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PRIPRAVA MONOSUBSTITUOVANYCH CYKLODEXTRINU
SELEKTIVNI DEACETYLACI

Havrda Marcel

Sekce - MECHATRONIKA,
Fakulta mechatroniky, informatiky a mezioborovych studii, 3. ro¢nik
Bakalatsky studijni program — NANOTECHNOLOGIE

Abstrakt: Tato prace se zabyva syntézou monosubstituovanych derivatd cyklodextrini (CD) pomoci
regioselektivni deacetylace. Pro optimalizovani ptipravy derivati byly nejprve provedeny pilotni studie, kde byly
vytézky sledovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Vybrana ¢inidla byla pouzita pro
deacetylaci per-O-acetyl-B-CD ve vétsim métitku, a takto byly ziskany dva monosubstituované derivaty. Jedna se
0 per-O-acetyl-2A-hydroxy-B-CD a per-O-acetyl-6”-hydroxy-B-CD. Vysledné produkty byly charakterizovany
pomoci nukledrni magnetické rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS). Pfiprava prvné jmenovaného
derivatu nebyla doposud publikovana. Prvni ¢ast literarni reSerSe je zaméfen na struény tvod do problematiky
cyklodextrinti. Druhé ¢ast se vénuje monosubstituovanym derivatim CD a teorii selektivni deacetylace.

Klic¢ova slova: cyklodextriny, monosubstituovany derivat, selektivni deacetylace

1 Uvod

Od objeveni cyklodextrint (Szejtli [1]) uplynula jiz fada let, ale pfesto jsou urcita odvétvi téchto
cyklickych oligosacharidli pro védce stale velkou neznamou. Divodem badani a ziskavani
novych poznatkli, mliZe byt Siroké vyuZiti téchto latek v praxi. Diky svym unikatnim fyzikalné-
chemickym vlastnostem, schopnostem tvofit inkluzni komplexy a velmi nizké toxicité, nalezly
cyklodextriny 1 jejich derivaty Siroké vyuZiti v nejrizngjSich odvétvich, jako napiiklad
Vv potravinaiském (Szente & Szejtli [2]), kosmetickém (Buschmann & Schollmeyer [3]),
farmaceutickém (Buschmann & Schollmeyer [4]), zemé&délském (del Valle [5]) nebo textilnim
pramyslu (Buschmann a kol. [6]).

Tato prace si klade za cil prozkoumani nové metodologie ptipravy derivati cyklodextrind
pomoci regioselektivni deacetylace. Motivaci pro optimalizovani této metody je ve vysledku
snadnd, casové a finanén€ nenarocna cesta, kterd vede k piipravé vhodnych derivatt, diky nimz
bychom mohli v blizké dobé modifikovat celou fadu nanomateriali. Vyuziti by takto
ptipravené derivaty nasly i jako velmi uzite¢né prekurzory pro dalsi chemické syntézy.

2 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD), diive znamé téz pod nazvem cykloamylosy nebo cyklomaltodextriny, jsou
cyklické oligosacharidy, jejichz zékladni stavebni jednotkou jsou o-D-glukopyranosové
jednotky v zidlickové konformaci “Ci, které jsou do prstence vzajemné propojeny o(1—4)
glykosidickymi vazbami. Ke vzniku této vazby dochézi pfi enzymatické degradaci amylosy za
pusobeni enzymu cyklomaltodextrin glykosyltransferaz — CGTaz, které jsou bakterialniho
puvodu (Larsen [7]).

Podle poctu glukopyranosovych jednotek, jez jsou propojeny v kruhu, délime CD na o-CD
(6 jednotek), B-CD (7 jednotek) a y-CD (8 jednotek), jak mizeme vidét na obrazku 1. Tyto tii
typy patii k nejcastéji vyuzivanym, protoze maji prostorové vyhodnou konformaci, kterd jim
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zajistuje dobré komplexacni vlastnosti. Kromé téchto tii typti byl jiz vyroben pre-a-CD, jehoz
struktura je tvofena péti glukopyranosovymi jednotkami. Zaroven jsou znamy typy obsahujici
vétsi pocet jednotek: 6-CD (9 jednotek), e-CD (10 jednotek) a nékteré z nich mohou byt tvoieny
az sto jednotkami (Frank [8]).

OH glukopyranosova

jednotka C
glukopyranosova HO O 0 [e)
jednotka B OH™Ho
HO
HO o
1.0 HO OH glukopyranosova
o) gH n=1,a-CD jednotka D
»3Y3 | n=2p-CD 0
glukopyranosova HO Z on (= 3,7-CD HO
jednotka A 4 o HO
OH

O OHpHO o OH glukopyranosova
jednotka E

glukopyranosové HO
jednotky F-H n

Obrazek 1: Struktura cyklodextrini.

3 Monosubstituované derivaty cyklodextrini

Tam, kde prestavaji CD stacit, se na fadu dostavaji jejich derivaty, ¢imzZ se jeSté zvySuje
vyuzitelnost (Szejtli [1]). Zakladni typy CD obsahuji 18 (a-CD), 21 (B-CD) a 24 (y-CD)
hydroxylovych skupin, které lze libovolné modifikovat, a tak dostavame Siroké spektrum
novych derivati rozlicnych vlastnosti. Pocet znamych derivati CD je obrovsky: pfi
vyhledavani v databazi SciFinder® se dozvidame o existenci vice nez 2000 znamych derivéti
o-CD, témér 8000 derivati B-CD, a také vice nez 1000 derivati y-CD. VétSina dosud
syntetizovanych derivatl v§ak nenasla své uplatnéni, protoze zahrnuji slozité kroky syntéz, coz
ma za nasledek nizké vytézky a vysokou cenu. Aby bylo mozné derivaty CD vyuzit v praxi,
musi byt zachovéna jejich zdravotni nezdvadnost a komplexacni vlastnosti.

Reakci CD s reaktantem dochédzi k modifikaci hydroxylovych skupin, a tim vznikd smé&s
izomeru s riznym stupném substituce: mono-, di-, tri- i vice substituované derivaty. Jednotlivé
izomery se 1i8i polohou substituentu/t v rdmeci jedné glukopyranosové jednotky, ale i umisténim
glukopyranosové jednotky v celém CD. Proto rozliSujeme rGzné druhy derivati CD:
persubstituované CD, nahodné substituované CD, persubstituované CD ve zvolené pozici,
selektivné substituované CD a monosubstituované CD.

Vzniklé smési jednotlivych izomert je po syntéze nutné separovat, coZ mize byt velmi obtizné.
Pro monosubstituované derivaty je mozny vznik tfi riznych izomert, pro disubstituované
derivaty je mozny vznik desitek izomert a pro tri- a vice substituované derivaty toto Cislo jesté
vice roste. Ztohoto divodu je vyhodnd ptiprava piedevS§im persubstituovanych
a monosubstituovanych derivata.

Monosubstituované derivaty (obrazek 2) se piipravuji derivatizaci vodiku na hydroxylové
skuping. Velké mnozstvi hydroxylovych skupin v polohach 2, 3 a6, které si navzijem
konkuruji, vSak znesnadnuje substituci na cilené OH skupiné. MoZnosti, jak docilit
regioselektivni modifikace CD je vyuzit odliSnych vlastnosti hydroxylovych skupin v riznych
polohach (Rezanka [9]).
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Obrazek 2: Monosubstituované derivaty CD.

Metody pro vznik selektivnich monosubstituovanych derivati mtizeme rozdélit do dvou
kategorii: metody pfimé a neptimé (Rezanka [9]).

Ve své praci jsem se vydal cestou nepfimych metod ptipravy monosubstituovanych derivati
CD. Nechal jsem se inspirovat odbornymi ¢lanky, ve kterych jiz byly popsany nekteré postupy
selektivniho odchranovani persubstituovanych CD.

Principem nepiimych metod je nejprve ochranéni vSech hydroxylovych skupin (obrazek 3a).
Per-O substituovany CD lze ptipravit obvykle jednoduchymi chemickymi reakcemi s vytézky
blizicimi se ke 100 %. DalSim krokem je selektivni odchranéni chranici skupiny
(napf. methylové) na piislusné pozici (obrazek 3b). Vyhodou neptimych metod je variabilngjsi
pouziti, protoZe dale reagovat mlize pouze jedna specifickd OH skupina, kterd miize byt dale
upravena standardnimi reakcemi na téméf jakykoli pozadovany monosubstituovany derivat
CD. Za nevyhody lze povazovat vice reak¢nich krokl. Je dilezité upozornit na to, Ze v této
praci se monosubstituovanymi derivaty rozumi i derivaty, které maji pouze jednu OH skupinu
a vSechny ostatni OH skupiny jsou ochranény (napf. acetylovany, benzylovany,
methylovany apod.).

HO o RO o RO o RO o HO o
97Ho 9Ro %) ®7Ho ®Ro

HO a RO b HO RO RO

OH — [oR — [loRrR + [|oR + [loR
OH OR OR OR OR

o o} o o) o o) o o} ) o

OH |, OR |, OR |, OR |, OR |,
n=5,a-CD per-O substituovany 2A-0 derivat 3A-0 derivat 6”-0 derivat
n=6,B-CD CD
n=7,y-CD

Obrazek 3: Princip neptimé metody vzniku monosubstituovaného derivatu CD.

Jednou z jiz zminénych neptimich metod je selektivni demethylace, ta vyuziva k selektivnimu
odchranéni permethylovaného CD diisobutylaluminium hydridu (DIBAL) (du Roizel
a kol. [10]). Diky této metodg lze syntetizovat permethylované 2-O, 3A-O nebo 6”-O derivaty.
Dalsi metoda, kterd vyuziva DIBAL je selektivni de-O-benzylace perbenzylovanych a-, 3-
nebo y-CD (Pearce & Sinay [11]). Vysledkem selektivni de-O-benzylace je pfedev§im vznik
62-O derivatu. Posledni dobie zmapovanou odchrafiovaci reakci je de-O-benzoylace
(Sakairi a kol. [12]). Ctenaf by se nemél nechat zmast tim, Ze se nazev selektivni debenzoylace
1181 od selektivni debenzylace pouze jednim pismenem. OdliSna neni pouze benzoylova chranici
skupina, kterou tvoii ester, ale také je pfi této metod€ pouzit jiny reaktant hydrazin. DalSim
rozdilem této metody je vznik 2”-O derivatu.
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3.1 Selektivni deacetylace

Selektivni deacetylace by v budoucnu mohla byt dal$i metodou, pomoci které bychom mohli
byt schopni pfipravit monosubstituované derivaty v piijatelnych vytézcich. Do této doby vsak
nebyl publikovan Zadny postup zabyvajici se selektivnim odchrafiovanim peracetylovanych
CD. V literatuie (Kaya a kol. [13]) byly popsany pouze reakce, které vedly k odstranéni
acetylové skupiny z derivati glukosy, monosacharidd, disacharidii atd., nikoliv vSak
Z cyklodextrinti.

Vratime-li se zp&t k monosubstituovanym derivatim CD, je diilezité uvést, ze per-O-acetyl-6”-
hydroxy-B-CD jiz byl (na rozdil od izomera v polohach 2 a 3) syntetizovan. Nejednalo se vSak
o selektivni deacetylaci, ale o slozity proces zahrnujici nékolik chranicich a odchranovacich
reak¢nich kroki.

Od regioselektivni deacetylace se o¢ekava, ze usnadni piipravu a zvysi vytézky acetylovanych
derivatli CD. Vyhodou miiZe byt jiZ ptiprava peracetylovaného CD, ktera je velmi jednoducha,
finan¢né nendrocnd a s vytézky blizici se ke 100 %. Dalsi nespornou vyhodou je ptesné
a jednoduché uréeni polohy substituentu monosubstituovaného CD pouze pomoci *H NMR
spektra (béZné je nutné pouzit 2D NMR). Metodu pro zji§téni polohy pomoci *H NMR navrhli
védci Michal Rezanka a Jindfich Jindfich (Rezanka & Jindrich [14]) a je zaloZena na
specifickém posunu signalu atomu vodiku v riznych polohéch. Lze takto tedy rozlisit vSechny
tfi typy peracetylovanych mono-O-substituovanych derivati a-, - i y-CD.

Diky témto vyhoddm popisované regioselektivni odchrafiovaci reakce lze piedpokladat
perspektivni vyuziti této metody i do budoucna. Z tohoto ditvodu jsem se ve své bakalarské
praci zabyval pravé piipravou monosubstituovanych derivati CD selektivni deacetylaci.

4 Vysledky a diskuze

Aby bylo mozné syntetizovat monosubstituované derivaty CD pomoci selektivni deacetylace,
bylo nejprve nutné pripravit vychozi latku — per-O-acetylovany B-CD (obrazek 4). Jako vychozi
latka pro tuto reakci byl zakoupen komeréné dostupny B-CD, k némuz byl do reakce v piebytku
pfidan anhydrid kyseliny octové a triethylamin. Vznikly peracetylovany-B-CD byl bez

S S

problémi piecistén pomoci sloupcové chromatografie.

HO o AcO
@ HO
HO Ac,0/Et;N
OH oo 92 %
OH 80 °C, 14 h.
o O
OH
6 6
B-CD per-O-acetyl--CD

Obrazek 4: Priprava per-O-acetyl-p-cyklodextrinu.

Po pfipraveni vychozi latky pro selektivni deacetylaci byly provedeny pilotni odchrafiovaci
studie s niz8i navazkou (obrazek 5). Per-O-acetylovany-B-CD byl vzdy rozpustén v piislusném
rozpoustédle, dale bylo do reakce ptfidano odchrafovaci ¢inidlo a reakéni smés byla michana
po urcitou dobu za konstantni teploty (viz tabulka 1). Pribéh reakce byl zprvu kontrolovan
pomoci TLC a hmotnostni spektrometrie. Po zjisténi retencnich faktorh monosubstituovanych
derivatl na TLC byla ke sledovani prib¢hu reakce pouzivana primarné metoda TLC.
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per-O-acetyl-b-CD 2A-0 derivat 3A-0 derivat 6A-0 derivat

Obrazek 5: Schéma selektivni deacetylace.

Tabulka 1: Testované odchrafiovaci reakce.

reaktant* teplota cas rozpoustédlo
H2NNH2.H20 r.t. 22 h. ACN
H2NNH2.H20 r.t. 30 h. THF
H>NNHz.H.O r.t. 45 h. pyridin
H2NNH2.H0 r.t. 48 h. THF
H2NNH2.H0 r.t. 68 h. DMF
H.NNH:.H,O r.t. 68 h. MeOH
H2NNHz.H,0 r.t. 6 d. pyridin
H2NNH2.H20 50 °C 23 h. MeOH
H2NNH2.H20 70 °C 72 h. DMSO
H2NNH2.H20 70 °C 96 h. ACN
H2NNH2.H20 70 °C 96 h. DMSO
H2NNH,.H.0 (2 ekv.) r.t. 21h. DMF
H2NNH,.H20 (2 ekv.) r.t. 21 h. MeOH
H2NNH2.H20 (2 ekv.) 50 °C 20 h. MeOH
hydrazin + kys. octova r.t. 22 h. pyridin
H2NNH2.HCI 50 °C 96 h. MeOH
H2NNH2.HCI 70 °C 96 h. DMSO
H2NNH2.HCI 70 °C 6d. DMSO
fenylhydrazin 50 °C 20 h. MeOH
fenylhydrazin 70 °C 13d. DMSO
fenylhydrazin (6 ekv.) rt. 45 h. THF
fenylhydrazin (6 ekv.) rt. 45 h. pyridin
fenylhydrazin (62 ekv.) 70 °C 5d. DMSO
tosylhydrazin 50 °C 96 h. MeOH
tosylhydrazin 70 °C 96 h. DMSO
DIBAL r.t. 3h. toluen
DIBAL 0°C 1h. toluen

10
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DIBAL -80°C  1h. toluen
DIBAL (10 ekv.) r.t. 1h. toluen
DIBAL (10 ekv.) r.t. 3h. toluen
DIBAL (10 ekv.) 0°C 1h. toluen
DIBAL (10 ekv.) -80°C  1h. toluen
FeCl3.6H.0 r.t. 96 h. ACN
FeCls.6H.0 r.t. 5d. ACN
FeCls.6H,0 r.t. 6d. ACN
FeCls.6H.0 r.t. 7d. ACN
FeCls.6H.0 r.t. 8d. ACN
FeCls.6H.0 50 °C 24 h. ACN
FeCls.6H.0 70 °C 6d. ACN
N,N-diisopropylethylamin r.t. 48 h. THF
N,N-diisopropylethylamin r.t. 72 h. ACN
N,N-diisopropylethylamin (2 ekv.) r.t. 72 h. ACN + H0
N,N-diisopropylethylamin (50 ekv.) r.t. 72 h. ACN + H0
K2COs r.t. 5d. ACN + H,O
K>COs r.t. 6d. ACN + H:0
K>CO3 (10 ekv.) r.t. 48 h. ACN + Hx0
imidazol 40 °C 20 h. MeOH
imidazol 40 °C 7d. MeOH

NH; 25% r.t. 48 h. ACN

NHs 25% r.t. 5d. THF + MeOH
trifenylfosfin r.t. 72 h. ACN
trifenylfosfin r.t. 72 h. THF
Cs,COs r.t. 2d. ACN + H>O
tecr-butoxid draselny r.t. 20 h. THF

*neni-li uvedeno jinak mnozstvi reaktantu bylo stanoveno na 1 ekvivalent

Zprvu bylo cileno pievazné na 2-O monosubstituovany derivat, protoZe tento derivat dosud
nebyl syntetizovan. Inspiraci byl c¢lanek (Sakairiakol. [12]) ve kterém autofi vyuzili
k selektivnimu odchranéni benzoylové skupiny na 2 uhliku hydrazin. Reakce peracetylovaného
B-CD s H2NNH2.H20 za pouZziti rozpoustédla pyridinu vSak nepfinesla kyzeny vysledek. Proto
bylo pristoupeno k testovani fady dostupnych rozpoustédel misto pyridinu a souc¢asné vyuzito
1 komplexacnich vlastnosti vychozi latky — pro selektivni odchranéni byl vyzkouSen rizné
modifikovany hydrazin (napf. fenylhydrazin, tosylhydrazin, viz tabulka 1). U nékterych reakci
bylo s vidinou lepsiho vytézku téz pfidano vice odchraniovaciho ¢inidla nebo byla ménéna
teplota ¢i reakéni doba. Po porovnani pilotnich reakci byla opakovana reakce s HoNNH2.H20O
v DMSO pii teplot¢ 70 °C a sreakéni dobou 72 hodin svyssi navazkou 100 mg
peracetylovaného-B-CD. Vznikly produkt byl smési nékolika derivatt, které bylo nutné od sebe
odseparovat. Proto probé&hla nejprve sloupcova chromatografie na silikagelu, a takto se podaftilo

11
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oddélit smés 2A- a 6”-O derivati. Nasledovala chromatografie na 10 g reverzniho silikagelu,
ktera byla provedena dvakrat po sobé. Ackoliv byly obé chromatografie na reverznim silikagelu
dasové naro¢né, nepodaiilo se ziskat Gisty per-O-acetyl-2”-hydroxy-p-CD.

Neuspéch pripravy 2”-O derivatu vSak nezavdal pii¢inu ke chmurdm a bylo pfistoupeno
K ptipravé 6*-O derivatu. V tomto p¥ipadé bylo vyuzito znalosti z védeckych publikaci, (du
Roizel akol. [10]), (Pearce & Sinay [11]), (Xiao a kol. [15]), které popisuji selektivni
odchranéni menthylové a benzylové skupiny za pomoci DIBAL. Reakce probihaly pod
inertnim plynem argonem. Jako odchranovaci latka byl pouzit 1 M roztok DIBAL v toluenu
a z tohoto diavodu byl jako rozpoustédlo pouzit také toluen. Pilotni studie ukézala, ze se
s velkou pravdépodobnosti jednd o selektivni reakci, protoze na TLC byl vidét
z monosubstituovanych derivati pouze 6*-O derivat. Vznikalo viak velké mnoZstvi vice
deacetylovanych derivati. Pro zvySeni selektivity reakce smérem k monosubstituovanému
derivatu bylo pfistoupeno ke snizeni reakcni teploty na 0 °C ¢i dokonce na -80 °C. Ukézalo se
vSak, ze reak¢ni teplota neméa na vznik monosubstituovanych derivati vyznamnéjsi vliv.

