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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na piipravu a optimalizaci molekulové imprintovanych polymera
(MIP) selektivnich pro chymotrypsinogen A a vyuziti téchto MIP jako rekogni¢ni entity
v senzoru. MIP byly pfipraveny pomoci suspenzni polymerizace za vyuziti smési funkénich
monomert na bazi metakrylatu. U pfipravenych MIP byla provedena optimalizace (napiiklad
vazebné vlastnosti, selektivita a izolace chymotrypsinogenu z komplexni matrice lidského
dechu) byly provedeny za pomoci kapilarni elektroforézy s fluorescenéni detekci (A =532 nm).
Na zavér byla demonstrovana kombinace MIP s kiemennymi mikrovahami jako slibny sensor
umoziujici detekci bilkovin z kondenzatu lidského dechu.

KLICOVA SLOVA

Molekulové imprintované polymery, kyselina metakrylatova, funkéni monomery, kiemenné
mikrovahy, chymotrypsinogen



ABSTRACT

The diploma thesis is focused on the preparation and optimization of molecularly imprinted
polymers (MIP) selective for chymotrypsinogen A as well as on the use of these MIP
as recognition entities in the sensor. MIP was prepared by suspension polymerization using
amixture of functional methacrylate-based monomers. Prepared MIP was optimized
(e.g. binding properties, selectivity and isolation of chymotrypsinogen from a complex matrix
of human breath) by capillary electrophoresis with fluorescence detection (A =532 nm). Finally,
the combination of MIP with quartz microbalances was demonstrated as a promising sensor
for the detection of proteins from human breath condensate.

KEYWORDS

Molecularly imprinted polymers, methacrylic acid, functional monomers, quartz crystal
microbalance, chymotrypsinogen
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1 UvOoD

Diplomova prace je zaméfena na vytvoreni sensoru vyuzivajiciho molekulové imprintované
polymery (MIP) jako rekogni¢ni element pii detekci markerti onemocnéni z kondenzatu dechu.
Diagnostika z dechu (¢i jeho kondenzatu) si ziskava posledni dobou stale véts$i popularitu,
protoze piedstavuje jednoduchy, bezbolestny a Casové nendrocny odbér. Dechové analyza
by tak v budoucnu mohla nahradit krevni testy ¢i biopsii.

K detekci latek z kondenzatu dechu se v souCasné dobé pouziva nejcastéji plynova
chromatografie, hmotnostni spektrometrie, vysokoucinna kapalinovd chromatografie,
infraCervena spektroskopie atd. Tyto metody jsou vSak finanéné nakladné, nemobilni, vyzaduji
vyskoleny persondl a neumoznuji detekci v redlném case. Sensor navrzeny v diplomové praci
by v budoucnu mohl potencialné umoznit detekovat proteiny z kondenzatu lidského dechu,
a tak pomoci vcas identifikovat onemocnéni a zahdjit efektivni 1écbu.

Jako rekogni¢ni element sensoru byly zvoleny misto béZné pouZzivanych protilatek
syntetické receptory — MIP. MIP umoziuji vytvaret specifickd vazebnd mista selektivni
pro otiskovanou molekulu v polymerni vrstvé. Tyto syntetické receptory maji v porovnani
S pfirodnimi protilatkami mnohem lepsi stabilitu (odolavaji vysokym teplotdm, tlakiim,
pusobeni rozpoustédel, ptisobenim kyselych ¢i bazickych podminek, vlivu enzymt apod.),
jejich vyroba neni finanéné ndkladnd a je mozné je pouZit opakovateln€. Spojeni MIP
s kifemennymi mikrovahami (QCM), ptedstavuje jednoduSe sestavitelny, ptenosny, citlivy,
jednoduchy na obsluhu a cenové dostupny sensor. Tato technika by mohla nalézt uplatnéni
zejména v lékafstvi a usnadnit tak sloZitou diagnézu pomoci komplexnich a invazivnich
odbéra.

V diplomové praci byl vybran jako modelovy protein chymotrypsinogen A. Po optimalizaci
krokti ptipravy MIP by nemél byt problém pievést metodu na jiny protein, ktery se redlné
vyskytuje v dechu a poskytne informaci o zdravotnim stavu pacienta. Cena téchto proteint
je v8ak vyrazné vyssi nez cena chymotrypsinogenu, proto je vyhodné&jsi optimalizovat metodu
s cenové dostupnéjSim modelovym proteinem. Veskeré optimalizace pied pirevedenim
na senzor (QCM ¢ipu) byly provedeny pomoci kapilarni elektroforézy s fluorescencni detekci.
Na zavér byla demonstrovana kombinace MIP s kfemennymi mikrovdhami jako slibny sensor
umoziujici detekci bilkovin z kondenzatu lidského dechu.



2 CILE PRACE

1. Zakladni reSerSe o dané problematice

2. Priprava a optimalizace castic molekulové imprintovaného polymeru selektivniho
pro zvoleny marker

3. Ovéfeni selektivity pfipraveného materidlu a izolace markeru z redlného vzorku

4. Vyhodnoceni vlastnosti pfipravenych imprintovanych materialti



3 TEORETICKA CAST

Rychlé identifikace riznych onemocnéni umoznuje brzké zahdjeni 1é¢by a zvySuje nadéji
na zotaveni pacienta. Z tohoto diivodu je snaha vyvijet spolehliva, levna a citliva zatizeni, ktera
jsou schopna snadné a rychlé identifikace markeru daného onemocnéni. Vyvoj novych sensorti
ma velky vyznam zejména v oblasti biotechnologie, mediciny a farmacie [1, 2]. V soucasné
dobé¢ se pro stanoveni markerti onemocnéni vyuziva hlavné lidskych télnich tekutin jako jsou
krev, mo¢, sperma, pot, sliny atd. Odebirani téchto tekutin mizeme rozd¢lit na invazivni
a neinvazivni viz obrazek 1 [3, 4]. V dnesni dob¢ je snaha ziskavat biologické vzorky pacientt,
pokud mozno, co nejmén¢ invazivni cestou. Proto v nedavnych letech ziskala velkou pozornost
detekce onemocnéni z dechu nebo jeho kondenzatu. Odbér dechu je jednoduchy, rychly
a neinvazivni. Navic je v dechu obsazeno velké mnozstvi latek (t€kavé slozky, plyny, netékavé

molekuly nebo proteiny), které ndm mohou poskytnou diilezité¢ informace o zdravotnim stavu
pacienta [3, 5]. V nedavné dobé byla vypracovana i databaze (https://hbdb.cmdm.tw/), ktera
ma za ukol shromazd’ovat informace o latkach obsazenych v dechu a jejich roli v detekci
onemocnéni, coz svédéi o rostoucim potencialu stanoveni onemocnéni z dechu.

