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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva neinvazivnim stanovenim glukosy a laktatu ve
slinach. Za timto ucelem byly sestrojeny dvoukanalové biosensory s imobilizovanymi
enzymy glukosaoxidasou a laktatoxidasou. Pifi meéfeni byla pouzita metoda
amperometrie. Pro snadné nanaseni vzorku byla dvéma riznymi metodami 3D tisku

vytvofena pritocna cela.

Teoretickd cast se zabyva charakteristikou biosensorli, pouzitymi enzymy,

metodami 3D tisku a poznatky o analyze slin.

V praktické Casti je popsana vyroba pruto¢né cely, imobilizace enzymu a tvorba
kalibracnich zévislosti. Na zavér je popsano méfeni s redlnymi vzorky, pfi kterém se
projevily nedostatky Vv postupu prace s biologickymi materialem. Stanovené
koncentrace glukosy a laktatu byly ve vétsin€ ptipadii nizs$i nez hodnoty zminované

v odborné literatufe.

Abstract

This thesis deals with non-invasive determination of glucose and lactate in saliva.
For this purpose dual-channel biosensors with immobilized enzymes glucose oxidase
and lactate oxidase were constructed. Chronoamperometry was used as measuring
method. In order to easily add samples, two different methods of 3D printing were
used to create a flow-through cell.

Theoretical part is focused on biosensors characteristics, used enzymes, 3D

printing methods and salivary diagnostics

The experimental part describes production of the flow-through cell, enzyme
immobilization and obtaining the calibration curves. Finally experiments with real
saliva samples were carried out. During these experiments imperfections in biological
samples handling became evident. Most of the determined concentrations of glucose

and lactate in saliva were lower compared to literature.
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Seznam zkratek

ABS — Akrylonitrilbutadienstyren
AZGP1 — Alpha-2-glycoprotein, zinc binding
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Her2/neu — Human epidermal growth factor receptor
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PC — Polykarbonat

PLA — Kyselina polymlécna

PVA — Polyvinyalkohol

SBQ — Styrylpyridiniové zbytky
SLA - Stereolitografie

SLS — Selective laser sintering



1. Uvod

Analyza metabolitl, jejichz koncentrace mize byt znakem riznych
patologickych stavii je stézejni pro sou¢asnou medicinu. Diky modernim analytickym
metodam je mozné ziskat rozmanité informace o metabolismu pacienta a piizptsobit

jeho 1é¢bu tak, aby byla co nejacinng;jsi.

Jednim z odvétvi, které se zabyva analyzou Siroké Skaly metabolitd v t€lnich
tekutinach jsou elektrochemické biosensory. Ty se vyznacuji vybornou citlivosti,
vysokou selektivitou, nizkou pofizovaci cenou, jednoduchosti obsluhy a moznosti
miniaturizace. Prave tyto vlastnosti umoznily vznik glukometrti, které jsou dnes bézné

pouzivany diabetiky po celém svéte.

V poslednich letech se upird mnoho pozornosti k neinvazivni analyze slin,
potu, slz, nebo moci, které by v nékterych ptipadech mohly zastoupit stanoveni
metaboliti z krve. Vznik zafizeni podobného glukometru, které by slouzilo k
neinvazivni analyze metabolitd, by znamenal velké ulehéeni jak pro pacienty, tak pro
zdravotnickd zafizeni. Ke tvorbé takového zafizeni, pfipadné i jeho elektronickych
komponent, by mohl poslouzit 3D tisk, ktery si postupné ziskavd své misto mezi

konvenénimi metodami vyroby.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Biosensory

2.1.1 Definice biosensoru

Biosensor muze byt definovan jako analytické zatfizeni slozené z biologického
rekognicniho prvku, ktery je vpfimém kontaktu s fyzikalné-chemickym
pfevodnikem. [1] Biorekogni¢ni prvek zajistuje selektivitu systému, zatimco
fyzikaln¢ chemicky pfevodnik transformuje chemicky signal na signal elektronicky.
Tento signal je pfimo tmérny koncentraci analytu ve vzorku. Schéma biosensoru je

zobrazeno na Obrazek 1.

Biorekogni¢ni | Fyzikalng - chemicky 74-namové zatizeni

Cast pievodnik

Obriazek 1 — Obecné schéma biosensoru

Biosensory si ziskaly popularitu predev§im diky své selektivité, nizké
pofizovaci cené, citlivosti a jednoduchosti obsluhy.

Dulezity pojem spojeny s biosensory je ,,point of care analyza, tj. stanoveni
koncentrace analytu pfimo na misté odbéru vzorku, napt.: u lizka pacienta, v ordinaci

1ékate apod.

2.1.2 Klasifikace biosensoru
Jeden zobvykle pouzivanych druhti klasifikace biosensorti, tj. podle

biorekogni¢niho prvku zobrazuje tabulka ¢.1.
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Tabulka 1 - rozdéleni biosensort podle biorekogni¢niho prvku

Typ biosensoru Pouzity biorekogni¢ni prvek

) ) enzym, organela, bunka, tkan, organ,
Biokatalyticky organismus

‘ ‘ lektin, protilatka, nukleova kyselina,
Bioafinitni

receptor

Dalsim zptisobem dé¢leni je podle typu fyzikalné-chemického prevodniku.
Takto mulzeme biosensory d¢lit na elektrochemické, optické, kalorimetrické,

piezoelektrické a akustické. [2]

2.1.3 Charakteristické vlastnosti biosensoru

Kazdy biosensor mé n&kolik zékladnich charakteristik, jejichZ optimalizace se

podepise na kone¢né funk¢nosti biosensoru. Mezi tyto charakteristiky patii [3]:

Selektivita

Selektivita udava schopnost biologického rekogni¢niho prvku reagovat na
konkrétni analyt ve vzorku, ktery obsahuje mnoho slozek. Typickym piikladem
selektivity je interakce antigenu s protilatkou nebo enzymu se substratem. Volba
vhodného selektivniho biorekogni¢niho prvku je kli€¢ova pro spravnou funkci

biosensoru.

Opakovatelnost

Je schopnost biosensoru poskytovat totoznou odezvu signalu pii stejnych
podminkach méfeni. Je ddna preciznosti a piesnosti fyzikalné — chemického
pfevodniku. Preciznost je tésnost shody mezi hodnotami poskytnutymi opakovanym
méfenim. Presnost je dana tésnosti shody mezi naméfenou hodnotou veli€iny a jeji

skute¢nou hodnotou.
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Stabilita

Je mira citlivosti na ruseni v okoli biosensoru. Toto ruseni miize zpusobit
odchylky v méfeném signalu a ovlivnit preciznost a presnost méfeni. Je stéZejni
v piipadech, kdy jsou vyzadovany dlouhé inkubac¢ni doby biosensoru nebo pfi
dlouhodobém kontinualnim méfeni. Také muze byt ovlivnéna okolni teplotou a
afinitou biorekogni¢niho elementu k analytu. V neposledni fad¢ hraje roli také

degradace biologického rekogni¢niho prvku v pritbéhu casu.

Citlivost

Je zména méfeného signalu po piidavku analytu. Nejniz$i detekovatelné
mnozstvi je definovano limitem detekce (LOD), ktery je nejcastéji popisovan jako
trojnasobek smérodatné odchylky Sumu. [4] V mnoha pfipadech mtiZze byt pozadovana

citlivost 10°— 10 g.mI' analytu ve vzorku.

Linearni rozsah

Je vlastnost, ktera popisuje pfimou umérnost (vyjadienou kalibra¢ni ptimkou)
mezi naméfenymi hodnotami a riznymi koncentracemi analytu. Tuto piimku lze
potom vyjadfit jako y = a*x+b, kde x vyjadiuje koncentraci analytu, a citlivost
biosensoru a y méfeny signal. Idealné by byla linearni v celém rozsahu, v realnych
situacich ale byva nelinearni v oblasti saturace. [2] Rozliseni biosensoru je definovano

v v

vychazi z trojnasobku trovné Sumu signalu pozadi.

2.1.4 Imobilizace biomolekul

Terminem imobilizace se rozumi prichyceni biomolekul
k fyzikalné - chemickému pievodniku. Tyto metody mtzeme podle jejich principu
rozdélit na fyzikalni (kdy se uplatiiuji vodikové miistky, hydrofobni interakce, Van der
Waalsovy sily, afinitni interakce a iontové interakce) a chemické, pii kterych dochazi
k formovani kovalentnich vazeb. [5] Obvyklé metody graficky znazoriiuje obrazek 2.
Pii vybéru metody je tfeba vzit v tvahu ucel vyuziti biosensoru a zvolit vhodny
kompromis mezi stabilitou, enzymovou aktivitou a naro¢nosti pfipravy. [6] Mezi

obvyklé metody imobilizace enzymu patii:

13



A) B) ) D)

9 x% ) Z:% g E:}
“p |2 =
enzym \
polymerni latka
Obrazek 2 — grafické znazornéni riznych metod imobilizace biomolekul;

A) adsorpce, B) zachyceni, C) kovalentni vazba. D) zesitovani [7, 8], upraveno

Adsorpce

Je zékladni metodou imobilizace, kdy jsou enzymy pfichyceny na povrch
pomoci slabych nevazebnych interakci. Tato metoda je reverzibilni a je oblibena
zejména proto, Ze po vymyti enzymu je mozné ji provést znovu. Obvykle spociva
v ponofeni podkladového materidlu do roztoku obsahujiciho enzym a nasledné
inkubaci. Druhou mozZnosti je naneseni kapky roztoku enzymu na povrch, vysuseni a
oplachnuti neadsorbovaného materidlu. Nevyhodou je rychlé vyplachovéni
imobilizovanych latek kvuli slabym vazebnym interakcim a také citlivost na zmény

pH, iontové sily a teploty. [5]