To ovSem nelze tici o mnozstvi DIBAL v reakci. Reakce s 10 ekvivalenty mély dle TLC lepsi
predpoklad na vyssi vytézek pozadovaného derivatu. Selektivitu reakce nam potvrdil i graf
ziskany prostfednictvim HPLC. Bohuzel se nepodafilo HPLC spravné nakalibrovat a proto
z grafu nebylo mozné vy¢ist redlné mnozstvi vzniku 6*-O derivatu, ale pouze pomér vychozi
latky a konecného produktu. Pfestoze byl tento pomér 5:1 v neprospéch pozadované latky,
vyhodou této metody zlstala selektivnost. Bylo tedy ptistoupeno ke zopakovani syntézy s 1g
mnozstvim peracetylovaného B-CD, (obrazek 6). Po ptecisténi produktu pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu bylo vysledkem bezproblémové separovani 110 mg per-O-acetyl-
6”-hydroxy-B-CD. Vytézek reakce &inil 11 %. Vytézek patii sice k tém niz§im, avsak vyhodou
je jednoducha separace, jelikoz nevznikaji Zadné dal$i monosubstituované produkty.

Produkt byl charakterizovan pomoci MS a NMR (vcetn¢ 2D) a spektroskopickd data se
shodovala s literaturou (Diakur a kol. [16]).

1 M DIBAL (10 ekv.)

11 %
toluen, r.t.,, 1 h.

per-O-acetyl-3-CD per-O-acetyl-6”-hydroxy-p-CD
Obrazek 6: Schéma selektivni deacetylace ptisobenim DIBAL

Pro dalsi odchranovaci reakce poslouzily informace z literatury (Kaya a kol. [13]), (Wei
a kol. [17]), ktera se zabyvala selektivni deacetylaci glukosy, monosacharidi, disacharida atd.
Vysledkem bylo velké mnozstvi reakct, pti kterych byla pouzita fada riiznych odchranovacich
¢inidel, ale i rozpoustédel — viz tabulka 1. V zavislosti na prubéhu reakce byla upravovana
teplota 1 reakéni doba. VétSina vyzkouSenych reakci vSak nebyla podle TLC vhodna pro
selektivni odchranéni peracetylovaného B-CD. Né&které reakce neposkytovaly kyzené
monosubstituované derivaty, jiné jen ve velmi nizkém vytézku. V uvahu pfichazela pouze
reakce, pii které byl jako odchranovaci ¢inidlo pouzit FeClz.6H20. Z TLC bylo zjisténo, ze
vznikaji 2 monosubstituované derivaty a z toho jeden v nadbytku. Toto podezfeni potvrdil
chromatogram z HPLC, na kterém je vidét pfitomnost dvou monosubstituovanych derivati
(graf 1). Pro zjisténi izolovatelnych vytézkl byla tato reakce zopakovana s navazkou 1 g
vychozi latky, ktera byla rozpusténa v ACN (obrazek 7). Do reakce byl ptidan 1 ekvivalent
FeClz.6H20 a reakce probihala za laboratorni teploty 6 dnt.
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FeCls.6H,0 (1 ekv.)
ACN, r.t., 6d.

per-O-acetyl-B-CD per-O-acetyl-6"-hydroxy-p-CD per-O-acetyl-2A-hydroxy-p-CD
17 % 4 %

Obrazek 7: Schéma selektivni deacetylace pisobenim FeCls.6H20.
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Graf 1: Chromatogram selektivni de-O-acetylace piisobenim FeClz.6H20O.

Vzniklé monosubstituované derivaty bylo nutné odseparovat a zaroven odstranit vychozi latku
a vice deacetylované produkty. Z tohoto diivodu byla provedena sloupcova chromatografie na
silikagelu, béhem které se podafilo ziskat smés 2”- a 6-O derivatli. Smés bylo tfeba dale
rozdélit na jednotlivé izomery, proto bylo pfistoupeno k dalsi chromatografii na 30 g silikagelu.
Po odpafteni frakci vykazovaly izolované derivaty stile zndmky necistot. Z tohoto diivodu byl
6”-0 derivat precistén na silikagelu a 2-O derivat na reverznim silikagelu. Vysledkem reakce
bylo piipraveni 172 mg per-O-acetyl-6"-hydroxy-B-CD (17 %) a 39 mg per-O-acetyl-2/-
hydroxy-B-CD (4 %). Vytézek 6°-O derivétu pfi této reakci je vyssi, nez u reakce s pouzitim
DIBAL, av$ak nevyhodou tohoto postupu je nutnost separovat 2- a 64-O derivaty, které 1ze
rozdélit jen velmi obtiZné.

Poloha substituenttl byla uréena pomoci metody, kterou navrhli védci Michal Rezanka
a Jindfich Jindfich (Rezanka [9]). Touto metodou Ize ur¢it polohu substituentu na
peracetylovaném mono-O-substituovaném derivaitu CD pouze pomoci *H NMR spektra
meéfeného v CDCls. 2-O derivat se podarfilo urcit pomoci specifického signalu dd (J = 12,4
a 3,9 Hz), ktery je posunut piiblizné na hodnotu 4.40 ppm (obrazek 8). Zaroven se nasledkem
posunu tohoto signalu sniZila integralni intenzita ostatnich H-2 vodikli, coz je opét
charakteristickym znakem pro peracetylované CD monosubstituované v poloze 2.

13
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Obrazek 8: Charakteristicky NMR signal 24-O derivatu.

5 Zavér

Tato prace je zaméfena na optimalizaci regioselektivni deacetylace. Nejprve byly provedeny
pilotni studie, béhem kterych byla vyzkousena fada riznych experimentalnich podminek. Po
zjisténi vhodnych reakci byly tyto reakce opakovany s vyssi navazkou. Vysledkem je piiprava
dvou monosubstituovanych derivati cyklodextrinti: per-O-acetyl-2”-hydroxy-B-CD a per-O-
acetyl-6”-hydroxy-B-CD. Prvni zuvedenych derivatd zatim nikdo neizoloval ani
necharakterizoval. Druhy z derivatl je znamy z literatury, avSak zde byl ptipraven novou

reakéni cestou. Piipravené derivaty byly charakterizovany pomoci *H NMR, 3C NMR, COSY,
HSQC, HMBC a MS.

Ptipravené monosubstituované derivaty budou dale vyuzity k reakci s pyrrolovym derivatem.
Takto substituovany CD bude slouzit k modifikaci vlaken a pomoci komplexacnich vlastnosti
budou k CD navazany vhodné biomolekuly. Vysledkem by mélo byt vytvotreni nosi¢u pro
tkanoveé inzenyrstvi.
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Abstrakt: Prace se zabyva porovnanim metod piipravy nanocéastic oxidd tézkych kovi se zamé&fenim
na fadu lanthanoidd. Lanthanoidy maji jiz dnes S$iroké pouziti napiiklad v elektronice, v riznych
senzorech, jako extrémné ucinné katalyzatory ¢i nékteré vykazuji i fotochemické vlastnosti. Metody byly
porovnany dle riznych kritérii. Prvni kritérium bylo posoudit proveditelnost metody v laboratotich KCH FP
TUL. Dal8im dulezitym kritériem vybéru metod byla schopnost tvofit nanoc¢astice s rozmérem pod 100 nm. Pti
tomto rozméru ¢astic se jiz markantné méni vlastnosti materialu jako je izolace, vodivost, magnetické vlastnosti
a mnoho dalSich. Homogenita vyslednych ¢astic je také dilezita, protoze neni cilem vytvofit ¢astice o Sirokém
spektru velikosti. Vzorky je nutné charakterizovat rastrovaci elektronovou mikroskopii, aby mohla byt
posouzena Uspésnost experimentu.

Klic¢ova slova: nanocastice, oxidy té€zkych kovi, oxidy lanthanoidd, lanthanoidy
1 Metody vyroby nanocastic oxidu tézkych kovu

1.1 Metoda sol — gel

Prvni metodou, ktera prosla vySe zminénymi kritérii a byla experimentalné zkouSena
v laboratofi byla metoda sol — gel. Pro piipravu gelu byl pouzit 1 gram nonahydratu
dusi¢nanu Zelezitého, ktery byl rozpustén v ethanolu. Do roztoku byl pfilit etylenglykol a bylo
nutné roztok fadn€ promichat. Stejnym zpisobem byl pfipraven roztok s hexahydratem
dusi¢nanu cerité¢ho. Oba roztoky byly suSeny v susarn€. Po vice jak dnu suSeni vytvofil
etylenglykol s dusi¢nanem Zelezitym gel. Roztok s dusi¢nanem ceritym nevytvofil Zadnou
gelovitou strukturu, pouze vzrostla viskozita roztoku a zacal se zbarvovat do Zluta. Po uplném
vysusSeni roztoktl na prasek byly roztoky vypaleny v peci az pii teploté 650 °C. Pii této teploté
jsou veskeré organické slouceniny spaleny na plyny a zbydou pouze ptislusné oxidy kovii.

1.2 Syntéza v zeleném caji

Extrakt byl vytvofen delSim vafenim ¢inského zeleného Caje v destilované vodé. Bylo
nutné extrakt pfefiltrovat od necistot. Navazka 1 g hexahydratu dusi¢nanu cerit¢ho a 1 g
nonahydratu dusi¢nanu Zelezitého byla rozpusténa v kadince v destilované vodé, kazdy
dusi¢nan zv1ast. Do obou roztokti byl pfilit extrakt z ¢aje. U dusi¢nanu Zelezitého doslo ihned
ke zméné barvy ze zelené do cerné. Roztoky byly suseny na plotynce. Vzorek s dusi¢nanem
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ceritym vytvofil gel medovité konzistence a zelenozlaté barvy, vzorek s dusicnanem
zelezitym se vysusil na ¢erny prasek. Oxidy vznikly palenim vzorki az na teplotu 650 °C.

1.3 Syntéza v mandarinkovém extraktu

Extrakt z mandarinkové kary byl vytvofen dlouhym vatfenim Cerstvé, peclivé omyté
kiry v destilované vodé€. Je nutné roztok zfiltrovat, aby se odstranily necCistoty. Navazka
1 gramu hexahydratu dusi¢nanu ceritého byla rozpusténa v destilované vodé a pfilit byl
extrakt z mandarinkové kury. Dalsi pfidanou chemikalii byl 25 % amoniak az do pH 10.
Pti tomto pH doslo k vysrazeni produktu a vyraznému ztmavnuti roztoku. Stejny postup byl
opakovan pro nonahydrat dusi¢nanu zelezitého. Ten se ovSem ihned pii sliti roztoku
dusi¢nanu a mandarinkového extraktu zbarvil do cerna. Vzorky byly vysuSeny v suSarné
a paleny byly v peci pii 650 °C.

1.4 Syntéza v cibulovém extraktu

Cibulovy extrakt byl vytvofen dlouhym vaifenim slupek z Cervené cibule. Roztok
z destilované vody a nonahydratu dusi¢nanu zelezit¢ého a destilované vody byl pfilit
do cibulového roztoku. Roztok zménil barvu do temné fialové az cerné. Roztok
s hexahydratem dusi¢nanu cerité s cibulovym extraktem naopak zesvétlal. Po vysuSeni
vznikla houbovita struktura, u dusi¢nanu ceritého méla vyslednou fialovozlatavou barvu. Oba
vysuSené meziprodukty byly spaleny v peci az pii 650 °C.

1.5 Syntéza se Skrobem

Skrob byl rozpustén v destilované vodé a zahiat tak, aby vznikl &iry roztok. Ten byl
prilit do vodnych roztokt dusi¢nanu ceritého a Zelezitého. Po homogenizaci roztoki byly oba
vysuSeny v susarné. Vzorek se Zelezem vytvoril po suSeni pfiblizné tvar a velikost mince
v hodnoté 5 K¢&. Nasledné byly oba vzorky paleny v peci az na 650 °C.

1.6 Syntéza ve vaje¢ném bilku

Pro tento experiment bylo nutné oddélit bilek od Zloutku ze 2 stfedné velkych vajec.
Bilek byl vmichén do vodnych roztokt dusi¢nanu cerit¢ho a dusi¢nanu zelezitého.

1.7 Self combustion metoda (metoda samovzniceni)

Tato metoda je zaloZena na reakci paliva a dusi¢nanu kovu. Pro tento experiment byl
pouzit dusi¢nan cerity a dusi¢nan Zelezity. Jako paliva byla pouzita kyselina citronova, glycin
a mocovina. Nejdiive bylo potieba rozpustit dusicnan a jedno z paliv ve vodé a nasledné
roztok vysusit v susarné. Poté byly vzorky paleny az pii teplot¢ 650 °C. K samovzniceni
unikajicich plyni z paliv dochéazi kolem teploty 300 °C.

1.8 Elektrospinning

Metodou elektrospinningu byla vytvotfena polymerni vldkna. Vldkna byla nejdfive
zkouSena z poly(vinylalkoholu) (PVA) a poté z poly(vynilbutyralu). Byly pfipraveny
4 polymerni roztoky z PVA. Prvni byl s pifidavkem glycinu a dusi¢nanu cerit¢ho, druhy
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s pridavkem mocoviny a dusi¢nanu ceritého, tfeti byl s pfidavkem glycinu a dusi¢nanu
zelezitého a posledni byl vytvofen pfidanim extraktu ze zeleného Caje a dusi¢nanu ceritého.
Bylo nutné zjistit, zda tyto roztoky s anorganickou slozkou muzou efektivné tvorit
nanovlakna. Nejprve byl zkousSen elektrospinning na tycce se stejnosmérnym napétim. Pouze
vzorek s Cajem byl schopny efektivnéjsi tvorby nanovldken, a proto zbytek roztoku byl
zvlaknén na nanospideru pro vytvofeni vétSiho mnozstvi nanovlaken. Zbylé 3 roztoky tedy
byly experimentalné zvlaknény elektrospinningem stfidavym napétim. Tato metoda se jevila
jako mnohem efektivnéjsi. DalSim polymernim roztokem byl roztok PVB a dusi¢nanu
ceritého. Nejdiive byl zkouSen elektrospinning stejnosmérnym napétim. Jiz zde byla vidét
podstatné efektivnéjsi tvorba nanovlaken, nez u roztokii z PVA. Tento roztok byl tedy
ve veétsim mnozstvi také zvlaknén na nanospideru. U elektrospinningu stfidavym napétim,
byla efektivita jeSt¢ vyrazné vétsi. Bylo tedy rozhodnuto touto metodou zvlaknit veétsi
mnozstvi vzorku. VSechny 3 vzorky, kterych bylo délano vice, byly spaleny v peci.

1.9 Paleni polymernich roztoki.

Po experimentech se zvlaknovanim roztoki PVA bylo rozhodnuto zbylé roztoky
vysusit a spalit. Jednalo se o oba roztoky s mocovinou a roztok s glycinem. Po vysuseni zbyla
tvrda polymerni vrstva na dné kadinky. Suché vzorky byly vypaleny v peci. Vznikly
2 nazloutlé oxidy cericité a jeden rezavocerveny oxid Zelezity.

1.10 Pouziti uspéSného experimentu pro radu lanthanoidi.

Dle ptedchozich vysledkii charakterizace rastrovaci elektronové mikroskopie byl
vybran experiment s glycinem. Nejdiive bylo nutné vyrobit dusi¢nany lanthanu, ceru,
praseodymu, neodymu a gadolinia. Ty byly pfipraveny rozpousténim oxidlii v koncentrované
kyselin€ dusicné a nasledn¢ vysuSeny na praSek. Opakovana byla metoda samovzniceni
s glycinem, jejiZ popis je zminén v odstavci 1.7.

2 Charakterizace vysledku experimentii
Veskeré vzorky byly charakterizovany rastrovacim elektronovym mikroskopem, za coz dékuji
Ing. Pavlu Kejzlarovi Ph.D.

2.1 Metoda sol — gel

Vysledné ¢astice méli velikost 30 — 50 nm jak pro vzorek oxidu ceri¢itého, tak pro vzorek
oxidu zelezitého. Tyto nanocastice byly aglomerovany, bylo ovSem zcela patrné, Ze dochéazi
k rozpadu velkych €astic na stdle mensi a mensi. Je zfejme, Ze jednotlivé nanocéstice u sebe
nedrZi velkymi silami, a proto dochazi k rozpadu ¢astic. Oxid ceri€ity mél nazloutlou barvu,
oxid Zelezity Cervenorezavou.

2.2 Syntéza v zeleném caji

Oxid ceri¢ity vytvofil aglomerovanou strukturu z jemnych, pomérné dost
homogennich nanocastic o velikosti pfiblizné 20 nm. Oxid Zzelezity vytvofil také
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aglomerované struktury, ovSem jiz nebyly slozeny pouze z jednoho druhu Ccastic. Zde
se jednalo hned o druhy 3. Prvnim druhem byly ty¢inky s rozméry ve stovkach nanometru,
druhym druhem byly nanocastice kolem 30 nm a poslednim druhem byly extrémné jemné
nanocastice pod 10 nm, které ziejm¢ tvotily aglomeraty a na nich lezely vySe popsané vétsi
castice. Oxid ceriCity mél bézove svétlou barvu, oxid Zelezity odstin rezavy.

2.3 Syntéza v mandarinkovém extraktu

Oxid ceriCity vytvofil extrémné porézni strukturu. Velikosti jednotlivych péra
se pohybovaly i kolem 10 nm. Opét byly nalezeny aglomeraty, které na sobé mély jakousi
specenou krustu. OvSem na lomu byla velmi porézni struktura. Oxid Zelezity vytvoril také
pomérné porézni strukturu, ovSem pdry mély velikost spiSe v fddech mikrometrd. Jednotlivé
Castice, ze kterych byly tvofeny stény port, mély velikost ptiblizné 75 - 150 nm. Ve vzorku
byly nalezeny i ¢astice s rozmérem pod 10 nm. Oxid ceri¢ity mél svétly odstin zluté, oxid
zelezity opét rezavy.

2.4 Syntéza v cibulovém extraktu

Oxid ceri¢ity vytvoril strukturu, ve které se rizn€ prolind porovitd faze
s aglomerovanymi Casticemi. Zajimavé§jSi  strukturu vytvofil oxid Zelezity. Jednalo
se o aglomeraty s pramérnou velikosti ¢astic okolo 100 nm, aglomerity byly pomérné
vyrazn¢ homogenni. Oxid cericity mél nazloutlou barvu, oxid zelezity kovové tmavou az
cernou.

2.5 Syntéza se Skrobem

Oxid cericity vytvoftil nanocéstice o ptiblizné velikosti 20 — 70 nm. Tyto ¢astice opét
byly velmi aglomerovany. OvSem jednotlivd zrna byla velmi dobfe rozeznatelnid. Oxid
zelezity vytvoril aglomeraty ze dvou druht ¢astic. Prvni byly ¢éstice s velikosti pfiblizné
150 nm. Druhé ¢astice byly o poznani jemnéjsi, s velikosti pfiblizn€ 15 — 20 nm. Vysledna
barva oxidu cericitého byla svétlounce zZluta, barva oxidu zelezitého byla rezavohnéda.

2.6 Syntéza ve vajecném bilku

Oxid ceriCity vytvoril aglomeraty z velmi homogennich ¢astic o pfiblizné velikosti
20 nm. Oxid Zelezity vytvofil jednak jehli€ky o délce stovek a Sifce desitek nanometri, jednak
vetsi Castice s velikosti stovek nanometrti a také jemné castice s velikosti cca 12 — 70 nm.
Zajimavosti byly krystalické, hexagonalni ¢astice, na kterych byly krasné videt tthly 120°.

2.7 Self — combustion metoda (metoda samovzniceni)

Aglomeraty oxidu ceri¢itého byly zpozorovany 1 u paleni prekurzoru s kyselinou
citronovou. Ty byly tvofeny pomérné¢ homogennimi ¢éasticemi o velikosti kolem 20 nm.
Na povrchu ¢astic byla pozorovana specend krusta. Na lomu vzorku se ovSem vzdy nachazely
homogenni castice. Oxid Zelezity, pfipraveny stejnym zplsobem, vytvofil nanocastice, které
svym tvarem pfipominaji moiské kordly. Ty byly také aglomerovany do shlukd. Byla také
pozorovana povrchova krusta.
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Oxid cericity vznikly péalenim dusi¢nanu s glycinem vytvofil porézni strukturu
s povrchovou specenou krustou, ale na lomu castic byla vzdy pozorovana porézni sktruktura.
Stény mezi pory mély velikost 1 kolem 20 nm. I oxid Zelezity vytvoftil porézni strukturu, ktera
uz ovSem nebyla tak jemnd, stény i poéry byly znateln€¢ vétsi. Ve strukturdch je mozné
pozorovat krystalickou hexagonalni strukturu.