‘R Tkané — bunky
Obrazek 1: Typy odbéru vzorku: Neinvazivni (krev, moc, slzy), mdlo invazivni (krev), velmi

invazivni odbér vzorkii (thané — buriky) [3]

Na celém svété jsou plicni onemocnéni jedny z nejcastéjSich zdravotnich problémil
zahrnujici naptiklad chronické zanéty [6]. V soucasné dob¢ jsou k odbéru vzorku pro diagnozu
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plicnich onemocnéni nejpouzivangjsi a nejuzndvangjsi biopsie plic, bronchoalveolarni lavaz
nebo odebirani pleuralni tekutiny. Jejich odbér je invazivni, naro¢ny a pii odbéru musi byt
pouzity sedativa. Z tohoto diivodu je analyza vydechovaného dechu slibnou alternativou. Jedna
se 0 neinvazivni lékatsky diagnosticky postup, ktery nam poskytuje velké mnozstvi informaci
o zdravotnim stavu pacienta. Je vhodny i pro déti a starsi osoby. Odbér vzorku je jednoduchy,
¢asove nenarocny, cenoveé dostupny a detekovatelny v redlném case napiiklad oproti krevnim
testtiim, které jsou invazivni a nepiijemné pro pacienta. Dechova analyza by timto v budoucnu
mohla nahradit krevni testy, popiipadé biopsii plic, bronchoalveolarni lavaz atd. [3, 5].

Mnozstvi a sloZeni latek ve vydechovaném dechu se méni v zavislosti na zdravotnim stavu
pacienta, naptiklad sladka acetonova viné v dechu miize naznacovat nekontrolovany diabetes,
rybi zatuchly pach v dechu souvisi s onemocnénim jater jako je steatdza jater, ¢i zapach
podobny moci byva spojovan se selhanim ledvin [7, 8]. Vysoké koncentrace hexanalu
a heptanalu jsou spojovany s rakovinou plic. Z dechu mize byt detekovana také tuberkuloza,
schizofrenie, cysticka fibroza atd. Nékteré zmény v profilu vydechovaného dechu byly
pozorovany I u téhotnych zen postizenych preeklampsii. Z dechu je mozné diagnostikovat
i urCité onemocnéni, sledovat jednotlivé metabolické procesy v téle, popiipadé ucinnost
lécby [7, 9, 10].

Analyza dechu muze byt provedena ptimym odbérem (on-line analyzou) nebo muze byt
provedena pomoci vzorkovacich nadob/lapact (off-line analyza). Obé tyto analyzy maji
své vyhody i nevyhody, které jsou znazornéné v tabulce 1.

Tabulka 1: Shrnuti vyhod a nevyhod vyuzitych pri off-line a on-line analyze

Vyhody Nevyhody Reference
Snadna pieprava, ,
. Vysoky obsah vody ve
skladovatelnost pred . L
samotnou analyzou, vzork vzorcich, odbérova
u zou, , 1o v
se nejcastéji uZhovéva'i V«Z/ nadoba by mela byt
Off-line analyza ) L, ! ] . J inertni, odolna, snadna [11]
sbérnych nadobach, i o
. ] manipulace, mize
polymernich vacich, ., o
o, Y, dojit ke kontaminaci
hlinikovych séaécich, vzorku
sklenénych lahvickach atd.
Jednoznacna identifikace
vzorku, presna kvantifikace | Vysoky obsah vody ve
pfimo ve vydechovaném vzorcich, vysoké
On-line analyza dechu v realném Case, pfi | naklady na analytické [12, 13]
kterém nedochazi nastroje a vyzaduje
K zaneseni exogennich zkuSené pracovniky
necistot pii odbéru vzorku
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S analyzou vydechovaného dechu tzce souvisi i tzv. vzorkovani dechu. Vydechovany dech
nema stejné slozeni ve vsech ¢astech vydechu, proto Ize dech podle koncentraci nékterych latek
(jako je naptiklad CO2) rozdélit do 3 zakladnich fazi:

e Pfi prvni fazi je vydechovan vzduch z dychacich cest, ktery se nedostal do plic — nizka
koncentrace COx.

e V druhé fazi se vzduch smicha se vzduchem pacientovych plic — rostouci koncentrace
CO..

e Pro diagnostické ucely ma nejvétsi vyznam tieti faze (tzv. alveolarni). V této fazi
je vydechovan vzduch z plic — koncentrace CO: je v této fazi viceméné konstantni.
Dech v této fazi obsahuje vysoké koncentrace endogennich t€kavych organickych latek
(VOC) a minimalni mnozstvi kontaminujicich latek.

Vizualizaci jednotlivych fazi dechu lze monitorovat také pomoci zafizeni nazyvaném
kapnometr. Dale také existuji zafizeni, ktera umoznuji manualni nebo automatické odstranéni
prvni a druh¢ faze [14, 15]. Nejednodusi typ odbéru vydechovaného dechu je vSak tzv. smiSeny
odbér, ktery zahrnuje vSechny tii faze. Velkou vyhodou tohoto odbéru je jeho jednoduchost,
na druhou stranu neposkytuje nejlepsi kvalitu vzorku, protoZze dochazi k vétsi kontaminaci latek
vyskytujicich se v prostfedi Gist a nosu [14].

Vydechovany dech se sklada pfevazné z anorganickych slouc¢enin (N2, Oz, CO2, vodnich par
atd.), tékavych organickych latek (aceton, ethanol, atd.), menSich netékavych molekul
(adenosin trifosfat, 8-isoprostan, 3- nitrotyrosin, peroxid vodiku) a bilkovin (pepsin, cytokininy
atd.) [6, 12, 14, 16-18]. Piinos analyzy téchto jednotlivych slozek bude diskutovan
Vv nasledujicich podkapitolach.

3.1 Analyza anorganickych sloucenin v dechu

Vydechovany dech obsahuje pfedevsim molekuly H2O a CO, VétSina tékavych latek
je rozpustna ve vod¢€. Analyza anorganickych molekul miize poslouzit k monitorovani zanétu
plic a poskytnout informace o patofyziologii zanétlivych onemocnéni. Piikladem je n€kolik
mediatori jako je H202, NO, CO, NHs*, CSy, Na*, K*, CI" [6, 19-21]. Vydechovany oxid
dusnaty (NO) je v soucasné dob¢ pouzivany biomarker pii diagnostice astmatu. Oxid dusnaty
je enzymaticky produkovan v lidskych dychacich cestach u zdravych jedinct. Koncentrace
oxidu dusnatého se zvySuje béhem zanétu dychacich cest, jako je astma nebo bronchiektazii
[22]. Dalsim piikladem muze byt zvySena koncentrace amoniaku pii onemocnéni ledvin, jater
a peptickych viedu [17, 20, 23]. Nejcastéji se analyza anorganickych molekul provadi pomoci
kapilarni elektroforézy, hmotnostni spektrometrie, infracervené spektroskopie, kapalinové
a plynové chromatografie, [17, 21, 22].