Zachyceni (entrapment)

Jde o ireverzibilni metodu, kdy jsou enzymy zachyceny ve struktufe inertniho
gelu nebo polymeru, piipadné v polymerni membrané. Mezi pouzivané nosice patii
napf.: polyakrylamid, Zelatina, kolagen, polyuretan a polyvinylalkohol. Vyhodou je
pomalé vymyvani enzymu a dobra mechanicka stabilita. PouZiti této metody mohou
omezovat problémy s difazi analytu do aktivniho mista zptisobené pfili§ malymi pory
gelu. [5]

14



Zesitovani (cross-linking)

Zesitovani je ireverzibilni metoda imobilizace, pii které vznikaji vazby mezi
enzymem a molekulami bifunkéniho nebo multifunkéniho c¢inidla. Oblibenym
¢inidlem je glutaraldehyd. Chemicky dochazi ke vzniku vazeb mezi aminoskupinou
proteinu a aldehydovou skupinou glutaraldehydu. [2, 5] Vyhodou je, Ze imobilizovana

smés obsahuje méné balastnich slou¢enin oproti jinym metodam. [5]

Kovalentni navazani

Je Casto pouzivana ireverzibilni metoda imobilizace. K vazbé obvykle dochézi
ptfes postranni fetézec lysinu, cysteinu, kys. asparagové a kys. glutamové. Aktivita
navazaného enzymu je kromé velikosti a tvaru podkladu ovlivnéna také podminkami

pii imobilizaci. Pfednosti této metody je silna vazba enzymu k podkladu. [5]

2.1.5 Elektrochemické biosensory

Pro konstrukci katalytickych biosensori jsou nejcastéji  pouzivany
elektrochemické prevodniky. Jsou oblibené zejména pro svou vysokou citlivost,
nizkou pofizovaci cenu a jednoduchou konstrukci. Pro vytvotfeni fungujiciho
elektrochemického systému jsou potfeba minimalné dvé elektrody — pracovni a

referentni.

Pti volbé pracovni elektrody je na vybér z mnoha materiald, od uslechtilych
kovi, skelného uhliku nebo grafitu az po kompozitni smési, vodivé polymery a
organické vodivé soli. Pfed samotnym méfenim, piipadné imobilizaci biomolekul je
dulezité piipravit povrch elektrod. Proto se provadi brouseni brusnymi prasky nebo
brusnym papirem, odmasténi v organickém rozpoustédle, oplachnuti deionizovanou
vodou, pfipadné také ozvuceni ultrazvukem. Nékdy se zoxidovana vrstva kovl na

povrchu elektrod odstranuje také pomoci kyselin nebo anodizaci. [2]

Proti referentnim elektroddm s definovanym potencidlem se nastavuje
potencial elektrody pracovni. Mezi obvykl¢ typy referentnich elektrod patii normalni
vodikova elektroda, merkurosulfatova elektroda, kalomelové a argentchloridové

elektrody. [2]

Pomocné elektrody musi byt z dobrého vodice, ktery je elektrochemicky

neaktivni a zéroveil musi zaujimat dostatecnou plochu, aby nebyly limitovany
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pochody na pracovni elektrodé. Mezi obvyklé materidly patii platinovy nebo nerezovy

dratek, ptipadn¢ uhlikova tyc¢inka. [2]

Mezi nejéastéji pouzivané elektrochemické analytické metody v oblasti

biosensoru patii potenciometrie, amperometrie, konduktometrie a voltametrie.

2.1.6 Sitotiskoveé sensory
Sitotisk je metoda ptivodné vynalezend pro potisk textilu. V priibéhu Casu vsak
vstoupila i do oboru elektrotechniky, kde se pouziva pro vyrobu desek plosnych spoji

a sitotiskovych sensord. [2, 9]

)4

5

S 5 R

e

Obrazek 3 — V levé Casti se nachdzi schéma sitotiskového sensoru. W1 a W2 znaci
dvé pracovni elektrody a R referentni elektrodu (v horni ¢asti) a jim prislusejici
kontakty (dole). V pravé Casti je zobrazena realna podoba sensoru. Rozméry jsou

uvedeny v milimetrech. [10]

Proces spociva v nanaSeni past tvofenych praskovym materidlem a organickym
rozpoustédlem pies Sablonu na podkladovou vrstvu. Ke stolku se pevné pfichyti
podkladova vrstva, na kterou se shora prilozi tiskova Sablona. Na Sablonu se nanese
pasta, ktera se protlacuje pruznou stérkou na podkladovou vrstvu. Nasleduje vytvrzeni
pasty susenim nebo vypalenim. [2] Jako podklad se pouziva naptiklad keramika nebo

plastové folie. Pro elektrody se pouzivaji pasty z platiny, zlata, stiibra a chloridu
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stiibrného. Obrazek 3 zobrazuje sitotiskové sensory od ceské spoleCnosti BVT

Technologies, a. s.

Tato metoda se prosadila v elektrotechnické vyrobé predevsim diky potiebé
miniaturizace, s ¢imz souvisi také nizsi spotfeba materiali a pfiznivejsi cena. [9] Diky

nendro¢nosti postupu je moznd masova vyroba elektronickych soucastek.

2.1.7 Komercneé produkované biosensory

Nekteré biosensory se diky moznosti miniaturizace, vysoké selektivité a
ptiznivé cené dokazaly prosadit i v podobé komeréné vyrabénych zatizeni. Hlavni
odvétvi, kde nasly komeréni biosensory své misto, jsou l€karstvi, kontrola kvality
potravin, analyza zivotniho prostiedi a vojenstvi. Celkovy trh s biosensory v roce 2015
dosahl hodnoty 12 miliard americkych dolart. [11]

Lékarstvi

Stanoveni krevni glukosy

Monitorovani hladiny glukosy v krvi je dulezité zejména pro 0soby trpici
onemocnénim diabetes mellitus. Pfi tomto onemocnéni dochazi k deficienci insulinu,
nebo snizené citlivosti receptort pro insulin, coz ma za nasledek zvySenou hladinu
glukosy v krvi. V roce 2014 trpélo timto onemocnénim 422 miliont lidi. [12]
Vyznamnym milnikem v 1é¢bé diabetu byl prvni komer¢ni stolni glukometr uvedeny
na trh spole¢nosti Yellow Springs Instruments v roce 1975. [13, 14] V soucasné dobé
jsou glukometry dostupné ve formé ruc¢niho zafizeni. V téchto pfistrojich obvykle
vroli  biorekogni¢ni  ¢asti  vystupuji  enzymy  glukosaoxidasa  nebo
glukosadehydrogenasa. Glukosové biosensory muzeme rozdélit do tfech generaci

podle principu jejich funkce. [15]

Prvni generace glukosovych biosensort funguje na principu detekce peroxidu
vodiku, ktery je produkovan enzymovou reakci jako vedlejsi produkt. [16] Schéma

funkce tohoto biosensoru zobrazuje obrazek 4.
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B - D - glukosa H202

2e- elektroda

D - glukono - 1,5 - lakton O2

Obrazek 4 — Schéma funkce glukosového biosensoru prvni generace [17], upraveno

Glukosové biosensory prvni generace byly pfekonany druhou generaci, ktera
vyuziva redoxniho mediatoru. Tento mediator slouzi k pfenosu elektronii z enzymu
Kk pracovni elektrodé. Peroxid vodiku je zde nahrazen redukovanou formou mediatoru,
ktery je pracovni elektrodou regenerovéan zpét na oxidovanou formu, pfi ¢emz vznika
méfitelny elektricky proud. Jako medidtor se pouziva napi.: ferrocen, ferrikyanid,
benzochinon, methylenova modi a dal§i. Na tomto principu funguje vétSina
soucasnych komeréné vyrabénych detektor glukosy na jedno pouziti. [15] Schéma

funkce biosensoru druhé generace je na obrazku 5.

B - D - glukosa kofaktor (red.) mediator (red.)
D - glukono - 1,5 - aktonI kofaktor (ox.) I mediator (ox.) 2e
Obrazek 5 — Schéma funkce glukosového biosensoru druhé generace [17], upraveno

Tteti generace glukosovych biosensort (0br. 6) je zalozena na pfimém pienosu
elektronli mezi enzymem a pracovni elektrodou modifikovanou organickym vodivym
materidlem. Hlavnim pfinosem je absence toxickych medidtori, coz umoziuje

kontinualni in-vivo monitorovani krevni glukosy. [14, 15]

B - D - glukosa kofaktor (red.)

2e” elektroda

D - glukono - 1,5 - lakton kofaktor (ox.)

Obrazek 6 — Schéma funkce glukosového biosensoru treti generace [17], upraveno

Soucasny trh nabizi faddové desitky rtiznych komer¢nich zatizeni pro stanoveni

krevni glukosy zalozenych na biosensorech. [11]
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Detekce lidského choriového gonadotropinu

Lidsky choriovy gonadotropin (hCG) je hormon produkovany bunkami
placenty v prub&hu téhotenstvi. Pro rychlé a jednoduché zjisténi t€hotenstvi pomoci
tzv. t€hotenského testu je pouzit pravé tento hormon. Test funguje na principu
podélného toku reagencii prouzkem porézni membrany (LFIA). Zafizeni se sklada
z podlozky pro nanaseni vzorku, konjugacni zony, nitrocelul6zové membrany a
podlozky pro nasavani vzorku. [18] Nepostradatelnou soucasti jsou testovaci a
kontrolni linie umisténé na membrang, které obsahuji barevné znafené primdarni
protilatky proti hCG. Po naneseni je vzorek moci undsen kapilarnimi silami
k detek¢énim liniim. Zbarveni obou linii zna¢i pozitivni vysledek testu. Pfi negativnim
vysledku je zbarvena pouze kontrolni linie. [18] Test je citlivy aZz do nanomolarnich

koncentraci hCG. [11]

Z dalsich komercnich biosensorii pouzivanych v lékafstvi mizeme zminit
biosensory pro detekci Escherichia coli, Helicobacter pylori, HIV, malarie,
tuberkul6zy nebo chiipkového viru. [11] Tyto vSak nejsou natolik rozsifené jako prvni

dvé zminované kategorie.

