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ABSTRAKT
In vitro m¥°ení koncentrace glukózy v krvi pomocí MTM sen-

zoru

Koncentrace glukózy v krvi ovliv¬uje dielektrické vlastnosti, které krev vykazuje.

Toho je moºné vyuºít pro neinvazivní m¥°ení glykémie pomocí mikrovlnných sen-

zor·. Tato bakalá°ská práce se zabývá m¥°ením parametru p°enosu S21 a jeho zm¥ny

v závislosti na koncentraci glukózy. M¥°ení prob¥hlo na plné krvi a roztocích izo-

lovaných £ervených krvinek s PBS a glukózou. Koncentrace glukózy ve vzorcích se

pohybovala od nejniº²í moºné aº do 25 mmol/l. Pro m¥°ení roztok· s izolovanými

krvinkami byl vytvo°en systém pro udrºení konstantní teploty vzorku a moºností

ob¥hu vzorku v m¥°ící cele. Nam¥°ená data byla dopln¥na regresní analýzou a podle

rovnice regresní k°ivky byly odhadnuty koncentrace glukózy ve vzorku. Odhady byly

aplikovány do Clarkovy chybové sí´ové analýzy. Z této analýzy vy²lo, ºe m¥°ení plné

krve bylo p°esn¥j²í. V²ak výsledky m¥°ení roztok· izolovaných erytrocyt·, PBS a

glukózy více odpovídají model·m krve, které byly provedeny d°íve.

Klí£ová slova

Neinvazivní m¥°ení glukózy, mikrovlnný senzor, metamateriálový senzor



ABSTRACT
In Vitro Measurement of Blood-Glucose Concentration With

MTM Sensor

The blood glucose concentration a�ects the dielectric properties that blood shows.

This can be used for non-invasive blood glucose measurement using microwave sen-

sors. This bachelor thesis deals with the measurement of the transfer parameter

S21 and its changes in relation to the glucose concentration. Measurements were

performed on whole blood and solutions of isolated red blood cells with PBS and

glucose. The glucose concentration in the samples ranged from the lowest possible

up to 25 mmol/l. For the measurement of isolated blood cells, a system was de-

veloped to maintain a constant sample temperature and sample circulation in the

measuring cell. The measured data was supplemented by regression analysis and

the glucose concentration in the sample was estimated according to the regression

curve equation. Estimates were applied to Clark's error grid analysis. This analy-

sis showed that the measurement of whole blood was more accurate. However, the

results of measurements of isolated erythrocytes, PBS and glucose solutions more

closely correspond to those of the blood that were performed earlier.

Key words

Non-invasive glucose measurement, microwave sensor, metamaterial sensor
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Seznam symbol· a zkratek
Seznam symbol·

Symbol Jednotka Význam

S21 � S parametr p°enosu

E V ·m Amplituda elektrického pole

ε0 8, 85 · 10−12 F ·m−1 Permitivita vakua

εr � Relativní permitivita

D C ·m−1 Elektrická indukce
∗ � Komplexní charakter

' � Reálná £ást komplexní vel.

� � Imaginární £ást komplexní vel.

σ S ·m Statická vodivost

ω rad · s−1 Úhlová frekvence

τ s Relaxa£ní £asová konstanta

α � Parametr popisující roz²írení disperze

j j =
√
−1 Imaginární jednotka

cgluk mmol/l koncentrace glukózy

|S21| dB Modul S parametru p°enosu

ϕ ◦ Fáze S parametru p°enosu

µ H ·m−1 Permeabilita

n � Index lomu

Φ ◦ · l ·mmol−1 Citlivost senzoru na zm¥nu koncent-

race
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Seznam zkratek

Zkratka Význam

MTM Metamateriál

DM Diabetes mellitus

NIR Blízké infra£ervené zá°ení (z angl. Near-Infrared)

ATP Adenosin trifosfát

ADP Adenosin difosfát

AMP Adenosin monofosfát

GD glukóza-1-dehydrogenáza

CGM Kontinuální monitorování glukózy (z angl. Continuous Glucose Moni-

toring)

EGA Sí´ová chybová analýza (z angl. Error Grid Analysis)

RBC �ervené krvinky (z angl. Red Blood Cells)

GLUT1 Membránový p°ena²e£ glukózy £ervených krvinek

ESR Vy²et°ení sedimentace krvinek (z angl. Erythrocyte Sedimentation

Rate)

LH Levoto£ivé vedení (z angl. Left-handed)

RH Pravoto£ivé vedení (z angl Right-handed)

CRLH Kompozit pravo a levoto£ivého vedení (z angl. Composite Right-Left

Handed)

PBS Fosfátový fyziologický roztok (z angl. Phosphate Bu�ered Saline)
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Úvod

Podle Sv¥tové zdravotnické organizace v roce 2014 trp¥lo onemocn¥ním Diabetes

mellitus (zkr. DM) asi 8,5 % sv¥tové populace [1], p°i£emº v¥t²ina postiºených je

z ekonomicky vysp¥lých stát·. To je také d·vod, pro£ se DM povaºuje za civiliza£ní

chorobu. Dá se p°edpokládat, ºe procento lidí postiºených touto nemocí se bude

v budoucnu dále zvy²ovat [2], dokud nebude vyvinuta dostupná a efektivní lé£ba.

Do té doby je pot°eba snaha pacient·m s DM minimalizovat rizika spojená s tímto

onemocn¥ním a zvý²it jejich osobní komfort.

DM je chronické onemocn¥ní zp·sobené nedostate£nou produkcí inzulinu sliniv-

kou b°i²ní a/nebo nedosta£ující ú£inností vlastního produkovaného inzulinu. Tyto

projevy mají za následek nár·st hladiny glukózy v krvi, která p°i vychýlení z nor-

málních hodnot dále po²kozuje a ohroºuje správnou funkci mnoho orgán· a systém·

v t¥le, p°eváºn¥ pak cévní a nervový systém. Aby pacienti p°edcházeli nefyziolo-

gickým a nebezpe£ným hodnotám koncentrace glukózy, je vyºadováno její m¥°ení

n¥kolikrát denn¥.

V sou£asné dob¥ je standardní metodou pro stanovení glukózy v krvi enzyma-

tická reakce vzorku s glukooxidázou za vzniku kyseliny glukanové a peroxidu vodík,

následné ode£tení zm¥ny proudu mezi elektrodami na testovacím prouºku nebo po

reakci s kyslíkem v kolorimetrickém zobrazení. Tato metoda vyºaduje p°ed kaºdým

m¥°ením nový vpich pro odebrání kapky kapilární krve, coº je pro pacienta namá-

havé a p°iná²í r·zná rizika, jako nap°íklad po²kození tkán¥ £i riziko infekce v míst¥

vpichu. S touto metodou není moºné kontinuální a on-line m¥°ení glykémie, které

by výrazn¥ eliminovalo výkyvy glykémie mimo normální interval hodnot.

P°ehled sou£asného stavu

Senzory pracující na principu mikrovlnného m¥°ení dielektrických vlastností bioma-

teriál· mohou být budoucím °e²ením a perspektivní, jednoduchou a ú£innou me-

todou ve stanovování glukózy v krvi. Hlavní výhody takových senzor· jsou neinva-

zivnost m¥°ení a moºnost kontinuálního sledování glykémie a tím i v£asné upravení

hladiny glukózy v pacientov¥ krvi.

V sou£asné dob¥ je na trhu n¥kolik glukometr·, které umoº¬ují neinvazivní sta-
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novení koncentrace glukózy, vyuºívající r·zné technologie a principy m¥°ení. Jedním

z nich je systém GlucoTrack �rmy Integrity Applications. Tento systém je ur£en

pro pacienty s pre-diabetem a s diabetem II. typu. GlucoTrack pouºívá t°i na sob¥

nezávislé principy m¥°ení. Jsou to ultrazvukové, elektromagnetické a stanovení m¥-

°ením teploty. Hodnoty jsou pomocí algoritmu zkombinovány a na jejich základ¥ je

vypo£ítána výsledná koncentrace glukózy pacientovy krve [3].

Dal²ím komer£n¥ dostupným p°ístrojem je Combo Glucometer od �rmy Cnoga

Medical. Tento glukometr vyuºívá NIR (z angl. Near Ifrared) spektroskopii a je ur£en

pro pacienty s diabetem I. a II. typu [4].