3.2 Analyzy tékavych latek v dechu

V soucasné dobé ziskala analyza tekavych organickych slou€enin (VOC) ptitomnych
pii vydechu obrovsky zajem, ktery souvisi pravdépodobné s pokrokem analytickych technik
a nanotechnologii. Tato metoda slouzi pro detekci onemocnéni, terapeutické monitorovani
a monitorovani metabolického stavu VOC pfitomnych ve vydechovaném dechu. VOC
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se nenachazi pouze ve vydechovaném vzduchu, ale také je lze stanovit z moc¢i a z hlend,
ale nejsnadnéjsi odbér je z vydechovaného vzduchu, ktery ma zna¢nou vyhodu oproti ostatnim
klinickym vzorkiim a to niz$i pocet interferujicich latek s komplikovanéjsi matrici a sbér
Ize opakovat tak Casto jak je potieba aniz by se ménily tekutiny pfitomné na povrchu plic [5,
18].

VOC muzeme rozd¢lit na tii typy:

e Endogenni VOC, které pochazeji bud’ z vnitinich metabolickych d&ji. Tyto VOC maji
potencial poskytnout informace o fyziologickém stavu jedince. Nékteré endogenni
VOC v dechu byly navrzeny jako uzitecné preklinické biomarkery riznych onemocnéni
(rakovina plic, rakovina prsu ¢i jaterni cirhdza).

e Mikrobialni VOC vznikaji pfi metabolismu mikroorganismu uvniti lidského téla (napft.
mikroorganismy obyvajici Usta, plice, stfeva) a mohou pomoct pfi identifikaci patogend.

e Exogenni VOC pochazeji z vnéjsich prostiedi (napt. pieplnéné budovy, dopravni
prostiedky). V tomto ptipadé monitorovani dechu umoziuje detekovat rizika spojena
S expozici prostiedi [14, 24].

Vydechovany vzduch tvofi nejéastéji smés dusiku, kysliku, oxidu uhli¢itého, inertnich
plynt, vodnich par a tékavych organickych sloucenin [25]. Nejjednodussi uhlovodik
nachazejici se ve vydechovaném dechu je methan pochazejici z rozkladu nestravenych zbytkt
v tlustém stfeveé, izopren je vyluovan pii syntéze cholesterolu [26], ethan a pentan
je produkovan pii peroxidaci mastnych kyselin nebo u pacientti trpicich n€kolika chronickymi
onemocnénimi plic, jako astma a cysticka fibroza [7], aceton vznika pii metabolizaci sacharidd
a tukd u diabetikt pii ketoacidoze [27]. Metabolicky ethanol je soucasti anaerobni glykolyzy
(v niz8ich koncentracich nez po poziti alkoholickych napoji), existuji také silné indikace,
ze endogenné produkovany ethanol, je spojen s nadmérnym mnoZenim bakterii ve stievé [28].
Doposud vsak jen n€kolik sloucenin detekovanych v dechu prokazaly svou hodnotu jako
biomarkery. V tabulce 2 jsou srovnany enviromentalni koncentrace (koncentrace okolniho
vzduchu) a alveolarni koncentrace (koncentrace vydechovaného dechu pfi 3. fazi) [14].
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Tabulka 2: Rozsah enviromentdlni a alveoldrni koncentrace [9]

267-1 789 259-3 021
196 34-1 820 269 43-1 840
924 71-6 244 532 47-8 668
55 12-352 102 20-622
217 52-2 432 721 116-10 179
20,8 5-262 160 17-428
79 16-2 093 98 31-619
6,1 0,1-21 11,7 0,9-85,7
5,2 0,1-22,1 5,8 0,6-25,9
19,5 4,6-679,5 18,7 4,1-500,1
10,3 4,3-25,7 59 3,1-16,7
77 17-302 118 14-737

3.3 Analyza menSich netékavych molekul v dechu

V soucasné dob¢ se zvySuje zajem o analyzu netékavych molekul v dechu. Netékavé latky
Vv dechu jsou napiiklad organické molekuly (mocovina, organické kyseliny, aminokyseliny
a jejich derivaty), peptidy, povrchové aktivni latky a makromolekuly (DNA) [6, 29]. Tyto latky
mohou umoznit véasnou identifikaci zanétu, oxidac¢niho stresu ¢i rakoviny plic [30, 31].

3.4 Analyza proteinii v dechu

V dnesni dobé se zvysuje zajem o vyzkum proteint v kondenzatu vydechovaného dechu, ktery
kondenzuje pii nizkych teplotach [32]. Prokazany byly zmény v profilu proteinti vylu¢ovanych
pii vydechu z plic mezi zdravymi a nemocnymi jedinci, lze je také pouzit k v€asné detekci
a monitorovani nekterych z patologickych onemocnéni plic a k ucinnosti 1écby [6, 33].
Napiiklad pomoci analyzy proteinl je mozné rozliit mezi sebou kufaka a nekuiaka, protoze
dech kutaka obsahuje vyssi koncentraci proteint jako je cytokeratin a kalgranulin B [33]. Navic
veédecké studie odhalily potencialni biomarkery proteinti pro astma, chronickou obstrukei plic
a rakovinu plic [16].
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Dalsim, obdobné sledovanym proteinem obsazenym v kondenzatu dechu je pepsin. Pepsin
je biomolekula s molekulovou hmotnosti cca 34 500 Da [34], ktera se pfirozené vyskytuje
v zaludku, a umoznuje traveni bilkovin. [35]. Za poslednich deset bylo S pepsinem spojovano
mnoho onemocnéni jako jsou napiiklad Laryngofaryngedlni reflux, gastroezofagealni reflux,
otitis media s vypotkem, laryngomalacia, vokalni fasa leukoplakie, rinitida, sinusitida, atrezie
jicnu atd. [36]. Analyza proteinii se provadi nejcastéji pomoci hmotnostni spektrometrie
s povrchové zesilenou laserovou desorpci/ionizaci, dvourozmérmou elektroforézou
a tandemovymi technikami jako je kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

3.5 Kondenzat dechu

Kondenzace vydechovaného vzduchu je alternativni metodou odbéru vzorku [37]. Jedna
se 0 biologickou tekutinu, ktera se sklada z vody, tékavych a netékavych latek [38]. Te¢kavé
nebo Casteéné tékavé latky maji pii télesné teploté znatelny tlak par a z tohoto divodu
je lze vydechovat jako plyn. Netékavé latky (soli, bilkoviny) se vylucuji v kondenzatu dechu
hlavné v malych kapickéch a déle se fedi vodnimi parami. V kondenza¢nim systému zavisi tlak
par t€kavych slouCenin na teplot¢ kondenzace. Pro detekci bilkovin a netékavych slozek
se vétsinou pouziva kondenzat dechu, ktery slouzi k hodnoceni zanétlivych onemocnéni
dychacich cest jako je astma, chronicka obstrukce plic, rakoviny plic nebo syndrom akutni
respiracni tisné [39].