Analyza potravin

Neustale se zvySujici naroky na kontrolu kvality a bezpe€nosti potravin
umoznily biosensorim najit své misto v tomto odvétvi. Pouzivaji se jak k detekci
nezadoucich latek (patogeny, toxiny, alergeny), tak ke stanoveni obsahu latek
zadoucich (sacharidy, aminokyseliny, vitaminy, alkoholy aj.). 1 pies mnozstvi
védeckych publikaci vtomto oboru je zatim pocet zafizeni uvedenych na trh

nizky. [19, 20]

Analyza Zivotniho prostfedi

Neustaly rozvoj pramyslu a dopravy ssebou piinasi i uskali v podobé
rostouciho znecisténi Zivotniho prostiedi. Mezi nejobvyklejsi toxickeé latky v prostiedi
patii syntetické latky, pesticidy a t€zké kovy. [21] Podobné jako v oboru analyzy
potravin je dostupné pomérné velké mnoZstvi literatury, ale pocet vyrabénych
komer¢nich zafizeni je podstatné niz§i. Vétsina z komeréné vyrabénych zatizeni slouZzi

pro stanoveni biochemické spotieby kysliku. [11]
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Vojenstvi

Nekteré bakterie, viry a toxiny mohou byt zneuzity jako biologické zbrang.
Rozvoj v oblasti biosensori umoznil nékteré z téchto agens detekovat a kvantifikovat
V realném case. Tyto sensory jsou ¢asto zalozeny na principu imunochromatografie,
kdy dochazi ke sledovani interakci antigenu a protilditky a nasledné detekci

mikroorganismu.

2.2 Enzymy
2.2.1 Glukosaoxidasa (GOx; EC 1.1.3.4)

Systematickym nazvem [B-D-glukosa: kyslik 1-oxidoreduktasa je enzym ze
tiidy oxidoreduktas, ktery katalyzuje oxidaci B-D-glukosy molekularnim kyslikem na

d-glukonolakton a peroxid vodiku. [22] Tuto reakci ilustruje obrazek 7.

CH20H CH20H
OH
© GOx ©
OH + 02 — > OH O +  HeO2
HO HO
OH OH
B-D-glukosa kyslik D-glukono-1,5-lakton peroxid vodiku

Obrazek 7 - oxidace f-D-glukosy na D-glukono-1,5-lakton za Kkatalyzy

glukosaoxidasy

Strukturné se jednd o homodimer o molekulové hmotnosti 160 kDa
s jednim nekovalentné¢ vazanym FAD, ktery slouzi jako kofaktor. [23] Molekula
glukosy je v aktivnim centru tohoto glykoproteinu vazana dvanacti vodikovymi
mustky, a také hydrofobnimi interakcemi k nejbliz§im aromatickym jadrim a

k molekule FAD. [23]

Ma Siroké uplatnéni v klinické chemii, farmaceutickém primyslu, chemickém
prumyslu a potravinaistvi. [24] Také je velmi oblibeny na poli biosensord z divodu
své vysoké selektivity k B-D-glukose, a taktéz diky své dlouhodobé stabilité. Obvykle
se izoluje z organismu Aspergillus niger. Strukturu tohoto enzymu mizeme vidét na

obrazku 8.
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Obrazek 8 — 3D struktura glukosaoxidasy izolované z Aspergillus niger [23]

2.2.2 Laktatoxidasa (LOx; EC 1.1.3.2)

Systematicky L-laktat: kyslik 2-oxidoreduktasa je enzym patiici mezi
oxidoreduktasy s FMN jako kofaktorem. Tento enzym o molekulové hmotnosti
164 kDa [25] katalyzuje pfeménu L-laktatu za piitomnosti kysliku na pyruvat a
peroxid vodiku. Schéma reakce je na obrazku 9. Nejcastéji se ziskava z bakterie

Aerococcus viridans. Vyznacuje se velmi vysokou specifitou pro L-laktat. [26]

O o
LOx
H3C \H‘ko_ + O2 R H3C WN)J\O_ + H202
OH 9]
L-laktat kyslik pyruvat peroxid vodiku

Obrazek 9 — preména L-laktatu na pyruvat katalyzovana laktatoxidasou
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Strukturné jde od tetramer, kde kazdy z monomert ma téméi identickou

strukturu.[27] Trojrozmérnou strukturu tohoto enzymu zobrazuje obrazek 10.

Obrazek 10 — 3D struktura laktatoxidasy z Aerococcus viridans [27]

2.2.3 Kombinace GOx a LOx v biosensorech

Z dtvodu propojenosti metabolismu glukosy a laktatu se jevi jako vhodné
sledovat tyto analyty zaroven. EXistuje mnozstvi praci zabyvajicich se studiem
glukosy a laktatu pomoci dudlnich biosensorl. VétSina z téchto praci ale pouziva
enzymy fungujici na rozdilném principu. Tim chtéji autofi zamezit tomu, aby produkt
vznikajici na jedné elektrodé tvoftil faleSny signal na elektrodé druhé. [28, 29] I pies to
existuji prace kombinujici glukosaoxidasu a laktitoxidasu pfi elektrochemickém

stanoveni.

Yamazaki a kol. [30] vytvofili miniaturizovany ¢ip o rozmérech 5 krat 5 mm,
na kterém se nachazely Etyfi pracovni elektrody, jedna referentni a jedna pomocna
elektroda. Velikost jedné pracovni elektrody byla 710 pum c¢tvere¢nich. Na jednu
z pracovnich elektrod byla imobilizovana glukosaoxidasa a na druhou laktatoxidasa,
ob¢ s ptidavkem poly — L — lysin hydrobromidu. Dalsi dvé pracovni elektrody zistaly

volné. Poly — L — lysin hydrobromid slouzil k odfiltrovani interferujicich latek, jako je
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kyselina askorbova nebo kyselina mocova, a také pro zpomaleni difuze reaktantd a
produktti v okoli elektrody, diky ¢emuz vznikajici peroxid vodiku ovliviioval signal
na druh¢ elektrodé jen minimaln¢. Pro méfeni byl zvolen konstantni potencial 700 mV.

Sensor se podatilo zkalibrovat a mé potencial pro klinické vyuziti.

Podobny pfistup zvolili Perdomo a kol. [29], ktefi vytvofili miniaturni
kiemikovy ¢ip pro  elektrochemické  stanoveni  glukosy a  laktatu
pomoci glukosaoxidasy a laktatoxidasy. Enzymy byly imobilizovany metodou
zachyceni v polyvinylalkoholu (PVA) v kombinaci se styrylpyridiniovymi zbytky
(ShQ) a tato smés byla nasledné zesitovana UV zafenim. Cip byl dodatend vybaven
inertni membranou tvofenou PVA-SbQ, kterd méla za kol zpomaleni diftize v okoli
elektrod a zamezeni vypafovani vody zenzymové vrstvy. Méfeni probihalo
Vv pritoéném systému metodou amperometrie pii potencialu 600 mV. M¢éfici systém
se vyznacoval minimem fale$nych signali a vysokou dlouhodobou stabilitou. Pii
stanoveni glukosy a laktatu z lidského séra byly vysledky srovnatelné s konvencni

metodou.

Edagawa a kol. [31] vytvofili amperometricky dualni jehlovity biosensor
s glukosaoxidasou a laktatoxidasou. Na platinovou elektrodu byl nanesen acetat
celulosy a y—polyglutamova kyselina, které slouZzily jako semipermeabilni membréna,
druhou vrstvu tvoftila glukosaoxidasa nebo laktatoxidasa a vnéjsi vrstva byla slozena
z polyuretanu a polydimethylsiloxanu. Méfeni pii potencialu 600 mV vyloucilo
moznost pfitomnosti interferujicich latek nebo jinych faleSnych signald. Vysledna
koncentrace glukosy a laktatu v plazmé byla téméf totozna s koncentraci zjisténou

jinou metodou.

2.3 3D tisk
2.3.1 Obecny popis

Princip 3D tisku spociva ve tvorbé objektu podle navrzeného modelu vrstvu po
vrstvé az do Uplného dokonceni — jednd se tedy o aditivni metodu. Pro snadnéjsi
pfedstavu lze tento proces piirovnat ke stavbé cihlové zdi, ktera také probihd od

navrhu, pfes uspofadani jednotlivych vrstev az po samotnou stavbu. [32]

Prvni robotickou 3D tiskarnu vytvoftil Charles W. Hull v roce 1984. Od té¢ doby

se 3D tisk dokézal prosadit mimo jiné i v odvétvi biomediciny, naptiklad pro tvorbu
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diagnostickych zatizeni [33], konstrukci implantati [34], a pro tkanové
inzenyrstvi. [35] Obzvlasté v poslednich letech se tiskarny stavaji dostupnéjsimi pro
bézné uzivatele a tak 3D tisk prestava byt vysadou pramyslovych spolecnosti a

akademickych instituci.