Péalenim s mocCovinou vytvoril oxid cericity Castice s velikosti okolo 100 nm. Ty jsou
jesté navic pokryty velmi jemnymi &astice s rozmérem okolo 10 nm. Cast vzorkii méla
na povrchu spe¢enou krustu. Oxid Zelezity vytvofil aglomeraty bez povrchové krusty. Céstice
mély rozmér 65 — 170 nm a byly velmi dobfe rozeznatelné.

2.8 Elektrospinning

Pélenim vzorku z nanospideru s ¢ajem a dusi¢nanem ceritym v PVA vznikly Castice
s velikosti 15 — 30 nm. Tyto ¢astice tvorily strukturu vlaken. Mizeme tedy fici, ze palenim
polymernich vlaken s ptfidavkem anorganické slozky vzniknou vldkna anorganicka. Timto
zpusobem je tedy mozné ovlivnit velikost vysledné struktury.

Vzorek z nanospideru s PVB a dusinanem ceritym zachoval po spéleni také
vlakennou strukturu. Tato vldkna byla 1 rizné specena. To plati i pro vldkna vytvofend
stiidavym napétim.

2.9 Paleni polymernich roztoki

Po paleni PVA s glycinem a dusi¢nanem ceritym vznikly aglomeraty z nanocastic
o rozmé&ru piiblizn€ 20 — 50 nm. Zajimavosti byly jehlicky, rozeseté po celém vzorku.
Po paleni PVA s mocovinou a dusi¢nanem ceritym vznikly ¢astice s velikosti pfiblizné 40 nm.
Zvlastnosti jsou ptlkulaté struktury na povrchu ¢astic, tvofené také casticemi okolo 40 nm.
Péalenim PVA s moc€ovinou a dusi¢nanem zelezitym vznikly 3 zajimavé druhy ¢astic. Prvnim
druhem byly ¢astice s rozmérem lehce pod 100 nm rozptylené po celém povrchu vzorku.
Druhym druhem c¢astic byly mikrometrové jehlicky s Sitkou v fadu stovek nanometri.
Poslednim pozorovanym druhem ¢éstic byly pfiblizn€ 500 nm hexagonélni ¢astice. Povrch,
na kterém leZely jemnéjsi ¢astice, byl tvoten prave jehliCkami a hexagondlnimi ¢asticemi.

2.10 Pouziti uspéSného experimentu pro radu lanthanoidi.

Oxid lanthanity vytvofil, dle ocekavani, porovitou strukturu. Péry mély riznorodou
velikost od mikronovych po jemné pory s velikosti kolem 10 nm. Oxid ceri€ity vytvoftil také
porézni strukturu, ovSem oproti plvodnimu experimentu zna¢né robustnéjs$i. Oxid
praseodymito-praseodymicity se odlisoval velkym poctem malych pérd, ptiblizné s velikosti
okolo 10 nm. Celkové byl poréznéjsi nez oxid lanthanity. Oxid neodymity mél viibec nejvic
malych pora a lze fici, Ze byl nejvyvedenéjsim z pétice vzorki. Oxid gadolinity vytvofil
pouze slabé porézni strukturu, ¢astice byly velmi specené. Z péti opakovanych experimentti
byl nejmén¢ vydareny.
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3 Zavér

Experimentalné bylo ovéteno, ze prakticky vSechny metody vedou k uspokojivym
vysledkim. Nevyhodou metody samovzniceni i metody zelenych syntéz je zatim neschopnost
presné tidit vyslednou velikost ¢astic. Zde se tak otevira dalsi moznost vyzkumu, kdy se mize
zkoumat vliv riznych poméri paliv ¢i extrakti a prekurzort kovi. Dal§im vyznamnym
faktorem je doba paleni v peci. Je zde potencial zkoumat vliv riznych ¢asu paleni a rtiznych
teplot na vysledné castice. Velkou vyhodou je u spalovacich metod vytéznost. Ta dosahuje
hodnot i pfes 90 %, protoze ztraty vznikaji jen pii manipulaci se vzorky. Metoda
elektrospinningu mé vyhodu v moznosti regulace praméru vlaken. To je dano schopnosti
riznych polymerti tvofi rizné priméry vladken. Dal§i vyhodou je moznost pouziti pfimo
vzniklych textilii pro rtizné Gcely, napf. vyrobu rtiznych ochrannych oblekti proti ionizujicimu
zéafeni. Naopak nevyhodou je vétsi Casova naro¢nost metody a také mensi ucinnost. Vzniklé
oxidické prasky maji velky potencidl pro vyuziti v dal§im vyzkumu na TUL. Je ov§em nutné
je nejdiive pomlit na nanomlynku, aby se rozrusily veskeré aglomerované struktury. Cil prace
byl splnén, metody vykazuji dobrou schopnost tvofit nanocastice, casto homogenni. Ovéfena
byla také proveditelnost v laboratofich KCH FP TUL .

Na nasledujicich snimcich z rastrovaci elektronové mikroskopie je mozné vidét vyse popsané
castice oxidu tézkych kovii.
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brazek 2: Porezni struktura oxidu cericiteho.
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Obrazek 5: Porezni struktura oxidu neodymiteho
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. Homogenni castice oxidu zeleziteho.
Vytvoreny v cibulovém extraktu
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Obrazek 10: Rozmanité castice oxidu Zelezitého.
Paleni zbylého polymerniho roztoku PV A,
mocoviny a dusicnanu Zelezitého.
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BIOKOMPATIBILNI POVRCHOVE MODIFIKACE
POLYETHYLENTEREFTALATU ZAMERENE
NA BIOMEDICINSKE APLIKACE

Sinkorova Hana
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Fakulta mechatroniky, informatiky a mezioborovych studii, 3. ro¢nik
Bakalaisky studijni program — NANOTECHNOLOGIE

Abstrakt: Tato prace je zaméfena na povrchovou modifikaci polyethylentereftalatovych (PET) folii, snizujici,
pfipadné zabranujici adhezi bakterii k povrchu a nasledné tvorb& biofilmu. K modifikaci byla pouzita
Grignardova ¢inidla o rizn€ dlouhém alkylovém fetézci (CHsMgBr, C4HsMgCl, CgH17MgCl, CioH2sMgCl a
CisHs7MgBr). Modifikované povrchy byly podrobeny testovani kontaktniho Ghlu vody (WCA) a volné
povrchové energie (FSE), které vypovidaji o hydrofobicit¢ modifikovanych vzorki. Déle byly pfipravené vzorky
testovany pomoci infracervené spektroskopie (FTIR), rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) a mikroskopie
atomarnich sil (AFM). Pti zkoumani adheze bakterii k modifikovanym povrchiim byly pouzity tii patogenni
bakterialni kmeny, Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Kromé testovani adheze
bakterii k modifikovanym povrchlim, byla testovana i adheze bunék a jejich ndsledna proliferace.

Kli¢ova slova: polyethylentereftalat, povrchova modifikace, Grignardova ¢inidla, biofilm, biokompatibilita

1 Uvod

V soucasné dob¢ se zvysuje uzivani umélych, polymernich télnich implantatd, s tim souvisi
také vétsi mira infekci tykajicich se vzniku biofilmu na implantatech. Ve svété kontinualné
nartista snaha o snizeni vyskytu biofilmu, pfipadné zabranéni jeho vzniku. Vlivem neustale
narustajici rezistence bakterii (v biofilmu jsou navic az 1000 resistentnéjsi), je 1écba infekci
zpisobenych vznikem biofilmu velice problematicka. Adheze bakterii mize byt z velké ¢asti
ovlivnéna povrchovou Upravou polymernich materiald. Hlavnim cilem této prace je eliminace
adheze mikroorganismi k povrchu polyethylenterftaldtu pomoci povrchové chemickeé
modifikace Grignardovymi Cinidly. Pfi zachovani mechanickych vlastnosti materialii a zisku
potiebnych chemickych a biologickych vlastnosti modifikovaného povrchu.

2 Polyethylentereftalat

Polyethylentereftalat byva nejcastéji ozna¢ovan zkratkou PET, pomérné Casté byva i pouziti
zkratky PETE nebo PETP popt. PET-P.

O objev polyethylentereftalatu se na pocatku 30. let minulého stoleti zaslouzila americka
spolec¢nost E. I. du Pont de Nemours and Company znam¢jsi spiSe pod nazvem DuPont. Prvni
patent na jeho vyrobu byl podan pracovniky britské firmy Calcio Printer Johna Rexe
Whitfielda a Jamese Tennanta Dicksona jit roku 1949. (viz Whitfield & Dickson [1])

JF\\COCZO_EZ_?_O

Obrazek 1: Strukturni vzorec polyethylentereftalatu.
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PET je nejznaméj$im a nejvyznamngjsim polymerem ze zastupct termickych polyesterd.
Charakteristickym znakem polyestert je pfitomnost esterovych funkénich skupin v hlavnim
makromolekularnim fetézci. Za polyestery jsou tedy oznaCovany polymery s obecnym
vzorcem —[-R'-CO-O-R2-],—.

2.1 PET ve zdravotnictvi

V posledni dobé je polyethylentereftalat (PET) jednim z nejvyuzivanéjSich polymeri
v mediciné. Nejcastéjsi podoba PET wuzivaného ve zdravotnictvi je biokompatibilni
a chemicky inertni vlakno s technickym nazvem Dacron. (viz Roll et al. [2]) Predevs§im se
pouziva na vyrobu textilii vyuzivanych ve zdravotnictvi, ale z dacronové sttite se daji plést,
pfipadné tkat také umélé cévy. Spolu s riznymi povlaky je ¢asto vyuzivan na chirurgické
sitky, ale také na srde¢ni chlopné, cévni $tépy, krevni a mocové katétry a mnoho dalsich. (viz
Galatik [3]) Cévni $tépy z PET byvaji potaZzeny kolagenem, o mocovych katétrech je k
dispozici minimalni mnozstvi informaci. PET v kombinaci s polyakrylamidem, nebo se
sodnou soli kyseliny polyakrylové vyvolavaji protizanétlivou reakci v makrofagach. V jiném
pfipadé, pokud je PET zkombinovan s polyethylenglykolem (PEG) nebo s
oligoethylenglykolem, muze byt vyroben antitromboticky materidl. (viz Lam & Vu [4],
Banerjee et al.[5], Barrett &Yousaf [6])

2.2 Modifikace PET

V poslednich letech se nejen u polymert ¢asto hovoii o povrchovych tpravach pomoci
nanovrstev. Nanesenim nanovrstvy na povrch materidlu miazeme docilit naptiklad zlepseni
odolnosti vii¢i korozi a mechanickym otértim, nebo pozadovanych tfecich vlastnosti. NanaSeni
vrstev probiha také z estetickych divoda.

Povrchova modifikace PET, za G¢elem zmény drsnosti, hydrofobicity, barevnosti a mnoha
dalsich vlastnosti, pfedstavuje dilezity pokrok v oblasti biomaterialii, modernich textilii nebo
filtraci. Dosazeni povrchové modifikace PET pouzitim riznych roztoki se obecné povazuje
za velmi slozité. Vhodnymi metodami jak dosahnout efektivni modifikace, jsou hydrolyza,

MV

zpusobi vznik aminovych skupin. (viz Favaro et al. [7] Zhu et al. [8])

3 Biofilm

Biofilm je pro bakterie vyhodné&jsi forma Zivota. Oproti planktonickym bunkam poskytuje
biofilm bunikdm ochranu a usnadfiuje adhezi dal§im mikroorganismim. Bakterie zijici
v biofilmu maji lepSi odolnost vii¢i mechanickému poskozeni, toxickym latkam,
bakteriofagiim 1 UV zafeni. Pfi vyskytu v télech Zivocichil jsou tyto bakterie navic odolné;jsi
vicéi imunitnimu systému a antibiotikiim. U bakterii nachazejicich se ve spolecenstvi, byla
pozorovana zvysSena metabolicka aktivita, cehoz se pIné vyuziva v primyslu.

3.1 Biofilm ve zdravotnictvi

KaZzdoro¢né se zvysujici uzivani polymernich materidlli, zejména pak umélych implantat
a katétri je hlavni pfi¢inou snahy o eliminaci biofilmu adherovat k povrchu. Plisobeni bakterii
V biofilmu, poskytuje témto mikroorganismim patficnou rezistenci. Proti desinfekénim
piipravkum, antibiotikim i1 imunitnimu systému jsou infekce zpisobené biofilmem velice
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obtizn¢ 1écitelné. Riziko vzniku infekce je ovlivnéno zpusobem zavedeni polymerniho
materialu, péci o néj, dobou, po kterou je zaveden do téla, typem polymeru, ze kterého je
vyroben a jeho ptfipadnou povrchovou upravou. Polymerni materidly traumatizuji tkan ve
svém okoli, coz vede k rozvoji zanétlivé reakce spolecné s reakci imunitniho systému na
cizorody predmét. Miize tedy dochazet ke vzniku infekce katétrd, umélych implantati,
cévnich protéz, umélych chlopni, nitrodéloznich télisek a dalSich. Biofilm zapfi¢iiiuje vV nasem
téle mnoho druhti infekci. S biofilmem se casto spojuji infekéni onemocnéni typu
periodontida-zanéty tykajici se dasni a zubt, pseudomonadové pneumonie infekce dychaciho
ustroji pii cystické fibroze, osteomyelitida-zanéty kosti poptipadé kostni dfeng, otitis media
zanét stfedniho ucha. (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aureginosa, Streptococcus
pneumonie, aj), prostatitida (Escherichia coli) a dalsi. (viz Costerton et al. [9]) Infekce
chlopennich nahrad (zptisobené kmeny S. aureus) patii mezi nejzavazné&jsi, tmrtnost spojena
s touto infekci se pohybuje okolo 25 %. (viz Rulik & fakulta [10], Macela [11])

4 Vysledky a diskuze
4.1 Funkcionalizace PET félii

O O O O RR OH HO 0 0]
O ) e ()
—_—

Et;,0

I

Obrazek 2: Modifikace PET folii pomoci Grignardovych ¢inidel.

Ve dvou- piipadné tiihrdlé bance s PET folii byla pomoci vakuoveé-inertni linky zajisténa
inertni atmosféra. Nasledné bylo pifidano 50 ml 0,1 M Grignardova ¢inidla rozpusténého
v diethyletheru (DEE), pfesny popis objemt Grignardova ¢inidla a DEE tvotici 0,1 M roztok
popisuje tabulka 1. Reakce probihala za stalého michani po dobu 30 min, 1 hod, 2 hod a
3 hod. Poté byly PET folie z roztokl vytazeny a nasledné byl proveden oplach. Félie byly
prendany do 250ml Erlenmayerovy baiky a k nim bylo pfidano 50 ml DEE, nasledné barika
byla vlozena na 1 min do sonika¢ni lazn€. Opakovano se stejnym mnozstvim CH3OH, 0,01 M
HCI a 3x s destilovanou vodou. Po findlnim ¢isténi byly folie suSeny ve vakuu v exsikatoru.

Vsechna Grignardova ¢inidla byla pfidana do reakce bez nutnych tuprav ve stavu dodani, ale
diethylether bylo potfeba pfed pouzitim vysusit. Destilace byla provadéna pod inertni
atmosférou argonu.

Tabulka 1: Presny popis ptipravy 50 ml 0,1 M roztoku testovanych Grignardovych ¢inidel.

Ptiprava 50 ml 0,1 M roztoku Grignardovo Diethylether
Grignardova ¢inidla ¢inidlo [ml] [mi]
3M CHsMgBr 1,7 48,3
2M C4HoMgCl 2,5 47,5
2M CgH17MgBr 2,5 47,5
1M C12H2sMgBr 5 45
0,5M CisH37MgCl 10 40
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4.2 Meéreni kontaktniho ihlu vody

Hlavni fyzikalni veli¢inou, na zaklad¢ které se hodnoti adheze mikroorganismu k povrchiim
je hydrofobicita. Uréeni hydrofobicity 1ze provést vice metodami avSak méteni kontaktniho
Uhlu je pro stanoveni nejlepsi. Proto je méfeni kontaktniho tthlu pro tuto praci velmi dilezité.

WCA[]
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Obrézek 3: Grafické zpracovani vysledki méteni kontaktniho thlu vody (WCA) vsech
modifikovanych vzorkl ve stanovenych reak¢nich ¢asech v porovnani
s nemodifikovanou PET folii.

Prvni méfeni WCA se provadéla na vSech typech modifikovanych vzorkd a pro vSechny
reakéni Casy. Z vysledki téchto méfeni bylo zjisténo, ze nejvyssich kontaktnich thlt dosahuji
PET folie, které byly v reakci 2 hodiny. Diky tomuto zjisténi byly pro nasledujici testy pouzity

modifikované PET f6lie o délce reak¢éniho Casu 2 hodiny.
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Obrézek 4: (a) Vysledky méfeni kontaktniho thlu vody metodou 6/2, za predpokladu, ze

kapka zaujima tvar koule, (b) vysledky méfeni metodou méfeni tthlu smaceni

na prisedlé kapce.

Pokud porovname vysledné hodnoty méteni kontaktniho uhlu, vSimneme si, Ze trend
zvySujiciho se kontaktniho uhlu s rostouci délkou alkylového fetézce se zachoval. Také
modifikované vzorky PET-CHs a PET-C4H9 maji niz$i kontaktni thel neZ nemodifikovany
vzorek Hodnoty WCA ziskané metodou meéfeni uhlu smaceni na prisedlé kapce vSak
vychazeji o 5° az 8° nizsi nez hodnoty ziskané metodou 6/2.
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4.3 Stanoveni volné povrchové energie

Pokud porovndme vysledné hodnoty meéfeni kontaktniho uhlu, vSimneme si, ze trend
zvysSujiciho se kontaktniho uhlu s rostouci délkou alkylového fetézce se zachoval. Také
modifikované vzorky PET-CHs a PET-CsH9e maji niz8i kontaktni uhel nez nemodifikovany
vzorek Hodnoty WCA ziskané metodou meétfeni uthlu smdaceni na prisedlé kapce vsSak
vychézeji o 5° az 8° niz$i nez hodnoty ziskané metodou 6/2.

Kwok-Neumann Equation of state
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41 41
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37 37 A
35 35
33 33
31 31
25 29
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PET Cl c4 Cc8 C12 Cclg

FSE [mlfm2]
FSE [ml/m2]

(a) (b)
Obrézek 5: (a) Vysledky volné povrchové energie vypoétené Kwok-Neumann metodou,
(b) Vysledky volné povrchové energie vypoéteny metodou Equation of state (EOS).

Pro vypocet volné povrchové energie byly v obou ptipadech pouzity neptimé metody, které
vychézeji ze znalosti kontaktniho uhlu. Pomoci vysledka kontaktniho Uhlu ziskanych metodou
0/2 byly vypocteny hodnoty FSE pomoci Kwok-Neumann metody. FSE pro nemodifikovanou
PET f6lii dosahovala hodnot 34,7 mJ/m?2. Nejvyssi vypoétenou hodnotu FSE 40,6 mJ/m? jsme
ziskali pro modifikovany vzorek PET-CHj nejnizsi 29,9 mJ/m? pro modifikace PET-CigHsy.

Z hodnot kontaktniho uhlu, ziskanych metodou méfeni thlu smaceni na ptisedlé kapce byly
ziskany vysledné hodnoty FSE vypocétené metodou Equation of state (EOS) U hodnot
ziskanych metodou EOS, pozorujeme stejny ristovy trend jako u ptedchozich metod. Hodnoty
FSE méfené touto metodou vychazeji o 3 az 5 mJ/m? vyssi nez hodnoty vypodteny Kwok-
Neumann metodou.

Vliv FSE na adhezi bakterii byl jit v ptfedchozich letech studovan. Publikace uvadéji
Hodnot& 29 mJ/m? jsme se velice piiblizili s modifikovanym vzorkem PET-CisHs7, u kterého
byla vypoétena hodnota 29,9 mJ/m? (34,6 mJ/m? pro metodu EOS). Nejnizsi adheze
bakterialniho kmene P. aeruginosa byla uvedena mezi 20 a 24 mJ/m?. (viz Zhang et al. [12])
K této hodnoté¢ se nam nepodafilo piiblizit ani jednou modifikaci. Nami ziskané vysledky
adheze bakterii k povrchu jsou popsany v kapitole 4.5.