3.6 Predkoncentracéni Giprava vzorku

Pted samotnou analyzou je nutné zvysit koncentraci zkoumaného vzorku, popiipadé¢ danou
latku ze vzorku piimo separovat. Pro docileni lepSi detekce je typické ptredkoncentrovani
vzorku a nasledné detekce pomoci citlivych analytickych zafizeni jako je plynova
chromatografie, kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Pro zakoncentrovani
vzorku se pouziva nejbéznéji [12, 14]:

e Termalni desorp¢ni trubice je zaloZzena na jednorazovém pouziti sorbentu, na ktery
se navazuji pozadované latky. Vyhodou je napiiklad vysoka citlivost, naopak
nevyhodou tepelné desorpéni trubice je zdlouhava absorpce a analyza vzorku [14].

e Mikroextrakce na pevné fazi (SPME) je metoda umoziujici zakoncentrovani dechu
pomoci absorpénich mechanismil na vhodném kifemenném vlakné, které je potazeno
polymernimi materialy, jako je napiiklad polydimethylsiloxan a polyakrylat [40, 41].
Velkou vyhodou je vysoka rychlost, opétovna pouzitelnost vlakna a minimalni
pouziti riznych rozpoustédel. Nevyhodou je nizsi citlivost, ktera je do zna¢né miry
zavisla na typu vlakna a na pouzitém polymernim materialu [14].

e Jehlovy lapa¢ (NTD), ktery ma podobu duté jehly, potazené absorpénim materialem,
ktery absorbuje urcité VOC. Tato metoda kombinuje zZadané vlastnosti termalnich
desorpénich trubic a SPME [14].

3.7 Metody detekce
Metabolické produkty jsou ve vydechovaném vzduchu zastoupeny pomérné v nizkych
koncentracich na stopové trovni v jednotkadch ppm, ppb a nizsi. Z téchto diivoda se vétSinou

stanovuji pomoci modernich a velmi citlivych fyzikalné-chemickych metod jako je plynova
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chromatografie (GC), kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie (MS), tandemové
techniky (GC/MS), infracervena spektroskopie a biosenzory [7, 12, 42, 43]. Jednotlivé vyhody
a nevyhody vybranych metod detekce jsou prehledné shrnuty v tabulce 3.

3.7.1 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Jednou z metod pro stanoveni vydechovaného kondenzatu dechu je HPLC. Jedna se o velmi
ucinnou separacni techniku. Slouzi zejména ke stanoveni primérné molekulové hmotnosti,
posouzeni heterogenity Vv pfipadé kopolymeri nebo k separaci enantiomertu [44, 45].
Jeji vyhodou je flexibilita, selektivni analyza, rozsahla oblast pouzitelnosti, reprodukovatelnost
arychlost analyzy. Na druhou stranu ma i nékolik nevyhod jako je slozity mechanismus
separace, naro¢nost instrumentace, limitace ve vybéru detektoru, stabilita naplné kolony,
pouziti velkého mnozstvi rozpoustédel apod. [45-47].

Piikladem vyuziti metody nano HPLC-MS je studie vypracovana prof. Kononikhina
a kolektivu, ktefi detekovali piiblizné 119 proteini a 164 metabolitt od intubovanych
novorozencl. Tato studie vedla k navrzeni fady proteinli a metabolitli, které mohou pulsobit
jako potencialni biomarkery respira¢nich onemocnéni [48].

3.7.2 Plynova chromatografie (GC)

V poslednim zhruba deseti letech je velka pozornost zamétena na pouziti GC v kombinaci
s riznymi druhy detektorti k detekci VOC v dechu za Gcelem odhaleni nemoci a monitorovani
zdravi. Jedna se o separacni techniku zaloZenou na distribuci vzorku mezi mobilni (pohyblivou)
a stacionarni (nepohyblivou) fazi, aby vzorek mohl byt analyzovan pomoci GC, mé¢l by byt
stabilni a t€kavy, pokud je analyt mén¢ tékavy je mozné té¢kavost zvysit pomoci derivatizace
(cilem je zvysit t€kavost, termostabilitu a analytickou odezvu). Dalsi nevyhodou je ¢asova
naro¢nost analyzy [49]. Naopak velkou vyhodou je flexibilita, selektivita analyzy a citlivost
detekce [50].

Prikladem vyuziti této metody je studie prof. Sancheze a kolektiv, ktefi detekovali ptiblizné
25 slozek lidského dechu, vcetné dulezitych biomarkerti, jako je aceton, ethanol, izopren,
methanol, pentan, =za pouziti pard kolon (polarni kolona stacionarni faze
trifluoropropylmethylpolysiloxan nebo poly (ethylenglykol) a nepolarni kolona stacionéarni faze
dimethylpolysiloxan) v kombinaci se sorpénim lapacem se ¢tyfmi postelemi a plamenovym
ioniza¢nim detektorem [5].

3.7.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Jedna se o analytickou metodu pro detekci respira¢nich biomarkeri. Touto technikou se dé urcit
elementarni sloZzeni analyzované molekuly a chemické struktury molekul, jako jsou naptiklad
peptidy nebo jiné chemické slouceniny [51, 52]. Velka vyhoda této techniky spociva
ve vysokém detek¢nim limitu, rychlosti, rozmanitosti, rozliseni a presnosti. Také ma nékolik
nevyhod tykajici se vysSich potfizovacich nakladl, nemoZnosti métfeni v redlném case a Casova
naroc¢nost [50, 53].

Analyza vzorkl byla provadéna pomoci protonového prenosu reakéni MS, kterou pouzili
ve své studii Moser a kolektiv. Ti do své studie zaradili do své studie zatadili 344 testovacich
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osob jejichz dech byl vydechnut do vzorkovaciho vaku. Naptiklad byl ve vzorcich nékterych
testovacich osob stanoven izopren, benzen, acetonitril, toluen, methanol atd. [54].

Velky potencial maji tandemové metody MS/MS, kdy jsou za sebou zapojeny dva
hmotnostni analyzatory a mezi nimi je vlozena kolizni cela. Naptiklad MS/MS pouzili ve své
studii Fermandez-Peralbo a kolektiv, ktefi piedbézné identifikovali 49 sloucenin, které
zahrnovaly aminokyseliny, mastné kyseliny, mastné amidy, mastné aldehydy, oxoaniontové
slouCeniny atd., pfiprava vzorkli byla zalozena na srazeni bilkovin, extrakci na pevné fazi
hydrofilnimi a lipofilnimi sorbenty nebo lyofilizaci [55].

