob. vrstva se substratem,
. , 2,90 0,23
¢erveny podklad
Imob. vrstva se
substratem@barvivo, ¢erny 0,90 0,06
podklad
3,50
3,00
.
L
2,50
E 2,0 1
g
'g 1,50
1,00
0,50
0,00
Imob. vrstva bez substratu, Imob. vrstva bez substratu, Imob. vrstva se Imob. vrstva se Imob. vrstva se
¢erny podklad terveny podklad substritem, erny podklad  substridtem, erveny substratem@barvivo,
podklad terny podklad

Graf 7.2: Zavislost zmény intenzity odrazeného zareni na funkcionalizaci
nanovladken
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Tim, ze se velké mnozstvi zareni, pri snimani mokrych vzorku, odrazi
mimo optické vlakno, dochazi k velké ztraté signalu, ¢imz se velice snizuje
citlivost celého senzoru. Z tohoto divodu se vsechny dalsi vzorky nechaly
pred testovanim ususit. Ususenim vzorka doslo pri snimani k narastu
intenzity odrazeného svétla, jak mtuzeme vidét v tabulce 7.3. V této tabulce
je porovnana namerena odrazivost vzorka vuci referencnimu. Pri
funkcionalizaci vzorktl byla k azokopulaéni reakeci pouzita dvé ruzna
azobarviva (Fast Blue B salt a Fast blue RR salt) o dvou rtznych
koncentracich. Referencnim vzorkem byl vzorek imobilizovany esterazou

pred probéhnutim azokopulacni reakce, viz Obr. 7.5.

Tab. 7.3: Odrazivost funkcionalizovanych nanovlakennych vrstev pii pouziti
ruznych azobarviv o riaznych koncentracich.

Barvivo Odrazivost [%]
- Odchylka [%]
Koncentrace substratu 0,3 [g/1] 0,15 [g/l]
Fast Blue B salt 6,9 9,3 0,40
Fast blue RR salt 6,3 6,9 0,26
Reference 16,4 0,39

Z tabulky 7.3 je zaroven patrné, ze detekéni systém byl schopen
zaznamenat zmeénu koncentrace substratu. S nizsi koncentraci substratu se
snizila absorpce zareni vzorkem, ¢imz se zvysila detekovana odrazivost. Vliv
pozadi v tomto pripadé jiz nebyl znat, protoze sucha nanovlakenna vrstva
byla dostatecné silna, aby se v ni zareni plné absorbovalo nebo odrazilo.
Zaroven je pri porovnani dvou pouzitych barviv patrné, ze barvivo Fast blue

RR salt absorbuje pouzité zareni vice nez Fast blue B salt.
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Obr. 7.5: Porovnani vzorki pired probéhnutim azokopulaéni reakce (Ref.) a
po jejim probéhnuti pro dvé riizni azobarviva (Fast blue B salt a Fast blue
RR salt) o koncentracich substratu 0,3 a 0,15g/1.

Detekce aminokyselin pomoci ninhydrinu

Teoreticky rozbor diikazové reakce je popsan v kapitole 3.1.3. V téchto
testech bylo ukolem dokazat detekovat pritomnost imobilizovanych
aminokyselin na povrchu kremicité nanovlakenné vrstvy. Pro pokusy byly

imobilizovany tii rizné aminokyseliny: Arginin, Leucin a Tyrosin.
Pracovni postup

e Kiemicita nanovlakna se na 10 minut vlozi do 2ml 2% roztoku
glutaraldehydu.
e Promyti ve fosfatovém pufru pH=7,2.

e Ponoreni do 1% roztoku Tyrosinu na 10 minut.
e Vysuseni.
e Detekce pomoci 0,1% roztoku ninhydrinu v isopropylalkoholu.

e Zahrati na 110°C- vyvolani barevné reakce.

Reakce alfa aminokyselin s ninhydrinem po zahiati na 110°C zptsobi
zbarveni nanovlakenné vrstvy, viz Obr. 7.6. Ze snimku je patrné, zZe reakce
probéhla jen v uréitych mistech nanovlakenné vrstvy, a to zejména na
okrajich a v mistech ,zakriveni® povrchu. To muze byt zptusobeno migraci
molekul ninhydrinu v kapaliné (ve chvili kdyZ je vrstva mokri) do mist

s vyssi potencialni energii, coz jsou pravé mista ,,zakriveni“ tak, aby se tato
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energie snizila. Takto nehomogenni rozmisténi je velmi slozité na
vyhodnoceni a pri pouziti senzoru s optickym vlaknem, jehoz svételny
svazek je pomérné uzky muze byt vysledek velmi zavadéjici. Regenim tohoto
problému by mohlo byt pouziti intrinsického designu senzorového pole a to
konkrétné obaleni jadra optického vlakna nanovlakennou vrstvou.
V mistech ninhydrinové reakce by dochazelo k vyvazani nebo absorpci

zareni, coz by mélo zpusobit pokles intenzity zareni na detektoru.

Obr. 7.6: Dlikaz aminokyselin pomoci nynhidrinu. (a) referenéni vzorky pied
zahiatim, (b) vzorky po zahtati. (1) Leucin, (2) Arginin, (3) Tyrosin.