Neinvazivní stanovení hladiny glukózy také umoº¬uje systém GlucoWise od �rmy

MediWise. Systém vyuºívá k m¥°ení rádiové vlny s nízkým výkonem. Výrobce neu-

vádí frekvenci pouºívaného elektromagnetického zá°ení [5].

A£ jsou tyto systémy neinvazivní a pacient·m p°iná²ejí nový, p°ijateln¥j²í zp·sob

stanovení koncentrace glukózy v krvi, ºádný z t¥chto systém· nepodporuje automa-

tické kontinuální m¥°ení.

V [6], [7] bylo potvrzeno, ºe glukóza resp. D-glukóza m¥ní dielektrické vlastnosti

bun¥£né st¥ny a cytoplazmy v £ervených krvinkách [8].

N¥kolik odborných prací [9], [10], [11] se zabývalo modelováním a navrºením mi-

kropáskových senzor· pracujících jako rezonátory. V práci [9] byly simulovány prs-

tencový rezonátor, jednospirálový a dvouspirálový rezonátor. Senzory v²ak nebyly

realizovány a otestovány v praxi. V [10] byla navrºena monopólová anténa a simu-

lována její zm¥na rezonan£ní frekvence. V dizerta£ní práci [11] bylo simulováno 6

mikropáskových rezonátor· a realizovaný jeden jednospirálový senzor. V práci [12],

která vyuºívá výsledk· [10], byla in vivo zkoumána proveditelnost mikropáskového

senzoru. Bylo zji²t¥no, ºe jednospirálový rezonátor vykazuje významný vliv zm¥ny

v odezv¥ odpovídající zm¥nám nam¥°ených hodnot hladiny glukózy v krvi testova-

ných subjekt·. Rezonátor byl umis´ován na palec m¥°ené osoby.

Zmín¥né práce vyuºívaly mikropáskové senzory, které m¥ní svou rezonan£ní frek-

venci p°i zm¥n¥ koncentrace glukózy.

V ºádné z prací nebylo vyuºito senzoru s metamateriálovým principem a nebyla

také m¥°ena zm¥na fáze parametru S∗21. Metamateriálový senzor by m¥l vykazovat

n¥kolikrát vy²²í citlivost neº pouºívané mikropáskové senzory. Tato práce vyuºívá
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práv¥ tento typ senzor·.

Cíle práce

Cíle bakalá°ské práce jsou nejprve navrºení vhodné metodiky p°ípravy vzork· pra-

se£í krve smíchané s roztoky glukózy o r·zných koncentracích. Rozsah koncentrací

glukózy ve vzorcích je do nejniº²í moºné aº do cca 25 mmol/l. M¥°ení prob¥hne

pomocí metamateriálového senzoru. Dal²ím cílem je experimentáln¥ zjistit závislost

zm¥ny fáze S∗21 na koncentraci glukózy ve vzorcích. Získaná data budou vynesena

do grafu a dopln¥na o regresní analýzu s intervalem spolehlivosti. Data budou také

vyhodnocena pomocí Clarkovy sí´ové chybové analýzy. Do cíl· bakalá°ské práce také

pat°í prom¥°ení £asové zm¥ny S∗21 parametru pro vzorky krve s r·znými koncentra-

cemi glukózy.
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2 Teoretický základ

D-glukóza je nejvýznamn¥j²í uhlovodíková slou£enina pro fungování organismu. Vy-

uºití má p°edev²ím jako zdrojem energie pro lidské t¥lo. N¥které bu¬ky (nap°.:

nervové bu¬ky, erytrocyty) vyºadují zdroj energie pouze glukózu, která je hlavní

výchozí látkou pro vytvo°ení ATP. Hladina glukóza v krvi se nazývá glykémie £i

glukosemie. Fyziologické rozmezí hodnot glykémie pro zdravého £lov¥ka na la£no se

pohybují okolo 4,4-6,7 mmol/l, p°i£emº v arteriálním ob¥hu je koncentrace vy²²í neº

ve venózní krvi, v kapilární krvi je st°ední koncentrace mezi arteriální a ºilní [13].

Pokud hladina glukózy klesne pod toto rozmezí nastává hypoglykémie a pokud je

vy²²í neº toto rozmezí jedná se o hyperglykémii.

Hypoglykémie m·ºe p°er·st ve stav tzv. hypoglykemického ²oku, kdy dochází k

poruchám funkce mozku a nerového systému. P°i hyperglykémii dochází k po²kození

n¥kterých tkání jako jsou kapilární endotelové bu¬ky v sítnici, mesangiální bu¬ky

v ledvinových glomerulech, neurony a Schwannovy bu¬ky u periferních nerv· [14].

2.1 Klinické stanovování hladiny glukózy

Existují t°i základní p°ístupy k m¥°ení koncentrace glukózy, t¥mi jsou reduk£ní,

kondenza£ní a enzymatické metody. Reduk£ní metody jsou nejstar²í a vyuºívají re-

duk£ních vlastností glukózy ke zm¥n¥ iont· kov· p°i oxidaci glukózy. Nevýhoda

t¥chto metod je, ºe jsou nespeci�cké a pouºitá reduk£ní £inidla mohou k°íºov¥ rea-

govat a interagovat s jinými slou£eninami. To vede k chybnému stanovení hladiny

glukózy ve vzorku. Od této metody se v klinické praxi opou²tí [13].

Aldehydová skupina glukózy m·ºe být kondenzována aromatickými slou£eni-

nami. Pro kondenzaci se pouºívá reakce o-toluidinu s glukózou za vytvo°ení glu-

kosaminu, který má intenzivní zelené zbarvení. Reakce je rychlá a intenzivní barva

umoº¬uje vysokou citlivost stanovení. Nevýhodou v²ak je toxicita o-toluidinu a jeho

vysoká korozivnost. Proto se metoda rychle p°estala vyuºívat [13].

Nejroz²í°en¥j²í metodou je metoda pomocí enzymatické reakce glukózy. M¥°ení je

zaloºeno na jednom ze t°í enzym·: glukózooxidáza, glukóza-1-dehydrogenáza (GD)

nebo hexokináza. Vyhodnocení probíhá bu¤ kolorimetricky nebo amperometricky.

Kolorimetrická detekce vyuºívá glukózooxidázu, kdy vzniklý peroxid vodíku rea-
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guje s r·znými donory vodíku za vzniku zm¥ny barvy, která odpovídá koncentraci

glukózy. Detekce je provád¥na pomocí odrazného fotometru, který p°evádí odraºené

sv¥tlo na elektrický signál. Amperometrická detekce je zaloºena na glukózooxidá-

zové nebo GD reakci, kdy je m¥°en vzniklý elektrický proud z reakce za vzniku

kyseliny glutamové a peroxidu vodíku [15]. Tato metoda se také pomohla roz²í°ení

glukometr· pro domácí m¥°ení koncentrace glukózy a kapesních glukometr· [8].

Testy glykovaného hemoglobinu A1c umoº¬ují kontrolu glykemie u diabetik· [13]

[16]. Testy ukazují pr·m¥rnou glykemii b¥hem p°edchozích 8 aº 12 týdn· [17].

2.2 Kontinuální stanovování hladiny glukózy

Pro udrºení správného managementu lé£by DM by si m¥li pacienti kontrolovat gly-

kemii alespo¬ £ty°ikrát denn¥ (p°ed kaºdým jídlem a p°ed spaním) glukometrem

anebo pokud cítí p°íznaky hypoglykémie, jsou nemocní nebo mají vy²²í aktivitu

(sport, °ízení auta atd.). Tato doporu£ení ale mnozí nedodrºují. Velkou nevýhodou

takového °ízení hladiny glukózy je, ºe poskytuje pouze izolované hodnoty, které ne-

odráºejí denní a no£ní výkyvy. V¥t²í krátkodobé odchylky mohou být nebezpe£né

a p°ejít v hyperglykémii £i hypoglykémii. Metoda je navíc invazivní, bolestivá a £a-

sov¥ náro£ná [8].