2.3.2 Techniky 3D tisku
Fused deposition modelling (FDM)

U této techniky dochazi k vytlatovani termoplastického polymerniho materialu
z trysky na podlozku. [36] Tryska je zahfivana na teplotu tani daného materialu,
podlozka je naopak udrzovana na niz$i teploté a dochazi zde k tuhnuti. Jako material
se pouziva Kkyselina polymlééna (PLA), akrylonitrilbutadienstyren (ABS),
polykarbonat (PC) nebo smés PC-ABS. [36, 37] Jsou dostupné tiskarny i se tremi
tiskovymi hlavami, coz umoziuje tisk modelu tvofeného vice materialy. [36] Zakladni
polymer miize byt smichan s vodivymi materialy (pyrolyticky grafit, grafen, uhlikové
nanotrubice, nanocastice kovil) pro tvorbu elektrod a elektrickych obvodu. [36] Tato
metoda je levna a rychld, ale na druhou stranu zaostavd za ostatnimi metodami
napiiklad v rozliSeni a v povrchové kvalité vytvofeného modelu. [36, 38] Metoda je

graficky zndzornéna na obrazku 11.

Direct ink writing (DIW)

Tato technika je podobna FDM, ale termoplasticky material je zde nahrazen
pastou, ktera je opét vytlacovéana tryskou a formuje vrstvu po vrstvé tisknuty
objekt. [39] Podle typu pouzité pasty nasleduji dvé varianty dal$iho postupu.
V ptipadé past snizkou viskozitou nasleduje tuhnuti pomoci chemickych a
fotochemickych procesii nebo tvorbou nekovalentnich vazeb. Druhou moznosti je
pouziti past tvofenych nenewtonovskymi hydrogely (napf.: alginat sodny, zelatina),
které jsou nasledné vystaveny zvySenému tlaku. [38] Lze pouzit k vyrobé¢ terapeutik
[40], bunéénych konstruktt [41], rozlozitelnych biomateriali [42], nebo komplexnich
bunéénych struktur. [43]
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Obrazek 11 - Grafické znazornéni metody 3D tisku Fused deposition modelling
(FDM), pfi které je termoplasticky polymerni material zahfivan na svou teplotu tani a
tvarovan. Nasledné¢ samovolnym ochlazovanim tuhne zpét na pevnou latku. [44],

upraveno

Stereolitografie (SLA)

U stereolitografie se pouZivaji fotosenzitivni pryskyfice, které po expozici
svétlem polymeruji na tuhou latku. Z pocatku se pouzivalo pouze UV zaifeni, ale
Vv soucasné dobé jsou dostupné i tiskarny pouzivajici viditelnou ¢ast spektra. Jako zdroj
slouzi lasery nebo LED diody s vysokou intenzitou zafeni. V pribéhu vytvrzovani je
tiskova plosina ponofena ve fotosenzitivni pryskyfici. [38] Rozliseni je definovano
tloust’kou svételného paprsku. Existuji dvé variace této metody. U prvni z nich dochazi
K pfimému vytvrzovani paprskem zafeni, jehoz zdroj je umistén nad tisknutym

modelem. Timto postupem je vytvrzen kazdy jednotlivy bod modelu samostatné.
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Obrazek 12 - grafické znazornéni techniky stereolitografiec - (A) Stereolitografie s
pfimym ozafovanim, kdy je kazdy bod modelu ozafovan samostatné
(B) Stereolitografie s projekénim ozafovanim, kdy je ozafovana cela vrstva zaroven.

[44], upraveno

Druhou variantou je projekéni stereolitografie, kdy je ptes Sablonu v kombinaci
s DMD ¢ipem ozatovana cela jedna vrstva modelu najednou. Model je v tomto ptipade
horizontalné¢ pievraceny a zdroj zafeni jej ozafuje zespodu. [44] Pii pouziti
biokompatibilni pryskyfice 1ze pomoci stereolitografie zahrnout do modelu 1 Zivé

bunky. [45] Princip metody zobrazuje obrazek 12.

Selective laser sintering (SLS)

Tato metoda funguje na principu spékani praskového materialu infracervenym
laserem o vysokém vykonu. [38] Na podlozku je nanesen praSkovy material, ktery je
poté v prislusnych mistech osvicen laserem, nasleduje posun podlozky dolii o tloustku
jedné vrstvy a cely proces se opakuje. [46] Rozliseni je dano velikosti ¢astic pouzitého
materialu, rychlosti skenovani a intenzitou zafeni laseru. [47] Jako material mizou
slouzit kovy, keramika, ale také celuldza a polykarbonat, coz ddva moznost vyuziti ve
tkanovém inzenyrstvi. Jde pravdépodobné o nejdrazsi techniku 3D tisku z dGvodu

pofizovaci ceny stroje a specifickych vlastnosti substratii, na druhou stranu nabizi
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vysoké rozliseni a velkou variabilitu pouzivanych materiali. [38] Schéma metody je

na obrazku 13.

l

Praskovy Vytvrzena ¢ast
Valec material modelu

Plosina doplnujici
material

{ v

Vyrobni plosina

Obrazek 13 - Schéma techniky 3D tisku Selective laser sintering (SLS), kdy dochazi
K vytvrzovani praSkového materialu laserem do kone¢né podoby modelu. [44],

upraveno

Multi-Jet modelling (MJM)

Technika MJM pouziva tiskarny s vice tiskovymi hlavami. Jedna hlava tiskne
fotosenzitivni pryskyfici, zatimco druhd tiskne podptirné ¢asti modelu pomoci jiného
materidlu. Po vytvrzeni pryskyfice ozafenim je podplrny materidl odstranén,
napf.: zvySenim teploty nebo rozpusténim ve vhodném rozpoustédle. Velkou vyhodou
je moznost pouziti kombinace riznych materialti a vysoké rozliSeni, nevyhodou je
pomérné vysoka cena. [46] Uplatnila se napiiklad pro tvorbu mikrofluidniho systému

s integrovanymi elektrodami. [48]

Direct laser writing (DLW)

Na vzestupu je technika DLW, pfi které je fotosenzitivni pryskytice ozafovana
femtosekundovym laserem, pii ¢emz dochazi ke dvoufotonové absorpci a nasledné
polymeraci pryskyfice. Tato technika je vhodnd pro pouziti s zivymi builkami a
dalSimi biologickymi materialy, diky tomu, Ze zde nedochézi k velkym vykyvim
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teplot, a také diky absenci UV zafeni. Vyznacuje se extrémné vysokym rozliSenim,

coz je vykoupeno velikosti pfistroje. [38]

Razné techniky 3D tisku, jejich vlastnosti, pozitiva a negativa jsou shrnuty

v tabulce 2.

Tabulka 2 - Shrnuti vlastnosti riznych metod 3D tisku [38]

Technika Princip Material Klady Zapory
FDM Taveni PLA, ABS, Nizka cena, Nizké
plastového  PC, akrylaty rychlost, rozli$eni,
vlakna variabilita nizka kvalita
materiala povrchu

DIW Vytlacovani  Alginaty, = Biokompatibilita, Naro¢nost

inkoustu Zelatina, vysoké rozliseni procesu
hyaluronaty,
epoxidova
pryskyfice
SLA Polymerace akrylaty Dobré rozliseni, Jeden material
za pomoci flexibilita
zareni
MJIM Polymerace  Vice druhi Vice druht Vysoka cena
Spomocnym  materiald  materiald, vysoké
i materialy najednou rozliseni
SLS Spékani Keramika, Dobré rozliseni,  Vysoka cena
praskového kovy, Siroka Skala
materialu polymery materialil
DLW Dvoufotonov ~ Polymerni Ultra vysoké Prostorové
dabsorpcea  pryskyfice rozliseni, narocné
polymerace biokompatibilita zafizeni

2.3.3 3D tisk a biosensory

Diky 3D tisku vznikla moznost vytvaret komplikované struktury

V mikrometrovém meéfitku pfimo na miru pro dany experiment. V této podkapitole
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jsou pro inspiraci zminény nékteré konkrétni aplikace 3D tisku v kombinaci

s biosensory.

Zangheri a kol. [49] sestrojili biosensor pro detekci kortisolu ve slinach,
specidlné zamétfeny na vyuziti astronauty ve stavu beztize. Tento pfistroj funguje na
principu LFIA s chemiluminiscen¢ni detekci pomoci CCD c¢ipu. 3D tisk zde byl
uplatnén pro tvorbu zatizeni, které obsahuje LFIA prouzek a né¢kolik tladitek pro
ovladani toku reagencii. Analyzator byl navrzen za uCelem vyuziti na mezinarodni
vesmirné stanici, kde ho také otestoval italsky astronaut Paolo Nespoli v obdobi od
¢ervence do prosince 2017 a potvrdil jeho funkénost. Toto zafizeni by podle autorti

mohlo byt jednoduse upraveno tak, aby dokazalo detekovat i jiné dilezité biomarkery.

Nesaei a kol. [50] zvolili metodu DIW jako nahradu konvenc¢ni
metody (sitotisku) pro tvorbu biosensord. Pro tisk elektrod byly zvoleny pasty
s pfidavkem vodivych materidld a pro tisk biorekogni¢ni vrstvy pasta
obsahujici glukosaoxidasu. K méfeni byly pouZzity metody chronoamperometrie a
cyklicka voltametrie. Pii porovnani se sitotiskovym sensorem mél sensor vyrobeny
metodou DIW lepsi povrchové vlastnosti elektrod a také vice homogenni rozlozeni
biorekogni¢ni slozky. Biosensor vyrobeny 3D tiskem se vyznacoval $ir§im linedrnim

rozsahem, vyssi citlivosti, mensi ¢asovou naro¢nosti vyroby a niz§i cenou materialu.