Presto, pokud se nastavi aparatura spravné do mist, kde reakce
probéhla, tak je mozné ve vsech pripadech detekovat pokles odrazivosti a

tim dokéazat pritomnost imobilizovanych aminokyselin, viz Tab. 7.4.

Tab. 7.4: Detekce odrazivosti funkcionalizovanych nanovlakennych vrstev
aminokyselinami pri reakci s ninhydrinem.

Odrazivost [%]
Funkcionalizace nanovlaken Odchylka [%]
po 110°C pred 110°C
Arginin 20,1 22,1 0,87
Leucin 20,2 21,4 0,69
Tyrosin 14 17 0,5
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8 Detekeni limit optického vliaknového senzoru

U kazdého senzoru je potireba urcit jeho detekéni limit. Vzhledem
k tomu, ze pro méreni je pouzito zareni o vinové délce 633nm a kazda latka
ma své unikatni absorpcéni spektrum, tak nelze urcit obecny detekéni limit.
Muzeme urcit jen detekéni limit pro kazdou jednotlivou chemickou reakei.
Tato prace je zameérena na detekci aktivity esterazovych skupin.
Z predeslych testtt vyplynulo, ze pro jeho detekci je vedle substratu
(o.— naftyl acetatu) vhodné pouzit jako barvivo Fast blue RR salt, protoZe
vice absorbuje v cervené casti spektra. Azokopulacéni reakce zaroven probiha
v celé nanovlakenné vrstvé pomérné rovnomeérneé, viz Obr. 7.5, coz prispiva

ke stabilité meérici metody. Tato pomérné rovnomérna funkcionalizace

povrchu je vidét 1 na snimcich z elektronového mikroskopu, které jsou na

obrazku 8.1.

Obr. 8.1: Snimky ze SEM. Porovndni (a, b) funkcionalizovanych nanovldken
po probéhnuti azokopulaéni reakee, s (c) vrstvou SiO2 nanovléken.
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Samotné méreni detekéniho limitu probihalo tak, ze se SiOg2
nanovlakenna vrstva funkcionalizovala podle pracovniho postupu
uvedeného v kapitole 7.4.1 stim rozdilem, Ze se pro jednotlivé vzorky
exponencidlné snizovala koncentrace substrdtu a barviva. Redéni vzdy
probihalo v poméru 1:1, ¢imz se dosahlo koncentrace az 1/128 vici ptvodni

koncentraci. Na obrazku 8.2 je snimek vzorkti o rtznych koncentracich

substratu a barviva v porovnani s referenc¢nim vzorkem.

o : x ‘ QAR N e G
Obr. 8.2: Snimek funkcionalizovanych nanovlakennych vzorkt o riznych
koncentracich substratt a barviva. (a) je referenéni vzorek.

Ze snimku 8.2 je vidét, ze posledni éty¥i vzorky (od koncentrace 1/32
po 1/128 viéi pocateéni koncentraci a referenéni) jsou ,okometricky* tézko

rozeznatelné. Hodnoty ziskané pri méreni téchto vzorkl jsou v tabulce 8.1.

Tab. 8.1: Odrazivost vzorkd pri snizovani koncentrace substratu v porovnani
s referenc¢nim vzorkem.

Csubstratu [8/1] lzareni [%] odchylka [%]
0,3 10,4 0,24
0,15 12,4 0,36
0,075 15,1 0,45
0,0375 17,1 1,19
0,01875 18,7 0,53
0,009375 20,6 0,28
0,0046875 21,2 0,30
0,00234375 21,7 0,35
Ref 22,2 0,28

Z tabulky je vidét, ze az po koncentraci 4,6875 mg/l je rozdil oproti
referencnimu vzorku stale vyssi nez odchylka méreni. Pokud uvazujeme, zZe
v reakénim roztoku se nachazi jen substrat, barvivo a fosfatovy pufr, tak

vzhledem k tomu, Ze Mmsubstrat™= 3ME, Mparviva= 9IMg, Vputrrn= 10ml a ppufru=
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1,012g/cm3, muzeme koncentraci detekovanou senzorem prepocist na

hodnotu ppm pomoci rovnice:

Mgybstrat

m .
ppufr * pufr + bg?;ll-nvo) * 64

Csubstrat = ( = 4,63ppm

Tuto hodnotu ovsem nelze brat presné jako detekéni limit, protoze
z nameérenych hodnot 1 odchylky lze vidét, ze teoreticky by bylo mozné
snimat 1 nizsi koncentraci pri dalsim ,jemnéjsim“ redéni. Zjistit tuto
hodnotu laboratorné by bylo velmi obtizné, ale teoreticky je mozné ji
extrapolaci hodnot dopocitat. V grafu 8.1 jsou vyneseny hodnoty z tabulky
8.1 véetné chybovych usecek jejich odchylek. Zaroven jsou tyto hodnoty
prolozeny regresni krivkou, ktera je polynomicka 3. radu, tak, abychom
dostali, co mnejvétsi hodnotu spolehlivosti za soucasného zachovani
yJrozumného“ trendu z pohledu realného chovani systému. Priumeérna
odchylka méreni u dat z tabulky 8.1 je 0,44, aby bylo méreni jednoznacné,
musi byt rozdil méreného vzorku od referencniho vétsi nez dvojnasobek této
odchylky. Z toho plyne, zZe odrazivost musi byt mensi nez 21,3%. Po dosazeni
této hodnoty do regresni rovnice vychazi jediny realny koren, ktery ma
hodnotu koncentrace 3,33219mg/l. Teoreticky detekéni limit koncentrace
substratu, po zohlednéni vyse uvedenych predpoklada a prepocitani, tedy

vychazi 3,29ppm.