Kontinuální monitorování glukózy (CGM z angl. continuous glucose monitoring)

dokáºe nevýhody zmín¥ného °ízení glykémie odstranit. Hlavn¥ zobrazuje hladinu

glukózy v reálném £ase. CGM systémy lze zkombinovat s insulinovou pumpou a tím

vytvo°it systém, který by nahrazoval funkci slinivky v produkci insulinu. CGM, která

jsou komer£n¥ dostupná, pracují se senzory m¥°ící v intersticiální tekutin¥ pomocí

impedan£ní spektroskopie a enzymatického stanovení [17].

2.3 Stanovení p°esnosti glukometru

Pro vyhodnocení správného m¥°ení a p°esnosti glukometr· se vyuºívá Clarkova chy-

bová sí´ová analýza (EGA z angl. Error Grid Analysis) Metoda je povaºovna za zlatý

standard pro stanovení p°esnosti glukometr· a má velký klinický význam. Vyhod-

nocuje se rozdíl mezi testovanou metodou m¥°ení glukózy a referen£ními m¥°eními

glukózy v krvi [18]. Výsledný graf je rozd¥len do p¥ti zón: A, B, C, D a E. Zóna

A p°edstavuje hodnoty glykémie, které se od referen£ních hodnot odchylují o 20
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% nebo jsou v hypoglykemickém rozmezí (<70 mg/dl ≈ 3,9 mmol/l), pokud jsou

referen£ní hodnoty také v tomto rozmezí. Hodnoty v této zón¥ jsou klinicky správn¥

a indikují vhodn¥ zvolenou lé£bu. Zóna B zahrnuje hodnoty s odchylkou v¥t²í neº 20

%, ale neindikují nevhodnou lé£bu. V zón¥ C jsou hodnoty, které vedou k nadbyte£né

lé£b¥ a v zónách D a E jsou hodnoty, které selhávají v ur£ení hypoglykémie a hyper-

glykémie a lé£ba podle t¥chto hodnot bude s velkou pravd¥podobností nebezpe£ná.

Hodnoty spadající do zón A a B jsou klinicky p°ijatelné [19].
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Obrázek 2.1: Rozd¥lení grafu na zóny A�E Clarkovy chybové analýzy. P°evzato

a upraveno [18].
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2.4 Biologické materiály v elektrickém poli

Materiály rozd¥lujeme dle jejich schopnosti vést elektrický proud na elektricky vo-

divé a nevodivé. V elektrickém vodi£i se nabité £ástice mohou pohybovat voln¥ mate-

riálem podle vn¥j²ího pole E0. V dielektrických materiálech je elektrický náboj vázán

a nem·ºe se voln¥ pohybovat. V nepolárních molekulách se t¥ºi²t¥ hustot rozloºení

kladných a záporných náboj· nacházejí ve stejném míst¥. Bez p°ítomnosti externího

elektrického pole tak nevykazují dipólový moment. Ten vzniká aº p·sobením exter-

ního elektrického pole, kdy se vý²e zmín¥ná t¥ºi²t¥ posunou ve vzájemn¥ opa£ných

sm¥rech. V polárních molekulách je t¥ºi²t¥ hustoty rozloºení kladných a záporných

náboj· vzájemn¥ prostorov¥ posunuté a i bez p°ítomnosti externího elektrického

pole vykazují elektrický dipólový moment p. P°i p·sobení externího elektrického

pole E0 nastává polarizace dielektrika. Tento jev spo£ívá v orientaci elektrických

dipól· atom· a molekul vystavených tomuto elektrickému poli tak, ºe vytvá°í pole

Ep, které má opa£ný sm¥r na aplikované pole. V látkách s heterogenní strukturou

mohou být náboje zachyceny na rozhraní dvou prost°edí. Jelikoº se kladné a záporné

náboje pohybují opa£ným sm¥rem, tak rozhraní, kde jsou náboje zadrºeny, vytvá°í

elektrický dipól [26].

2.4.1 Permitivita tkání

Biologické materiály se chovají jako neideální dielektrika. Mají schopnost se polari-

zovat a zárove¬ vedou elektrický proud. Pak tedy existuje pole E uvnit° materiálu,

které je niº²í neº pole aplikované. Toto sníºení je de�nováno jako relativní permiti-

vita εr £i dielektrická konstanta, podle

E =
E0

εr
. (2.1)

V makroskopickém m¥°ítku je permitivita charakterizována jako schopnost látky

polarizovat se [27]. Permitivita vakua ε0 je p°ibliºn¥ 8, 85 ·10−12 F ·m−1, pro ostatní

materiály je rovna podle rovnice [26]

ε = εr · ε0. (2.2)

Dále platí, ºe pro stejnosm¥rná a harmonická elektrická pole je elektrická indukce

D a intenzita E svázaná rovnicí

D = ε · E. (2.3)
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Toto platí pro statické, nebo pomalu se m¥nící vn¥j²í elektrické pole. Pokud

se frekvence elektrického pole zvy²uje nar·stá zpoºd¥ní vektoru elektrické indukce

v materiálu vzhledem k vektoru intenzity elektrického pole E. Tudíº je permitivita

komplexní veli£inou a je frekven£n¥ a tepeln¥ závislá. Pro harmonicky st°ídavé pole

byla zavedena komplexní permitivita

ε∗ = ε′ − jε′′, (2.4)

kde ε′ p°edstavuje reálnou a ε′′ p°edstavuje imaginární £ást komplexní permitivity.

Reálná £ást odpovídá polariza£ním ú£ink·m materiálu a je vyjád°ena rovnicí

ε = ε′r · ε0. (2.5)

Imaginární £ást komplexní permitivity vyjad°uje ztráty fázovým posunem a popisuje

jí rovnice

ε′′ = ε′′r · ε0, (2.6)

�asto se imaginární £ást komplexní permitivity slu£uje s £lenem odpovídajícím elek-

trické statické vodivosti. Vzniká tak ekvivalentní imaginární £ást komplexní permi-

tivity, která je rovna

ε′′r = ε′′ +
σ

ω
. (2.7)

Rovnice p°evzaty z [28], [26].

Elektrická vodivost a permitivita u v¥t²iny materiál· nejsou konstantní a m¥ní

se s frekvencí aplikovaného pole. Tyto frekven£ní závislosti jsou nazývány disperze.

V heterogením materiálu, jako jsou biologické tkán¥, je pozorováno n¥kolik disperzí.

Na obrázku 2.3 jsou znázorn¥ny na k°ivce závislosti permitivity na frekvenci signálu

t°i disperze v biologických tkáních. α-disperze je viditelná na frekvencích okolo 10

kHz. P°í£inou je difundování iont· na bun¥£ných membránách [8]. β-disperzi zp·-

sobuje pole o frekvencích okolo MHz a je d·sledkem polarizace membrán a velkých

molekul. V pásmu GHz nastává p°edev²ím polarizace vody a vyvolává γ-disperzi.

Závislost komplexní permitivity na frekvenci lze vyjád°it Debye rovnicí

ε∗ = ε∞ +
εs − ε∞
1 + iωτ

, (2.8)

εs zna£í statickou permitivitu, ε∞ zna£í permitivitu p°i velmi vysokých frekven-

cích a τ ozna£uje relaxa£ní £asovou konstantu. Rovnicí ∆ε = εs − ε∞ se ozna£uje,
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Obrázek 2.3: Typická závislost komplexní permitivity na frekvenci heterogenního

materiálu, jako jsou biologické tkán¥. Vyzna£ené α, β, a γ disperze. P°evzato a

upraveno z [26].

jak velká disperze je. Debyeova rovnice v²ak nepopisuje biologické tkán¥ dostate£n¥.