MS je mozno kombinovat s dalSimi metodami jako je GC. Prikladem je studie
prof. Duran-Aceveda a kol., ktefi vyvinuly postup k analyze dechu umoziujici rozliseni mezi
zdravymi jedinci a pacienty s rakovinou zaludku [5]. Dal§im piikladem pouziti GC-MS
pro detekci markerii onemocnéni markeri pomoci GC-MS muze byt Phillips a kolektiv, ktefi
detekovali rakovinu plic pomoci vyznamnych VOC jako byly naptiklad butan,
3-methyltridekan, 7-methyltridekan, heptan, methylhexan [31].

3.7.4 Blizka infracervena spektroskopie (NIR)

Dalsi metoda vyuzivajici se pro detekci respiracnich biomarker je blizkd cCervena
spektroskopie. Velkymi vyhodami je rychlost analyzy, neinvazivnost, nedestruktivnost, vysoka
penetrace snimaciho svazku zafeni, schopnost identifikace biologickych molekul v plynnych
nebo kapalnych smésich a je vhodna pro ptimé pouziti [56-58]. Nevyhodou této metody
je odbér vzorku, nemoznost analyzy mimo pracovi$té, finanéni a ¢asova naro¢nost [43].

Lou a kolektiv vyuzili NIR ve studii, kterou provedli pro pfenosné monitorovani oxidu
uhlicitého ve vydechovaného dechu. M¢tfeni v redlném cCase byla provadéna pro detekci
expirograml oxidu uhli¢itého od zdravych subjektli v klidu a béhem cviceni, kde byly ziskany
rozdilné koncentrace oxidu uhli¢itého v mrtvém prostoru plic aalveolarnich plynech
a vydechovany oxid uhli¢ity se vyrazné zvysil se zvySujici s fyzickou aktivitou [59].
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Tabulka 3: Shrnuti vwhod a nevyhod vybranych metod pro detekci VOC

Rozséhla kapacita vzorku,

Vzorek musi byt teplotné

flexibilita, selektivita analyzy, stabilni a tékavy, ¢asova [49, 50]
citlivéjsi detekce naro¢nost
Rozsahla oblast pouzitelnosti, Slozity mechanismus
flexibilita, selektivita analyzy, separace, naro¢na
stanoveni prumérné instrumentace, limitace ve
. . o - [44-47]
molekulové hmotnosti, vybéru detektoru, stabilita
reprodukovatelnost, stabilita, | naplné kolony, instrumentace
rychlost ohfevu
; . Financ¢ni naro¢nost,
vysoky detekeni limit, rychlost nemoznost méfeni v realném [50, 53]

rozmanitost, rozliSeni, pfesnost

Case, casova narocnost

Vysoka citlivost, robustni
metoda, presnost, snadné

Rozdil vystupniho tlaku
z kolony, finan¢ni naroc¢nost,
nemoznost méfeni in Situ,
nemoznost méfeni v realném

[7, 12, 43, 50, 60,

spojeni GC—MS, rychla y ) 61]
) . L 1a Case, potieba vysoce
identifikace separovanych latek ) ] )
kvalifikované analytiky,
¢asova narocnost
Dlouhodoba stabilita, vysoka Nizké rozliseni. znacné
CitliY?St ’méfeni, VhOd’né pro mnozstvi dat potfebnych pro
méfeni v komplexnim a dobrou ptesnost, nelze
opticky neprihledném roztoku, [50, 62-65]

cenova dostupnost,
ptenositelnost, rychlost
provedenti,

sledovat zmény pii velmi
vysoké frekvenci

Rychlost analyzy, neinvazivni
meéfeni, nedestruktivnost,
schopnost identifikace
biologickych molekul
Vv plynnych nebo kapalnych
smésich, vhodnost pro piimé
pouziti

Odbér vzorku, analyza mimo
pracovisté, citlivost
na vibrace, finan¢ni a ¢asova
narocnost

[43, 56-58, 66]
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3.7.5 Biosensory

SoucCasné metody pro detekci vydechovaného dechu jsou ndkladné a nemobilni. Jejich
alternativou by v budoucnu mohly byt biosenzory. Biosenzory jsou analyticka zatizeni slozena
z biologického rozpoznavaciho prvku (receptor) a vhodného pievodniku spojeného
se systémem pro zpracovani dat [67, 68]. Princip biosensoru je zndzornén na obrazku 2.

Komponenty biosenzori

Analyt Receptor Prevodnik Vystupni signal

O "@5 ‘a’%ﬂ.};g, Y Enzym Elektrochemicky

\ ‘ 4 % Protilatka Opticky

//(m‘ \\q Nukleova kyselina Tepelny

Bunky Piezoelektricky

Obrazek 2: Princip biosenzoru je zalozen na vybéru vhodného analytu, receptoru a prevodniku
signalu

Biologickym rozpoznavacim prvkem mohou byt enzymy, mikroorganismy, buniky, tkané
popiipadé jiné bioligandy [67]. VétSina biologickych materiali je vSak finan¢né nakladna
ajejich zivotnost na povrchu senzoru muze byt omezena, ztohoto divodu byly jako
rozpoznavaci entita v této diplomové praci navrzeny molekulove imprintované polymery (MIP)
jako synteticka alternativa k biologickym receptorim. MIP maji v porovnanim s biologickymi
rozpoznavacimi entitami nékolik vyhod (dlouha Zivotnost, robustnost, snadna piiprava apod.)
[67, 69]. V tabulce 4 a 5 jsou porovnany tfi vybrané rekogni¢ni elementy, konkrétné se jedna
o0 protilatky (jako zéstupci ptirodnich rozpoznavacich entit), dale aptamery (zastit'uji prechod
mezi pfirodnimi a syntetickymi rozpoznavacimi entitami, protoZe jsou sloZeny z V pfirodé
se vyskytujicich nukleovych kyselin, ale jsou syntetizovany uméle) a nakonec MIP
(Jako zastupci uméle syntetizovanych rozpoznavacich entit).
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Imunitni odpovéd’

Tabulka 4. Porovnani protilatek, MIP a aptamerii [70, 71]

Vipodetni
u zviteciho yPoCeTl SELEX
. modelovani
hostitele
Bunécné systé Chemicka
uneehe s;ors emy Chemicka syntéza emllc a
savcu syntéza
Nizka (v ptipadé
Velmi vysoka automatizovaného Nizka
reaktoru)
2-3 tydny (obvykle 2-4 mésice
>6-8 mésici jeden den na (nekolik dni na
vyrobu) vyrobu)