25,0
Ig\;\
20,0

15,0 \\ I
\‘\- + Vzorky
= Ref

y=-1304,8x + 745,94x2 - 144,42x+ 21,773
RZ=0,9937

10%]

10,0

5,0

0,0

0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 03 03 0,4
clg/l]

Graf. 8.1: Porovnani odrazivosti vzorka pri exponencialnim redéni vuci
referenénimu véetné chybovych tsecek.
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Pro ovéreni vysledkt méreni byly stejné vzorky méreny pomoci
UV/VIS spektrofotometru v odrazovém modu. Vysledna absorpcni spektra
vzorku s klesajici koncentraci substratu a barviva jsou vynesena v grafu 8.2.
Z grafu je patrné, ze s klesajici koncentraci substratu klesa absorbance
vzorku, coz odpovida vysledkiim namérenym v tabulce 8.1. Dale je vidét, ze
vinova délka svétla pouzitého k métreni (633nm) je v blizkosti jednoho ze
dvou absorpénich maxim, které je priblizné na 594nm a meéreni UV/VIS
spektrometrem potvrzuje, ze pouzitym zarenim je jesté mozné koncentraci
substratu 4,69mg/l detekovat. U koncentrace substratu 2,34mg/l, neboli
zredéni 1:128, uz mizi absorpcni pik v oblasti cerveného svétla. Mirny pik je
jesté vidét pro modré svétlo okolo 460nm, ale zde je jiz absorbance tak

nizka, ze hranic¢i s mérici odchylkou spektrometru.

0,6

—c=0,3g/
03 —c=0,15g/

¢=0,075g/1
= 0,0375g/1
c=0,01875g/!

—c= 0,009375g/!
c=0,0046875g/!

—¢=0,00234375¢g/|

Absorbance

M\

e
e Y

0 1 v
360 460 560 660 760

0.1

A [nm]

Graf. 8.2: Méreni UV/VIS spektrofotometrem. Vzorky s exponencialnim
snizovanim koncentrace substratu.

Pri azokopulacni reakci se barvivo vaze kovalentné na odstépeny
o—naftol, zaroven se ale muze také fyzikalné adsorbovat primo do
nanovlakenné vrstvy, coz by mohlo velmi zkreslit méreni. Na snimku
z elektronového mikroskopu (obrdzek 8.3) jsou vyznadeny adsorbované
castice barviva. Dlkaz fyzikalni adsorpce ¢astic barviva mizeme vidét 1 na

spektrografu z FTIR spektroskopie, ktery je v priloze A. Zde byly
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porovnavany vzorky nefunkcionalizovanych S102 nanovlaken
s funkcionalizovanymi po probéhnuti azokopulacni reakce. Koncentrace
substratu byla 0,3 a 0,15g/l. Na spektrografu je mozné pozorovat zmeénu
v absorbanci 2. amidického piku (1530cm), kterd je zptisobena valenéni
vibraci C=0 a deformacni vibraci N-H. To je dikazem organickych sloucenin
ve vzorcich. U SiOgz vrstvy tento pik neni vidét. Mizeme zde pozorovat i
kvantitativni snizeni intenzity tohoto piku u vzorku s poloviéni koncentraci

substratu.

Obr. 8.3: Snimek ze SEM. Fyzikalné adsorbované barvivo ve vrstvé
funkcionalizovanych SiO2 nanovlaken.

Z toho davodu bylo méreno, jak se méni mnozstvi adsorbovaného
barviva nefunkciolizované nanovlakenné vrstvy v zavislosti na zméné
koncentrace substratu a barviva v roztoku. Na grafu 8.3 je vidét, ze se
snizujici se koncentraci barviva klesda 1 namérena absorbance a pri
koncentraci 0,0375g/l1 jiz nanovlakenna vrstva neobsahuje meéritelné
mnozstvi. Z toho vyplyva, ze pri koncentracich v okoli detekéniho limitu by
tento jev jiz nemél ovliviovat meéreni. Divod, pro¢ nékteré krivky jsou
v zapornych  hodnotach je ten, zZe referencnim vzorkem Dbyla
funkcionalizovana nanovlakna glutaraldehydem a esterazou. Tato

funkcionalizace zptisobuje naméreny pokles v absorpénim spektru.
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Graf. 8.3: Pokles absorbance adsorbovaného barviva do vrstvy SiO2
nanovldken p¥i sniZovani koncentrace substratu (respektive barviva).
Meéreno UV/VIS spektrometrem.
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9 Detekce aktivity enzymu esterazy v krevnich natérech

Jak jiz bylo receno v kapitole 5, enzym esterdza se nachazi
v leukocytech, jejichz zvysené mnozstvi muze signalizovat urcity typ
leukémie. Na zakladé predchozich testd se pripravily histochemicky barvené
krevni natéry scilem pokusit se detekovat zménu v mnozstvi esterazy

v leukocytech.