Cole-Cole rovnice poskytuje komplexn¥j²í popis a to díky roz²í°ením Debye rovnice

o statickou vodivost iont· a distribu£ní parametr α. Rovnice má tvar [8], [29], [23]

ε∗ − ε∞ =
∑
n

∆εn
1 + (jωτn)1−αn

+
σ

jωε0
. (2.9)

2.5 Dielektrické vlastnosti erytrocyt·

Erytrocyty (£ervené krvinky nebo také RBC z angl. red blood cells) jsou krevní

elementy, které jsou procentuáln¥ nejvíce zastoupené v krevní plazm¥. Pom¥r mnoº-

ství £ervených krvinek ku celkovému objemu plné krve se nazývá hematokrit. Po£et

krvinek v krvi je r·zný b¥hem vývoje £lov¥ka i podle pohlaví. Mnoºství erytrocyt·

dosahuje 39± 4 % u ºenské populace a 44± 5 % u populace muºské. U novoroze¬at

je hematokrit asi o 10 % vy²²í. Nativní tvar £ervených krvinek je bikonkávní disk o

pr·m¥ru okolo 7,5 µm a tlou²´ka ve st°edu disku okolo 0,8 µm [21]. Erytrocyty se

pr·m¥rn¥ doºívají 110�120 dní [22].
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2.5.1 Regulace p°enosu glukózy do erytrocyt·

Hlavní p°ena²e£ usnad¬ující transport glukózy do £ervených krvinek je protein GLUT1.

Je nezávislý na insulinu a je jedním z nejroz²í°en¥j²ích bílkovin membrány erytro-

cyt·. Rozsah p°enosu glukózy do krvinek zprost°edkovaného GLUT1 je p°ímo závislý

na koncentraci glukózy v extracelulární tekutin¥ [32]. Ve studii [33] bylo také zji²t¥no,

ºe transport glukózy p°es GLUT1 je regulován vazbou ATP na GLUT1. Záporn¥

nabité ATP obsaºené v cytosolu m¥ní terciární konforma£ní strukturu GLUT1 a tím

je inhibován transport glukózy do krvinky. Deriváty ATP, jako adenosin mono a di-

fosfát (AMP a ADP), nevytá°ejí tak zásádní zm¥nu konformace GLUT1 a neinhibují

transport glukózy.

2.5.2 Dielektrické vlastnosti v GHz frekvencí

Bylo zji²t¥no, ºe biologicky aktivní D-glukóza ovliv¬uje permitivitu membrán v zá-

vislosti na koncentraci v extracelulární tekutin¥ [32], [33]. L-glukóza, která není je

biologicky aktivní, nemá na dielektrické vlastnosti vliv. Lze konstatovat, ºe zm¥nu

dielektrických vlastností ovliv¬uje biologická aktivita D-glukózy [8].

Jak bylo popsáno v 2.4.1, v GHz regionu je patrná γ-disperze, zp·sobená ode-

zvou vody. V p°ede²lá kapitole je zmín¥ná regula£ní schopnost ATP na transport

glukózy do RBC. Molekula ATP vykazuje dipólový charakter a s vodou reaguje

vznikem hydrata£ního obalu kolem sebe [7]. Vºdy kdyº voda reaguje s dipólovou

molekulou £i iontem, nastane roz²í°ení rozloºení relaxa£ního £asu [8], [23]. V práci

[36] byla zkoumána závislost koncentrace ATP a AMP rozpu²t¥ných ve vod¥ na

dielektrické vlastnosti t¥chto roztok·. Po p°idání ATP £i AMP bylo pozorováno sní-

ºení dielektrické permitivity spolu s roz²í°ením rozloºení relaxa£ního £asu a i jeho

posuvem.

2.5.3 Dielektrické vlastnosti cytoplazmy erytrocyt·

Studie [35] se zabývala dielektrickou odpov¥dí cytoplazmy krvinek v závislosti na

extracelulární koncentraci glukózy. Bylo zji²t¥no, ºe koncentrace okolo 10 mM je

zlomová. P°i koncentraci cgluk < 10 mM se sniºoval relaxa£ní £as a p°i cgluk > 10

mM nar·stá zp¥t. Pokles je vysv¥tlen vnikem vody do bu¬ky spole£n¥ s glukózou

a z°ed¥ním vnit°ního elektrolytu cytosolu a aktivitou proces· pumpujících p°eby-

23



2 TEORETICKÝ ZÁKLAD

te£nou vodu z bu¬ky. Rostoucí tendence relaxa£ního £asu p°i koncentraci cgluk > 10

mM je zap°í£in¥na nejspí²e snahou udrºovat stálý osmotický tlak a £erpáním Na+do

krvinky. Tím se dostává do cytoplazmy dal²í voda [35], [8].

2.5.4 Efekt morfologie

Za normálních fyziologických podmínek mají £ervené krvinky charakteristický tvar

bikonkávního disku (diskocyty nebo také normocyty). V d·sledku zm¥n osmotic-

kého tlaku, pH nebo n¥kterých nemocí se tvar krvinek m·ºe m¥nit. Nap°íklad na

srpkovité erytrocyty p°i srpkovité anémii nebo echinocyty (erytrocyty s trny) vzni-

kají p°i uremii [23], [8]. Na obrázku 2.4 jsou ukázky ze SEM r·zných erytrocyt·. Ve

studiích [25] byla zji²t¥na korelace mezi zm¥nou dielektrických parametr· a zm¥nou

tvaru erytrocyt· v konzervované krvi. Livshits et al. dosp¥li k záv¥ru, ºe erytrocyty

bikonkávní a sférické se odli²ují v dielektrických parametrech [6], [30], [31].

Obrázek 2.4: R·zné tvary erytrocyt·, snímky po°ízené SEM mikroskopem. Zleva

normální erytrocyt, sférocyt, echinocyt. P°evzato a upraveno [25].

2.5.5 Agregace erytrocyt·

Krev je velice aktivní v agregaci a disagregaci £ervených krvinek. Tyto jevy jsou

ovliv¬ovány plazmatickými proteiny �brinogenem a gama-globulinem. Zvý²ení je-

jich koncentrace poukazuje na zán¥tlivé onemocn¥ní v organismu. Erytrocyty mo-

hou utvá°et rouleaux formace, coº jsou útvary n¥kolik krvinek na sob¥. Tyto for-

mace urychlují sedimentaci. Toho se stále vyuºívá v klinické praxi p°i vy²et°ení ESR

(z angl. erythrocyte sedimentation rate) [23].

Ve studii [24] bylo zji²t¥no, ºe sedimentací krvinek se aº t°ikrát zvý²í permitivita

krve. P°i obnovení pr·toku krve se permitivita vrátila na p·vodní hodnotu. Problém

s usazováním krvinek se také neprojevuje, pokud je plazma nahrazena fyziologickým

roztokem [8] [23].
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2.6 Princip mikrovlnných senzor·

Mikrovlnné senzory mohou být spolehlivou alternativou k m¥°ení chemických veli£in

v t¥le. Reakce materiálu s mikrovlnným zá°ením je závislá na struktu°e molekul ma-

teriálu. Je tedy moºné m¥°ením reakcí molekul po excitaci ur£it sloºení t¥lních tkání

a tekutin prost°ednictvím jejich dielektrických vlastností. V závislosti na frekvenci

mohou elektromagnetické vlny pronikat do tkání, coº umoº¬uje neinvazivní m¥°ení,

které lze individuáln¥ lokalizovat. Velkou výhodou, oproti jiným typ·m zá°ení jako

rentgenové, je neionizující charakter. K m¥°ení není pot°eba dal²ího spot°ebního ma-

teriálu a výsledek je realizovaný v °ádu sekund [37]. Proto je tato metoda vhodná

i k domácímu pouºití.

Mikrovlnné senzory mají obvykle dv¥ £ásti. Senzorový element a £ást zpracováva-

jící signál. Senzorový prvek je pevné medium upravené tak, aby pole mohlo vhodn¥

interagovat s m¥°eným materiálem. Podle ²í°ky pásma prvku se senzory rozd¥lují na

úzkopásmové (rezonan£ní) a ²irokopásmové senzory [8]. �ást pro zpracování signálu

se vyuºívá pro m¥°ení zm¥n senzorového elementu jako funkce zm¥ny permitivity

[37].

Pro m¥°ení se nej£ast¥ji vyuºívá vektorový analyzátor obvod·. Tento p°ístroj

m¥°í veli£iny ozna£ované jako S-parametry (z angl. scattering). Dolní indexy vyja-

d°ují sledovaný vstup a výstup. Senzor, který je vyuºit pro m¥°ení k této bakalá°ské

práci, má dva porty. M¥°it lze tedy S∗11, S
∗
21, S

∗
12 a S

∗
22 parametry (gra�cky znázor-

n¥no na Obr. 2.5). Pomocí parametru S∗21 jsou detekovány dielektrické vlastnosti,

jelikoº popisuje p°enos elektromagnetického zá°ení z portu 1 do portu 2. S∗21 je kom-

plexním £íslem a lze z n¥j odvodit modul |S∗21| a fázi ϕ = ]S∗21.