15 000 — 25 000 $

4000-13000$%
(zavisla na cené

6 000 — 10 000 $

templatu)
Velmi vysoka Nizka Stiedni
Nizka Velmi vysoka Velmi vysoka

Omezeno poctem
aminokyselin

>4 000variaci
funkéniho
monomeru

Limitovan
poctem
nukleovych bazi
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Tabulka 5: Porovnani viastnosti protilatek, MIP a aptomerii [70, 71]

10-300
10-20 2
(hydrodynamické) 8
1012-10° M 1012-10° M 1012-10° M
Vysoka Neznama Nizka
Nizka Velmi vysoka Vysoka
Nizka Velmi vysoka Nizka
Nizka Velmi vysoka Nizka
Nizka Velmi vysoka Nizka

Sensory zalozené na MIP jako receptoru mohou byt kombinovany s celou fadou prevodnikd.
Nejcastéji se pouzivaji elektrochemické, optické, gravimetrické nebo termické pievodniky.
Zastoupeni  jednotlivych  pfevodniki v kombinaci SMIP  je  znazornéné
na obrazku 3. Pro porovnani zastoupeni jednotlivych pfevodniku v kombinaci s MIP byl
pomoci databaze Web of Science vypracovan kola€ovy graf zndzornény na obrazku 3. Z téchto
dat je patrné, ze MIP jsou nej¢astéji kombinovany s elektrochemickou detekci, (zhruba kolem
56 % sensort). Obliba elektrochemickych detektorti souvisi s jejich vysokou citlivosti,
provozni jednoduchosti @ moznosti vicenasobného méfeni v kratkém cGase [72]. V ptredkladané
diplomové praci jsou jako ptevodnik sensoru zvoleny kiemenné mikrovahy (QCM) propojené
S pocitacem s vhodnym softwarem pro vizualizaci vysledkt. Velkou vyhodou téchto senzorti
je schopnost detekce v realném case, cenova dostupnost, spotifeba malého mnozstvi vzorku
a mobilita. PrestoZe je v sou¢asné dobé malo studii zaméfenych na kombinaci MIP a QCM,
zajem o tuto oblast postupné roste a jsem pevné piesvédcena o velkém potencialu takovychto
sensoru.
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m Elektrochemicky Opticky Tepelny Piezoelektricky  m Ostatni

Obrazek 3: Zastupci jednotlivych prevodnikii v kombinaci s MIP za obdobi 2017 az kvéten 2021

3.7.6 Kiemenné mikrovahy (QCM)

Metoda QCM je zaloZzena na principu nepfimého piezoelektrického jevu [73, 74].
Piezoelektricky jev je schopnost krystalu generovat elektrické napéti pfi jeho deformovani.
Podminkou pro piezoelektricky jev je pouziti takového krystalu, v jehoz krystalické miizce jsou
soucasné kladné a zaporné ionty (nejznaméjSim piezoelektrickym krystalem je monokrystal
ktemene a kiistalu) [75]. Takovyto krystal musi byt vybrousen tak, Ze na jedné ploSe jsou
soustfedény pouze kladné naboje a na druhé plose jsou soustiedény zaporné naboje. Pokud bude
takto vybrouseny krystal natahovan nebo stlacovan kolmo k optické a elektrické ose, bude
dochazet k deformaci krystalové mtizky a ke generovani elektrického napéti [76]. Obraceny
jev (kdy se krystal deformuje v disledku pasobeni vnéjsiho elektrického pole) se nazyva
nepiimy piezoelektricky jev.

V piipadé QCM se na povrchu kiemenného c¢ipu nachazi dvé elektrody, do kterych
je privadéno stiidavé elektrické napéti. Stiidavé elektrické napéti vyvolava mechanické kmity
s velmi stabilni rezonan¢ni frekvenci. Frekvence zavisi na typu vybrusu, tvaru a zméné
hmotnosti materialu na elektrodach. Ze zmény frekvence jde uréit zména hmotnosti vztazena
na jednotku plochy (Obrazek 4) [67, 77, 78].
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Obrazek 4: Navazovani a odstranovani analytu a nasledna detekce pomoci QCM

Metoda QCM ma fadu vyhod napt. vysoka citlivost méfeni (az 0,1 ng). Je vhodna pro méteni
v komplexnim a opticky neprithledném roztoku, miizeme sledovat vliv okolniho prostiedi
na bobtndni a degradaci polymerni vrstvy, navic je analyza jednotlivych vzorkdi cenové
dostupna [63, 64]. QCM lze vyuzit pro Sirokou Skalu biologickych a chemickych entit
s rozsahem molekulové hmotnosti od 200 Da az po celé buiiky. Existuje mnoho studii 0o QCM
v souvislosti s detekci plynt a kapalin slouzicich k monitorovani prostiedi, bezpecnosti
a ochrané zdravi nebo analyze onemocnéni. Nejcastéji se vSak pouziva Kk detekci peptidu,
proteind, oligonukleotidu, vird, bunék a tékavych organickych sloucenin [67, 74, 79, 80].

3.8 Molekulové imprintované polymery (MIP)

Jedna se o techniku, pfi které dochazi k tvorbé specifickych vazebnych mist komplementarnich
s otiskovanou molekulou (templatem) v zesitovanych polymerech. Vyslednym produktem
molekulového imprintingu jsou tzv. molekulové imprintované polymery (MIP). Po ukon¢eni
polymerizace se odstrani otiskované molekuly za pouziti bazickych, kyselych podminek nebo
detergentl ¢i rozpoustédel, pti¢emz dochazi ke vzniku kavit selektivnich pro otiskované
molekuly. Selektivita kavit je zajisténa jejich tvarem, velikosti a polohou cilovych funkénich
skupin [81, 82]. Celé schéma piipravy je zndzornéno na obrazku 5.
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Obrazek 5: Schéma znazornujici proces pro pripravu MIP: 1) interakce templatu s funkcnim
monomerem, 2) polymerizace, 3) odstranéni templatu za vzniku kavity selektivni pro danou
otiskovanou molekulu [83]

MIP maji diky svym rozpoznavacim vlastnostem Siroké uplatnéni v celé fade
biochemickych aplikaci napt. mohou slouzit pro rizné separace, katalyzu, cilené uvoliovani
1é¢iv, dale mohou byt vyuzivany jako rozpoznavaci prvky vV chemickych senzorech
¢i chromatografickych analyzatorech [81, 84].