9.1 Pouzité laboratorni pomiicky, zaiizeni a chemikalie

e Opticky vlaknovy mé¥ici systém (Obr. 7.1)

e Opticky binokularni mikroskop Leica DM750 s imerznim objektivem
a az 1000 nasobnym zvétSenim. (Obr. 9.1 b)

e Imerzni olej Cargille typ A standardizovany pro teplotu 23°C a podle
normy ISO: 8036/1. (Obr. 9.1 a)

e Sklenéné kyvety a mikroskopicka skli¢ka (Obr. 9.1 c)

J x
Cargdlle)

MMERSIOH

Obr. 9.1: Imerzni olej Largille typ A (a), opticky mikroskop Leica DM750 (b),
Sklenéné kyvety s mikroskopickymi skli¢ky (c).
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Chemikalie

e o —-naftyl acetat— molekulova hmotnost 186,21g/mol. CAS: 830-81-9.
Katalogové ¢islo N8505 s ¢istotou nad 98%, dodavatel Sigma—Aldrich.

¢ Fast Blue B Salt — dodavatel Sigma—Aldrich, katalogové ¢islo DS805.
CAS: 14263-94-6. Molekulova hmotnost 475,47g/mol.

e Basic Red 9- dodavatel Sigma—Aldrich, katalogové ¢islo 55838. CAS:
569-61-9. Molekulova hmotnost 323,82g/mol.

¢ Roztok May-Griinwald - dodavatel Sigma—Aldrich, katalogové cislo
32856.

¢ Roztok Giemsa-Romanowski— dodavatel Sigma—Aldrich, katalogové

c¢islo G4507. CAS: 51811-82-6. Molekulova hmotnost 291,8g/mol.

9.2 Priprava a analyza krevnich natéri
Krevni stéry byly zhotoveny standardizovanou metodou (tedy z kapky
periferni krve). Kapka periferni krve byla rozetiena po plose vy¢isténého

podlozniho sklicka.

Pro histochemické barveni (tedy pro detekci esterdzy v leukocytech)
k substratu a— naftyl acetdatu byla pouZita dvé riizn4 barviva (Fast Blue BB
salt a Basic Red 9). Kromé toho (pro porovnéani s histochemickym barvenim)
byly krevni natéry paralelné obarveny i Pappenheimovou (panoptickou)
metodou, ktera funguje na principu dvou barviv barvicich podle naboje
molekuly. Barvivo azur B (roztok Giemse—Romanowského) barvi modrosedé
a vaze aniontové casti molekul, jako jsou nukleové kyseliny, nukleoproteiny,
granule bazofil... Barvivo eozin Y (roztok May — Griinwald) barvi
oranzovocervené a vaze kationtové casti molekul, jako jsou hemoglobin a

eozinofilni granula.(Lovétinsk4-Slamborova 2013)
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Postup prace

Histochemické barveni

Pappenheimova metoda

Piiprava krevniho natéru na mikroskopické podlozni skli¢ko (fixace krevniho
natéru 10 minut, u histochemického barveni byl natér fixovan 10 minut ve
formaldehydovych parach)

Piiprava substratového roztoku (A) 5mg a—naftyl
acetatu v 0,5ml acetonu.

Vlozeni krevniho natéru
do kyvety s roztokem May-
Grinwalda, fixace 10
minut

Piiprava roztokt barviv (B)

Oplachnuti (vymyti
prebyteéného braviva) v
roztoku fosfatového pufru,
pH=6,7-6,8

Fast Blue BB Salt

Basic Red 9

Vlozeni do kyvety s
roztokem Giemsa-
Romanowski, fixace 10
minut

9mg FBB v 10ml
vybraného fosfatového
pufru (pH=7,19; 5,9 a
8,3), smichat roztoky A+B

Pripravit 9mg R9 do 10ml
fosfatového pufru, pH=5,9

Pridat 0,6ml roztoku s R9
do 23ml 0,1M roztoku
Na2PO4v pufru (tento

roztok bylitredén 1:1 a 1:5

Oplachnuti v roztoku
fosfatového pufru pH=6,7-
6,8, 2 krat

Oplachnuti pod proudem
tekouci vody a nechani
zaschnout

v poméru 1:1 e el P
kvali zintenzivnéni

barveni) Vytvoreni trvalého

Sliti roztok A a B a nechani 10 minut reagovat preparatu zakapnutim

— . —— kanadskym balzdmem a
Vliti roztokl do kyvety s krevnimi natéry

prikrytim krycim sklickem

Nechat 40 minut inkubovat za laboratorni teploty

Na obriazku 9.2 jsou vysledky (snimky) krevnich néatért na
mikroskopickych sklickach. Muzeme zde vidét porovnani krevniho natéru
bez barveni (a) s krevnimi stéry barvenymi histochemicky (c, d) a
Pappenheimovou metodou (b). Na téchto snimcich je vidét, Ze technika
vytvareni krevnich natért na mikroskopickych sklickach neposkytuje
homogenni vrstvu, coz muze byt problém pro standardizované méreni. Tento
problém by mohl byt vyresen napriklad spravnym designem senzorového
pole, kde by funkcionalizovana SiO2 nanovlakenna vrstva byla pripevnéna
na optické vlakno a pri méreni by se tato konstrukce namocila do kapky
zkoumané krve. Zaroven by se pro jejich pouziti v senzorickém systému
musel vyresit problém, jakym zpisobem na né navazat krevni bunky
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(zejména leukocyty), aby tato detekce mohla byt uznidna jako
standardizovand metoda. Re$enim by mohlo byt nenavazovat substrat
s barvivem kovalentné, ale jen nasaknout nanovlakennou vrstvu jejich
roztokem a samotna nanovlakna naptiklad plazmaticky upravit, aby méla
kladny povrchovy naboj, ktery by elektrostaticky pritahoval zaporné nabité
bunécéné membrany krevnich bunék.

|
‘ |
)
| .