2.7 Princip metamateriálových senzor·

Metamateriály jsou kompozitní materiály vykazující vlastnosti, které nejsou v p°í-

rod¥ pozorovatelné. Jedná se p°eváºn¥ o negativní permitivitu ε, permeabilitu µ a

index lomu n. B¥ºné látky jsou de�nované jako pravoto£ivé vedení RH (z angl. right

handed), zato metamateriály jsou vedení levoto£ivé LH (z angl. left handed). V praxi

se designují metamateriály s kompozitním CRLH (z angl. composite right/left han-

ded) vedením. Tyto kompozity se dokáºí velmi p°iblíºit vlastnostem £ist¥ LH vedení

[39]. Na Obr. 2.6 jsou znázorn¥ny ekvivalentní obvodové modely RH, LH a CRLH
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Obrázek 2.5: M¥°itelné S-parametry pro dvojportový mikrovlnný senzor. DUT je

m¥°ené vedení. P°evzato a upraveno z [38].

vedení [8].

Senzory vytvo°ené z metamateriál· jsou výhodné ve variabilit¥ rozm¥r·, frek-

vencí a tvaru senzoru (planární, 3D, rigidní apod.).
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Obrázek 2.6: Obvodové modely vedení (a) RH, (b) LH a (c) CRLH. C ′ je m¥rná

kapacitance, L′ je m¥rná induktance. P°evzato a upraveno z [39]

26



3 METODY

3 Metody

Pro m¥°ení byla pouºita prase£í krev z d·vodu nejlep²í dostupnosti. Výhodou pouºití

této krve je podobnost fyziologie s fyziologií £lov¥ka,coº je také d·vod, pro£ jsou

prasata vyuºívána jako modely biomedicínských experiment·.

Pro m¥°ení fáze parametru S∗21 byl pouºit vektorový analyzátor FSH 8.28, Ro-

hde&Schwartz, USA s frekven£ním rozsahem 100 kHz aº 8 GHz. Byly p°ipojeny

koaxiální kabely a provedena kalibrace pomocí kalibra£ního standardu ZV-Z135 f,

Rohde&Schwartz, USA na plné dvojportové kalibraci. Poté byl p°ipojen senzor v m¥-

°ící soustav¥. Senzor zobrazen na obrázku 3.1 byl p°evzat z práce [8].

Pro m¥°ení teploty p°i m¥°ení plné krve byl pouºit teplom¥r 3000-spezial, DTM,

N¥mecko s rozsahem -20 aº +110 ◦C, s rozli²ením 0,01 ◦C a p°esností ± 0,04 ◦C.

P°i m¥°ení izolovaných krvinek byl pouºit teplom¥r K204 Datalogger, Voltcraft, N¥-

mecko s rozsahem -200 aº +1370 ◦C s rozli²ením 0,1 ◦C a p°esností ± 0,2 %. Pro

m¥°ení glukózy v krvi byl pouºit komer£ní glukometr Accu-chek Performa Nano.

Glukometr je moºno vyuºít jak pro domácí m¥°ení, tak i pro diagnostické stano-

vení in vivo odbornými pracovníky. V rámci práce byly pouºity originální testovací

prouºky pro plnou krev o hematokritu 10�65 %, s rozsahem 0,6�33 mmol/l.

Obrázek 3.1: M¥°ící senzor. P°evzato a upraveno z [8]

3.1 Odb¥r krve

Prase£í krev byla vºdy odebrána pracovníkem jatek, napíchnutím krkavice prasete

a nachytána do barelu o objemu asi 2,5 l. V barelu byl p°edp°ipravený roztok cit-

ronanu trisodného ve vod¥ o koncentraci 0,129 mol/l a v pom¥ru 1:9 s krví. Citrát

slouºí jako antikoagulant. Byly odebrány cca 2 litry krve a m¥°ení za£alo vºdy ma-

ximáln¥ 2 hodiny od odebrání krve.
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3.2 M¥°ení plné krve

P°i m¥°ení plné krve byl senzor nainstalován na dno krabi£ky, kam se pipetovaly

vzorky, a byl napojen k vektorovému analyzátoru obvod·. Na obrázku 3.2 je zobra-

zeno zapojení m¥°ící sestavy.

Obrázek 3.2: Propojení vektorového analyzátoru se senzorem a komer£ní glukometr

(ºlutý p°ístroj) pro m¥°ení plné krve.

3.2.1 P°íprava roztok· glukózy

P°ed samotným m¥°ením bylo pot°eba p°ipravit roztoky glukózy, ze kterých byl

pipetován 1 ml do 100 ml krve. Roztoky byly namíchány dle naváºek v tabulce 3.1

do 50 ml fyziologického roztoku, p°ipraveného z 1 l destilované vody a 9 g NaCl.

Pro naváºení glukózy a NaCl byly pouºity laboratorní váhy SM1245Di, VWR, USA

srozli²ením 0,01 mg s maximální zát¥ºí 40 g. Bylo celkov¥ p°ipraveno ²est zásobních

roztok·o r·zných koncentracích a kone£ném objemu 50 ml. Jelikoº odebraná krev

m¥la po£áte£ní glykémii p°ibliºn¥ 5 mmol/l a byla ur£ena jako vzorek s nejniº²í

moºnou koncentrací.

3.2.2 M¥°ení parametru p°enosu S21

P°i m¥°ení parametru p°enosu bylo do vodní lázn¥ vloºeno sedm nádobek s prase£í

krví. Do kaºdé nádobky byl p°idán stejný objem (1 ml) jednoho z roztok· glukózy. Do

první nádobky nebyl p°idán ºádný roztok, po£áte£ní hodnota koncentrace glukózy
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Tabulka 3.1: Hodnoty naváºky D-glukózy a výsledná koncentrace roztoku

Roztok 1 2 3 4 5 6

Naváºka (g) 2,703 4,504 6,307 8,108 9,011 9,911

Koncentrace (mmol/l) 3 5 7 9 10 11

tedy byla 5,3 mmol/l. Temperování nádobek na 37 ◦C trvalo 10-15 minut. Následn¥

byly vzorky prom¥°eny vektorovým analyzátorem v rozsahu frekvencí 1, 5−2, 5 GHz.

Poté byl senzor vyprázdn¥n, vypláchnut destilovanou vodou a vysu²en. Pro kaºdý

vzorek byla provedena t°i m¥°ení po 25 ml. Koncentrace glukózy ve vzorcích byla

m¥°ena komer£ním glukometrem t¥sn¥ p°ed prvním m¥°ením a po posledním m¥-

°ením vzorku. Tabulka 3.2 zobrazuje zpr·m¥rované hodnoty koncentrace nam¥°ené

glukometrem.

Tabulka 3.2: Nam¥°ené hodnoty glykemie vzork· v experimentu £. I

Vzorek 0 1 2 3 4 5 6

Zm¥°ená koncentrace (mmol/l) 5,3 9,7 12,3 15,2 17,6 19,1 24,7

3.2.3 M¥°ení £asové odezvy parametru S21

P°i m¥°ení £asové odezvy S21 byla zji²´ována £asová závislost zm¥ny fáze S∗21 pa-

rametru. Do krabi£ky se senzorem bylo odpipetováno 25 ml krve bez p°idaného

roztoku glukózy, po 10 minutách m¥°ení bylo do krve odpipetováno 250 ul roztoku 2

a m¥°eno dal²ích 15 minut. Kaºdou minutu m¥°ení byla krev promíchána, zm¥°ena

fáze vektorovým analyzátorem a zm¥°ena glykémie glukometrem. Takto bylo postu-

pováno i s roztokem 6. Pr·b¥h zm¥ny fáze je zobrazen na obrázcích 4.6 pro m¥°ení

s roztokem 2 a 4.9 pro m¥°ení s roztokem 6.

3.3 M¥°ení roztok· krvinek, PBS a glukózy

Pro druhou metodu byl vybrán odli²ný p°ístup. P°ed m¥°ením byla krev upravena

izolací £ervených krvinek a nahrazením plazmy fosfátovým pufrem PBS (z angl.