Dong a kol. [51] pomoci metody DIW vytvofili amperometricky biosensor,
vhodny k noseni na téle, pro detekci laktatu z potu. Dale byl k tomuto biosensoru
vytvofen 1 miniaturizovany potenciostat, taktéz pomoci metody DIW. Sensor se
osvedcil jako jednoduchy, neinvazivni, point of care detektor laktatu, ktery by mohl

najit uplatnéni naptiklad pii sportovnim tréninku.

Oborem blizkym biosensorim je mikrofluidika, ktera se zabyva proudénim
kapalin v zafizenich slozenych z kanalkli o rozmérech v fadu mikrometri. Hlavnimi
diivody pouziti téchto miniaturizovanych zatizeni je niz$i spotieba materidlu pfi jejich
vyrobé, jednoduchost transportu a malé mnozstvi vzorku potiebné k analyze. Nékteré
divody jsou méné ziejme, jako napiiklad velky pomér povrchu kapilary k jejimu
objemu, coz umoziuje lepsi fizeni chemickych reakci. V mikrofluidice se 3D tisk
pouziva naptiklad k vyrob¢ vstiikovacich ventil [52, 53], reaktord [54], zatizeni pro

michani vzork [55], nebo separaci abundantnich latek z komplexniho vzorku. [56]
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Diky neustale se zlepSujici instrumentaci a novym materialim ma 3D tisk Sirokou

Skalu uplatnéni na poli biosensorti i v dalSich védeckych disciplinach.

2.4 Analyza slin
2.4.1 Charakteristika

Analyza slin se t&Si stale vétsimu zajmu, piedevsim proto, Ze jde o neinvazivni,
jednoduchou metodu. Odbér slin, narozdil od odbéru krve nevyzaduje odborné
proskoleny personal a také je zde mnohem mensi riziko pfenosu patogend, jako
naptiklad HIV, nebo virt hepatitidy. [57] Diky své neinvazivité je obzvlasté ptinosna
pro sledovani hladiny biomarkerii u déti, starSich pacientl, ptipadné pacientl, ktefi
podstupuji odbéry pravidelnég, tieba i n€kolikrat denné. Dalsi vyhodou je, Ze u vétSiny

analytl existuje vztah mezi koncentraci ve slinach a v krvi. [58]

Zdravy cloveék vyprodukuje za den v priméru 500 — 1000 ml slin rychlosti
priblizn& 0,5 ml.min™. Vétsina téchto slin pochdzi z velkych slinnych zlaz — glandula
parotis, glandula submandibularis a glandula sublingualis. [57] Limitujicim faktorem
muze byt to, ze sliny produkované riiznymi zlazami se mohou lisit svym slozenim. |
pfes to vétsina studii vyuziva smés slin ze vSech zlaz. [59, 60] Hlavnim diivodem je
pravdépodobné niz§i ndroCnost odbéru. Nektefi autofi preferuji odbér jenom
z konkrétni zlazy [61], protoze tak lze ziskat detailnéjsi informace, které jsou méné

ovlivnény dal§imi faktory v tstni dutin€. Nevyhodou tohoto pfistupu je nutnost pouziti

sofistikovangjSich metod odbéru a naro¢né&jsi instrumentace. [62]

Ve vétsine studii se osveédcilo pred odbérem vzorku po ur¢itou dobu eliminovat
stimulaci slinnych zldz v podobé konzumace potravin, napoji, provadéni zubni

hygieny a koufeni. [60, 61, 63]

2.4.2 Vlyuziti
Analyza slin by mohla najit vyuziti pfi detekci riznych biomarkera jejichz
koncentrace ve slindch koreluje s koncentraci v krvi, coz by mohlo vést k v€asné

diagnostice a vyssi uspésSnosti 1écby pacientil. Jako piiklad mohou byt zminény:

Bakterialni infekce
Bakterie Helicobacter pylori je spojovana s onemocnénimi travici soustavy,
jako jsou napiiklad gastritidy nebo karcinom zaludku. Bylo prokazéano, Ze tato bakterie

muze byt pfitomna ve vzorcich slin pacientl s témito onemocnénimi. Diky tomu by
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V budoucnu mohla analyza slin poslouzit jako neinvazivni ndhrada gastroskopického

vySetieni. [64]

Autoimunitni onemocnéni
Sjogrenav syndrom

Sjogrentiv syndrom je autoimunitni onemocnéni, vyznacujici se snizenou
funk¢nosti slinnych a slznych Zzlaz. Analyza slin umoziuje diagnostiku tohoto
onemocnéni, a to pomoci detekce zvySené hladiny imunoglobulinti, zanétlivych
mediatord, albuminu a snizené hladiny fosforecnanli. Analyza proteini ve slinach
prokazala zvySenou hladinu laktoferinu, beta-2-mikroglobulinu, lysozymu a cystatinu

C, hladiny amylasy a karbonatanhydrasy byly naopak snizené. [65]

Roztrousena skleréza
Je autoimunitni onemocnéni projevujici se rozpadem myelinovych pochev,
které jsou napadany vlastnim imunitnim systémem. U pacientd s roztrousenou

sklerdzou byla zjisténa snizena koncentrace IgA ve slinach. [65]

Sarkoidoza
Toto zanétlivé onemocnéni lymfatickych uzlin, plic, jater, o¢i, kiize a dalSich
tkani se vyznacuje sniZzenou sekreci slin a snizenou aktivitou alfa-amyldzy a kalikreinu

ve slinach. [65]

Onemocnéni zubl a dasni

Sledovani zvyseného vyskytu bakterii Streptococcus mutans a lactobacillus ve
slinach je vhodné pro sledovani nachylnosti k zubnimu kazu. Onemocnéni dasni jsou
spojena se zvySenou hladinou aspartataminotransferasy a alkalické fosfatasy. Nizka

uroven kys. mocové a albuminu muze byt spojena s diabetem 2. typu. [65]

Nadorova onemocnéni

Markery néadorovych onemocnéni je dllezité monitorovat kvili v€asné
diagndze a vyssi mife preziti pacientl. Jako prvni byl ve slinach detekovan HER2/neu
a nasledné¢ CA 15-3 souvisejici s karcinomem prsu. Mezi dal§i markery, které Ize
nalézt ve slinach, patii AZGP1 a kalprotektin pro nador plic nebo CD44, IL-1p a IL-8

pro skvamocelularni karcinom. [62]
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Testovani pfitomnosti Ié€Civ a drog

Sliny se osvédcily pro sledovani hladiny Ié¢iv a detekci drog. Uplatnily se napf.
pro zjisténi pfitomnosti nikotinu, kanabinoidl, kokainu, opioidd, barbiturati,
benzodiazepint,, amfetaminu a ethanolu. Vétsina drog je ve slinach detekovatelna se
stejnou ¢asovou prodlevou jako v plazmé a jejich koncentrace koreluje s koncentraci

v krvi. [62]

Forenzni véda
Analyza slin je bézné¢ pouzivana ve forenznich védach. Vzorky slin Ize
jednoduse ziskat od podezielého nebo obéti a provést analyzu DNA. Lze pouzit i

naptiklad i zaschlé sliny z rany pachatele, které zanechala obét’ pti sebeobrané. [62]

2.4.3 Glukosa ve slinach

Glukosa je aldohexosa, ktera slouzi jako vyznamny zdroj energie Ppro
organismus. V ptipad¢ jejiho nadbytku muze byt ukladana ve form¢ glykogenu. Jeji
hladina v krvi mize souviset s riznymi patologickymi stavy, nejcastéji diabetes
mellitus. Je to mala organickd molekula, diky ¢emuz ma moznost jednoduse piechazet

z krevni plazmy do slin a do sulkularni tekutiny. [57]

Studie zabyvajici se analyzou glukosy ve slinach dospély k riznym, casto
protichidnym zavérim. Zatimco nékteré zdroje tvrdi, Ze existuje pozitivni korelace
mezi glukosou v krvi a glukosou ve slinach u diabetikti [66—68], jina literatura tuto
moznost vylucuje [69], proto stile neni Gplné€ jasné, zda jsou sliny vhodné pro
monitorovani diabetu. Vztah mezi glukosou v krvi a glukosou ve slinach u zdravych
jedinct nebyl ve vétsin€ praci prokazan. Pravdépodobné proto, ze po nardstu hladiny
krevni glukosy dochazi rychle k jeji normalizaci pomoci insulinu. [66] Jedna studie
presto zmifuje referen¢ni hodnoty glukosy ve slinach v rozmezi 20 — 200 umol.I*?,

které plati jak pro zdravé jedince, tak pro pacienty s diabetem. [70]

Moznou alternativou pro neinvazivni stanoveni glykémie by mohla byt analyza
sulkularni tekutiny, to je extracelularni tekutina produkovana buiikkami dasfiového
zlabku, coz je maly prostor mezi zubem a dasni o hloubce asi 0,5 az 2,0 mm. [57]
Nekteré prace nalezly korelaci mezi koncentraci glukosy v sulkularni tekutiné a

koncentraci v kapilarni krvi. [71, 72]
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2.4.4 Laktat ve slinach

Pti snizeném piisunu kysliku jsou tkané nuceny metabolizovat pyruvat pomoci
anaerobniho odbouravani, pfi kterém je produkovana kyselina mlééna. V dasledku
tohoto procesu dochazi k poklesu pH krve. [57] Laktatova acidéza muze byt
nebezpecna pro pacienty na jednotkach intenzivni péce nebo operacnich salech, u
kterych muze vést az k poSkozeni svald nebo infarktu myokardu. [73] Dale muze byt
také pfinosem monitorovani hladiny laktatu u sportovcii, pro upravu tréninkového

rezimu a zvySeni vykonnosti. [74]

Referen¢ni hodnota laktatu ve slinach se pohybuje v rozmezi 0,1 — 2,5 mmol.™?
a vykazuje silnou korelaci s koncentraci laktatu v krvi, a to v poméru 1:4 (sliny:krev),

proto se jevi jako vhodna alternativa ke stanovovani laktatu z krve. [57]
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Cile prace