4.4 Pozorovani zmén drsnosti povrchu modifikovanych vzorki

Pomoci AFM mikroskopie jsme pozorovali zmény drsnosti (Ra) PET folii jak Ciselné, tak
graficky pfi rozméru 1x1 um a 10x10 pm. Nejprve byly méfeny Cisté PET folie, nasledné bylo
provedeno méfeni téch samych folii po 2 h v DEE, abychom mohli pozorovat, jak ovlivni
topografii povrchu samotné rozpoustédlo (bobtnani folie). Nakonec byly pozorovany jiz
modifikované vzorky. Byla vyvinuta snaha o pozorovani tohoto pribéhu zmén hrubosti ve
stejném misté pripravované¢ho vzorku.
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Tabulka 2: Zména drsnosti (Ra)? u vS§ech modifikovanych PET folii pro rozmér 1x1 yum.

Zmény drsnosti povrchu pro rozmér 1x1 pm

Druh modifikace: PET-CH3 PET-C4Hq PET-CsH17 PET-Ci2Hzs PET-CyisHs;
Cisty PET 456 224 487 1170 423
2 hod v DEE 1085 525 805 1530 616
Modifikovany 2111 813 991 2270 10290

Hodnoty v tabulce uvedeny v pm, (Ra)? oznacuje stiedni aritmetickou odchylku povrchu
v fezu.

2 hod v DEE Modifikovany

Cisty PET

19 nm

PET-CH3

Onm

X | pm

80 nm

0nm

PET-CigH37

y: 1 pm

Obrazek 6: Grafické znazornéni zmeén drsnosti povrchu PET folii
pro modifikaci PET-CH3 a PET-C1gHs7 pro rozmér 1x1 pm.

Muzeme si v§imnout, ze topografie u modifikace PET-CHs se oproti Cistému vzorku zménila.
Povrch byl pokryt povlakem. U modifikace PET-CisH37 je zména topografie o mnoho
vyrazn€jsi, pokryti vsak neni zcela rovnomérné.

4.5 Analyza vysledkii testi biofilmu

Pro tyto testy byly vybrany 3 patogenni bakterialni kmeny, z toho dva zastupci

gramnegativnich bakterii Escherichia coli (CCM 3954) a Pseudomonas aeruginosa (CCM
3955) a jeden zastupce grampozitivnich bakterii Staphylococcus aureus (CCM 3953).
Pocatecni koncentrace vSech bakteridlnich kmenti byla 108 CFU/m.
Prvni z testit KTJ-CFU (kolonii tvofici jednotka) byly provedeny z roztoku, ve kterém byly
ponechany bakterie spoleéné s PET-foliemi k 24 hodinové inkubaci viz obrazek 7 (a). Lze
tedy usoudit, ze bakteriim P. aeruginosa se dafilo 1épe, jinymi slovy mnozily se rychleji nez
zbylé dva bakterialni kmeny. Oproti kontrolnimu testu doslo u bakterialnich kmena S. Aureus
a P. aeruginosa k nartstu bakterii, kdezto u E. coli jsou hodnoty v nékterych ptipadech vyssi
a v nékterych zase naopak nizsi. Z publikaci tykajicich se adheze E.coli k riznym povrchim
je ziejmé, ze Spatn¢ adheruje na rovné, hladké povrchy, tim by mohl byt tento jev zplisoben.
(viz Ong et al. [13], Absolom et al. [14])
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Obrazek 7: (a) Grafické zpracovani vysledku test KTJ suspenze, ve které byly vzorky
ponechany 24 hodin, (b) vysledky testi KTJ z roztoku, do kterého byly vzorky 1 hodinu
vytiepavany.

Druhé testy KTJ byly provedeny z roztokti do kterych byly po dobu jedné hodiny vzorky
vytiepavany viz obrazek 7 (b). Prestoze se P. aeruginosa mnozila nejvice do roztoku po
tiepani se uvolnil vEétsi pocet bakterii S. aureus, coz muze souviset s jejich morfologii (koky
bez bicikll), slozenim bunécné membrany, metabolismem a dal§imi faktory.

Pro lepSi charakterizaci chovani bakterii na pfipravenych PET-foliich bylo navrZeno
testovani kritické koncentrace (hrani¢ni koncentrace, pfi které nedochazi k mnozZeni bakterii).
Avsak tyto testy nebyly dosud provedeny, ale jsou aktualné planovany.

4.6 Cytotoxicita a biokompatibilita pfipravenych vzorku

Na modifikovanych PET-folii byly provadény testy adheze bunék k povrchu a proliferace
bunék, které by méli ovéfit cytotoxicitu a biokompatibilitu pfipravenych vzorki. Testy
probihaly na modelové bunétné linii mySich fibroblastd 3T3 (klon A3). Testovani adheze
bunék k povrchu bylo vyhodnocovano mikroskopicky 12 hodin po ukonéeni kultivace.
Testovani proliferace bunék na nami modifikovanych PET folii probihalo in vitro a bylo
vyhodnocovano pro tii Casové intervaly. Nami zvolené Casové intervaly byly 24 hodin,
72 hodin a 120 hodin. Méfeni bylo provedeno metodou MTT (test metabolické aktivity
bunc¢k).

45000

0,6

40000 0
s T |
35000 3

30000

04 —

25000

20000 T

T41

0,2 -

Pogetbunik(Nfcm?)
ABS, (570-6850nm)
=
w

15000 |

10000
0,1 7 T -

5000 -~

o4

PET (L (4 (8 (l2 18 PET 1 4 (3 (l2 18 PET €1 ¢4 (3 12 18

PET o1 o4 8 c12 cls 24 hodin 72 hodin 120 hadin

(a) (b)
Obrézek 8: (a) Testovani adheze bunék na povrch PET félii po 12 hodinach, (b) Vysledky
proliferace 3T3 fibroblasti na povrchu upravenych PET f6lii v porovnani s nemodifikovanym
vzorkem pro rizné Casové intervaly.
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U vysledku testt adheze bunék viz obrazek 8 (a), je viditelny pokles adheze k PET foliim
0 delsim alkylovém fetézci. Oproti nemodifikované PET folii je vidét zna¢ny pokles adheze
i pro modifikaci PET-CHs, kdy jsme dostaly mén¢ nez 60 % hodnoty dosazené pro Cistou PET
folii. U modifikaci PET-C4He a PET-CgH17 byla adheze buné¢k méné nez poloviéni. Pro
modifikace s nejdel$imi alkylovymi fetézci PET-C12H2s a PET-C1sHs7 jsme docilily pouhé
35 % adheze bun¢k k povrchu. Tento pokles adheze bun€k k povrchu je viditelny i na
obrdzku 9. Pti foceni snimki na obrazku 9 byl pouZit objektiv pro 10x zvétSeni.

Z vysledku proliferace bun¢k viz obrazek 8 (b) Ize vypozorovat, ze po 24 hodinach a po
72 hodinach s délkou uhlikatého fetézce proliferace mirné klesa. U méfeni po 120 hodinach
tento trend jiz neni patrny diky velkému mnozstvi bun¢k. Uvedena metoda neni piili§ vhodna
pro hodnoceni testovaného typu materiali.

Obrazek 9: Snimky z fluorescenéni mikroskopie fibroblasti 3T3 adherovanych na povrch
(A) neupravené PET fdlie a (B) PET-CHs, (C) PET-CaHo, (D) PET-CsH17, (E) PET-C12H25
a (F) PET-C1sHsr.
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Obrézek 10: Vysledek testu cytotoxicity ve srovnani s kontrolou bunék. Hranice 80 %
ptedstavujeme minimalni limit, kdy je material povazovan
za biokompatibilni. (viz Swar et al. [15])

Testovani toxicity nami ptipravenych povrchu jiz bylo provedeno a publikovano pro modifikace
PET-CH; a PET-C12Hzs, nebyly tudiz opakovany a hodnoty potfebné pro sestrojeni obrazku 10 byly
pievzaty z publikovaného ¢lanku. (viz Swar et al. [15])

5 Zavér

Uspésné se podatilo modifikovat PET folie péti Grignardovymi ¢inidly o rtizng dlouhém
alkylovém fetézci (C1,C4,Cg,C12 a Cig), které by mély v zavislosti na délce alkylového fetézce
eliminovat vznik biofilmu na jejich povrchu.

Za pomoci méfeni kontaktniho uhlu vody se podafilo potvrdit zménu hydrofobicity
v zavislosti na délce alkylového fetézce. S prodluzujicim se fetézcem se zvySuje kontaktni
Uhel (klesa volna povrchova energie), tudiz roste hydrofobicita pfipravenych vzorku.

Z testu tii patogennich biofilm aktivnich bakterialnich kment bylo potvrzeno, ze E.coli
k rovnym, hladkym povrchim nema tendenci adherovat a tvofit biofilm. Naopak
P. aeruginose nami piipravené vzorky nijak zvlast nevadily, dochazelo k jeji vyrazné
proliferaci a vzniku biofilmové vrstvy, ktera vSak byla vyrazné ten¢i v porovnani
s nemodifikovanymi vzorky. Proliferace S. aureus byla jen o trochu vyssi nez E.coli, ale pfi
vyttepavani PET folii se uvolioval nejvice.

Z testl cytotoxicity je patrné Ze S rostoucim alkylovym fetézcem se snizuje adheze bunék
k povrchu vzorki, nicméné vSechny piipravené vzorky jsou pro buiky netoxické. Viabilita
bunék byla ve vSech piipadech vyssi nez 80 %, tudiz je mtizeme oznacit za biokompatibilni.
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Abstrakt: V ramci této prace byla testovana odezva senzorti zaloZenych na zlatych a stfibrnych
nano¢asticich (NC) funkcionalizovanych B-cyklodextrinem (B-CD) na 13 biologicky aktivnich latkach a tiech
bakterialnich druzich. Za timto t€elem byl pfipraven vhodny derivat -CD a ten byl dale navazan na zminéné
nanocastice.

Teoreticka Cast prace je vénovana nanolasticim a cyklodextrinim (CD), konkrétné jejich vlastnostem a
moznostem vyuziti v bionanotechnologickych aplikacich. Néasledné je pojednano o senzorovych systémech,
zejména téch zaloZenych pravé na nanocasticich funkcionalizovanych cyklodextriny.

Klic¢ova slova: nanocastice, cyklodextriny, detekce biologicky aktivnich latek

1 Uvod

Detekovani chemickych latek je v dnesni dobé€, kdy hraji dulezitou roli ochrana zivotniho
prostiedi a péce o lidské zdravi, ustiednim tématem mnoha laboratornich pracovist po celém
svét¢ (Chen et al, 2017). Elektrochemické, elektroforetické, spektroskopicke,
chromatografické a dalsi metody, které jsou k témto ucelim pouzivany, Casto vyzaduji
nakladné technické vybaveni, relativné zdlouhavou pfipravu vzorkd a neumoziuji testovani
in-situ. Technologické zjednoduseni a pfekonani zminénych nesnazi ptinasi detekéni systémy
zalozené na barevnych (Wen et al., 2016) a jinych fyzikalné-chemickych zménach (Garcia-
Berrios et al., 2010).

Velkd pozornost je v tomto ohledu vénovana kovovym nanocésticim, pfedev§im zlatym a
sttibrnym (Wang et al., 2010; Yeh et al., 2012; Yue et al., 2016). Jejich vlastnosti (zejména
optick€) zavisi na tvaru, velikosti a stavu ¢astic, proto se s vyhodou vyuZivaji jako senzory
pritomnosti riznych sloucenin, obvykle ve vodném prostiedi. Nanocastice je mozné aplikovat
piimo v misté z4jmu, jejich odezva je patrna asto okamzité a lze ji pozorovat pouhym okem.

V teoretické ¢asti prace jsou popsany chemické senzorové systémy, které jsou zalozeny prave
na nanocasticich drahych kovii. Ty mohou diky svym vlastnostem fungovat jako senzory sami
o sob¢ (Lee et al., 2008), ale daleko Castéji se funkcionalizuji za Gcelem zvySeni selektivity a
senzitivity viéi zvolenym chemickym slouc¢eninam (Wang et al., 2010; Yue et al., 2016).
BliZe je vénovéana pozornost senzoriim pfipravenym navazanim cyklodextrinii na nanocastice
zlata a stfibra. Cyklodextriny se pro svou schopnost vytvafet inkluzni komplexy s fadou
lipofilnich latek pouZzivaji v mnoha biotechnologickych aplikacich (Crini, 2014). V praci jsou
diskutovany vlastnosti, syntéza a praktickd vyuziti zminénych detek¢nich systémi.

2 Teoreticka ¢ast

2.1 Nanocastice

Nanocastice jsou tzv. 0D nanomateridly, tzn. materidly, jejichZz vSechny tii rozméry spadaji
podle definice do rozmezi od 1 do 100 nm. Maji nejcastéji kulovity nebo tyCinkovity tvar a v
zéavislosti na fyzikadlné-chemickych vlastnostech prostiedi se vyskytuji v izolované nebo
agregované, resp. aglomerované formé. Vlivem malych rozméri u NC &asto pozorujeme
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kvantové a dalsi jevy odlisné od téch, které lze pozorovat u makroskopického materialu.
Velky mérny povrch Castic miize znamenat jejich vysSi reaktivitu, schopnost pronikat
bunécnymi membranami anebo vyssi biochemickou aktivitu. (Dubchak et al., 2010).

NC se piirozené vyskytuji snad ve viech zemskych sférach. Typickymi ptiklady jsou sopeény
dym, koloidy v hydrosféfe, organismy vyuZivajici, piip. produkujici NC (napi.
magnetotaktické bakterie) aj. Diky pokroku ve vyzkumu a znalosti analytickych metod je
mozné piipravovat a pozorovat NC riizné velikosti, tvaru a chemického sloZeni. To p¥inasi na
jedné strané obrovskou Skalu potencidlnich aplikaci téchto materiali, na druhou stranu
nevyhnutelny dopad na zivotni prostfedi. Vzhledem k unikatnim vlastnostem nanostruktur se
jejich toxicita stanovuje nesnadno a Casto je potieba testovat kazdou latku zv1ast. I proto je k
dispozici stale nedostatek ucelenych informaci o vlivu antropogennich NC na Zivotni prostiedi
a lidské zdravi (Kamali et al., 2016).

Kovové NC jsou diky svym jedineénym optickym, elektronickym, magnetickym a
katalytickym vlastnostem hojné testovany a vyuzivany v odpovidajicich oblastech pramyslu
(Oyama, 2010). Jednu z kli¢ovych roli hraji optické vlastnosti NC uslechtilych kovi (zlata,
stiibra aj.), diky kterym mohou byt vyuzivany mj. jako senzory chemickych latek. Pfi interakci
svétla a kovové NC dochazi k lokalizované povrchové plazmonové rezonanci. Plazmony jsou
koherentni oscilace elektronii vodivostniho pasu dané latky, které maji schopnost silné
absorbovat a rozptylovat svétlo (maji vysoky koeficient extinkce), a tim zpusobuji velké
lokalni zvétseni elektromagnetického pole. Toho se vyuziva naptiklad ve spektroskopickych a
mikroskopickych metodach ke zvyseni sily signalu a rozliSeni, nebo k manipulaci s optickym
signalem (Pelton et al., 2008).

Zlaté nanocastice predstavuji dulezitou soucast teranostiky (veédy, spojujici terapii a
diagnostiku) a dalSich biomedicinskych a bionanotechnologickych aplikaci. Kuptikladu
spliiuji novodobé piedpoklady pro senzory chemickych latek, nebot” krom vySe uvedenych
davodi je Ize relativné levné a jednoduSe pfipravit ve stabilizované a biokompatibilni forme
(funkcionalizaci vhodnymi ligandy). Hned nékolik detekénich metod vyuZiva specifickych
optickych vlastnosti Au-NC, které jsou zavislé na jejich velikosti. Jedna se napiiklad o
absorpci svétla ve viditelné oblasti, schopnost povrchového zvySeni Ramanova rozptylu ¢i
vysoce uginné zhaseni fluorescence. Diky velkému mémému povrchu mohou zlaté NC
imobilizovat mnoho latek, které jsou nédsledné vyuzivany pii interakcich s riznymi analyty, a
vykazovat tak vysokou senzitivitu. Toho se s vyhodou vyuZiv4 naptiklad v imunologii pfi
tvorbé komplexu protilatky a antigenu imobilizovaného na povrchu nanocastic (Yue et al.,
2016; Fang et al., 2017).

2.2 Cyklodextriny

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy tvoiené péti a vice jednotkami a-D-glukopyranosy
spojenych vzajemné a(1—4) glykosidickymi vazbami. S rostoucim poctem téchto jednotek se
nazyvaji po fadé pre-a-CD (pouze synteticky), a-CD, B-CD atd. (obr. 1, vlevo). Slouc¢eninu
pozdéji nazvanou cyklodextrin se poprvé podaftilo izolovat na konci 19. stoleti jako produkt
degradace Skrobu vlivem mikroorganismu (Villiers, 1891). Ve dvacatém stoleti se pak jejich
studiem zabyval Schardinger (1905) a dalsi skupiny védcu, kteti postupné odkryvali
fyzikalné-chemické vlastnosti cyklodextrinli a jejich schopnost tvofit inkluzni komplexy
(Szejtli, 1998).

Cyklodextriny jsou stalé bilé krystalické latky, jejichz chemickd struktura piipomina tvar
dutého komolého kuzele (obr. 1, vpravo). Jeho uzsi okraj je tvofen primarnimi OH skupinami
(na uhlicich C-6), jeho S$irsi okraj je tvofen sekundarnimi OH skupinami (na uhlicich C-2,
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Obrazek 1: Struktura (vlevo) a tvar (vpravo) g-cyklodextrinu.

C-3). Velké mnozstvi hydroxylovych skupin zajist'uje zna¢nou afinitu CD k vodé, ale zaroven
umoziuje tvorbu vodikovych mastkli a znesnadiuje tak v ptipadé p-CD jeho rozpustnost.
Naopak kavita CD je vlivem ptitomnych vodikovych atomi a kyslikovych mustkt lipofilni.

Jeji velikost je u nejb&zngjsiho homologu, B-CD, ktery ma 7 glukézovych jednotek, 6 A na
primarnim, resp. 6,4 A na sekundarni okraji (Easton and Lincoln, 1999).

Zminéné vlastnosti pfedurcuji CD ke komplexaci hydrofobnich latek (viz obr. 2), ¢imz
zpravidla dochazi ke zvySeni stability a rozpustnosti téchto latek ve vodé. Hlavnimi faktory
ovlivitujicimi vznik a silu komplexu charakterizovanou komplexa¢ni konstantou jsou stericka
shoda dané latky s kavitou CD a dostupnost vzajemnych nevazebnych interakci (Szejtli, 1998;
Kurkov and Loftsson, 2013). Cyklodextriny nachézeji praktické uplatnéni v mnoha oblastech
lidské ¢innosti, pfispiva k tomu kromé jejich jedineénych vlastnosti také relativné snadné a
levna ptiprava. Novinky za svéta CD jsou kazdé dva roky prezentovany na konferenci
Evropské cyklodextrinové spolecnosti, ta piisti se kona jiz letos v fijnu v Lisabonu
(https://www.eurocd2017.lisbonph-events.pt).

Hostuijici Inkluzni
CD
molekula komplex

Obrazek 2: Schéma tvorby inkluzniho komplexu.

2.3 Senzorové systémy

Detekovani chemickych latek hraje diilezitou roli v biomedicing, mnoha odvétvich prumyslu,
vojenstvi a dalSich oblastech. Vyuzivaji se senzory zaloZzené na specifickych interakcich,
fyzisorpci, chemisorpci aj., které signalizuji pfitomnost ur¢itého analytu na zakladé zmény
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optickych, elektrochemickych, imunologickych a dal$ich vlastnosti. Jsou popsany systémy
zalozené na nanostrukturach, jako jsou uhlikové trubicky, grafen, fulereny, nanocastice,
kvantové tecky ad. Rozsahlé studie o senzorovych systémech Ize najit v literatufe (Dickert et
al., 2003; Shtykov and Rusanova, 2008; Vlasov et al., 2010). Zde bude vénovana pozornost
pouze senzorim zalozenych na nanocasticich chemicky modifikovanych cyklodextriny.