N
L
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Obr. 9.2: Porovnani krevnich natért pii pouziti riznych barvicich technik.
(a) standardni krevni natér bez barveni. (b) Pappenheimovo barveni. (c)
histochemické barveni pomoci Basic Red 9. (d) histochemické barveni
pomoci Fast Blue B.

Obrazek 9.3 ukazuje snimky z optického mikroskopu krevnich natéra
z obrazku 9.2. Na snimku (a) je histochemické barveni pomoci Fast Blue B.
Ve zlutém kruhu je vyznacen leukocyt, u kterého je vidét jen mirné
zbarvené jadro, tedy esterazova aktivita je minimalni, oproti okolni bilé
plazmé bunky. Tyto snimky jsou snimky natéra krve zdravého jedince.
Pokud by krev byla leukemicka, tak by jadro bunky bylo v disledku vyssi
aktivity enzymu vice zbarvené, leukocyt by mél zhruba dvojnasobny objem.
Okolni cervené bunky jsou bezjaderné erytrocyty. dJejich zbarveni je
primarné zpusobeno elektrostatickym navazanim molekul barviva na
povrch zaporné nabitych bunéénych membran. Snimek (b) zachycuje
histochemické barveni pomoci Basic Red 9 a je u néj patrné, ze tato barvici
technika je mnohem vice selektivni vac¢i leukemickym bunkam nez
v pripadé Fast Blue B. Kontrast mezi leukocyty a erytrocyty je u ni nejvétsi,
coz by mélo zvysSovat citlivost méreni a to 1 presto, ze se jedna opét o krevni
natér zdravého jedince. Pokud by se jednalo o natér leukemické krve,

intenzita barevnosti by byla daleko vétsi (zdleZelo by i na typu leukemie).
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Snimek (c) zachycuje standardni Pappenheimovo barveni. U néj je mnohem
vice vyrazné zbarveni jader leukocytt (Zlutd Sipka na snimku), nez
v pripadé Fast Blue B, ale také zpusobuje pomérné silné zbarveni, jak
cytoplasmy leukocytti, tak okolnich erytrocyti. Tento neprilis vysoky
kontrast (rozdil v absorpci zateni) bude pravdépodobné obtizné

detekovatelny.
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Obr. 9.8: Snimky krevnich natért z optického mikroskopu. (a)
histochemické barveni pomoci Fast Blue B. (b) histochemické barveni
pomoci Basic Red 9. (c) Pappenheimovo barveni.

Méreni intenzity odrazeného zareni téchto krevnich natéra probihalo
s témeér stejnou konstrukei senzorového pole, ktera je zobrazena na obrazku
7.3 s tim rozdilem, Ze pr1 méreni nebyla pouzita nanovlakenna vrstva kvuali
vyse zminénym davodim. Nameérené odrazivosti pro jednotlivé druhy
barveni jsou v tabulce 9.1. V tabulce je vidét, ze vsechny druhy barveni
poskytly stejnou odrazivost. Tento vysledek muze byt zptsoben vlnovou
délkou pouzitého zareni, respektive nizkou absorbanci vzorka v této casti
spektra. Jak jiz bylo popsano vyse, pouzité vzorky krevnich nitérd jsou
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z krve zdravého jedince. Pro vyhodnoceni Uc¢innosti této metody je tieba
porovnat tyto vysledky se vzorky leukemické krve. Problémem je, ze
leukemicka krev je z medicinského hlediska brana jako infekéni material a
z davodu predpist je velmi obtizné ji ziskat. To se zatim nepodarilo,
nicméné pokud bych ja nebo kdokoliv jiny v tématu pokracoval, bude
zah4ajeno jednani o spolupraci s pracovistém, které by natéry leukemické

krve poskytlo.

Tab. 9.1: Namérena odrazivost vzorka krevnich stért pri pouziti rdznych
barviv.

Barvivo Odrazivost [%] Odchylka [%]
Fast Blue B (pH=7,19) 13,8 0,69
Basic Red 9 (pH=5,9) 13,8 0,27
Pappenheimovo 13,8 0,42

Pii histochemické (enzymatické) barvici reakci je velmi dilezita
hodnota pH prostredi, ve kterém reakce probiha a je nutné ji optimalizovat.
Na obrazku 9.4 mtzeme vidét porovnani histochemické reakce (barvivo Fast
Blue B) probihajici pii pH= 7,19, 5,9 a 8,3. Podle zbarveni krevnich natéra je
vidét, Ze nejlépe reakce probihala pii pH= 7,19 (a).