V porovnani S béZné pouzivanymi biologickymi makromolekulami (protilatky, enzymy,
receptory atd.) maji celou fadu vyhodnych vlastnosti jako jsou vysoka chemicka stabilita,
vysoka afinita k cilovym molekulam, mechanicka pevnost, moZnost tvorby komplementarnich
vazebnych mist pro rtizné typy menSich molekul ¢i vétSich struktur, produkce ve velkém
meéftitku a opakovatelné pouziti.

3.8.1 Zakladni pfistupy v molekulovém imprintingu
V zavislosti na typu vazebnych interakci mezi molekulou templatu a funkénim monomerem,
mizeme molekulovy imprinting rozd¢lit na tii rizné pristupy [85, 86]:

1. Kovalentni imprinting

Pfi tomto pfistupu vznikaji reverzibilni kovalentni vazby mezi templatem
a funkénim monomerem. Po ukonceni polymerizacniho kroku dochdzi k vymyti
templatu z polymerni vrstvy. Musi byt zvoleny takové podminky, pii kterych
dochazi k rozstépeni kovalentni vazby a uvolnéni templatu z polymerni vrstvy.
Stejné jako templat seianalyt vaze prostiednictvim kovalentnich vazeb [87].
Velkou vyhodou tohoto pfistupu je stabilita a vysoka selektivita ptipravovanych
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wevr

materiall. Nevyhodou tohoto piistupu je pomalejsi absorpéni kinetika a naro¢né&jsi
ptiprava [88].

2. Nekovalentni imprinting

Nejpouzivangjsi technikou pro ptipravu MIP je nekovalentni imprinting. Pfi tomto
pfistupu dochazi mezi templdtem a funkénim monomerem k nekovalentnim
vazebnym interakcim jako jsou napiiklad vodikové vazby, iontové interakce,
interakce dip6l-dipol, interakce n-nt vazeb, hydrofilni interakce ¢i Van der Waalsovy
sily [82, 89]. Pti opétovném navazani otiskované molekuly dochazi ke vzniku
nekovalentnich vazebnych interakci s vytvofenym polymernim materialem [83].
Vyhoda tohoto pfistupu spocivd v jednoduchosti, velkém vybéru komercné
dostupnych funkénich monomerd a rychlosti vazebné kinetiky [90].

3. Semikovalentni imprinting

Tento pfistup umoziuje kombinaci vyhod kovalentniho a nekovalentniho
imprintingu. Semikovalentni imprinting ma dobrou stabilitu, selektivitu a rychlou
vazebnou kinetiku. Bohuzel je jeho piiprava naro¢na na syntetické dovednosti [91,
92]. Pti tvorbé MIPs se uplatiiuji kovalentni vazby a nekovalentni vazby se uplatiuji
pii opétovném navazovani otisténé molekuly [83, 91].

3.8.2 Typy polymerizace
V soucasné dob¢ existuje né€kolik rozdilnych pfistupi pti polymerizaci MIP. Volba vhodného
pfistupu se odviji od budouci aplikace MIP, kdy mezi nejbéznéjsi piistupy patfi:

1. Hromadna polymerizace v uzavienych prostorech

Je typ polymerizace uskuteCiiujici se v miniaturizovanych reaktorech s pfesné
definovanym tvarem. Napiiklad timto zplisobem lze pfipravit kapilarni kolony plnéné
pro vybrany MIP [93]. Tento pfistup ma vsak i fadu nevyhod, jako je vysoce exotermni
reakce, kterou je obtizné kontrolovat, vytvofena struktura pori je obecné heterogenni
ama Siroké rozloZzeni velikosti. To zplsobuje zpomaleni kinetiky v diisledku vnitini
difuze molekul smérem k rozpoznavacim mistim. Skrze tyto nevyhody byla navrzena
metoda povrchového molekulového imprintingu [94]. U toho pfistupu dochazi
k eliminaci vnitini difuze, kdy vznikaji kavity umoziujici selektivni rozpoznavani
otisténé molekuly v malé vrstveé pfichycené na vhodné¢ zvoleném nosici.

2. Ptiprava MIP na definovanych strukturach

Dochazi k vytvofeni tenké vrstvy imprintovaného polymeru na pfedem definované
struktufe (sklicko, desti¢ka apod.), a také je mozno zvolit jako nosi¢ imprintované vrstvy
Castice s definovanou velikosti (kfemiCité Castice, magnetické Castice, kvantové tecky
apod.). Pomoci tohoto piistupu Ize vytvofit velmi homogenni skupiny MIP [83].
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3.

Organicka faze Vodna faze Kapitky monomeru

Piiprava nanocastic MIP a mikrosfér

Tento ptistup umoziuje vytvorit MIP ¢astice. Mezi tento typ polymerizace se fadi napf.
suspenzni polymerizace. Pii ptipravé suspenzni polymerizace jsou kapicky monomeru
dispergovany ve vod¢. Pusobi tak jako samostatné mikroreaktory znazornéné
na obrazku 6. Polymerizace je zahajend organickym inicidtorem a probiha jako
miniaturni objemovéa polymerizace, jakmile se monomer zacne pieménovat na polymer,
kapicky se zacnou transformovat na lepkavé viskdzni Castice, které se tak postupné
stavaji sférickymi pevnymi polymernimi c¢asticemi. Vzniklé castice maji velikost
ve stovkach nanometrti. Velkou vyhodou je vyroba polymert z reaktivnich monomert
radikalni polymerace [95].

qu"’: — A q \7: >
— —
Polymerace @
L 0 ~o®

\ ? ) o qo®

Polymerni castice

Obrazek 6: Schématicke znazornéni suspenzni polymerace. Kapicky monomeru funguji jako

samostatné mikroreaktory [95]

3.8.3 Polymerni smés

V molekulovém imprintingu hraje dileZitou roly vybér vhodného funkéniho monomeru
(FM), ktery interaguje s molekulami templatu. VétSina monomerd ma pouze jednu dvojnou
vazbu, a tudiz jsou schopny tvofit pouze linearni fetézce. Proto je nutné do smési pridat

zesitovaci €inidlo. Zesitovaci €inidlo ma dvé dvojné vazby, které umoZziuje propojeni

linedrnich fetézcli FM v trojrozmérnou sit. Aby prob¢hla polymerni reakce, musi byt zahajena
piidavkem iniciatoru. Iniciatory jsou latky, které se lehce rozpadaji na volné radikaly
(puisobenim napf. teploty, UV zafenim apod.), dobfe reaguji s FM a vyvolavaji fetézovou
polymerni reakci [88].

Cely mechanismus polymerizace volnych radikalti probiha ve tfech stupnich:

Pii prvnim stupni dochazi k iniciaci, ktera zahrnuje vytvofeni aktivniho centra
s volnymi radikaly. Iniciace probihd nejcastéji ve dvou krocich. V prvnim kroku
dochazi ke vzniku volnych radikalt z rozkladu inicidtoru. Ve druhém kroku dochazi
k pfeneseni volného radikalu na molekulu FM.