2.3.1 Senzory zaloZené na nanocasticich funkcionalizovanych CD

Detekéni systémy zalozené na nanocasticich funkionalizovanych cyklodextriny zpravidla
funguji jako kolorimetrické senzory. Jejich hlavni vyhodou je technickd, finan¢ni i ¢asova
nenarocnost a selektivita vic¢i analytim. Princip detekce spociva obvykle ve vytvoreni
inkluzniho komplexu mezi analyty a CD, ale nemusi tomu tak byt vzdy (Ma et al., 2016).
Odezvu senzoru je mozné pozorovat pouhym okem, pfip. jednoduchym UV/VIS
spektrometrem. Konkrétni pfiklady pouziti senzord tohoto typu lze najit v literatuie (napf.
Wen et al., 2016, Chen et al., 2010).

3 Experimentalni ¢ast

Vychozi latky a rozpoustédla byly zakoupeny od béznych dodavatelii. Pti filtracich byla
pouzita frita S4, s velikosti porit 5-15 um a membranova vyvéva.

IH NMR spektra byla métfena na pfistroji Varian Gemini 300 HC pfi pracovni frekvenci 300
MHz a vzorky jednotlivych produkti byly pro méfeni rozpustény v deuterovanych
rozpoustédlech. Snimky nanocastic a jejich EDX charakterizace byla provedena na piistroji
UHR FE-SEM Carl Zeiss ULTRA Plus pii 10 kV.

Podle postupti dostupnych v literatuie (Ashton, 1996, Chen et al., 2010) byly syntetizovany
per-6-deoxy-per-6-iodo- a per-6-deoxy-per-6-thio- derivaty nejbéznéjsich homologit CD — a,
B, v. Dale byly na zaklad¢ vybranych postupti (Turkievich et al., 1951, Hutter a Fendler, 2002)
syntetizovany zlaté a stiibrné nanocastice. V obou piipadech byl k redukci vychozi latky
(K[AuCI4], resp. AgNO3) pouzit citrat sodny, Ag-NC byly navic syntetizovany pomoci
chelatonu I11.

Senzory byly pfipraveny funkcionalizaci NC pomoci per-6-deoxy-per-6-thio-p-CD (Rezanka
et al., 2011). Jejich odezva byla testovana piidanim vybranych biologicky aktivnich latek (N-
(3,5-dinitrobenzoyl)-D-a-fenylglycin (1), (+)-baklofen (2), mefloquin hydrochlorid (3), vinan
metoprololia (4), disopyramid (5), chlorochin difosfat (6), Z-D,L-Leucin (7), oxyfenonium
bromid (8), 1-(4-chlor-a-fenylbenyzyl)hexahydro-4-methyl-1H-1,4-diazepin (9), primaquin
bisfosfat (10), paraquat dichlorid (hydrat) (11), N-(3,5-Dinitrobenzoyl)-L-a-fenylglycin (12),
diperodon hydrochlorid (13)), resp. bakterialnich kment (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa a Streptococcus aureus) K roztokim piipravenych funkcionalizovanych nanocastic.
Smési byly homogenizovéany tiepanim a ponechdny 24 h pfi laboratorni teploté. Béhem této
doby dochazelo u neékterych vzorkl k postupné sedimentaci ¢astic, a tim k odbarveni roztoki.

4 Vysledky a diskuze

Za Ucelem navazani cyklodextrinli na kovové nanocastice byly syntetizovany tfi typy per 6-
deoxy-per-6-thio-CD umoznujici navazani na nanocastice dativni vazbou sira-kov. Tyto
derivaty CD byly pfipraveny pies meziprodukt per-6-deoxy-per6-iodo-CD. Oproti postupu
uvedenému v literatuie (Chen et al., 2010) byla pro separaci latky v poslednim kroku syntézy
namisto filtrace na frit€ pouzita centrifugace. Bylo ovéieno, Ze timto zpiisobem lze ziskat
Cist8i produkt a téméf v kvantitativnim vytézku.
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Pro syntézu byly pouzity tfi zakladni typy CD (a, B, y) a ve vSech ptipadech bylo postupovano
stejné jako je uvedeno v experimentalni ¢asti pro B-CD (viz obr. 3). Zopakovani stejného
postupu u vSech zminénych CD umoznuje pfitomnost stejného poctu substituovanych
hydroxylovych skupin na hmotnostni jednotku CD. Namétend 1H NMR data vyslednych
produktt se vsak i pies opakovanou syntézu pouze pro -CD shoduji s literaturou (Benkhaled
et al., 2008). Moznych pfi¢in je hned né€kolik, napiiklad nedostatecné vysuSeny CD pied
uvodnim krokem syntézy nebo nedodrzeni inertnich podminek v nékterém ze syntetickych
kroku. V dalsich experimentech byl proto pouzit pouze per 6-deoxy-per 6 thio f-CD.

1. PPhg I, DMF

HO I
o 0 2. MeONa _ o o
HO HO

HO HO
7 7

Obrazek 3: Schéma reakce pro piipravu per 6-deoxy-per-6-iodo-, resp. per 6-deoxy-per-6-thio--CD.

Nanocastice byly pfipraveny s vyuzitim postupti znamych z literatury (Turkevich et al., 1951;
Hutter and Fendler, 2002) a béhem praktické casti této prace byly syntetizovany hned
nckolikrat at’ jiz z divodu spotfeby anebo jejich relativné rychlé degradace (stalé jsou
piiblizné 1-2 mésice pii 7 °C). Pii ptipravé stiibrnych nanocastic byly vyuzity dva postupy —
vychozi dusi¢nan stiibrny byl redukovan v jednom pfipad€ citrdtem sodnym a v druhém
ptipadé chelatonem III. Pravidelngjsi tvar s uzsi distribuci velikosti NC byl ziskan postupem s
redukci chelatonem III. V ptipadé€ zlata byly ziskdny nanocastice o priumeéru ptiblizné 15 nm, u
stitbrnych NC byla pozorovéana $irsi distribuce velikosti v intervalu 30-80 nm pii redukci
chelatonem a v intervalu 50-200 nm pfi redukci citratem. Pfipravené nanocastice byly
pozorovany na SEM (viz obr. 4). Pied kazdou piipravou nanoc¢éstic byla aparatura z ditvodu
odstranéni veskerych zbytkovych kovovych castic, které by mohly narusit syntézu, promyta
luc¢avkou kralovskou (3:1 HCI/HNO3) a destilovanou vodou.

Funkcionalizace nanocastic byla provedena pouhym smichanim roztokd per-6-deoxy-per-6
thio-B-CD a nanocastic a naslednou homogenizaci smési v ultrazvukové lazni. Za Gcelem
ziskani roztoku obsahujiciho pouze funkcionalizované nanocéstice byly nanocastice
separovany centrifugaci, dispergovany ve vodé s pomoci ultrazvukové 1dzn€ a tento postup
byl dvakrit zopakovan. Prvni separace probchla kvantitativng, pii dalSich byly patrné
zbytkové NC v roztoku. Po funkcionalizaci bylo moZné pozorovat barevnou zménu
(ztmavnuti) roztoku nanocastic. Ukazalo se, Ze stfibrné nanocastice po funkcionalizaci rychle
sedimentuji (v fadu nékolika hodin), tim padem nejsou vhodné k pouZiti jako senzory
biologicky aktivnich latek. Proto byly pro nasledné testovani pouzity pouze funkcionalizované
zlaté nanocastice. Navazani per-6-deoxy-per-6-thio-p-CD na nanocastice bylo ovéfeno
pomoci chemické analyzy EDX. Pomoci Ramanovy ani infraervené spektroskopie se z
davodu nestability latky v laserovém paprsku, resp. malé koncentrace CD nepodafilo navazani
prokazat.
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Obrazek 4: Snimky ze SEM: a) Ag-NC redukované chelatonem III, b) Ag-NC redukované
citratem, c¢) Au-NC redukované citratem.

Senzory pouzité v této praci jsou zalozeny predevsim na vzniku inkluzniho komplexu mezi
lipofilni kavitou cyklodextrinu a vhodnych funkénich skupin biologicky aktivnich latek. Tim
mize dojit k propojeni jednotlivych funkcionalizovanych nanocéstic (agregaci) a odezvé
senzoru v podob¢ sedimentace nanocastic (viz obr. 5).

Obrazek 5: Schéma principu senzorového systému zaloZeného na CD funkcionalizovanych NC.

Testovani odezvy senzori bylo zahajeno pipetovanim vodnych roztokl biologicky aktivnich
latek k roztoku funkcionalizovanych nanocastic a jejich pozorovanim po dobu 24 hodin. U
latek, které v pfipravené koncentraci nebyly rozpustné ve vod¢, byly odpipetovany nasycené
roztoky nad nerozpusSténym, centrifugaci separovanym, sedimentem. Na rozdil od samotnych
zlatych nanocastic, které reaguji na zménu iontové sily roztoku (napf. na ptidani chloridu
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sodného) zménou barvy do modré, nebo az témét tplnym odbarvenim, na funkcionalizované
nanocastice nema zmeéna iontové sily roztoku pozorovatelny vliv. To bylo ovéfeno pomoci
UV/VIS spektroskopie. Absorbance viech piipravenych roztokt funkcionalizovanych NC s
biologicky aktivnimi latkami byla shodna. Uvedeny fakt vyrazné rozsifuje aplikacni moznosti
téchto senzorti. Redlné roztoky v pfirodé maji riznou iontovou silu, avSak jejich analytické
stanoveni pomoci nanocastic funkcionalizovanych CD to nijak neovlivni.

Po 24 hodinach doslo u nékterych roztokii k sedimentaci funkcionalizovanych nanocastic (viz
obr. 6). Divod sedimentace je ptipisovan predevsim interakci lipofilni kavity CD a lipofilni
casti dané biologicky aktivni latky pfitomné v roztoku. K sedimentaci dochazelo pouze v
pfipad¢ pritomnosti a sterické dostupnosti dvou a vice takovychto lipofilnich ¢asti na jedné
sloucening. Jen v tom piipadé mohlo dojit k vytvoreni sitovité struktury a sedimentaci ¢astic
(viz obr. 7 a 8). Ur¢ity vliv mohla mit také interakce latek s kovovymi nanocasticemi. U latek
zpusobujicich sedimentaci funkcionalizovanych nanocastic byla otestovana rovnéz odezva pro
jejich desetinovou, setinovou, resp. tisicinovou koncentraci. Nejlepsi citlivosti bylo dosazeno
u Diperodonu, u kterého byla detekovana koncentrace ptiblizné 0,8 mM

Obrazek 6: Odezva Au-NC na biologicky aktivni latky.
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Obrazek 7: Latky zpisobujici sedimentaci funkcionalizovanych nanocastic,
znazornéni vzniklych inkluznich komplexi.
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Obrazek 8: Latky, které nezpiisobuji sedimentaci funkcionalizovanych
nanocastic, znazornéni priciny.

Dale byla testovana odezva piipravenych senzori na vybrané bakterie s obsahem 107, resp.
10° kolonii. Konkrétné se jednalo o druhy Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a
Streptococcus aureus. Po 24 hodinach doslo k sedimentaci senzorG pfi pouziti vyssi
koncentrace prvnich dvou zminénych bakteridlnich kment. Ty maji od streptokoka odlisné
slozeni bunécné stény (jsou tzv. gramnegativni) a maji tyCinkovity tvar (streptokok ma tvar
kulovity), takze umoziuji vznik obdobné sitovité struktury jako v piipadé¢ nékterych
biologicky aktivnich latek.

Byla testovana také odezva senzord na vybrané hormony obsazené v komeréné dostupnych
antikoncepcich (Artizia, Verezana). Pravdépodobné vlivem nizké koncentrace hormont, a
naopak velkého mnoZzstvi doprovodného materialu nebyla pozorovana zadna reakce.

5 Zavér

Teoreticka ¢ast této prace se zabyva nanocasticemi predevsim uslechtilych kovu, jejich
vlastnostmi a vyuzitim v biotechnologickych aplikacich. Dale je zaméfena na cyklodextriny a
jejich vyznam ve védé 1 bézném zivoté. Pozornost je vénovana i senzorovym systémum,
zejména pak tém, které jsou zaloZeny na nanocasticich zlata a stiibra funkcionalizovanych
cyklodextriny.

Pti vypracovani praktické c¢asti prace byly syntetizovany dva vybrané persubstituované
derivaty pro kazdy z nejbéznéjSich homologii CD — a, B, y. Pfi syntéze se podafilo ziskat
upravou publikovaného postupu derivat CD s vyssi Cistotou a ve vy$Sim vytézku nez udava
literatura. Dale byly pfipraveny roztoky nanocastic zlata a stiibra s vyuzitim redukcnich
¢inidel citratu a chelatonu Ill. Per-6-deoxy-per-6-thio-B-CD byl pouzit na funkcionalizaci
uvedenych nanocastic a tento senzorovy systém byl otestovan k detekci 13 vybranych
biologicky aktivnich latek, tfech druhii bakterii a nékterych hormont. Byla pfedlozena teorie
dokladajici selektivitu cyklodextrinem modifikovanych NC vi¢i nékterym témto latkam a

mikroorganismim.

V soucasné dobé je vyzkum v oblasti senzorovych systémil zalozenych na nanocasticich
funkcionalizovanych cyklodextriny 1 nadéale dilezitym tématem mnoha laboratoii po celém
svété. Snaha je pfedevSim o zvySeni selektivity a senzitivity senzorti vhodnou modifikaci
cyklodextrinii a v piipadé medicinskych aplikaci ptfiblizeni se klinické praxi. VE&fim, Ze tato
prace posunula badani v této oblasti opét o kus vpied.
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POKROCILE RIZENI POHONU PRO MOBILNI
ROBOTICKOU PLATFORMU A JEJICH LABORATORNI
TESTOVANI

Bce. Krémar Lukas

Sekce - MECHATRONIKA
Fakulta Mechatroniky, informatiky a mezioborovych studii, 2. ro¢nik
Magistersky studijni program — AUTOMATICKE RIZEN{

Abstrakt: Tato prace se zaobird pokroéilym fizenim pohoni pro mobilni robotickou platformu a jejim
laboratornim testovanim. Naplni této prace je navrh konkrétniho pohonu a trakéni baterie, predevs$im pak tvorba
samotného programu, ktery jiz fidi samotné servomotory a vytvafi fidici systém pievadéjici pozadovana data o
sméru a rychlosti mobilni platformy na jednotlivé signaly pro servomotory. Tento servopohon musi mit
dostacujici vykon pro transport pozadovaného materialu pozadované hmotnosti. Trakéni baterie taktéz musi mit
dostadujici parametry s ohledem na dobu provozu na jedno nabiti. Rizeni mobilni platformy je prozatim za
Gi¢elem laboratorniho testovani feseno ovladanim modelaiskou vysiladkou. Ridici systém mobilni platformy je
uzpusoben pro komunikaci s nadfazenym autonomnim fizenim.

Klic¢ova slova: Autonomni mobilni platforma, fidici systém, méfeni se zaznamem dat, trakéni baterie, elektricky
pohon

Experiment a metody

Zakladnim ukolem experimentu bylo zapojeni obou pohonti ovladanych obdélnikovym
signalem. Ovladani bylo pfipojeno pies dva vstupy servopohont ovladajici smér a rychlost
otaceni.

Dalsi fazi bylo pfipojeni napajeni z trakéni baterie. K tomu bylo zapotiebi oZivit
jednotku BMS. Dle pokynii vyrobce musel byt dodrZen specificky postup, aby nedoSlo
k poskozeni vstupti mikroprocesoru jednotky.

Nésledné mohl byt jiz tvofen samotny program mobilni platformy. Nejprve byl
vytvofen generator obdélnikového signalu, nezéavislého na béhu hlavniho programu, pro test
funkcnosti celého zapojeni. Nasledné bylo zapotiebi ¢ist data od piijimace vysilacky a
nasledné je prevést do vhodné Ciselné podoby. Spojenim téchto dvou zakladnich programi a
jeho nasledujici nadstavbou uZivatelsky piivétivéjsiho ovladani vznikl fidici systém ovladani
pohontt mobilni platformy. Tento systém je uzptisoben pro zaménu ovladani vysilackou
vys$S$im systémem ovladani, jako naptiklad autonomni fizeni.

Béhem tvorby programu mobilni platformy a ladéni toho programu se vyskytlizavazné
problémy s regulaci pohonll. Pfednastavené hodnoty PID regulatord motori od vyrobce
nebyly pouzitelné v kombinaci s mobilni platformou. Motory jsou pevné spojeny s
ptfevodovkou a nésledné pres drazkovy femen jsou spojeny s koly platformy. Veskeré viile,
piedevsim na drazkovém femenu vychylovaly cely systém pohonu za mez stability regulace.
Tim vznikaly rostouci kmity pohonti pti zastaveni.

Vysledky a diskuze

Vzhledem k tomu, Zze vypocteny potiebny kroutici moment na kolech mobilni
platformy je roven hodnoté¢ Mkolo = 4,94 Nm, po rozsadhlém prizkumu trhu a uvazeni, bylo
rozhodnuto o kombinaci BLDC motoru spole¢né s pievodovkou.

Za ucelem zjisténi redlnych hodnot Gc¢innosti pfevodovky a samotného motoru bylo
provedeno méfeni na dynamometru Dynofit ASD 6,3K-4. Pfi pokusu méfeni samotného
motoru na tomto dynamometru byl zjistén fakt, ze dynamometr ma zna¢né velky moment
setrvacnosti, ktery neni schopen motor prekonat, 1 diky tomu, ze nelze vytadit PID regulator
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motoru. Méfeni samotného motoru bylo provedeno na experimentalnim dynamometru, ktery
navrhl doc. Ing. Josef Cernohorsky, Ph.D. a také pomohl s méfenim téchto motori.. Mé&feni
motorti 1 s pievodovkami bylo provedeno na dynamometru Dynofit, jelikoz s pievodovym
pomérem 10:1 jiz motor mél dostateCny kroutici moment pro piekonani setrvacnych sil
dynamometru.

Samotna mobilni platforma byla testovana na laboratorni draze odpovidajici prostiedi
a narocnosti, ke které je urCena. Stiedni hodnota vykonu na testovaci draze je rovna E=33 W.
Jmenovita kapacita trakcni baterie ¢ini 184 W. Lze tedy jednoduchym vypoctem predpokladat
nepietrzity provoz mobilni platformy z trak¢ni baterie vice nez 5,6 h.

Uéinnost motoru s prevodovkou

Moment M [Nm]

1 200 250 300 0
Otacky n [n/min]
Obrazek 1. 2D graf ucinnosti motoru S prevodovkou
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Obrazek 2. Mobilni platforma
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Obrazek 3. 3D graf u¢innosti motoru s ptevodovkou
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Zavér

Naplni této diplomové prace bylo navrhnout a vybrat vhodny pohon a trakcni baterii celé
mobilni robotické platformy. Vzhledem ke vlastnostem jednotlivych typd platforem byla vybrana
diferencidlni platforma, ktera ke svému béhu vyuziva dva nezédvisle hnané pohony. Po vypoctu
jizdnich odporti mobilni robotické platformy byly vybrany motory spole¢n¢ s prevodovkami.

Béhem realizace mobilni robotické platformy se vyskytlo nékolik problémt. Za nejvétsi
problém lIze povazovat regulatory motord, které neni mozné jakymkoliv zptisobem vyfadit. Tim
padem neni mozné spolehlive identifikovat pfenosovou funkci systému mobilni robotické platformy.
Jako nejlepsi feSeni bylo vybrano a odzkouSeno postupné nastavovani hodnot jednotlivych slozek PID
regulatort a sledovani prubehti otaceni hiideli motora.

Po instalaci pohonti mohl byt postupné tvofen fidici systém téchto pohoni. I ptfes dlouho
feSené potize byl fidici systém navrzen do podoby vhodné i pro spolupraci s nadfazenym systémem
autonomniho fizeni.

Pii vyvoji fizeni mobilni robotické platformy byly vyfeSeny i nekteré mechanické Casti
platformy, konkrétné zména tietiho, tzv. opérného bodu platformy. Pivodni navrh byl navrzen s
kulovym loZiskem. To se ale béhem testovani jevilo jako nevhodné az nefunk¢ni. Kulové lozisko bylo
nahrazeno systémem kolecka, ktery vyuzivaji ndkupni voziky.