1

a-b-c-

Obr. 9.4: Snimky krevnich stéri barvenych histochemicky (Fast Blue B) pii
pouziti fosfatovych pufrii o riiznych pH. (a) pH= 7,19, (b) pH= 5,9, (c) pH=
8,3.
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10 Navrh a konstrukce zdokonalené elektronické casti senzoru

Elektronicka cast senzoru je jeho hlavnim fidicim systémem, ktery ma
za ukol vyslat opticky signal do optického vlakna a poté odrazeny signal
detekovat. Urcuje intenzitu signalu vyslaného do vlakna a zaroven
zabezpecuje jeho prevod z optického signalu na elektricky. Posléze je také
odpovédna za komunikaci s ridicim softwarem v pocitaci. Snimek zakladové
desky meériciho pristroje je na obrazku 10.1. Prestoze dosavadni namérené
vysledky vykazuji pomérné dobrou stabilitu a citlivost pri méreni, tak
nékteré predchozi testy ukazaly omezené moznosti tohoto pristroje.
Napriklad pouzita vlnova délka zareni se ukazala nevhodna pro
histochemické testy krevnich natérd. Z tohoto divodu byl navrzen novy
piistroj se tremi diodami z riznych éasti spekter (Cervend, zelend, fialova).
To prinasi uplné nové moznosti méreni. Napriklad vyuziti jevu
fotoluminiscence (pomoci fialové, mozni i zelené diody), ktery byl u
kremicitych nanovlaken popsan v kapitole 3.1. Vyssi pokryti spektra zareni
pro opticky signal také muze vyresit problém s nizkou absorbanci pro
pouzitou vlnovou délku. Zaroven by pouziti fialové diody mohlo zvysit
nameéreny detekcéni limit pro azokopulacni reakci s Fast Blue RR barvivem,

protoze na grafu 8.2 je vidét nejvyssi absorbance v této casti spektra.

Kromé tohoto rozsireni testovacich moznosti je v elektronické casti
meériciho pristroje nékolik dalsich c¢asti, které je vhodné vylepsit. Z obrazku
10.1 je patrné, Ze signél z poéitade se piivadi pres USB B konektor (g) do
UART mikro¢ipu (a), ktery slouzi pro pirevod USB signalu do sériové
komunikace a naopak. Samotné vysilani meériciho signalu je rizeno
mikroprocesorem (f). Odtud jde signél do diody (b), pii¢emz jeho intenzita
muzZe byt manuéalné nastavena potenciometrem (c). Odrazeny signal se vraci
do fotodiody (d), za niZ je piipojen obvod s operaénim zesilovadem (e) pro
zesileni prichoziho signalu. Tato cast obvodu je analogova, proto se v
mikroprocesoru musi pomoci A/D prevodniku prevést signal na digitalni a

poté se posila opét pres UART zpét do pocitace.
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Obr. 10.1: Snimek zakladové desky ptvodniho mériciho pristroje.

Navrh zakladové desky nového meériciho pristroje mizeme vidét na
obrazku 10.2 a schéma zapojeni je znazornéno v priloze B. Signalovy
transfer s pocitacem je resen stejné jako u predchoziho modelu z USB B pres
UART. Signal zUSB B je oproti predchozimu modelu pomoci rady
kondenzatori filtrovan a je zde =zarazena napétova stabilizace.
Mikroprocesorem je mnohem vykonnéjsi 32 bitovy ARM a je pro néj
zregulovano napeéti z 5V na jeho pracovnich 3,3V. Velkym rozdilem oproti
puvodnimu modelu jsou proudové stabilizace predirazené ke kazdé jednotlivé
diodé a regulace proudu pro diodu programovatelnym c¢islicovym
potenciometrem. Toto zapojeni umozni stabilni opakovatelné meéreni
s moznosti definované ftidit vystupni intenzitu zareni. V pripadé
manualniho potenciometru u predchoziho modelu musel byt potenciometr
nastaven stale do polohy pro maximalni intenzitu zareni, protoze v jinych
pripadech by vysledky mezi sebou nebylo mozno porovnavat. U analogové
detekéni c¢asti je za fotodiodu prirazen operacni zesilovac s
postupnym nékolikanasobnym zesilenim a zaroven filtraci signalu. To by
oproti puvodnimu jednorazovému zesileni mélo poskytnout kvalitnéjsi

zpracovani prichoziho signalu, ¢imz by se mohla zvysit citlivost pristroje.
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Obr. 10.2: Navrh zakladové desky nového senzoru.

Na obrazku 10.3 je vyfocena hotova zakladova deska s naletovanymi
soucastkami. Pro méreni je treba jesté naprogramovat software, coz bude
provedeno v nejblizsi dobé. Bylo odzkouseno, ze deska komunikuje
s pocitacem a pomoci multimetru bylo otestovano, ze na konektorech
mikroprocesoru a diod je spravné napéti, takze deska by meéla byt zcela

funk¢ni.