Tvorba kapilarniho systému pro nandseni vzorkti pomoci 3D tiskarny
Imobilizace enzyml  glukosaoxidasy a laktatoxidasy na povrch
dvoukandalovych sitotiskovych sensort

Vytvoreni kalibracnich zavislosti

Meéfteni koncentrace glukosy a laktatu ve vzorcich slin
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4. Prakticka ¢ast

4.1 Chemikalie a material

Chemikalie Vyrobce
D-glukosa Sigma Aldrich
L-Laktat sodny Fluka

Hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma Aldrich
Glutaraldehyd 25% Fluka

Isopropanol AG Termopasty Grzegorz Gasowski
Peroxid vodiku Penta
Glukosaoxidasa 155 IU.mg ! Sigma Aldrich
Laktatoxidasa 57 IU.mg ! Sigma Aldrich
Fosfatovy pufr (50 mmol.I"%, pH = 7) -
4.2 Pristroje a vybaveni
Ptistroj/vybaveni Vyrobce

Potenciostat Palmsens 2
Potenciostat ImmunoSMART
3D tiskarna Form 2 (SLA)

3D tiskarna Kossel (FDM)
Stolni vrtacka

Hamiltonova pipeta

Brusny papir o hrubosti 4000
Parafilm

Sitotiskové sensory AC2.W2.RS

Palm Instruments

Smart, spol. s r.o.
Formlabs

Trilab

Tesco stores a.s.

Hamilton

Buehler

Pechiney Plastic Packaging
BVT technologies

4.3 Software
KISSlicer 1.5

Labtools 2.3.4.12 (Petr Skladal)

Microsoft Excel 365 Pro Plus 16.0.11601.20130 (Microsoft)

Microsoft Word 365 ProPlus 16.0.11601.20130 (Microsoft)



Multilab 615x (Petr Skladal)
PreForm 2.16.0 (Formlabs, Inc.)
PStrace 4.8.1 (Palm Instruments)

Tinkercad.com (Autodesk, Inc.)

4.4. Metody

4.4.1 P¥iprava sensoru

Dvoukanalové sitotiskové sensory S platinovymi pracovnimi elektrodami a
stiibrnou referentni elektrodou byly pielestény brusnym papirem o hrubosti 4000 za
ucelem odstranéni zoxidované vrstvy na povrchu elektrod a kontakti. Nasledné byly
na patnact minut ponofeny do ethanolu, kde doSlo za obcasného promichani
k odmasténi jejich povrchu. Po odmasténi byly sensory oplachnuty destilovanou

vodou a nechaly se uschnout na vzduchu.

4.4.2 Imobilizace enzymu
SloZeni jednotlivych zasobnich roztokdl pro tvorbu imobiliza¢nich smési bylo

nasledujici:

e BSA50mg.mlt
e Glutaraldehyd 3%
e Glukosaoxidasa 30,8 mg.ml

e Laktitoxidasa 25 mg.ml !
Z t&chto zasobnich roztokl byly pfipraveny imobiliza¢ni smési nasledujiciho sloZeni:

e Pro glukosaoxidasu
o 10 pl roztoku GOXx
o 9 ul roztoku BSA
o 50 pl fosfatového pufru (50 mmol.I™?)
o 2 ul glutaraldehydu
e Pro laktatoxidasu
o 20 ul roztoku LOx
o 5l roztoku BSA
o 1,5 pl glutaraldehydu
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Tyto imobiliza¢ni smési byly Hamiltonovou pipetou naneseny na povrch
pracovnich elektrod dvoukanalovych sensort. U kazdého sensoru byla na jednu
pracovni elektrodu nanesena smés glukosaoxidasy a na druhou smés laktatoxidasy,

pokazdé v objemu 1 pl.

Po tomto procesu nasledovalo vlozeni do Petriho misky spole¢né s navlhéenou
buni¢inou, utésnéni parafilmem a umisténi na 24 hodin do lednice, aby mohlo dojit
k zesitovani molekul. Po zesitovani byly sensory oplachnuty destilovanou vodou,
nechaly se uschnout na vzduchu a nasledné byly skladovany za sucha v lednici
pii 4 °C.

Na nékteré sensory byla dodate¢né nanesena druha imobilizacni vrstva ze smési:

o 15 ul roztoku BSA
o 4 ul glutaraldehydu
o 21 pl fostatového pufru

Po naneseni 1 pl smési Hamiltonovou pipetou na povrch pracovnich elektrod
nasledovalo opét umisténi na 24 hodin do lednice spolecné s navlhcenou bunicinou

Vv Petriho misce utésnéné parafilmem.

4.4.3 VVyroba pruto¢né cely
Priitoc¢na cela byla navrzena v online aplikaci pro trojrozmérné modelovani

Tinkercad.com. Na obrazku 14 je zobrazen vytvofeny navrh.

Nasledné¢ byl model rozvrstven pomoci programu KISSlicer a vytisknut
pomoci tiskarny od spole¢nosti Trilab metodou FDM s pouzitim PLA vladkna. Dale byl
také zpracovan v programu PreForm, aby mohl byt vytisknut také metodou SLA
pomoci Ciré pryskyfice s oznacenim FLGPCLO4. Po vytisknuti metodou SLA byl
model oplachnut v l1azni s isopropanolem, aby se odstranila nezpolymerovana

pryskyfice.
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Obrazek 14 - navrh prito¢né cely v aplikaci Tinkercad

Jelikoz ani jedna z tiskdren nebyla schopna dostatecné kvalitné vytisknout
kapilary pratocné cely, byly dodatecné vyvrtany stolni vrtackou s vrtakem o priméru

1 mm.

4.4.4 Uprava kabelu k potenciostatu PalmSens

Protoze kabel spojujici potenciostat PalmSens se sensorem je standardné
vyroben pro méfeni s jednou pracovni, jednou referentni a jednou pomocnou
elektrodou, musel byt upraven tak, aby bylo mozné méfit se dvéma pracovnimi
elektrodami, jednou referentni a jednou pomocnou elektrodou. Obrazek 15 zobrazuje

schéma zapojeni na rozhrani kabel — potenciostat na strané pajeni.

Obrazek 15 - Schéma =zapojeni kontakti na strané¢ pajeni na rozhrani

kabel — potenciostat. V ptuvodnim zapojeni bylo uspotfadani: 1 — pracovni elektroda,
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2 —uzemnéni, 3 — prazdny, 4 — pomocna elektroda, 5 — referentni elektroda.

V upraveném zapojeni byla na misto ¢. 3 zapojena druha pracovni elektroda.

Soucasné s tim bylo zménéno také rozhrani kabel — sensor. Plivodni zapojeni
obsahovalo pracovni, pomocnou a referentni elektrodu. V upraveném zapojeni byla na
misto pomocné elektrody zapojena druha pracovni elektroda a pomocna elektroda byla
vyvedena samostatnym kabelem zakoncenym platinovym dratkem. Tato uprava je
znazornéna na obrazku 16.

A) B)

CE WE RE WE2 WEI RE CE

Obriazek 16 - Uprava rozhrani kabel — sensor pro potenciostat PalmSens. A) pavodni
zapojeni s pracovni, pomocnou a referentni elektrodou, B) upravené zapojeni, kam
byla navic pfidana druhd pracovni elektroda a pomocna elektroda byla vyvedena
samostatnym kabelem (WE — pracovni elektroda, RE — referentni elektroda, CE —

pomocna elektroda)

4.4.5 Postup méfeni a vyhodnoceni

Mg¢éteni probihalo pfi potencidlu +650 mV v priito¢né cele vytvorené metodou
SLA. Byly pouzity ptidavky 40 pl, které byly davkovany automatickou pipetou do
patiicného mista na priitocné cele. Po ustéleni signalu byla cela proplachnuta pufrem,
aby doslo k navratu signalu na zakladni linii. Pfi experimentech s potenciostatem
PalmSens probihalo méfeni v programu PStrace. Pii praci s potenciostatem
ImmunoSMART probihalo méfeni v programu Multilab a ziskana data byla ukladana

aplikaci Labtools. Kone¢né vyhodnoceni bylo provedeno v programu MS Excel.
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4.5 Vysledky a diskuse

4.5.1 Prato€na cela

Prato¢na cela navrzena v aplikaci Tinkercad byla vytisknuta metodami FDM a
SLA. Cela je sloZena ze dvou ¢asti, které se k sobé pfipojuji pomoci Sroubli a matek.
Ve spodni ¢asti cely se nachdzi misto pro vlozeni sensoru a kapildra pro odvadéni
vzorkd. V horni ¢asti se nachazi misto pro nanaseni vzorku o objemu 40 pl, které je
spojeno kapilarou s reakéni komiirkou o objemu 30 pl. Kolem reakéni komurky je

navic umistén gumovy krouzek, aby nedochazelo k nezddoucimu unikani vzorku.

U cely vytvofené metodou SLA byla patrna vyrazné vyssi povrchova kvalita,

a také detailngji vytisknuté drobné struktury. Produkt v rozlozeném stavu je zobrazen

na obrazku 17, po slozeni na obrazku 18.

Obriazek 17 - Na obrazku vlevo je pritocna cela vytvoifend metodou FDM, vpravo

muzeme vidét celu vytisknutou metodou SLA. Obé€ v rozlozeném stavu.

40



Obriazek 18 - Vlevo je zobrazena cela vytisknutd metodou FDM, vpravo metodou SLA,

obé sloZené.