Béhem laboratorniho testovani na dynamometru a testovaci draze byly zjistény skvélé
vysledky tcinnosti pohontl, ptfevodovek i spotfeby. Doba provozu mobilni robotické platformy byla
ustanovena nejméné 5,6 hodiny.
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Abstrakt: Tato diplomova prace se zabyva problematikou levnych bionickych nahrad lidské horni koncetiny.
Prace obsahuje teoreticky uvod do problematiky protetickych nahrad horni konéetiny. Jako technicky vzorek
poslouzil prototyp, ktery je sestaven podle japonského projektu HACKberry. Prototyp je vyrobeny pomoci 3D
tisku a doplnén o snadno dostupnou elektroniku a fidici jednotku Arduino Micro. V ramci prace je vytvofeno
spektrum snimact, pro neinvazivni snimani signalti z pfedlokti nebo paze uzivatele. Viechny vytvorené snimace
se podrobily testovani a ovéfeni jejich funkénosti na ovladani bionické nahrady. Vznikl také dalsi prototyp
bionické ruky HACKberry, ktery se upravil pro pouziti s komerénim predloktim.

Klic¢ova slova: bionické nahrady, HACKberry, Arduino, 3D tisk, neinvazivni snimani

1 Uvod

Teoretické ¢ast diplomové prace se zabyva poznatky, které jsou dilezité propochopeni
celé problematiky tykajici se horni koncetiny a protetiky pro ni uréenou. Mezi tyto poznatky
patfi historie a vznik védniho oboru s ndzvem bionika. Na tuto védni disciplinu navazuje
rozprava o anatomii a fyziologii lidské horni koncetiny. To zahrnuje popis kosti, svald,
pohybli koncetinou a uchopii. Nésleduje rozbor pficin, typy amputaci a rozbor dostupné
protetiky. Dale jsou vysvétleny technologie 3D tisku a materidly pro né€ pouzivané. Nachazi se
zde zakladni popis elektromyografie a popis horni koncetiny z pohledu kinematiky.

K prototypu bionické ruky HACKberry [1], ktery byl plné dokoncen, se sestrojily
rizné snimace pro neinvazivni snimani signalti ze svalt pfedlokti a paze uZivatele. Jako
zékladni vznikl snimac inspirovany piimo projektem HACKberry. K tomuto snimaci nasledné
vznikly dal§i ¢tyfi ndvrhy snimacl, vyuZivajici jinych principli snimani. Tyto snimace
vyuzivaji infraervené snimani vzdalenosti, snimani EMG signal,, sniméni sily, zrychleni
a ohybu. K témto snimaclim se vytvofila pouzdra umoZznujici pfipnuti na uZivatele a tato
pouzdra se vyrobila pomoci 3D tisku. Tyto senzorické jednotky se otestovaly a probéhlo
vyhodnoceni jejich funkénosti. Vznikla také hybridni verze ruky HACKberry pouZitelna se
zapujcenym komercénim predloktim.

1. Metody

V prvni fadé¢ se dokoncil prototyp bionické ruky HACKberry, jehoz zaklad byl
sestaven v ramci semestralniho projektu [2]. Tento prototyp se doplnil o vlastni akumulator
a ménicem stejnosmérného napéeti, ktery reguluje napdjeci napéti pro servomotory.
Servomotory maji maximalni napajeci napéti 6 V, kdezto jmenovité napéti baterii je 7,4 V.
Prototyp byl vybaven kabeldzi a jednoduchym konektorem pro pfipojeni senzord. V ramci
zlepSeni tuchopovych vlastnosti, se nahradil servomotor zprostfedkovavajici pohyb
ukazovacku za témér 3% siln€jsi model.

V ramci diplomové prace se navrhlo pét riznych snimacli pro neinvazivni snimdani.
Jeden inspirovany projektem HACKberry a Ctyfi nové konstrukce, kdy kazdy vyuziva jiného
principu snimani. Prvni snimac pracovné nazvany MARK 1 vyuziva infracerveného svétla
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k méteni vzdalenosti. Uchyceny do pouzdra méti vzdalenost mezi samotnym IR snimacem
a kontaktnim mistem s uzivatelem. Pfi kontrakci svalu dojde ke zmenSeni této vzdalenosti
a tim k ovladani bionické ndhrady. Snima¢ MARK 2 vyuzivéa snimani potencidlniho napéti ve
svalu uzivatele pomoci elektromyografie. MAKR 3 vyuziva senzor zrychleni pro odhaleni
kontrakce svalu. Snima¢é MARK 4 vyuzivd zmény sily plsobici na pouzdro pfipnuté na
uzivatele. Pfi kontrakci svalu se zvysi sila ptsobici na FSR (Force Sensitive Resistor), ten
snizi svlj vnitini odpor a umoziiuje s touto zménou pracovat. Posledni snima¢ MARK 5
funguje podobné jako piedchozi snimag¢, jen vyuziva svého vlastniho ohybu.

K témto senzorim byla navrZzena vlastni pouzdra, kterd se nésledné¢ vyrobila
technologii 3D tisku v Laboratofi prototypovych technologii a procest Technické univerzity
v Liberci. Tato pouzdra se osadila popruhy a otestovala se jejich funkénost. Zjistilo senzor
MARK 3 se pro ucely snimani kontrakce svalii na piedlokti nebo pazi uzivatele nehodi. Pro
senzor MARK 5 se nepodaftilo vytvorit vhodné pouzdro umoznujici uchyceni na uzivatele.
Testované spektrum snimact se skladdalo ze dvou typli senzoru MARK 1, jednoho senzoru
MARK 2 a dvou verzi senzorit MARK 4.

Celé toto spektrum snimact bylo testovano pomoci vytvotreného méficiho algoritmuna
trech uzivatelich (autor prace, vedouci prace a pan uzivatel po amputaci horni koncetiny).
Testovaci algoritmus byl navrzen tak, aby byly ovéfeny vlastnosti vSech snimacu. Jednotlivé
méteni trvalo 30 s a se vSemi uzivatele byla provedena tfi méteni pro kazdysenzor.

Uzivatelem po amputaci byla zapljcena komeréni myoelektrickd protéza, ktera se
podrobila analyze zpracovani. Ke komer¢nimu zipésti se vytvofila hybridni patice, pro
pfipojeni bionické ruky HACKberry. Tato idea byla pievzata z podobného projektu, ktery
probéhl v berlinském Fab Labu [3]. Zde vSak bylo vyuzito origindlniho zamku doddvaného
vyrobcem protetickych ndhrad. V ramci této diplomové praci ovSem vznikla vlastni jednodusi
patice pro popojeni piedlokti a ruky, kterd je vyrobitelna technologii 3D tisku.

1.1 Vysledky a diskuze

Analyzovanim vSech naméfenych dat pro vSech pét senzorickych jednotek se zjistilo,
ze pro ovladani bionické nahrady HACKberry se nejlépe hodi vytvoreny senzor MARK 4.
Ovladaci algoritmus vyuZziva hodnoty pfi klidové hodnoté svalu a hodnoty pfi kontrakci svalu.
Hlavnim parametrem je pak co nejvétsi rozdil té€chto hodnot. Diky tomu je pak zaru€ena dobra
citlivost pfi ovlddani. Nejvétsi rozdil se podafilo zméfit u senzoru MARK 2, ten vsak
zprostiedkovava informaci pouze o tom zda se zménilo potencialni napéti ve svalu, ale ne
jestli je zatnuty nebo uvolnény. V neposledni fad€ se dbalo i1 na aspekt udrzet cenu na co

cv v

jednotek neptesdhla 20000 K¢.
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(@) (b)

Obrazek 1: (a) Kompletni prototyp bionické ruky, (b) ptedlokti vybavené bateriemi.

2 Zavér

Vsechny cile diplomové prace se podafilo splnit. Podatilo se pln€é dokoncit prototyp bionické
nahrady HACKberry, a v ramci predavani zkusenosti dal§im studentim byl sestaven i druhy
prototyp. Spektrum nékolika vytvofenych snimact se zvladlo sestrojit a fadné otestovat
1 s uzivatelem, ktery prodé€lal amputaci horni koncetiny. Po diskuzi s timto uzivatelem bylo
ovéfeno, ze tato koncepce bionické nadhrady a vytvorenych snimaci je realné pouzitelna, ipies
sva slaba mista. V Gplném zavéru prace se naznacily dalsi sméry, kterymi se miiZe tato prace
posouvat.
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Abstrakt: Price je zaméfena na prozkoumani potencidlu distribuované aplikace pfi procesu kryptoana-
Iyzy systémi s vefejnym klicem. V ramci prace jsou piedstaveny problémy faktorizace celych Cisel a
feseni diskrétniho logaritmu v souvislosti se Siframi a protokoly s vefejnym klicem. DileZitou soucasti
price je predstaveni dileZitych numerickych metod pro feSeni t€chto tfid problémii. Jako prakticka cast
ndsleduje vytvoreni distribuované aplikace, kterd pfedmétné Sifry implementuje v rdmci distribuova-
ného systému. Aplikace je rozd€lena na ¢ast webové aplikace a terminalové aplikace. Webova aplikace
slouzi predevsim pro vkladani problémi a jejich spravu a predstavuje hlavni uzel v siti. Terminalova
aplikace implementuje numerické metody pro vypocet problémi a predstavuje podruzny uzel v rdmci
sité. V z4avéru nasleduje analyza pouZitelnosti aplikace v redlnych situacich pomoci pokrocilych metod
odhadu.

Klicova slova: Kryptoanalyza kryptosystémtu s vefejnym kli¢em, Distribuovana aplikace, Problém fak-
torizace Cisel, Problém diskrétniho logaritmu, Numerické metody

Uvod

Prace pojednava o vztahu kryptosystémil s vefejnym kli¢em s feSenim problému diskrétniho
logaritmu a faktorizace celych Cisel. V rdmci prace jsou predstaveny pouze vybrané efektivni
metody pouZzivané v soucCasnosti. V pripadé faktorizace celych Cisel jsou to predevsim Pollar-
dova rho metoda, Dixonova metoda a kvadratické sito. V ramci feSeni problému diskrétniho
logaritmu se jednd zejména o metody Baby step giant step, Pohlig—Hellmantiv algoritmus a
Index calculus. V ptipadé kazdé numerické metody je diskutovdna moznost jeji implementace
v ramci distribuované aplikace. Koncepce distribuované aplikace je vybrana tak, Ze existuje
jeden fidici uzel, ktery je reprezentovan webovou aplikaci. V t€ je mozné vkladat a edito-
vat jednotlivé kryptografické problémy, zejména kryptoanalyzu Sifer RSA, ElGamal ¢i Diffie-
Hellmanova protokolu pro vyménu kli¢d. Dalsi tiloha webové aplikace je distribuce problémil
mezi jednotlivé uzly v systému. Podfizeny uzel v systému je reprezentovan termindlovou apli-
kaci. Ta se skldda z implementovanych numerickych metod pro feSeni problému faktorizace
celych ¢isel, ptipadné diskrétniho logaritmu. Termindlova aplikace také zajiSt'uje pienos dat
mezi webovym serverem. V zdvéru nasleduje analyza potencidlu distribuovaného systému v
redlnych situacich.
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1 Numerické metody

V této sekci jsou popsdny vybrané metody pouZzivané pro faktorizaci celych ¢isel a reSeni dis-
krétniho logaritmu. Komplexnost téchto metod se pohybuje na rizné trovni, lepsich vysledka
je dosazeno pii feSeni problému faktorizace celych Cisel. Prozatim nebyla objevena zddna me-
toda, ktera by byla schopna pracovat s polynomidlni komplexnosti (vyjma pfipadu Shorovy
metody pro kvantové pocitace). Popsané metody predstavuji pouze zdkladni vyseC v proble-
matice. Existuje fada dalSich metod, pfipadné vylepSeni popsanych metod.

V piipadé problému faktorizace celych Cisel hledame rozklad ptirozeného Cisla n tvaru:
n=]]n" (1)
Vi

kde p; je prvocislo a «; je prirozené ¢islo.
Diskrétni logaritmus 1ze prezentovat jako hleddni ptirozeného Cisla x v kongruenci:

g°*=a (mod p) (2)

pro pevné zvolend prirozend Cisla g, a a p.

1.1 Dixonova faktorizacni metoda nahodnych ¢tverca

Dixonova faktoriza¢ni metoda byla poprvé posana Johnem D. Dixonem v roce 1981. Predsta-
vovala prvni pouZzitelny zptsob hledani Cisel ve tvaru Legenderovy kongruence (formatu pro
Cislaz,y : 22 = y? (mod n) Az £y (mod n), ktery je pozd&ji pouzitelny pro faktorizaci).

Algoritmus se skldda z nédsledujicich krok:

1. Nalezeni faktorové zdkladny F' (v podstaté uspofddand mnozina prvocisel). VétSinou se
jednd o k prvnich prvocisel v ¢iselné fade.

2. Nalezeni alespoii |F'|+1 (|F| je kardinalita mnoZiny F)) &isel x; € (y/n, n) NN takovych,
7e (2 mod n) je hladké na F.

3. Sestrojeni matice E reprezentujici exponenty z rozkladu (z? mod n) na prvoéisla z

F'. Matici zapisujeme tak, Ze sloupec reprezentuje exponenty z rozkladu. Matice ma
minimdlné o jeden sloupec vice, nezli ma radk, tedy nulovy prostor matice neni prazdna
mnoZzina.

Ty T2 - TR T|F41

0 3 - 0 2 Ds
E=l: : : :

1 0 0 3 ydial

ProtoZe nés zajima pouze parita exponentd, pracujeme s matici ¥ = F mod 2.

55



SVOC 2017 29. kvétna 2017, Liberec

4. Pokud nalezneme nulovy prostor matice £ (pracujeme nad polem Z-), sestavime Legen-
drovu kongruenci nasledujicim zptisobem:

n= (517527 T ’B|F|+1)T € nullspace (E), 3 € {0,1},i € [1,|F|+1]NN

|F|+1
_ Bi
T = | | )
=1

|F|
L sy
i=1
Takovouto kongruenci miZzeme vyuZit pfi rozkladu na prvocisla.
5. Vypoéteme GCD(z £ y, n) a pokud je vysledek netrividlni délitel n, algoritmus skonéi
(pravdépodobnost této varianty je %). Jinak je GCD(z 4 y,n) rovno 1 nebo n, pak se
algoritmus vraci na krok 2 (pravdépodobnost této varianty je %).

Casovd sloZitost tohoto problému (v daném piipadé odhad po&tu kroki algoritmu pro konkrétni
hodnotu n) je heuristicky odhadnuta jako:

O <exp (a- (Inn - ln(lnn))%>> > 2v/2

Dixonuv algoritmus je vychozim bodem pro vSechny ostatni pokroc¢ilé metody. Pfimym roz-
Sitenim metody je algoritmus kvadratického sita, ktery predstavuje nejefektivn€jsi metodu pro
faktorizaci ¢isel do velikosti cca. 21%°.

V ramci implementace algoritmu je mozné pomyslet na paralelizaci t¢émét vyhradné v procesu
cezeni (takto je oznacen bod 2 algoritmu).

1.2 Algoritmus baby-step giant—step

Tato metoda pro feSeni diskrétniho logaritmu byla poprvé popsdna v roce 1968. Algoritmus
predpoklada, Ze ndsledujici kongruence:

g"=a (modn) 3)
pro prirozend Cisla g, a, n, k € N m4 alespon jedno feSeni.
Algoritmus se sklada z néasledujicich krok:
1. Vypocte se Cislo s = |n].

2. Vypocita se dvojce: '
S ={(ag’,i), i€[0,s)NZ}

a ulozi se do seznamu. Tento krok je oznacovan jako baby—step.
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3. Vypocte se dalsi sekvence 7' nasledujicich dvojic:
T={(g"4), i€[l,s|NZ}
a ulozi se do seznamu. Tento krok se oznacuje jako giant—step.

4. Prohledd se seznam S a T na shodu ag” = ¢' kde ag” je v S a ¢'* je v T. Pokud
algoritmus tato Cisla nalezne, pak & = ts — r fesi kongruenci (3).

Tento algoritmus se také nékdy nazyva Shankova baby—step giant step metoda. Casovd ndrog-

nost tohoto algoritmu je:
O (exp (v/nlogn))

Esenciélni nevyhoda tohoto algoritmu je nutnost uklddat v datové struktufe alespoti y/n hod-
not. To je realizovatelné pouze pro relativné malé hodnoty n.

Existuje fada vylepSeni tohoto algoritmu. Mezi zdkladni patii Pohlig—Hellmantv algoritmus,
ktery miZe najit vyuziti v pfipadé chybné implementace né€kterych kryptosystémd.

2 Distribuovana aplikace

Distribuovand aplikace je tvofena dvéma typy uzld, prvnim uzlem je uzel fidici, ktery je pre-
zentovan webovou aplikaci, druhym typem je uzel podruzny, ktery je prezentovan termindlo-
vou aplikaci.

® uzivatel
aa operator

stanice = -
g (uzel) Q stanice

(uzel)
. stanice
* Q (uzel)

Ilustrace 1: Koncepce distribuované aplikace

2.1 Webova aplikace

Hlavnim tcelem webové aplikace je uklddani seznamu uloh a poskytovédni rozhrani pro stan-
dardni operace s t€émito daty (jako je jejich vkladani, aktualizace a mazani). Aplikace také zob-
razuje vysledky vyfeSenych dloh spolu s dal§imi informacemi o vypocetnim procesu. Aplikace
také poskytuje rozhrani pro jednotlivé uzly v systému.

Zékladni rysy navrhu webové aplikace jsou v nédsledujicim seznamu:
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1. Sprava uziveteli systému. Kazdy uzivatel ma svoji droven opravnéni. Administratori
mohou vytvéret nové uzivatele a editovat stavajici.

2. Sprava uloh v systému, tyto budou déle distribuovdny mezi jednotlivé uzly systému.
Uloha v systému je pozdgji konvertovana na problém feseni diskrétniho logaritmu nebo
faktorizace celych Cisel.

V systému lze fesit nasledujici typy dloh:

e kryptoanalyzu Sifry RSA (hled4 zpravu m a privatni kli¢ d z hodnot c, e a n),
e kryptoanalyzu Sifry ElGamal (hleddame m a kli¢  pomoci ¢, ¢o, p, g a h)
e kryptoanalyzu Diffie-Hellmanova protokolu (hled4 kli¢ z hodnot p, g, g% a ¢°).

3. Spréava stanic v systému. Stanice je zde minéna jako podruzny uzel v rdmci distribuova-
ného systému. Predstavuje jeden pocitac (nebo jejich skupinu). Webova aplikace ucho-
vava hodnotu ID stanice, posledni aktivitu a naposledy pfifazenou ulohu.

4. Aplikace poskytuje detailni informace o kazdé tloze a stanici a zobrazuje také vystupy
vypoctu.

5. V neposlendi fade je soucasti webové aplikace také stranka s manudlem.

KX & admin | Time oflogin:0h0m ® Logout

Overview DIPLOMA THESIS APPLICATION
Welcome to application designed for cryptanalysis of public key cryptosystem.

User guide

DIPLOMA THESIS Author: David Sala¢

Tasks

. m

Users

List of all tasks in system

Task Task .. .

D Task type priority Inserted Last activity Detail Remove
2017-04-30 2017-04-30 :

120  ElGamal SOLVED  Gg.11-0 09:13:36 x

Ilustrace 2: Ukdzka rozhrani webové aplikace

Technicky byla aplikace vyfeSena pomoci PHP verze 7.0 a MySQL verze 5.5 vyuZivajici In-
noDB engine. Technické prostfedky pro feSeni webové aplikace byly zvoleny s ohledem na
portabilitu vystupu a cenovou dostupnost fesni.

2.2 Terminalova aplikace
Termindlova aplikace slouZi k vyfeSeni konkrétni pfidélené kryptoanalytické dlohy. Zakladni

funkce aplikace je prevedeni dlohy na feSeni problému diskrétniho logaritmu, popfipadé fak-
torizace celych Cisel. K naslednému vyfeSeni je vyuZita vybrand numerickd metoda, ktera je v
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ramci aplikace implementovand. Nésledné dojde ke zpétnému prenosu vyreSené tlohy zpatky
na server. Aplikace je psdna v jazyce Java SE.

V rdmci implementace numerickych metod jsou v aplikaci nésledujici relevantni tfidy:

PollardRho implementuje Pollardovu Rho metodu pro faktorizaci celych ¢isel. Tato me-
toda prijima jako jediny svij parametr maximalni pocet iteraci (z diivodu potencidlniho
vyskytu nekonecné smycky). Tato metoda je vyuZivana pro faktorizaci menSich &isel.