Obr. 10.3: Snimek hardwaru nového senzoru.
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11 Diskuze

Pro pocateéni ovéreni funkcénosti optického vlaknového senzoru a
optimalizaci designu senzorového pole z hlediska citlivosti méreni bylo
provedeno nékolik pokust s riznym designem senzorového pole. Zmény
v sestaveni senzorového pole vychazely ze zakladniho designu, ktery je na
obrazku 8.3. Bylo ovéreno, ze intenzita odrazeného svétla je zavisla na barveé
podkladu, coz je zpusobeno rozdilnym absorpcnim spektrem podkladového
materialu. Zaroven se zvysuje intenzita odrazeného svétla pri zmenseni
vzdalenosti mezi nanovladkennym vzorkem a vystupem optického vlakna
(pouziti tenéiho mikroskopického skli¢ka), coz je ddno mensim mnozZstvi
vyvazaného svétla mimo aparaturu. V neposledni radé pouziti glycerolu jako
optické medium mezi optickym vlaknem a mikroskopickym sklickem
namisto vzduchu snizuje intenzitu detekovaného zareni. Toto je vsak
pravdépodobné zpusobeno tim, ze vyssi index lomu glycerolu zpusobi
vyvazani vétsiho mnozstvi zareni z optického vlakna do vzorku, coz by meélo
snizit ,,Sum“ okoli a zvysit citlivost méreni.

Pro ovéieni moznosti detekce organickych molekul (aminokyselin) a
aktivity esterazovych skupin bylo provedeno mnozstvi pokusu s razné
funkcionalizovanymi kiremicitymi nanovlakny. Z pokust vyplynulo, Ze neni
vhodné pouzivat k méreni mokré vzorky SiOs2 nanovlakenych vrstev, protoze
dochéazi k prilis velkym ztratam optického signalu vyvazanim mimo optické
vlakno. Naopak suché vzorky jsou jiz schopny absorbovat nebo odrazit
veskeré zareni, coz maximalizuje detekéni limit. Zaroven bylo prokazano, ze
pomoci senzoru je mozné detekovat probéhnuti azokopulaéni reakce (dtikaz
aktivity esterdzovych skupin), protoZe rozdil namérenych intenzit
odrazeného zareni pred a po probéhnuti reakce byl mnohem vétsi, nez chyba
méfeni (Tab. 7.3). V téze tabulce je vidét i rozdil v absorpci pouzitych barviv
a také trend snizujici se absorpce vzorku v zavislosti na snizujicim se

mnozstvi substratu v roztoku.

V disledku tohoto faktu byl méren detekcéni limit optického vlaknového

senzoru. Vzhledem k tomu, Ze pro méreni je pouzivano svétlo o vinové délce
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633nm a kazda molekula ma odlisné absorpcéni spektrum, tak neni mozné
stanovit obecny detekéni limit, ale jen detek¢ni limit pro konkrétni
senzorickou reakci. Detekcéni limit byl méren u reakce s barvivem Fast Blue
RR, protoze podle tabulky 7.3 vykazovala vyssi absorpci nez s Fast blue B.
Piri méreni byla exponencialné snizovana koncentrace substratu a barviva
v roztoku a experimentalné naméreny detekcéni limit byl 4,63ppm. Z tabulky
8.1 je vsak wvidét, ze teoreticky detekéni limit by mohl byt jesté nizsi
(vzhledem k odchylce méteni). Teoreticky limit byl dopo¢itdn pomoci
extrapolace namérenych dat a vysel 3,29ppm. Detekéni limit pro tuto reakei
byl ovérovan pomoci odrazové UV/VIS spektroskopie a na grafu 9.2 mizeme
vidét, Ze méreni potvrzuje moznost detekce tohoto limitu. Zaroven ukazuje

jesteé vyssi absorpéni pik v oblasti modrého svétla.

K dukazu probéhlé reakce a zkoumani detekéniho limitu byla také
pouzita FTIR spektroskopie. Pri ni vsak meérici paprsek pronika do hloubky
vzorku par mikrometra a FTIR je schopen detekovat jen strukturni zmény
presahujici 1 — 2% hmotnosti zkoumaného objemu vzorku. Hmotnost
funkcionalizovanych skupin na povrchu SiO2 nanovlaken se vsak ukazala
oproti samotnym nanovldknim nizsi nez tento limit. Presto rozbor
spektrografu v priloze A poukazuje na pritomnost organickych slouc¢enin (2.
amidicky pik, 1530cm™), kterd i podle obrazku 9.3, bude pravdépodobné
zpusobena fyzikalni adsorpci castic barviva. Tato adsorpce by mohla
ovliviiovat métreni detekéniho limitu, avSak podle grafu 9.3 (méireného

UV/VIS spektrometrem) se tento vliv adsorpce vytraci jiz p¥i Fedéni 1:4.