Phosphate Bu�ered Saline). Byla také vytvo°ena soustava umoº¬ující pr·tok vzorku
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v m¥°ící cele a sou£asn¥ s oh°evem b¥hem m¥°ení. Pro pr·tok byla vyuºita peri-

staltická pumpa FH100 72-320-000 od �rmy Thermo Scienti�c. Pro oh°ev vzork·

a roztok· byla pouºita vodní láze¬ TX150, Grant, Velká Británie.

3.3.1 M¥°icí sestava

M¥°icí soustava propojená s peristaltickou pumpou a vodní lázní pro oh°ev vzorku

byla zhotovena pomocí 3D tiskárny Prusa i3MK2, Prusa Research, �eská republika.

Model byl vytvo°en v programu SolidWorks (obr. 3.3), z kterého byl vyexportován

jako soubor .stl. Tento soubor byl upraven v programu Slic3r Prusa Edition, kde

se nastavil materiál pro tisk, vlastnosti vrstev a také se zde optimalizovala doba

tisku. Poté byl soubor uloºen ve formátu pro 3D tiskárnu. �as tisku v²ech £ástí

byl necelých 23 hodin. Postupn¥ byly navrºeny a vyti²t¥ny t°i r·zné m¥°icí sestavy

s r·znou geometrií. Finální a v této práci pro m¥°ení vyuºitá m¥°icí sestava je

zobrazena na obrázcích 3.4 a 3.5. Podrobná dokumentace sestavy uvedena v p°íloze.

Hadi£ky sestavy byly mezi sebou propojeny dv¥ma trojcestnými ventily, ty slouºili

pro napln¥ní m¥°ící cely vzorkem £i pro £i²t¥ní soustavy.

Obrázek 3.3: Model sestavy v programu SolidWorks.

Sestava byla slepena nejd°íve modelá°ským vte°inovým lepidlem a poté pro lep²í

t¥snost spoje zalepeny pr·hledným silikonem. Na obrázku 3.4 je vid¥t vnit°ní rozlo-

ºení a na obrázku 3.5 je díl pro senzor a jiº slepená soustava. Na obrázcích 3.6 a 3.7

je vyfocen kompletn¥ sestavený systém oh°evu a pr·toku vzorku.
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Obrázek 3.4: Pohled na vnit°ní rozloºení soustavy.

Obrázek 3.5: Slepená soustava a díl se senzorem.

3.3.2 Úprava krve a p°íprava vzork·

Úprava krve pro m¥°ení spo£ívá v izolaci £ervených krvinek centrifugací. Plná krev

byla centrifugována na 3000 xg po dobu 10 minut a p°i teplot¥ 4 ◦C. Byly pouºity

centrifuga£ní zkumavky typu Falcon o objemu 50 ml, které byly pln¥ny maximáln¥

na objem 40 ml. Poté byla odsáta plazma od odst°ed¥ných erytrocyt·, nahrazena

PBS po rysku a následn¥ byla zkumavka opatrn¥ promíchána pomalým nakláp¥ním.

Roztok byl znovu centrifugován a odd¥lený byl supernatant odsát a nahrazen PBS.

Tento proces byl zopakován t°ikrát, aby se £ervené krvinky promyly a zbavily ve²keré

plazmy. Den p°ed úpravou krve byly p°ipraveny roztoky glukózy s PBS podle tabulky

3.3. Roztoky by uchovány v lednici p°i teplot¥ 4 ◦C. Do t¥chto roztok· bylo p°idáváno

20 ml izolovaných erytrocyt·, aby výsledný hematokrit byl p°ibliºn¥ 40 %.

Pufr PBS byl p°ipraven z 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4 a 0,24 g KH2PO4
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Obrázek 3.6: Zapojená sestava oh°evu a ob¥hu se vzorkem. Nejblíºe je vid¥t peristaltická

pumpa na stojanu samotný prvek se senzorem a nejdál je vodní láze¬.

rozpu²t¥ných v destilované vody. Bylo p°ipraveno asi 800 ml roztoku a kalibrovaným

pH metrem zm¥°eno pH, které bylo upraveno n¥kolika kapkami 5M roztoku NaOH

na výslednou hodnotu 7,4. Po úprav¥ pH byl roztok dopln¥n na objem 1 litr.

3.3.3 Pr·b¥h m¥°ení

Jako první musela prob¥hnout úprava krve, jak bylo popsáno v kapitole 3.3.2. Sou-

£asn¥ bylo moºné izolovat £ty°i zkumavky krve. Samotná izolace a p°íprava krve

trvala p°ibliºn¥ hodinu. Kdyº byly p°ipraveny první £ty°i zkumavky izolovaných kr-
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Obrázek 3.7: Deatail zapojené sestavy pro oh°ev a ob¥h vzork·.

Tabulka 3.3: Tabulka objem· a koncentrací roztok· glukózy a PBS. Celkový objem vzork·

£inil vºdy 30 ml.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vglu (ml) 0 1,2 2,4 3,6 4,8 6 7,2 8,4 9,6 10,8

VPBS (ml) 30 28,8 27,6 26,4 25,2 24 22,8 21,6 20,4 19,2

cglu (mmol/l) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

cglu (mg/dl) 0 36 72 108 144 180 216 252 288 324

vinek, p°idaly se k nim roztoky glukózy, které se temperovaly maximáln¥ 10 minut

na teplotu 37 ◦C ve vodní lázni. P°i dosaºení poºadované teploty byl vzorek opatrn¥

promíchán, p°elit do st°íka£ky a vpraven do pr·tokové soustavy. Kdyº byl systém

napln¥n, byla zapnuta peristaltická pumpa a vodní láze¬. V ob¥hové soustav¥ se

teplota ustálila okolo teploty 32 ◦C a p°i této teplot¥ bylo provád¥no m¥°ení. Pro

kaºdý vzorek bylo provedeno 8 m¥°ení po 16 minutách. První m¥°ení bylo provedeno

po ustálení teploty v ob¥hu a £asové rozestupy mezi jednotlivými m¥°eními £inil 2

minuty. P°ed m¥°ením vektorovým analyzátorem byly vºdy pumpa a vodní láze¬

vypnuty, aby se zamezilo vibracím, které by ovlivnily m¥°ení. Prom¥°ení £ty° p°i-

pravených vzork· trvalo p°ibliºn¥ hodinu a p·l. Poté byla p°ipravena dal²í sada t°í

vzork·,jeº byla následn¥ prom¥°ena. Následn¥ byly p°ipraveny a m¥°eny poslední 3

vzorky.
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3.4 Zpracování dat

Grafy byly vytvo°eny v programu MATLAB. Pro regresní analýzu byl vyuºit statis-

tický program STATISTICA. Regresní k°ivka byla dopln¥na o 95% interval spoleh-

livosti. Z výsledk· regresní analýzy (obr. 4.3) byla pouºita rovnice regresní p°ímky

pro výpo£et odhad· koncentrací nam¥°ených dat. Takto získaná data byla apliko-

vána do Clarkovy chybové sí´ové analýzy. Grafy Clarkovy chybové sí´ové analýzy

byly získány pomocí skriptu v programu MATLAB.
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4 Výsledky

4.1 M¥°ení plné krve

4.1.1 M¥°ení parametru p°enosu S21

V této kapitole jsou zobrazeny grafy pro závislost citlivosti a zm¥ny fáze na frekvenci.

M¥°ení prob¥hlo pro koncentrace glukózy od 5,2 do 24,7 mmol/l.
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Obrázek 4.1: Citlivost senzoru, vypo£ítaná jako zm¥na zm¥°ené fáze ϕ p°i zm¥n¥

koncentrace glukózy z 5,2 na 24,7 mmol/l
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Obrázek 4.2: Závislost zm¥°ené fáze na frekvenci pro 7 r·zných koncentrací glukózy
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Obrázek 4.3: Závislost zm¥°ené fáze ϕ S∗21 parametru na frekvenci f = 1, 862 GHz pro 7

r·zných koncentrací glukózy a pro v²echna nam¥°ená data
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Obrázek 4.4: Vynesená data do grafu Clarkovy chybové sí´ové analýzy plné krve
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4.1.2 M¥°ení £asové odezvy parametru S21

V této kapitole jsou zobrazeny grafy citlivosti senzoru na frekvenci a £asová závislost

zm¥ny fáze p°i nejcitliv¥j²í frekvenci získanou z grafu 4.6 a 4.9. M¥°ení prob¥hlo pro

dv¥ r·zné koncentrace.