Dixon implementuje Dixonovu metodu nahodnych ¢tverct pro faktorizaci celych Cisel. Je-
dinym parametrem této metody je faktorova zdkladna. Jeji velikost je urCena empiricky.

QuadraticSieve implementuje kvadratické sito pro faktorizaci celych Cisel. Metoda pra-
cuje s fixn&€ zvolenym polynomem Q(z) = (z + [n])? — n. Jednd se o vychozi polynom
kvadratického sita. Hodnoty parametrii metody, v daném piipad¢ interval x a velikost
faktorové zakladny jsou uréeny empiricky. Tato metoda je vyuZivana pro faktorizaci ¢i-
sel vétsich nez 20 az cca. 27°.

NumberFieldSieve obsahuje funkcionalitu nezbytnou pro implementaci metody Cisel-
ného sita.

PollardsRhoDL reprezentuje Pollardovu rho metodu pro diskrétni logaritmus. Jeji kon-
cepce je podobnd jako u faktorizace ¢isel. Jedna se o metodu vhodnou spiSe pro pfedzpra-
covani problému.

BabyStepGiantStep implementuje metodu baby step giant step pro diskrétni logaritmus.
Metoda pfijima jako svij jediny parametr maximalni velikost datové struktury vyskytu-
jici se v kroku zvaném baby—step (popsdno vyse).

SilverPohligHellman predstavuje implementaci Silver—Pohlig—Hellmanova algoritmu
pro diskrétni logaritmus. V rdmci implementace vyuZiva tento algoritmus také baby—step
giant—step metodu. K nezbytné faktorizaci na za¢iatku metody se vyuziva hruba sila.

IndexCalculus predstavuje implementaci metody index calculus pro diskrétni logaritmus.
Jednd se o metodu se subexponencialni ¢asovou naro¢nosti. Na druhou stranu vyzaduje
fadu doprovodné funkcionality. Jedinym parametrem této metody je velikost faktorové
zékladny. V ramci samotného vypoctu se vsak tato tfida, s ohledem na nestabilitu me-
tody, nevyuziva.

V praktické Casti je také implementovana fada doprovodné funkcionality, kterd je nezbytna pro
fungovani jednotlivych metod. Mimotadné diilezita je efektivni prace s maticemi nad polem
Zs, ktera se vyuziva v pripadé metod Ciselné faktorizace. Podobné je napiiklad implemento-
vana i obecné funkcionalita pro préaci s maticemi nad okruhem Z,, pro néjaké sloZené prirozené
¢islo n.

3 Analyza pouZitelnosti aplikace v realnych situacich

Redlné situace se od modelovych lisi pfedevsim ve velikosti pouZivanych Cisel (parametrd
kryptografickych systémi). ProtoZe je Casova narocnost priblizné exponencidlné zavisld na
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délce vstupu, je i nartst Casu potiebného k tspésnému vyfeSeni tloh enormni. Na této sku-
teCnosti je postavend bezpecnost vSech zminénych kryptosystéma. Cas, ktery je nezbytny pro
vyfeSeni praktickych uloh, je odhadnut za vyuZiti exponencidlni regrese namétfenych hodnot.

Pfi méfeni zdvislosti Casu na velikosti vstupu potfebného k odhadu ¢asu nezbytného pro vyte-
Seni praktickych uloh byly vyuzity tfi stolni pocitace v pfiblizné€ nésledujici konfiguraci:

Informace o CPU: Intel(R) Core(TM) i7-5557U CPU @ 3.10GHz
Dostupnd RAM: 8 GB
Operacni systém: Linux 4.4.0-72-generic #93-Ubuntu x86_64 GNU/Linux

V piipadé faktorizace Cisel v rdmci metody RSA jsou v rdmci prace zminény pouze zdkladni
velikosti modulti pouzivanych v praxi. Odhady Casu, ktery je nezbytny pro vypocet dané tlohy
v piipadé pouZiti ti{ stanic, tj. S = 3, jsou v tabulce 1. Zde ¢ znaci Cas v piislusnych jednotkédch
a N velikost vstupu v bitech.

Tabulka 1: Odhad ¢asu pro reSeni N bitové RSA ilohy

N [bit] t [s] t [rok] S
1024 1.37-10%° 4.36-10*! 3
2048 6.12-10* 1.94.1034 3
4096 1.21-10%7 3.84-10™ 3
8192 4.76-10%77 1.51-10%7 3

V pripadé feseni problému diskrétniho logaritmu je situace srovnatelnd. Vypoctend data jsou
zobrazena v tabulce 2 niZe. Zde ¢ znaci Cas v pfisluSnych jednotkdch, N velikost vstupu v

bitech a .S pocet stanic v systému.

Tabulka 2: Odhad ¢asu nezbytného pro resni N bitové ilohy diskrétniho logaritmu

N [bit] t [s] t [rok] S
512 9.29-107® 2.95-10™ 3
1024 9.75-101¢3 3.09-10156 3
2048 1.07-10334 3.41-103% 3
4096 1.30-105™ 4.13-10966 3

Ze srovnani je zfejmé, Ze metody pouZzivané pro feSeni diskrétniho logaritmu jsou podstatné
méné efektivni nezli metody pouzivané pro feSeni problému faktorizace celych Cisel.
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Zavér

V rdmci prace byly predstaveny zdkladni asymetrické kryptosystémy, které spoléhaji na pro-
blém feseni diskrétniho logaritmu ¢i faktorizace Cisel. Kryptoanalyza téchto systémil je znacné
naro¢nd, nebot’ neexistuji efektivni algoritmy pro feseni t€chto problémd. V ramci faktorizace
Cisel jsou nejefektivnéjsi metody kvadratického sita a obecného Ciselného sita. Obé vycha-
zeji z Dixonovy metody nahodnych Ctvercti, kterd je vySe predstavena. Pfi feSeni problému
diskrétniho logaritmu neexistuji metody se srovnatelnou komplexnosti jako v piipadé fakto-
rizace Cisel. Nejefektivnéj$i metoda je index calculus. V rdmci préce je predstavena metoda
baby—step giant—step.

Distribuovand aplikace je koncipovdna tak, Ze existuje jeden fidici uzel, ktery je prezento-
van webovou aplikaci a dale libovolny pocet podruznych uzli prezentovanych termindlovou
aplikaci. Hlavni uloha webové aplikace je poskytnuti grafického rozhrani pro uZzivatele pro
vkladani a spravu kryptografickych problémii. Uloha desktopové (terminalové) aplikace spo-
¢iva v feseni jednotlivych problémi. K tomu jsou vyuZity popsané numerické metody, jakoZ i
nékteré dalsi.

V ramci odhadu pouZitelnosti aplikace v redlnych situacich se prokazalo, Ze pokud neudéld
vyvojar v rdmci implementace kryptografickych systému chybu, je tspés$na kryptoanalyza v
predstavitelném Case téméer nemozna.
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KONSTRUKCE OPTICKEHO ZOBRAZOVACE PRO
TROJROZMERNE ZOBRAZOVANI

Bc. Jakub Sto&ek

Sekce - MECHATRONIKA,
Fakulta zdravotnich studii, 2. ro¢nik
Navazujici magistersky studijni program — BIOMEDICINSKE INZENYRSTVI

Abstrakt: Prace pojednava o vyvoji zatizeni pro snimani bioluminiscenéniho optického signalu v trojrozmérném
prostoru. Dale se zabyva testovanim vytypovanych kamer a konstrukce pro snimédni pod riznymi thly ve vice
variantach s modely vytvofenymi v programu Autodesk Inventor. V programovacim jazyku Matlab je vyvinut
rekonstrukéni algoritmus, ktery z namétenych dat vytvari tomografické fezy zobrazujici pozici signalu v prostoru.
Klic¢ova slova: trojrozmérny, zobrazovac, bioluminiscence, konstrukce, Radonova transformace

1 Zmapovani souc¢asného stavu
V nasledujici kapitole je analyzovan soucasny stav na pracovisti IKEM Vv dobé zapoceti
diplomov¢ prace.

1.1 Pozorovani probihajicich experimenti

Pro ucely diplomové prace probéhlo sledovani experiment na pracovisti IKEM za tcelem
zjisténi podrobnosti a kritickych bodl pro navrh konstrukce nového pfistroje.

V dobé sledovani probihaly experimenty na vyzkum substituce vyroby inzulinu u diabetickych
jedincti za pomoci tkanového implantatu Langerhansovych ostrivki ze zdravych darct ulozené
do ,komtrek®”, podobnych implantaénim plastovym shantim. Tyto komirky byly
implantovany sub cutdlné laboratornim potkantim v oblasti abdomen (dolni ¢ast trupu) po dvou
kusech. Do jednoho kusu byl vloZen implantat z darce — ,,celosviticiho* potkana a druha
komirka zlstala prazdna jako referencni. Darcem je potkan, ktery je geneticky modifikovnan
(GMO), tak ze vSechny jeho bunky pfi podéani luciferinu za€nou generovat fotony pomoci tzv.
bioluminiscence, viz kapitola 1.1.1 diplomové prace.

1.2 IVIS Lumina XR

Zatizeni IVIS Lumina XR od vyrobce Califer Life Sciences, Inc. (USA), ktery je dnes soucasti
PerkinElmer, Inc. (USA), je uzivana na pracovisti IKEM k testovani bunééné aktivity in vivo
pomoci bioluminiscenéni a fluorescenéni metody. Tento model umoziiuje i snimani
vestavénym dvourozmérnym rentgenovym zafizenim. Zafizeni je primarné uréeno pro mysi,
potkany a in vitro vzorky v pruhledném stabilnim obalu.

Zatizeni se sklad4d z nasledujicich casti: Snimaci temné komory s ovladaci elektronikou
a vertikalné posuvnou pracovni deskou uvnitt komory, jejiz soucasti je otocnad scintilacni
desticka pro RTG. V horni ¢asti komory je umisténa chlazena CCD kamera a opticka soustava,
filtry a vystupy zdroje svétla a pracovni LED osvétleni komory. V dolni ¢asti pod komorou je
uloZen zdroj rentgenového zafeni. Césti s kamerou i SRTG zdrojem jsou nepiistupné bez
demontaze zafizeni. Komora je uzaviena svétlotésnymi dvefmi s dvojim jiSt€énim proti
nechténému otevieni — mechanické a elektromagnetické a bezpecnostnim vypinacem napéjeni
RTG zdroje.

Dalsi soucasti zafizeni je monitor a ovladaci pocita¢ s operacnim softwarem z rodiny Windows,
akvizi¢nim a ovladdacim software pro kameru, snimaci komoru a RTG zafizeni. Fluorescen¢ni
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modul skladajici se ze zdroje svétla a excitacnich filtrti, ktery je se snimaci komorou propojen
optickymi vlakny.

1.3 Dostupné 3D FeSeni pro bioluminiscenci a fluorescenci

V soucasné dobé¢ jsou znamé 3 metody pro ziskdni 3D informaci o umisténi a intenzité zdroje
bioluminiscen¢niho nebo fluorescen¢niho signalu.

1.3.1 Kamera s laserovou triangulaci

Tato metoda vychazi z pruimyslové laserové triangulace, jelikoZ je aplikovany stejny princip
ziskani prostorového modelu za pouziti laserového paprsku, jehoz deformace na povrhu objektu
(potkana nebo mysi) je snimana kamerou a nésledné pfepocitana do povrchového modelu.
Navic tato metoda uziva 2D nasnimané luminiscen¢ni data jako v ptfipadé pfistroje popsaného
Vv kapitole 4.2 diplomové prace. Ty vSak pomoci ziskaného povrchového modelu piepocita
Z povrchu modelu do jeho vnittku, za pomoci vyzkoumané distribuce fluorescen¢niho nebo
bioluminiscenéniho zafeni uvnitt zivého organismu.

1.3.2 Kamera a MicroCT

Dal8i metoda pro ziskani trojrozmérnych bioluminiscencnich dat vyuzivd MicroCT neboli
rentgenovy pocitacovy tomograf malych rozméra a s nizkou davkou zareni. Tento typ zafizeni
ma pracovni desku s moznosti kontinudlniho rotacniho pohybu sledovaného objektu (mys)
mezi zdrojem rentgenového zafeni a deskovym scintilacnim detektorem. Z metody MicroCT
se ziskaji kompletni anatomickd trojrozmérna data vcetné piesného topografického povrchu
sledovaného objektu. Nasledné probiha expozice CCD kamery bioluminiscenénim nebo
fluorescen¢nim signalem ze sledovaného objektu.

Pozice sledovaného objektu se v pribéhu méfeni neméni a proto je nutné nasledné v ramci této
metody nasnimand 2D data prepocitat z povrchového topografického modelu za pomoci
distribuéni funkce pro bioluminiscenéni nebo fluorescencni signdl v Zivém organismu.
Vystupem této metody jsou trojrozmérnd anatomickd a topografickd data z rentgenové
pocitacové tomografie a trojrozmérna vypoctend bioluminiscencni nebo fluorescencni data.
Prikladem této metody je pfistroj IVIS SpetrumCT.

1.3.3 FMT - Fluorescence transillumination tomography

Metoda FMT neboli volné pielozeno fluorescenéni prosvécovaci tomografie je zaloZena na
principu, ze excitacni zafeni v podobé¢ laseri osvétluje objekt z jedné strany a z druhé strany je
pozorovan CCD kamerou. Osvétlovani je fizeno pfes XY rastrovou matici, kterd urcuje smér
jednotlivych excita¢nich zableskli pod objektem. Sledovany objekt (potkan, mys, laboratorni
vzorek) je imobilizovan a zajiStén V kazete, kde musi byt stlacen. Kazeta je poté zasunuta do
ptistroje.

Tomograficka fluorescencni data jsou vypoctena z kompozice koordinati XY zdrojového
excitacniho zafeni a s nim souvisejicim detekovanym emisnim zafenim. Poté je vypocten zdroj
fluorescenc¢niho signalu ve sledovaném objektu. Tento vypocet je podminén kalibraci pied
meéfenim, kterd ur¢i prostorovy utlum fluorescencniho signalu. Ptikladem této metody jsou
ptistroje FMT 1000, FMT 2000 a FMT 4000, jez se lisi v po¢tu excita¢nich zdrojt (lasert)
vpoctu 1, 2 a 4. Vice zdrojové varianty umoziuji detekci vice typti fluorescencni agens
najednou.
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2 Programovani

Kapitola se =zabyva postupem vyvoje 3D rekonstrukéniho algoritmu sestaveného
V programovacim prosttedi MATLAB, jeho jednotlivé faze vyvoje az po vysledny funkcéni
algoritmus. Po vzoru rentgenové pocitacové tomografie, zndmé pod zkratkou CT byl zvolen
postup vypoctu Radonovy transformace, ktera je popsana v kapitole 2.2.3 diplomové prace.

2.1 Dekonstrukce a princip algoritmu

V prvni fazi vyvoje jsem se soustiedil na pochopeni principu interpretace Radonovy
transformace Vv programovacim prostiedi MATLAB, ktera je zastoupena funkcemi R =
radon(l, theta), kde R je proménna ukladajici vystup Radonovy transformace, | je vstupni
matice (obrazek), kterou vkladame do transformace a theta je uhel nebo sada Gihlt, pod kterymi
chceme transformaci uvést. Pokud neni uvedeno jinak implicitné se provadi Radonova
transformace pro theta = 0: 180 neboli pro thly 0°az 180°.

Pro pfevod matice z Radonova prostoru zpét je v programovaci prostfedi definovana funkce
I = iradon(R,dtheta), kde | je proménna ukladajici vysledek inverzni Radonovy
transformace, R je vstupni matice projekci v Radonové prostoru a theta jsou thly projekce,
ktery musi mit shodny pocet s projekénimi maticemi a musi mit konstantni rozdil. Pokud tyto
uhly nejsou presné definované je mozné dosadit za theta proménnou dtheta, ktera definuje
uhlovy rozdil mezi projekcemi.

Pro prvni osvojeni manipulace s obrazem byly v ramci skriptu vytvoteny tii testovaci obrazy,
jejichZ generovani je popsano v uryvku ze souboru progl.m. Obrazky jsou vytvareny do 2D
matice o rozmérech proménné matice a do ni je nasledné matematicky vepsan objekt.
Matematicky rozsah v obrézku je 0 az 1, objekty jsou v hodnotéach 1, 0,8 a 0,3, pozadi v hodnoté
0, tento matematicky rozsah matice je jinak oznacovan jako double.

Na fadcich 10 az 12 jsou vytvofeny matice pro testovaci obrazky, které jsou naplnény
definovanymi obrazci na fadcich 14-22 pro obrazek P1, 24-35 pro obrazek P2 a 39-47 pro
obrazek P3, vSechny generované obrazky jsou k vidéni nize. Ty jsou uzity v souborech
progl.m, prog2.m, prog3.m, progs.m.

Tyto obrazky byly uzity v souboru progl.m Kk testovani dekonstrukce Radonovou transformaci
apoté zobrazeni jednotlivych projekci v rozsahu 0°-170° s 10° krokem. Uelem tohoto
programu bylo zjistit pojeti jednotlivé projekce z pohledu funkce radon, vystup jedné projekce
odpovidd vstupu projekce do dané funkce pro dany uhel. Ackoliv se jednd o fadkovou
informaci, kterou lze vyjadiit jako kfivkovy graf, funkce radon a iradon jej vyzaduji
Vv ¢tvercové matici, kde je dany fadkovy vektor replikovan po celé vysi matice.

Vystup z ¢asti zdrojového kodu vyse byl zpracovan do ilustrace popisujici fungovani algoritmu
Radonovy transformace, bylo vybrano pro ilustraci 5 projekei z 17 vypoctenych a uprostied byl
usazen rekonstruovany obraz.

2.2 Testovani S umélymi daty a realnou predlohou

Dalsi faze vyvoje byla zaméfena na kvalitu rekonstrukce pii pouziti definovaného poctu
projekci a zavislost jejich pozice (thlu), to se vztahuje na soubory prog2.m, prog3.m, progs.m
a prog6.m. Na obrazcich dole je ziejmé, Ze s klesajicim poétem projekci velmi rapidné klesa
kvalita a hlavné ptesnost rekonstrukce vysledného obrazu. U 3 projekci a 5 projekci dokonce
vznika faleSny zdroj signadlu v pravém hornim rohu. Ztejmé je, Ze nejméné nachylné na klesajici
kvalitu rekonstrukce je signal ve formé kruhu (plosného bodu).

Nasledné byla vyuzita data z piistroje IVIS Lumina XR z probihajicich experimentl na
pracovisti IKEM (viz kapitola 4 diplomové prace) a vytvorena data blize odpovidajici realnému
signalu. Stejné jako u generovanych dat byl rozlozen 2D obraz Radonovou transformaci a dam
jako pfedloha vysledného tomografického fezu. Bodovy kruhovy zdroj s rozdilnou intenzitou
smerem k okraji je povazovan za predlohu bodového signalu zatficiho v homogennim prostiedi.
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Na obrazcich dole je vidét vystup pii pouziti stejného algoritmu jako u generovanych dat
s pouzitim redlné predlohy, jelikoz jsou data vysoce kontrastni s pozadim a téméf
centralizovana, je mozné ziskat informaci o zdroji signalu ze vSech rekonstrukci, jeho pfesnost
tvaru vSak s klesajicim poctem projekci klesa stejné jako u testovani na generovanych datech.

2.3 Testovani s realnou predlohou v prostoru

Posledni faze programovani byla zamétfena na uzpiisobeni algoritmu pro zdrojova data, ktera
budou ziskana z kamery, tedy 2D obrazy — matice se spole¢nou osou rotace ve stiedu
rekonstruovaného prostoru. V této dob¢ jesté nebyla k dispozici naméiena data a pro testovani
algoritmu byla uzita op¢t pfedloha na zakladé redlnych dat ze zatizeni IVIS Lumina XR, avSak
tentokrat byly uzity jako zdrojové obrazy z teoretickych kamer s riznymi uhly.

Kazdy obraz zastupoval jednu kameru a rekonstrukce zdjmového prostoru probihala
vodorovné, tedy spolecné osa rotace obrazil byla horizontéalni, jeden sloupec kazdého obrazu
vyznacoval jednu fadkovou projekci pro inverzni Radonové transformaci. Vysledny pocet
vrstev odpovidal pixelové §itfi obrazu a velikost rekonstruovanych obrazi odpovidala vysce
zdrojového obrazu.