4.5.2 Méfeni s potenciostatem PalmSens

Test funk&nosti prutocné cely

V prvni fadé bylo otestovano, zda vzorek protéka obéma celami. Pfi tomto
pokusu bylo zjisténo, Ze z cely vytvoirené metodou FDM ¢ast vzorku nevytéka. To
bylo zpiisobeno tim, ze technika FDM tvoii modely v niZsi kvalit€ a vnitini prostor
neni Uplné vyplnén materidlem, takZe mohou vznikat dutiny. Cela vytvofend metodou

SLA se osvédcila a byla zvolena jako vhodnéjsi pro dal$i méfeni.

Zadruhé byla otestovana funkénost celého systému s potenciostatem PalmSens
pii amperometrickém méfeni, kdy byl do pruto¢né cely vlozen holy sensor a byly
zméteny odezvy proudu na rtizné koncentrace peroxidu vodiku pii potencialu +650
mV. Pfi tomto méfeni byly pouzity pfidavky 40 ul a koncentrace standardnich roztoka
0,1; 0,2; 0,5 a 1 mmol.I"Y. Podle ogekavani ob& pracovni elektrody na ptidavky
peroxidu reagovaly nartistem proudové odezvy. Odezvy elektrod v case ilustruje
obrazek 19.
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Obrizek 19 — graf priab¢hu proudu v Case pii méfeni s holym sensorem pfi potencialu
+650 mV v prutocné cele vytvoirené metodou SLA s ptidavky 40 pl peroxidu vodiku

o koncentracich 0,1; 0,2;: 0,5a 1 mmol.I™2

Méfeni s glukosou a laktatem

Pfi  experimentech se sensory Vpratocné cele, S imobilizovanou
glukosaoxidasou a laktatoxidasou, s potenciostatem PalmSens, byly tyto sensory
vystavovany standardnim roztoktim glukosy a laktatu o koncentracich 0,1; 0,2; 0,5 a
1 mmol.I"Y, vzdy v objemu 40 pl. Ukazalo se, Ze na tyto piidavky reaguje pouze
pracovni elektroda s glukosaoxidasou a elektroda pro laktat poskytuje pouze Sum.

Tento druh méfeni ilustruje obrazek 20.
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Obriazek 20 — Proudova odezva v Case pii méfeni se sensorem s imobilizovanou
glukosaoxidasou a laktatoxidasou. Byly provedeny piidavky 40 pl standardnich
roztokll glukosy a laktatu o koncentracich 0,1; 0,2; 0,5 a 1 mmol.I"? p#i potencialu

+650 mV. Odpovidajici odezvu poskytovala pouze elektroda pro glukosu.

To, Ze odezvu poskytovala pouze jedna elektroda mohlo mit vice pficin.
Diivodem mohlo byt napiiklad vysoké procento vadnych sensorti od vyrobce,
degradace imobilizované vrstvy, nebo porucha potenciostatu, kdy funkce
V bipotenciostatickém rezimu muize byt problematické z elektrochemického hlediska

a zde 1 po softwarové strance.

Dal$im problémem v tomto méficim systému bylo, ze program PSTrace, ve
kterém probihalo méfeni, Casto vykazoval chybové hlasky, za kterymi nasledovalo
ukonceni programu. Zda se, Zze dana verze firmware detektoru s bipotenciostatickym
modem neni zcela kompatibilni. Proto dalS§i meéfeni probihala se
Ctyrkanalovym potenciostatem ImmunoSMART. U tohoto potenciostatu byl pro

vSechny elektrody pouZit stejny potencial, ale pouZity byly pouze dva méfici kanaly.

4.5.3 Méfeni s potenciostatem ImmunoSMART.

Test selektivity
Bylo otestovano, zda produkt z jedné pracovni elektrody neovliviiuje signal
elektrody druhé. To bylo provedeno tak, ze byl dvoukanalovy biosensor vystaven

standardnim roztok@im glukosy nebo laktatu o koncentraci 0,1; 0,2; 0,5 a 1 mmol.I™?

43



pii potencialu +650 mV. Vysledek tohoto experimentu zobrazuje obrazek 21 pro
roztoky glukosy a obrazek 22 pro roztoky laktatu.
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Obrazek 21 — graf prib¢hu proudu v €ase u sensorll s imobilizovanymi enzymy
glukosaoxidasou a laktatoxidasou, pii pfidavcich 40 pl standardnich roztokt glukosy

o koncentraci 0,1; 0,2; 0,5 a 1 mmol.I"? pii potencialu +650 mV.
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Obrazek 22 — graf pribéhu proudu v ¢ase u sensort s imobilizovanou glukosaoxidasou
a laktatoxidasou pti pridavcich 40 pl standardnich roztokd laktatu o koncentraci 0,1;

0,2; 0,5 a 1 mmol.I" pfi potencialu +650 mV.

Bylo zjisténo, ze pii ptidavcich roztoka glukosy vzniké vyrazny falesny signal
na elektrodé pro laktat. Naopak pii piidavcich roztokd laktatu byl faleSny signal

glukosové elektrody minimalni.

Dutivodem tohoto jevu by mohla byt pfili§ rychla tvorba produktu reakce,
zpiisobend vysokou aktivitou enzymu na glukosové elektrodé. Vznikajici peroxid
vodiku by nasledné difuzi mohl doputovat k elektrodé pro laktat. Po vypoctu aktivity
enzymu vztazené na jednu elektrodu bylo ale zjiSténo, Ze teoreticka aktivita na
glukosové elektrodé je nizsi nez na elektrod¢ pro laktat, takze se tato teorie jevi jako
mén¢ pravdépodobna. Teoretické aktivity enzymi vztazené na jednu elektrodu
muzeme vidét v tabulce 3. Ve skute¢nosti ale tyto hodnoty mohou byt ovlivnény

hodnotou pH prostiedi a okolni teplotou, ptipadné také neptesnosti pipetovani.

45



Tabulka 3 — Vypoctené aktivity enzymi na jedné elektrodé

Enzym Aktivita vztaZena na jednu elektrodu
Glukosaoxidasa 0,67 1U
Laktatoxidasa 1,08 IU

Druhym, pravdépodobnéjsim vysvétlenim je schopnost peroxidu vodiku
rychleji difundovat skrz imobilizovanou vrstvu na laktatové elektrodé oproti elektrodé
pro glukosu a tvofit tak fale$ny signal. Proto bylo pfistoupeno k experimentu, kdy byla
na imobilizovanou enzymovou vrstvu nanesena druhd, blokujici vrstva, obsahujici
BSA a glutaraldehyd, ktera by méla omezit unik peroxidu vodiku do okolniho roztoku.

Vysledky z tohoto méfeni zobrazuji obrazky 23 a 24.
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Obrazek 23 — test selektivity dvoukanalového biosensoru po ptfidani druhé, blokujici
vrstvy tvofené BSA a glutaraldehydem. Méfeni probihalo pfi potencidlu +650 mV a
s ptidavky 40 pl standarnich roztokd glukosy o koncentraci 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 a 2,0

mmol.IL.
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Obrazek 24 — test selektivity dvoukandlového biosensoru s dodatecnou blokujici
vrstvou tvofenou BSA a glutaraldehydem. Pro méfeni byl pouZit potencial +650 mV
a pridavky 40 pl. Sensor byl vystavovan standardnim roztokim laktitu o

koncentracich 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 a 2,0 mmol.I">.

Z grafii je patrné, Ze imobilizace druhé, blokujici vrstvy na vrstvu s enzymem
vyrazn¢ zvysSuje selektivitu jak glukosové, tak laktatoveé elektrody. Pro Uplné
odstranéni faleSnych signald by bylo mozné vyuzit enzymu s mediatory, nebo ptimého

prenosu elektroni mezi enzymem a elektrodou. [28]

Tvorba kalibracnich zavislosti

Pfi tvorbé kalibrac¢nich zavislosti byly biosensory vystavovany roztokiim
glukosy nebo laktatu o znamé koncentraci. Pro kazdy sensor probé&hla v§echna métfeni
tiikrat a nejistota byla vyjadiena jako smérodatnd odchylka. Kalibraéni zavislosti
vykazovaly linearni rozsah v rozpéti koncentraci 0,02 — 1 mmol.I™%, jako u podobnych
praci. [75] V nékterych studiich ale bylo dosaZeno linearniho rozsahu az do 4 [57]
nebo 5 mmol.I"%. [74] Sirsiho linearniho rozsahu by se dalo dosahnout pfidanim
vrstvy, ktera vice omezuje diftizi, nevyhodou by bylo snizeni citlivosti. [1] Ukazky

kalibra¢nich zavislosti jsou na obrazcich 25 a 26.
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Obrazek 25 — Kalibra¢ni zavislost laktatové elektrody sensoru ¢. 7. Sensor byl
vystavovan standardnim roztoktim laktatu o koncentracich 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 a 1
mmol.I"? pti potencidlu +650 mV. Méfeni probihalo v priito¢né cele a vzdy byl

davkovan objem 40 pul. Nejistota je vyjadiena jako smérodatna odchylka.
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Obriazek 26 — Kalibracni zavislost glukosové elektrody sensoru €. 7. Graf zobrazuje
zavislost proudu na koncentraci glukosy pfi potencidlu +650 mV. Byly pouzity
standardni roztoky o koncentracich 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 a 1 mmol.l %, vzdy
v objemu 40 pl. Méfeni probihalo v prito¢né cele vytvofené metodou SLA. Nejistota

je vyjadrena jako smérodatna odchylka.

U nékterych sensort se kalibracni zavislosti nepodatilo ziskat z divodu jejich
poskozeni, piipadné poskozeni enzymovych vrstev. Rovnice kalibra¢nich zavislosti
jednotlivych biosensort shrnuje tabulka 4. Vizualni srovnani kalibraénich piimek

S jejich primérnou hodnotou je na obrazcich 27 a 28.