Detekce aminokyselin (Leucin, Tyrosin, Arginin) byla vyzkousena reakeci
s ninhydrinem. Tabulka 8.4 ukazuje, ze vSechny aminokyseliny bylo mozné
takto detekovat, avsak jen pri spravném nastaveni aparatury, coz vylucuje
standardizované meéreni. Problémem pri této reakci je jeji nehomogenni
prabéh na povrchu funkcionalizované nanovlakenné vrstvy, coz by mohlo
byt vyreseno pouzitim jiného designu senzorového pole. Napriklad pouzitim
intrinsického designu senzoru s modifikovanym plastém (viz Obr. 2.11a),
ktery by fungoval na principu vyvazani, respektive absorbovani zareni
z jadra optického vlakna v dasledku probéhlé reakce.
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U detekce esterazovych aktivit v krevnich natérech se zda jako
nejvhodnéjsi pro detekcéni reakci pouzit k substratu barvivo Basic Red 9.
Z pokusti vyplynulo (obrazek 10.3), Ze poskytuje nejvyssi absorpéni kontrast
mezi leukocyty a zbylymi krevnimi bunkami, coz je pro méreni stézejni.
Samotné méreni poskytlo velmi podobné vysledky odrazivosti pro vsechny
tri pouzité metody barveni, coz muze byt zplsobeno nizkou absorbanci pro
pouzité zaieni (633nm). Pro samotné vyhodnoceni moznosti detekce touto
metodou, je potreba tyto vysledky vzorkt krevnich natéra zdravého jedince
porovnat se vzorky krevnich natért leukemické krve. To by mohlo byt
predmeétem dalsi prace. Pouziti SiO2 nanovlaken v senzorovém poli prinasi
problém s vytvorenim standardizovaného meéreni, presto by tento problém,
v dusledku spravné modifikace nanovlaken a senzorového pole, mohl mit
reSeni (kapitola 10.2). Poté by naopak SiOs nanovldkna vzhledem ke svému
velkému mérnému povrchu byla idealnim materidlem pro tento senzoricky

systém.

V této praci byl zaroven navrhnut a konstruovan i hardware meériciho
piistroje, ktery k detekci miiZe pouZivat oproti ptvodnimu (633nm) rtizné
vlnové délky zaieni (410nm, 525nm, 630nm). To by mélo umoznit vybudit
v Si02 nanovlaknech 1 fotoluminiscenci, coz umoznuje zcela nové zpusoby
detekce probéhlych reakci vzhledem k jejimu zhaseni nebo zintenzivnéni.
Dal$im zésadnim vylepSenim je softwarové rizena (proudové stabilizovand)
intenzita vystupniho zareni, coz poskytuje napriklad moznost volby hloubky
prostupu nanovlakenné vrstvy paprskem nebo meéreni odrazivosti na
vzrastajici intenzité vstupniho zareni. Vylepsena byla 1 detekcéni cast.
Respektive zesileni fotodiodou detekovaného signalu, pomoci postupného
nékolikanasobného zesileni signalu, coz by mohlo poskytnout vyssi citlivost

pristroje.
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Zaveér

Prvnim cilem této prace bylo navrhnout a realizovat opticky vlaknovy
senzor pro ovéreni moznosti detekce aktivity organickych molekul
imobilizovanych na nanovlakenné vrstvée. V této praci byly na
nanovldkennou vrstvu SiOs imobilizovany vybrané aminokyseliny (Leucin,
Tyrosin, Arginin) a enzym Esterdza. Pomoci enzym — histochemické a
nynhidrinové reakce bylo dokazano, ze optickym vlaknovym senzorem je

mozné detekovat aktivitu takto imobilizovanych molekul.

Dalsim cilem bylo vyhodnotit citlivost a stabilitu senzoru. Samotné
méreni v prubéhu testd vykazovalo velmi dobrou stabilitu. Problém u
nékterych méreni je nehomogenni prubéh chemické reakce v nanovlakenné
vrstvé. Reenim mize byt intrinsicka konstrukce senzoru, ktera byla v praci
diskutovana. Nameéreny detekéni limit pro molekuly substratu v enzym -
histochemické reakci esterdzy s o— naftyl acetatem (barvenym pomoci Fast
Blue RR Salt) byl 4,63ppm. Teoreticky detekéni limit dopoéitany

extrapolaci namérenych dat byl az 3,29ppm.

Pro vyuziti detekce aktivity esterazovych skupin v diagnostice
monocytarni leukemie byly pripraveny a analyzovany vzorky krevnich
natéra zdravého jedince. Z provedenych dukazovych reakeci se jako
nejperspektivnéjsi jevila histochemicka reakce vyuzivajici barvivo Basic Red
9. Kdokazani moznosti pouziti této metody v diagnostice je potreba
porovnat nameérené vysledky s vysledky krevnich natért leukemické krve,

coz muze byt predmétem dalsiho vyzkumu.

V neposledni radé byl navrzen a zkonstruovan hardware elektronické
casti senzoru, ktery by meél poskytnout citlivéjsi meéreni a otvira zcela nové
moznosti méreni vzhledem k fyzikalnim vlastnostem pouzité SiOq

nanovlakenné vrstvy.

Dalsim predmétem prace bude naprogramovani softwaru pro novy
senzor. Nasledné pokusy by se tedy mohly zabyvat detekci vyuzivajici
fotoluminiscenci SiO2 nanovlaken. Zajimavé vysledky by také mohlo prinést
porovnani ruznych designi aparatury z hlediska citlivosti meéreni.
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Prilohy

Priloha A: Spektrograf z FTIR spektroskopie. Porovnani spekter SiOs
nanovlakenné vrstvy s funkcionalizovanymi vrstvami po probéhnuti
azokopulaéni reakce (Csubstratu= 0,3 a 0,15g/1) a fyzikalni adsorpce barviva.
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Priloha B: Schéma zapojeni elektronické ¢asti nového senzoru
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