Vystupem tohoto algoritmu je trojrozmérna matice, jejiz prvni dva rozméry (X,Y) jsou 2D
tomografické rekonstrukce, které jsou vystupem inverzni Radonovy transformace a tteti rozmér
(Z) je potadi téchto 2D matic za sebou. V piipadé tohoto testovani se jednalo o matici o rozméru
500 x 500 x 500, pticemz vypocet rekonstrukce probehl pouze u vrstev (Z) 201 az 300. Na
obrazku dole je tomograficka rekonstruovana vrstva s poradovym ¢islem 250.

Obrazek 1- rekonstruovany tomograficky rez, vrstva 250

2.4  Aplikace algoritmu na naméiena data

Pro finélni fazi programovani jsou zapotiebi readlné data, ktera budou ziskdna béhem testovani
a piipadn¢ dle nich lze rekonstrukéni algoritmus modifikovat. Tato aplikace a pfipadna
adaptace probehne az nasledné€ po testovani uvedeném nize.
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3 Navrh konstrukce

Zasadnim spolecnym parametrem vSech navrhi jsou technické vlastnosti setu kamery a optické
soustavy (objektivu), které jsou pro kazdou sestavu unikatni. Z nich nejvyznamnéjsi je parametr
pracovni vzdalenosti optické soustavy, ktera je popsana v kapitole 3.3.2 diplomové prace.
Vzdalenost objektivu a sledovaného predmeétu totiz ur¢uje minimalni polomér oblouku rotace
kamery kolem pfedmétu v jakékoliv variant€ a s tim i minimalni rozméry snimaci komory, aby
se do ni takovyto oblouk vesel i s pfisluSenstvim a pracovnim prostorem okolo (napi. pro

prislusenstvi, datové a napdjeci kabely apod.).

3.1 Konstrukce testovaciho drzaku

Pro ucely testovani kamery, kterd prosla vybérem a byla u ni prokazana funkéni schopnost
snimani bioluminiscen¢niho signalu, byl vytvofen drzdk. Z diivodu nutnosti umisténi do
soucasného piistroje, uzivaného pro porovnani, byly rozméry drzaku limitovany vnitinimi
rozméry snimaci komory pfistroje IVIS Lumina XR. Drzak byl konstrukéné definovan na
kameru G2-3200 suzitim rozméru vypoctenych v kapitole 7 diplomové prace anasledné
otestovanych. S pomoci tohoto drzaku ma byt ovétena funkénost rekonstrukéniho algoritmu
popsaného v kapitole 6 diplomové prace.

Pocet thld a rozsah snimani byl omezen vnitinimi rozméry snimaci komory pfistroje IVIS
Lumina, které jsou uvedeny v technickém listu jako Imaging Chamber Interior Dimension
S rozméry 43 x 38 x 43 cm (W x D x H), neboli Sitka x hloubka x vyska. Rozmér zakladni desky
drzéaku byl tedy urcen na 40 x 40 cm z diivodu manipulacéni rezervy. Zdvojend podstava kolma
k zakladni desce byla se stejného diivodu stanovena na spodni hrané na 35 cm. Na ilustraci
nahofe je vyznaleny dil derné. Cervené jsou vyznaceny uhly snimani -24°, -12°, 12°, 24° a
zelen¢ uhly -20°, -15°, -10°, -5°, 5°, 10°, 15°, 20° a modfe je vyznaena spole¢na vychozi
pozice 0°. Zluté je uveden obrys kamery v odpovidajicich rozmérech ve vychozich a krajnich
pozicich. Zarovei ilustrace vysvétluje maximalni rozsah -24° az 24°, jelikoz v téchto pozicich
je kamera na hran¢ vymezeného prostoru limitovan€¢ho vnitinimi rozméry snimaci komory.

3.2 Konstrukce snimaci komory

Na zékladé¢ testovani bylo odpozorovano, Ze je potfeba konstrukce samostatné komory nebo
jinak black boxu, jelikoz je nutné zajistit svétlotésnost pii snimani bioluminiscenéniho signalu.
Tato komora bude shodné pro vSechny nasledujici navrhy a lisit se miZze pouze v rozmérech.
Zakladni konstrukci zajisti montované hlinikové profily Ctythranné s drdzkou, které se
konvencné uzivaji pii vyrobé jednotcelovych laboratornich pfistroji. Konstrukce z tohoto
materidlu je pevnd, da se snadno smontovat a do vzniklych drazek se da zasunou vypliovy
material dle volby. Zaroven uz se pro tyto ucely vyrabi i standardizované piislusenstvi — madla,
Sroubovaci nohy, panty, zaviraci systémy, upony.

Samotna komora by mohla byt realizovana jako zatfizeni na stiil nebo samostatné stojici zafizeni
S tim, ze by hlinikové konstrukce bez vypln¢ byla prodlouzena pod snimaci komoru a 0sazena
Sroubovymi nohami. Sroubem nastavitelné nohy slouzi k vyrovnani komory do vodorovné
pozice vV obou smérech pii instalaci v prostoru. VySka této konstrukce by se odvijela podle
ur¢eni, zda u ni bude pracovano v sed€ nebo ve stoje, tak aby byla podlaha snimaci komory
Vv komfortni vySce (ptfiblizné€ jako vyska pracovniho stolu).

3.3 Varianta vice kamer pod raznymi uhly

Za ucelem ziskani obrazovych dat z vice Ghli se nabizi moZnost uZiti vice kamer, pevné
konstrukéné vazané ve svych pozicich viici spole¢né ose rotace. Tato varianta by byla ze své
podstaty nejptesnéjsi, jelikoz by nedochazelo k zddné mechanické zméné, kamery stejného
typu fizené jednim pocitacem by snimaly signal soucasn¢ se stejnym nastavenim.
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Tato varianta by vyzadovala zapojeni kamer umoznujici propojeni kamer s pocitacem, coz by
pfi pouziti USB bylo velmi naro¢né a maximalni pocet kamer by byl limitovan poctem USB
porti na fidicim PC, zarovenn bylo by nutné extra vést elektrické napajeni kamer. Moznou
modifikaci je propojeni kamer s fidicim pocitaCem pies ethernet kabely umoznujici zaroven
napajeni POE, toto zapojeni zahrnuje specialni router s technologii POE, do kterého jsou
kamery zapojeny a z n&j uz pouze jednim datovym kabelem je zapojeny fidici pocitac. Jelikoz
V soucasné dob¢ tato technika operuje na rozhrani GigE (Gigabyte ethernet), jsou datové
prenosové rychlosti celé soustavy dostate¢né vysoké, aby zajistila hladky priabéh méteni.
Zasadnim bodem proti této varianté¢ je financni naroCnost celé soustavy, ktera ji eliminuje
z feSeni. Z vyvoje algoritmu (viz kapitola 6 diplomové prace) vyslo najevo, Ze pro ziskani
pouzitelnych dat by bylo zapotiebi 5 Ghli snimani, coz by znamenalo cenu 5 kamer a 5
objektivii.

3.4 Varianta jedné kamery pod riiznymi tihly

Pro vytvoreni funkéni varianty, kterd by kombinovala vySe zminény princip a byla konstrukéné
a finan¢n¢ dostupna je feSenim pouziti jedné kamery, kterd by ménila svoji polohu, jako to bylo
unavrhu konstrukce testovaciho drzaku. Ten mél vSak zasadni nedostatek s casovymi
prodlevami pii pfendavani kamery z pozice na pozici.

V tomto feSeni by byla kamera umisténa na rameni, které¢ by rotovalo podle mechanické osy
shodné s osou zobrazovaci. Upevnéni kamery na tomto rameni by garantovalo konstantni
pracovni vzdalenost od sledovaného objektu umisténého v 0se rotace a oproti testovacimu
navrh by odpadlo korigovani stfedu obrazu po kazdém piendani. Rameno by se otacelo pred
deskou, kterou pracovné mizeme nazvat jako thelnik, jelikoz na ném budou vyznaceny thly
snimani, vii¢i kterému bude rameno s kamerou zaaretovano. Aretace by probihala spojovacim
kolikem, ktery by pevné spojil rameno kamery v jejim geometrickém stfedu a thelnik v otvoru
vymezujici pfedem nastaveny tthel sniméani.

3.4.1 Modifikace s elektrickym posunem

Pro ziskani lepsi kvality méteni a vice dat z vice sérii sledovani by bylo potieba ponechat po
celou dobu méfeni uzavienou komoru a zefektivnit pfesun mezi pozicemi bez ¢asovych pauz.
Toho 1ze dosdhnout motorizovanym posunem kamery mezi pozicemi, ktery by garantoval
zménu pozice rychlej$i nez manualni prenastaveni a dostateCnou piesnost pro rekonstrukéni
algoritmus.

Zustane tedy zachovana stejna konstrukce, jak je popsana v kapitole 7.4 diplomové prace, kdy
je kamera umisténa na ramenu a rotuje kolem spolecné osy mechanické i zobrazovaci. Do osy
otaceni je vlozen krokovy motor s redukéni ptrevodovkou pro dosazeni dostatecného krouticiho
momentu, aby otd¢eni bylo plynul¢ a hmotnost kamery a ramene neovliviiovala piesnost
polohovani. Krokovy motor ma definovany pocet pulsti na otacku. Oto¢eni osy motoru o 180°
je tedy definovéano urcitym poctem pulst, pokud se pouzije redukéni prevodovka s pomérem
1:4, je pocet pulsii na otoceni celé osy o 180° Ctyfnasobek.

4 Experiment

Pro potieby diplomové prace bylo nutné ovéfit ziskané teoretické poznatky v praktickém
méfeni. Vytypované kamery bylo nutné otestovat piimo v laboratofi IKEM, kde jsou
k dispozici zijici subjekty schopné generovat bioluminiscenéni opticky signal. Kamery na
testovani od vyrobce Balsler byly zapijceny firmou ATEsystem, s.r.o a kamera G2-3200 byla
zapujcena firmou Moravské pfistroje a.s., obé zaptjcky byly finanéné garantovany firmou
Experientio, s.r.o.
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Popis méreni

Okolni podminky: Laboratorni mistnost bez oken s aktivni ventilaci udrzujici teplotu mistnosti pod 24°C,
V mistnosti se nachazi optické zobrazovaci zafizeni S anesteziologickym piistrojem s otevienym inhalacnim
okruhem (anesteticky plyn je vydechovan do prostoru), kamera byla umisténa do temného boxu, zdrojem svétla
pro manipulaci bylo konvenéni osvétleni mistnosti, které bylo v prub&hu testovani vypnuto a kamera byla
ovladana mimo mistnost

Subjekt: celosvitici laboratorni potkan (Rattus norvegicus) reagujici na luciferin— sami¢ka

Agens: 0,2 ml luciferin, koncentrace 6 mg / ml, intraperitonealni injek¢ni aplikace nebo intramuskularni injek&ni
aplikace panevni koncetina dexter

Sestava 1

Kamera: BASLER acA2000 — 50gmNIR, ID: 106159 - 18, S/N: 21961203, GigE (UTP kabel)

Cip: CMOSIS CMV2000 NIR - enhanced, Rozliseni: 2048 x 1088, Velikost pixelu: 5,5 x 5,5 um, Plocha
snimace: 2/3"

Objektiv: Computar 12 mm, M1214-MP2, f12mm, C-mount, 2/3*, M30.5x0.5

Sestava 2
I§amera: BASLER acA2440 - 20gm, I1D: 107212 — 03 P, S/N: 22021768, GigE (UTP kabel)
Cip: Sony IMX264, Rozliseni: 2448 x 2048, Velikost pixelu: 3,45 x 3,45 pm, Plocha snimace: 2/3"

Objektiv: VS25-25085/C, f25 mm, C-mount, S/N: 215045318

Sestava 3
Kamera: G2-3200, Moravské pfistroje (Moravia instrument), ID: 2787, S/N: G2FK3200-002787, USB 2.0
Cip: KAF-3200ME, Rozliseni: 2184 x 1472, Velikost pixelu: 6,8 x 6,8 um, Plocha snimace: 14,9 x 10 mm

Objektiv: Canon EFS 18-55 mm, @ 58 mm, ID: 3960508113

Referenéni porovnani: 1VIS Lumina XR

60 s expozice, ihned po aplikaci injekce

Pro ucely testovani bylo pii kazdém méfeni ovétena pfitomnost bioluminiscenéniho signalu na zac¢atku a na
konci soucasné uzivanym pfistrojem IVIS Lumina XR.

4.1 Zavér testovani I

Testovani I prokézalo, ze kamera BASLER acA2000 — 50gmNIR v této konfiguraci neni
schopna zachytit bioluminiscenéni signal. Zarazejici je vSak chovani kamery pii samotném
méteni, kdy se 90 % rozsahu nastaveni expozi¢niho ¢asu stalo nepouzitelné v disledku saturace
obrazu. Toto shledani bylo konzultovano s ¢eskym dodavatelem i némeckym vyrobcem.

4.2 Zavér testovani I1

Testovani II provéfovalo schopnost detekce Sestavy 1 modifikovanou, Sestavy 2 a Sestavy 3.
Bylo tspésné prokazano, ze kamera G2-3200 (Sestava 3) je jako jedina z vytypovanych
schopna detekovat a zaznamenat bioluminiscen¢ni signal.

4.3 Testovani III

Pro druhé snimani byl aplikovdn na miru vyrobeny drzék s vymezenim snimacich hld, aby
bylo mozné ziskat data pro testovani rekonstrukéniho 3D algoritmu. Byly pouzity thly 0°, - 24°,
24°,12° a - 12°, ale pro posledni dvé polohy nebyl ziskdn odpovidajici signal, jelikoz bylo uz
vice jak 1 hodinu a 5 minut po injekei luciferinu a doslo k poklesu bioluminiscen¢niho signalu,
tak ze jej kamera jiz nedetekovala, ale zdvérecné ovéteni jej jeste prokazalo.
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Obrazek 2 - kombinace obrazi G2-3200 pod thlem 0° expozice 1s + expozice 40s dark korekce, lookup fire,
pramérovaci filtr

4.4 Sumarizace

Pocet testovani i jejich délka byl limitovan samotnym principem této metody, jelikoZ jak uz
bylo feceno pro vytvoreni bioluminiscenc¢niho signalu je zapotfebi zivy organismus a jinym
zpusobem nebylo mozné testovani kamer provést. Délka meéfeni kromé samotného
biologického poklesu exprese luciferinu byla limitovana maximalni bezpecnou délkou
anestezie jedince (subjektu). Pti anestezii delsi neZ 1,5 hodiny stoupa riziko tthynu jedince.

5 Rekonstrukéni algoritmus

S prvnimi naméfenymi redlnymi daty bylo teprve mozné smétovat vyvoj algoritmu do finalni
faze. Oproti testovacim variantdm bylo nutné definovat pfesné¢ vstupni data, kterd byla pred
pouzitim modifikovéana a nahrat je oddélené. Dale po dobu testovani s redlnou piedlohou byla
vstupni data do rekonstrukce shodna ze vSech smért. Tento vstup do algoritmu byl upraven,
aby vstupni redlna data odpovidala jejich skute¢né pozici.

5.1 Projekce vystupu z algoritmu

Vystupem rekonstrukéniho algoritmu je stack rekonstrukci ulozené ve formatu TIFF. Ten vSak
lze prohlizet v programu Matlab pouze po jednotlivé vrstveé. Otevienim stacku TIFF
v programu ImageJ umoznuje volné a rychlé listovani v jednotlivych vrstvach. Taktéz je mozné
si stack zobrazit v ortogonalni projekci, ktera zobrazi stack ze 3 stran: ze predu (XY) tak jak
jsou fezy, ze shora (XZ) a bo¢ni pohled (YZ). Horni pohled (XZ) odpovidéa zobrazovacimu tthlu
0°. Pti posunu po vertikalni ose je vidét vzajemny posun projekci z horniho pohledu. Zaroven
je mozné se v ramci jednotlivych projekci pohybovat a sledovat svoji pozici pomoci zlutého
navigac¢niho kiize.
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Obrazek 3 - tomograficky rez 5 projekéni rekonstrukei s ortogonalnimi projekcemi

6 Moznosti dalSiho vyuziti

Tato metoda ma zifejmé nedostatky, uz jak bylo popsano V diplomové praci pii vyvoji
konstrukce a rekonstruk¢niho algoritmu, a je zde velky prostor pro dalsi vyvoj, ktery se mize
zamétit na zkvalitnéni akvizice dat, jejich lepsi filtraci a nasledného vypoctu rekonstrukce. Dale
by bylo potieba k vyrobenému samotnému piistroji, tak jak byl popsan v kapitole 7.3
diplomové prace, vybudovat komplexni software, ktery by zkombinoval vSechny funkce
v jednom programu: tedy akvizici aupravu dat, rekonstrukci a projekci (kterou nyni
zastupovaly 3 rizné programy).V ramci diplomové prace byly definovany konstrukéni prvky
ke stavbé pftistroje, jejiz zdkladnim kamenem je kamera konstrukce CCD dostate¢né citliva pro
detekci bioluminiscenéniho signélu (viz kapitola 8.3 diplomové prace). Ta musi byt umisténa
do svétlotésné komory vyrobené na miru podle vlastnosti celé optické soustavy (kamera +
objektiv), tak aby se do ni veSel oblouk pro snimani s minimalnim polomérem pracovni
vzdalenosti (WD), tak jak je popsano v kapitole 7 diplomové prace. Jak se ukazalo v prub&hu
zpracovani diplomové prace, neni k dispozici vhodny software pro rekonstrukci
bioluminiscenénich dat v 3D prostoru. Z toho divodu byl v programovacim prostiedi Matlab
vyvinut vlastni rekonstrukéni algoritmu, jehoz popis se nachazi v kapitole 6 a 9.2 diplomové
prace.
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7 Zavér

V ramci této diplomové prace byly analyzovany moznosti konstrukce zatizeni pro trojrozmérné
zobrazeni optického signalu aplikovatelného ve specifickych podminkach bioluminiscen¢niho
métfeni. Byl zdokumentovan vyvoj vlastni konstrukce pfistroje, ktery by takovy zplsob
zobrazovani umoznoval. Proto bylo nejprve nutné vytypovat a nasledné otestovat kamery
schopné snimat opticky bioluminiscencni signal. Tato problematika se ukézala jako
bylo nutné otestovat na pracovisti IKEM na zivych subjektech pro schopnost detekce
bioluminiscen¢niho signalu. Mozné kamery byly vytipovany na zdkladé¢ parametrii
bioluminiscence a piedpokladané citlivosti Cipu, aby ji kamery mohly detekovat. Piestoze
zadna komer¢né dostupna kamera neni primarné uréena k detekovani bioluminiscence, podatilo
se jednu kameru sestavit na zadklad¢ pribézného testovani.

Pti absenci dostupného software pro rekonstrukci optického signalu v trojrozmérném prostoru
byl vyvinut vlastni algoritmus v programovacim prostiedi Matlab na principu Radonovy
transformace. Ten byl v prubéhu vyvoje testovan na umélych datech, poté na datech z realné
ptedlohy a ve vysledku na redlnych datech naméfenych kamerou a za pomoci zafizeni vlastni
konstrukce.

Komplexni feSeni diplomové prace umoznilo koncipovat funkéni experimentédlni pfistroj
schopny detekce a zdznamu bioluminiscen¢niho signalu v trojrozmérném prostoru a jeho
matematickou rekonstrukci do tomografickych obrazli. Samotnd konstrukce pfistroje je
v diplomové praci prezentovdna uspesné aplikovanym testovacim drzakem pro moznosti
sniméni pod riznymi thly a 3D modely ndvrhti laboratorniho pfistroje vytvorenych na zékladé
ziskanych poznatkil pii zpracovani problematiky. Pfinosem diplomové prace je téz vytvoieny
matematicky algoritmus, potiebny k rekonstrukci dat v trojrozmérném prostoru a jehoz
funk¢nost byla ovéfena.

Na zavéry této diplomové prace je mozné navéazat v dal$im vyzkumu, ktery by zpracované
poznatky dale rozvinul. Na zaklad¢ predstavenych 3D modelti z Autodesk Inventor by bylo
mozné vyrobit experimentalni zatizeni, ke kterému pak bude s vyuZitim vyvinutého algoritmu
a ziskanych poznatkl vytvotreno komplexni programové prostiedi zahrnujici v§echny potiebné
softwarové funkce (akvizice, rekonstrukce, projekce) do jednoho programu s grafickym
rozhranim.
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