Tabulka 4 — Shrnuti rovnic kalibranich ptimek platicich v linearnim rozsahu

0,02 — 1 mmol.I"? pro glukosu a laktat.

Rovnice kalibraéni primky

Sensor Glukosa Laktat
1 y =0,1020x — 0,0012 y =0,1072x + 0,0026
2 - -
3 y =0,1510x — 0,0044 y =0,2197x - 0,0018
4 y =0,1181x + 0,0038 y =0,2102x + 0,0028
5 - -
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Rovnice kalibraéni primky

Sensor Glukosa Laktat
6 y =0,1321x — 0,0003 y = 0,2699x + 0,0008
7 y =0,1289x — 0,0006 y =0,2414x + 0,0012
8 y =0,1968x — 0,0026 y =0,2637x + 0,0028
9 y =0,1762x — 0,0034 y =0,2852x —0,0002
10 y = 0,1585x — 0,0037 y =0,2189x — 7.10°
primér y = 0,1455x — 0,0016 y = 0,2270x + 0,0010

Obrazek 27 — Srovnani kalibra¢nich pfimek jednotlivych laktatovych elektrod.

Cervena piimka znaci primérnou hodnotu.
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Obrazek 28 — Srovnani kalibranich pfimek jednotlivych elektrod pro glukosu.

Primérna hodnota je zndzornéna cervenou piimkou.

Z tabulky 4 a obrazka 27 a 28 je, az na par vyjimek, vidét pomérné dobra
opakovatelnost kalibraci jak laktatovych, tak glukosovych elektrod. Drobné rozdily
v citlivosti jednotlivych elektrod jsou zptisobeny odchylkami pti vyrobé, ptipadné také
nepiesnostmi pii nanaseni enzymovych vrstev. Elektrody pro laktat maji obecné vyssi
citlivost nez glukosové elektrody, coz miiZeme pficist vyssi aktivité enzymu na
laktatovych elektrodach. Témto odchylkdm by se dalo ptedejit napiiklad vyrobou

elektrod, véetné enzymovych vrstev, pomoci 3D tiskarny. [50]

Méfeni se vzorky slin

Sliny byly ziskany od dvou darcd, z nichz ani jeden nebyl diabetik. Bylo
doporuceno, aby dobrovolnici alespoii hodinu pied odbérem nejedli, nepili a nekoufili.
U jednoho z darci byly vzorky odebrany nalac¢no a hodinu po jidle, u druhého pred

cvienim a po cviceni. Vzorky byly poté uchovavany v mraznicce pfti teploté -20 °C.

V pribéhu experimentll bylo zjisténo, ze koncentrované sliny zplsobuji
vysokou uroven Sumu, pravdépodobné kvili pfitomnosti bublinek ve vzorku. Po
trojnasobném  ziedéni  fosfaitovym  pufrem se Groven Sumu  snizila.
Obrazek 29 zobrazuje méfeni se zfedénym vzorkem slin pred zatézi a po zatézi,
obrazek 30 pted jidlem a po jidle. Z grafu je patrné, ze po zatézi stoupla hladina laktatu
a naopak klesla hladina glukosy.
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Obrazek 29 — Proudova odezva sensoru €. 7 na vzorky slin odebrané pted zatézi a po
zatézi. Méteni probihalo v prito¢né cele pfi potencidlu +650 mV. Bylo davkovano

40 pl trikrat zfedéného vzorku.
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Obrazek 30 — Proudova odezva sensoru ¢. 4 na vzorky slin odebrané pied jidlem a po
jidle. Méteno pfi potencidlu +650 mV v prutocné cele za pouziti pridavkt 40 ul

trojnasobn¢ ziedénych vzorkt.
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Proudova odezva kazdého vzorku byla zméfena tiikrat a byla provedena
korekce z diivodu fedéni. Z takto ziskanych hodnot byla ziskana primérna hodnota a
smérodatna odchylka. Koncentrace byla vypoctena dosazenim hodnot proudu do
rovnic kalibracnich pfimek. Nejistota koncentrace byla stanovena pomoci relativni
chyby proudové odezvy. V tabulce 5 mizeme vidét stanovenou koncentraci glukosy a
laktatu nalacno a hodinu po jidle. Tabulka 6 shrnuje vysledky stanoveni glukosy a
laktatu ve vzorku slin odebranym pted sportovni aktivitou a po ni. Méfeni s témito

vzorky probéhlo opakované pomoci riznych sensort v ramci nékolika dni.

Tabulka 5 — koncentrace glukosy a laktatu stanovené nala¢no a po jidle ve slinach od

darce ¢. 2.

Koncentrace laktatu (umol.I™?) Koncentrace glukosy (umol.1™%)
Sensor Nalaéno Po jidle Nala¢no Po jidle
4 4616 64=+15 82+8 146+25

Zvysenou hladinu laktatu po jidle pozoroval i1 Palleschi a kol., ktefi tento jev

ptisuzuji interferujicim latkdm z potravy. [76]

Tabulka 6 — Shrnuti zjisténych koncentraci glukosy a laktatu ve slinach. Odbér
probé&hl pred fyzickou zatéZi a po fyzické zatézi od darce €. 1. Sensory byly pouzity

v poradi 7, 6, 3, 1.

Koncentrace laktatu (umol.I™?) Koncentrace glukosy (umol.1™)

Sensor Pied zatézi Po zatézi Pied zatézi Po zatézi
1 21+1 50+13 101+2 135+38
3 46+8 17+£5 152+4 184+6
6 97+27 152+4 144420 158+31
7 105+7 138+1 194417 131+12

Z hodnot je patrna zvySujici se koncentrace laktatu po fyzické aktivité
Vv disledku anaerobniho odbourdvani glukosy vedoucimu ptes pyruvat az k laktatu.
Koncentrace samotné glukosy ve vétSiné ptipadll po zatézi také narostla, ale tato
hladina u zdravych jedinci nemusi korelovat s koncentraci glukosy v Krvi.
Ragunathan a kol. [77] tvrdi, Ze fyzicka aktivita zplGsobuje nartist koncentrace

a-amyldzy ve slinach, ktera ma za nasledek zvyseni hladiny glukosy.
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Palleschi a kol. [76] zjistili hodnoty laktatu ve slinach nala¢no v rozmezi
60 — 700 umol.1"! a po jidle v rozmezi 400 — 1200 umol.1"%. Vysledky v této préici se

pohybuji spiSe na spodni hranici prvniho z intervalt.

Podobné koncentrace glukosy ve slinach zjistili Yamaguchi a kol. [78] , ktefi
stanovili hladinu glukosy ve slinach zdravych jedincti v rozmezi 8 — 212 pmol.I'L,
Mirné vyssi hodnoty zjistili Gupta a kol. [79] (299 — 568 umol.I'), a také Agrawal a
kol. [80] (273 —407 umol.I'Y). N&které prace naopak ve slinach zdravych jedincti
glukosu neobjevily. [81]

V porovnani s jinymi studiemi byly zjisténé koncentrace, obzvlasté u laktatu,
nizsi. Jednou z pfi¢in by mohlo byt nedodrzeni pokynd pted odbérem vzorku slin.
Stimulaci slinnych zlaz dochdzi ke zvySené produkci vodné faze slin, tim padem
K jejich zfedéni. [79] Ruzné sensory poskytly riizné koncentrace analytu ve stejnych
vzorcich pravdépodobné proto, ze vzorky byly mezi méfenimi opakované
rozmrazovany a zamrazovany. Protoze sliny jsou biologicky aktivni, vedly cCasté
zmény teplot k degradaci analytt ve vzorcich. Bylo by nutné toto vzit v uvahu a zavést
standardizovany postup zachazeni s odebranymi vzorky. Roli mohla hrat také

postupna ztrata aktivity biorekogni¢ni vrstvy.
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4.6 Zavér

Byl navrzen model pruto¢né cely, ktery byl nasledné vytisknut 3D tiskarnami
pomoci technik FDM a SLA. Vyrobek ze SLA tiskarny byl shledan vhodnéjsim pro

dalsi praci, diky vyssi povrchové kvalité.

Za cilem detekce glukosy a laktatu byly na dvoukanalové sitotiskové sensory
imobilizovany enzymy glukosaoxidasa a laktatoxidasa. Po prvotnich pokusech se
projevila nizka selektivita dvoukanalovych sensorii. Ditvodem bylo, ze detekce obou
analyti je v pfipad¢ zminénych enzymu zaloZena na detekci peroxidu vodiku. Vyssi

selektivité¢ se napomohlo pfidanim vrstvy blokujici difazi.

S témito sensory byly aspésné sestrojeny kalibra¢ni zavislosti. Pii méfeni se
slinami se ale projevily nedostatky v postupu zachazeni s biologickymi vzorky a
zjisténé koncentrace byly ve vétSiné ptipadi nékolikanasobné nizsi nez v odborné

literatufe.

Dal$im moznym postupem by mohlo byt zopakovani experimentu s vétSim
mnozstvim vzorkl a se zavedenym standardizovanym postupem zachdzeni s nimi.
Také by bylo idedlni upravit instrumentaci a postup tak, aby bylo moZné nanaset
vzorky slin bez fedéni a bez pouZiti pipety. Sou€asné 3D tiskarny jsou kompatibilni
s mnoha druhy materiald a dokazou tisknout i elektronické soucastky. Toho by se dalo
vyuzit k vyrobé zafizeni podobného glukometru, které by dokazalo neinvazivné
stanovit glukosu a laktat zaroven. Pfipadné by mohl byt proveden pokus o nalezeni

vztahu mezi koncentraci glukosy a laktatu ve slinach a v Krvi.
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