Roztok 2

Roztok 2 o koncentraci 5 mmol/l.
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Obrázek 4.5: Citlivost senzoru vypo£ítaná jako zm¥na zm¥°ené fáze ϕ z první a poslední

minuty
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Obrázek 4.6: Závislost zm¥°ené fáze na £ase. V £ase t = 10 minut bylo p°idáno 0,25 ml

roztoku 2
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Obrázek 4.7: Vývoj koncentrace glukózy v £ase b¥hem experimentu. V £ase t = 10 minut

bylo p°idáno 0,25 ml roztoku 2.

Roztok 6

Roztok 6 o koncentraci 11 mmol/l.
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Obrázek 4.8: Citlivost senzoru, vypo£ítaná jako zm¥na zm¥°ené fáze ϕ z první a poslední

minuty

Na obrázcích 4.5 a 4.8 lze vid¥t, ºe frekvence nejv¥t²í citlivosti senzoru se v pod-

stat¥ neli²í a je na stejné hodnot¥ pro ob¥ hodnoty koncentrací glukózy, které byly

do krve p°idány.
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Obrázek 4.9: Závislost zm¥°ené fáze na £ase. V £ase t = 10 minut bylo p°idáno 0,25 ml

roztoku 6
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Obrázek 4.10: Vývoj koncentrace glukózy v £ase b¥hem experimentu. V £ase t = 10 minut

bylo p°idáno 0,25 ml roztoku 6.
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4.2 M¥°ení roztok· krvinek, PBS a glukózy

4.2.1 M¥°ení parametru p°enosu S21

V této kapitole jsou zobrazeny grafy pro závislost citlivosti a zm¥ny fáze na frekvenci.

M¥°ení prob¥hlo pro koncentrace podle tabulky 3.3.
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Obrázek 4.11: Citlivost senzoru, vypo£ítaná jako zm¥na zm¥°ené fáze ϕ p°i zm¥n¥

koncentrace glukózy z 0 na 18 mmol/l
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Obrázek 4.12: Závislost zm¥°ené fáze zpr·m¥rované ze v²ech osmi m¥°ení na frekvenci

pro 9 r·zných koncentrací glukózy
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Obrázek 4.13: Závislost zm¥°ené fáze ϕ S∗21 parametru na koncentraci glukózy p°i

frekvenci f = 1, 82 GHz pro 9 r·zných koncentrací glukózy. Data jsou poslední t°i

zm¥°ené hodnoty.
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Obrázek 4.14: Vynesená data do grafu Clarkovy chybové sí´ové analýzy izolovaných

krvinek
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4.2.2 M¥°ení £asové odezvy parametru S21

V této kapitole jsou zobrazeny grafy citlivosti senzoru na frekvenci a £asová závislost

zm¥ny fáze p°i nejcitliv¥j²í frekvenci získanou z grafu 4.11. M¥°ení prob¥hlo pro

v²echny p°ipravené vzorky.
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Obrázek 4.15: Citlivost senzoru, vypo£ítaná jako zm¥na zm¥°ené fáze ϕ z první a

poslední minuty
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Obrázek 4.16: Závislost zm¥°ené fáze na £ase devíti vzork·. Závislost je p°i frekvenci

f = 1, 82 GHz zji²t¥né z grafu 4.15
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5 Diskuze

5.1 Manipulace se vzorky

B¥hem m¥°ení se ukázalo, ºe práce s plnou krví i se vzorky izolovaných £ervených

krvinek je ob£as problematické. Vzorky jsou citlivé na sv¥tlo a teplotu a je obtíºné

je b¥hem m¥°ení uchovat v ideálních podmínkách. V literatu°e chybí informace o

vlivech antikoagulant· na dielektrické vlastnosti krve. Jako protisráºlivá látka byl

pouºit citronan trisodný kv·li snadnému namíchání a dostupnosti. Aby se dosáhlo

dobrých antikoagula£ních schopností musela být krev na°ed¥na v pom¥ru 1:9. Citrát

jako antikoagulant p·sobí na principu vychytávání iont· vápníku, to m·ºe ovlivnit

odezvy krve na koncentraci glukózy. P°esto nebyly pozorovány ºádné známky srá-

ºení krve po celou dobu m¥°ení. Krev v²ak nevydrºí ani do druhého dne i kdyº je

uchovávaná v temnu a p°i 4◦ C. Jelikoº m¥°ení trvá pom¥rn¥ dlouhou dobu, bylo by

vhodn¥j²í pouºít jiný antikoagulant nebo vyzkou²et více antikoagulant· pro zji²t¥ní

jejich vlivu na m¥°ení. Z nich pak vybrat ten nejvhodn¥j²í.

5.2 M¥°ení plné krve

První byla m¥°ena fáze parametru p°enosu S21 pro 7 vzork·. Krev byla temperována

pouze p°ed m¥°ením. Tím se zvy²ovalo riziko vnesení chyby do výsledk· postupným

vychládáním vzorku b¥hem m¥°ení. Pro nam¥°ená data glykémie získaných konven£-

ním glukometrem a fáze z vektorového analyzátoru byla vytvo°ena regresní k°ivka

v softwaru STATISTICA. K°ivka zobrazena na obrázku 4.3 má tvar kvadratické

funkce a byla dopln¥na o 95% interval spolehlivosti. Z grafu je patrné, ºe v¥t²ina

hodnot spl¬uje ur£ený interval spolehlivosti. Rovnice regresní k°ivky byla pouºita

pro výpo£et odhad· koncentrace na základ¥ zm¥°ené fáze ϕ a pomocí skriptu v pro-

gramu MATLAB aplikovány do Clarkovy chybové sí´ové analýzy. Pro analýzu byly

vyuºity pouze data prvních p¥ti m¥°ení, jelikoº odhady dvou pro dv¥ nejvy²²í kon-

centrace p°esahovaly limitní hodnotu 400 mg/dl. V grafu EGA (4.1) je vid¥t, ºe

v¥t²ina odhad· koncentrace byly správné, protoºe se nachází v oblasti A (10 hod-

not z 15 celkových) nebo v oblasti B (4 hodnoty) a oblasti C se objevila pouze

jedna hodnota. Dle této analýzy lze konstatovat, ºe m¥°ení bylo p°esné a je zákla-

dem k dal²ímu výzkumu metody m¥°ení glykémie neinvazivním metamateriálovým
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senzorem.

M¥°ení £asové závislosti fáze na skokovou zm¥nu koncentrace glukózy je zobra-

zeno v grafech 4.7 a 4.10. Z t¥chto graf· nelze s jistotou ur£it £as, kdy v krvi do²lo

ke zvý²ení glukózy a jak na to reagovala fáze ϕ. Takovýto pr·b¥h m·ºe mít n¥ko-

lik p°í£in. Jako první a nejspí²e nejzásadn¥j²í p°í£inou je temperování krve na 37
◦C pouze p°ed nalitím do krabi£ky se senzorem. Tudíº b¥hem m¥°ení krev b¥hem

m¥°ení postupn¥ chladla, to by mohlo být i p°í£inou klesajícího trendu viditelného

na obou grafech. P°ed kaºdým m¥°ením vektorovým analyzátorem byla krev také

opatrn¥ promíchána sklen¥nou ty£inkou, aby se omezila agregace a usazování £erve-

ných krvinek. Míchání nebylo moºné provést vºdy naprosto stejn¥, proto je moºné,

ºe v n¥kterých momentech byla krev promíchána více a n¥kdy mén¥. Krev také

m¥la otev°enou hladinu a mohla reagovat na vn¥j²í atmosféru r·znými neºádoucími

zp·soby.

5.3 M¥°ení izolovaných krvinek

Z d·vod· negativního ovlivn¥ní p°edchozích m¥°ení, zejména klesáním teploty a ne-

moºností promíchání vzork·, byl vytvo°en systém, který umoº¬uje m¥°ený vzorek

vyh°ívat a udrºovat konstantní teplotu a zaji²´uje uzav°ený ob¥h vzorku kolem sen-

zoru pomocí peristaltické pumpy. Pro vyhodnocení parametru p°enosu S21 byly vyu-

ºity pr·m¥rné hodnoty nam¥°ené fáze S21 z 8 m¥°ení pro kaºdou koncentraci. Vzorek

9 s koncentrací 16 mmol/l byl vy°azen z hodnocení, jelikoº zm¥°ené hodnoty nebyly

adekvátní. To bylo zp·sobeno nejspí² nasátím vzduchu do systému a p°ítomností

vzduchových bublin. Graf 4.12 zobrazuje závislost fáze ϕ na frekvenci f . Kaºdá

k°ivka byla vytvo°ena jako pr·m¥r v²ech osmi m¥°ení. Pr·b¥h k°ivek se velmi po-

dobá pr·b¥hu k°ivek model· z práce [8], a£koliv nam¥°ená data jsou posunuta k vy²²í

frekvenci (cca 1,8 GHz). Pro regresní analýzu byly vyuºity hodnoty fáze, které byly

zm¥°eny ve 12., 14. a 16. minut¥. Výb¥r práv¥ t¥chto hodnot byl zaloºen na p°ed-

pokladu ustálení koncentrace glukózy ve vzorku jak lze vid¥t i z grafu 4.16. Jelikoº

p°i této metod¥ byla vyuºita upravená krev, konven£ní glukometr, který byl pou-

ºit p°i m¥°ení plnou krví, nedokázal stanovit koncentraci glukózy v tomto roztoku.

Také nebylo moºné odebrat vzorek pro zm¥°ení glukometrem ze soustavy ob¥hu

b¥hem m¥°ení. Z toho lze tedy p°edpokládat, ºe koncentrace glukózy ve vzorku se
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zásadn¥ v £ase nem¥ní, jak ukazují i grafy 4.7 a 4.10 z m¥°ení plné krve. Reálné

hodnoty koncentrace glukózy pro regresní analýzu byly nahrazeny vypo£ítanou kon-

centrací z tabulky 3.3. Koncentrace je vypo£ítána pro objem 30 ml roztoku glukózy

a PBS. P°i p°idání 15 ml izolovaných £ervených krvinek se tato koncentrace m·ºe

nepatrn¥ odchylovat, jelikoº mohlo dojít k nedokonalému odsátí supernatantu nad

usazenými krvinkami. Zm¥na koncentrace by v²ak m¥la být minimální. V programu

STATISTICA byly hodnoty zm¥°ené fáze, proloºeny regresní k°ivkou, která má tvar

kvadratické funkce. K°ivka byla dopln¥na o 95% interval spolehlivosti. V¥t²ina hod-

not spadá do ur£eného intervalu. Rovnice regresní k°ivky byla pouºita pro odhady

koncentrací glukózy a hodnoty aplikovány do Clarkovy chybové sí´ové analýzy. N¥-

které hodnoty odhadu vypo£ítané pomocí rovnice regresní k°ivky nebyly zahrnuty

do grafu Clarkovy chybové sí´ové analýzy, protoºe jejich hodnota byla komplexním

£íslem. To proto, ºe hodnoty fáze ϕ byly p°íli² mimo interval spolehlivosti. Z grafu

4.14 je patrné, ºe m¥°ení není tak p°esné jako m¥°ení s plnou krví. Tyto nep°esnosti

jsou nejspí²e zp·sobeny vý²e popsaným problémem stanovení reálné koncentrace.

Tento problém by mohl být vy°e²en nalezením vhodné metody pro stanovení glukózy

v takto upraveném vzorku a moºností odebrat malou £ást vzorku b¥hem m¥°ení, tak

aby nebyly ovlivn¥ny dal²í parametry vzorku. Z graf· pro citlivost vy²la vºdy stejná

frekvence nejvy²²í citlivosti senzoru na cca 1,82 GHz.

Vyhodnocení £asové závislosti fáze vzork· je zobrazena v grafu 4.16. Je patrné,

ºe se fáze v druhé polovin¥ m¥°ení u v¥t²iny vzork· zásadn¥ nem¥ní, to potvrzuje

domn¥nku, ºe se pravd¥podobn¥ výrazn¥ nem¥ní ani koncentrace glukózy ve vzorku.

Do systému ob¥hu vzorku nelze v ur£itém £ase vst°íknout roztok glukózy, jak bylo

provedeno p°i m¥°ení plné krve, a nelze zajistit správné promíchání vzorku, tak aby

byla koncentrace glukózy v celém roztoku stejná. Prob¥hlo tedy smíchání roztoku

s izolovanými krvinkami, vst°íknuto do soustavy a zahájeno m¥°ení. Doba m¥°ení

byla stanovena na cca 16 minut, aby odpovídala dob¥ po vst°íknutí roztoku glukózy

tedy 15 minut p°i m¥°ení plné krve. Výchylky z po£átku m¥°ení, mohou být zap°í£i-

n¥ny nedostate£ným udrºením po£áte£ní teploty a mírného ochlazení a následného

ustálení.
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Záv¥r

V rámci bakalá°ské práce byly vytvo°eny dv¥ metody pro p°ípravu a m¥°ení vzork·

prase£í krve-glukózy o r·zných koncentracích glukózy. Vzorky byly prom¥°eny po-

mocí vektorového analyzátoru obvod· p°i£emº byl m¥°en parametr p°enosu S21 pro

v²echny p°ipravené vzorky pomocí metamateriálového senzoru. Závislosti fáze ϕ S21

na koncentraci byly vyneseny do graf· a byly dopln¥né o regresní analýzu a interval

spolehlivosti 0,95. Z t¥chto analýz je patrné, ºe v¥t²ina hodnot spadá do ur£eného

intervalu. Provedením Clarkovy chybové sí´ové analýzy bylo ov¥°eno, zda odhad-

nuté hodnoty koncentrace glukózy z rovnice regresní k°ivky odpovídají referen£ním

hodnotám koncentrace glukózy. Z této analýzy lze konstatovat, ºe k p°esn¥j²ímu sta-

novení do²lo p°i m¥°ení plné krve. Av²ak závislost fáze ϕ parametru S21 na frekvenci

f se více blíºí model·m krev-glukóza, roztoku izolovaných £ervených krvinek, PBS

a glukózy. V budoucích práci je pot°eba vy°e²it problémy s m¥°ením glykémie vzorku

b¥hem m¥°ení, aby bylo zaji²t¥no co nejp°esn¥j²í stanovení koncentrace glukózy ve

vzorcích.
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Obrázek A.2: Výkres sestavy � horní podstava.
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Obrázek A.3: Výkres sestavy � dolní podstava.
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Obrázek A.4: Výkres sestavy � díl pro upevn¥ní senzoru.
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B GRAFY ZÁVISLOSTI FÁZE ϕ NA FREKVENCI F PRO R�ZNÉ

KONCENTRACE

B Grafy závislosti fáze ϕ na frekvenci f pro r·zné

koncentrace
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Obrázek B.1: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

0 mmol/l.
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Obrázek B.2: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

2 mmol/l.

53



B GRAFY ZÁVISLOSTI FÁZE ϕ NA FREKVENCI F PRO R�ZNÉ

KONCENTRACE
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Obrázek B.3: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

4 mmol/l.
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Obrázek B.4: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

6 mmol/l.
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B GRAFY ZÁVISLOSTI FÁZE ϕ NA FREKVENCI F PRO R�ZNÉ

KONCENTRACE
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Obrázek B.5: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

8 mmol/l.
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Obrázek B.6: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

10 mmol/l.
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B GRAFY ZÁVISLOSTI FÁZE ϕ NA FREKVENCI F PRO R�ZNÉ

KONCENTRACE
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Obrázek B.7: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

12 mmol/l.
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Obrázek B.8: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

14 mmol/l.
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B GRAFY ZÁVISLOSTI FÁZE ϕ NA FREKVENCI F PRO R�ZNÉ

KONCENTRACE
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Obrázek B.9: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c =

16 mmol/l.
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Obrázek B.10: Závislost zm¥°ené fáze ϕ na frekvenci f pro osm m¥°ení a koncentraci c

= 18 mmol/l.
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