Ve druhém stupni nazyvaném propagace, dochazi k rastu polymerniho fetézce.

V poslednim kroku dochazi k terminaci, coz je proces ukonceni propagace
zablokovanim aktivniho centra. Pro ukonceni reakce se nejCastéji pouzivaji dva
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mechanismy, a to kombinace a disproporcionace. Pti kombinaci dochazi ke spojeni
dvou rustovych fetézcti za vzniku jediné polymerni molekuly. Pti disproporcionaci
dochazi k ptenosu jednoho atomu vodiku z jednoho rostouciho fetézce polymeru na
jiny. Tak dochdzi k vytvotreni riznych koncovych skupin bez vzdjemného propojeni
[96].

3.8.4 Funk¢éni monomer

Na obrazku 7 jsou znazornény bé€zné¢ pouzivané FM jako je naptiklad akrylamid, kyselina
metakrylova, kyselina 2-(trifluormetyl)-akrylova a dalsi [88]. Jednim z nejpouzivanéjsich FM
je kyselina metakrylova [97]. Kyselina metakrylova muize pusobit bud’ jako donor nebo jako
akceptor vodikové vazby. Tento FM muze také pusobit jako iont karboxylové skupiny
za vzniku stabilniho komplexu s riznymi templaty. Vznik C-C vazby zplsobuje metylenova
skupina pfipojend k vinylovému uhliku. Takto tvofené molekuly obsahuji pouze linearni
fetézce, pro vytvofeni polymerni sit¢ je nezbytné pridat zesitovaci c¢inidlo
jako je napt. ethylenglykol. Obecné muize piitomnost prebyteéného mnozstvi FM vést k tvorbé
nespecifickych vazebnych mist [98].

O 0O O O
o~ \/lk %OH OH
OH
CF3 X
Kyselina methakrylova Kyselina akrylova Kyselina trifluoromethakrylova Kyselina 4 - vinylbenzoova
H,C
B i "
P! O
OH
N = HO NH
k N O/\/ 2
N\ N/ 9)
1 - vinylimidazol 4 - vinylpyridin Kyselina itakonova 2 — aminoethyl methakrylat

Obrazek 1: Strukturni vzorec vybranych FM [83]

3.8.5 Zesitovaci ¢inidlo

Poziva se ke stabilizaci imprintovanych vazebnych mist a polymerni matrice
a ke schopnosti zachovat rozpoznani cilovych molekul. Molekulové struktury nejbéznéjsich
zesitovacich ¢inidel pouzivanych Kk ptipravé MIP pro malé organické molekuly jsou
znazornéna na obrazku 8. Pfi pouziti templatu pro vétsi molekuly (napf. proteiny, buiky),
jenutné casto pouzit vice distancnich jednotek, jako je napiiklad poly-(ethylenglykol)-
dimethakrylat [83]. Pti nizké hustoté zesiténi polymerniho materialu mize dochazet k tvorbé
meékkych gelovych MIP, coz zabezpecuje rychlou difuzi potfebnou k navazani templatu [99].
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Obrazek 8: Zesitovaci cinidla vyuzZivana pri tvorbé nekovalentniho imprintingu [83]

3.8.6 Templat
Idealni templat by mél za podminek polymerace splitovat tii zakladni pozadavky:

e Prvnim pozadavkem je, Ze mnesmi obsahovat funkéni skupiny podilejici
se na polymerizaci nebo branit ji.

e Druhym pozadavkem je vynikajici chemicka stabilita.

e Posledni pozadavek je, ze templat musi obsahovat funk¢éni skupinu umoziujici interakci
s FM [100, 101].

V soucasnosti lze imprintovat Sirokou skalu templatu a to od iontl, ptes malé molekuly
az po velke struktury. NejCastéji se pouzivaji jako templat sloucCeniny s nizkou molekulovou
hmotnosti jako jsou cukry, steroidy, derivaty aminokyseliny, 1é¢iva, pesticidy [102], protoze
piiprava MIP selektivnich pro makromolekuly jako jsou napiiklad proteiny, viry, bakterie
je daleko komplikovanéj§i nez v ptipadé pouziti malych molekul [102]. Na obrazku 9
je znazornéno procentualni zastoupeni otiskovanych templati od kovovych ionti ptes proteiny
az po buiky za ¢asové obdobi 2016-2020 (data byly Cerpany z databaze Web of Science).
Ptiprava MIP pro makromolekuly komplikuji nejméné dva faktory (stericky
a termodynamicky). V duasledku sterického faktoru nemohou templaty proniknout dovnitt
ani ven z polymerni sité. Druhym faktorem je termodynamicky zapficinujici nestabilitu
pouzitych templatu, pti kterych dochéazi k vytvoreni §patné definovanych rozpoznéavacich mist
V polymernim materialu [103, 104].
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Kovové RNA DNA Amino Protein Virus Bakterie Bunka
ionty kyselina
2,4 % 0,34% 2.2% 3,6 % 12,3 % 1,1 % 1,3 % 59%

Obrazek 9: Otiskované templaty a jejich procentualni zastoupeni za casové obdobi 2016-2020

Diplomova prace je zaméfena na stanoveni latek obsazenych v dechu. V soucasné dobé
existuje n€kolik védeckych praci zaméfenych na detekci markert onemocnéni z (kondenzatu)
dechu promoci molekulové imprintovanych polymeri jako rozpoznavacich entit. Prehled

téchto praci je zaznamenan V tabulce 6.
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Tabulka 6: Prehled vybranych praci zamérujicich se na detekci markerii onemocnéni z kondenzatu

dechu pomoci MIP

“ . Rok
Marker Onemocnéni Typ sensoru publikace Ref.
Hexanal, nonanal a Oxidaégi strejs Piezoelektricky 2017 [105]
benzaldehyd a rakovina plic senzor
Alzhei Electrochemicky
Butyl-hydroxytoulen zheimerova eOTOCETERyY 2018 [106]
choroba sensor
Hexanal OX1dacT11 strejs Chemiresistivni 2019 [107]
a rakovina plic senzor
Styren, dekan,
[ , b , 1- . . Akusticky
zopren, benzen Rakovinu plic uSHeRY 2020 [108]
hexan a senzor
propylbenzen
Kyselina hexanova,
kyselina heptanova a | Rakovina plic | Opticky senzor 2020 [109]
kyselina oktanova
Zanétliva Electrochemicky
Dusitanovy ion anctitva - BIECHOCIeE®y 1 2020 [110]
onemocneni sensor

30




4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

Kyselina  metakrylova (MAA) > 99%,  N,N,N',N'-tetramethyl-ethylendiamin
(TEMED) > 99 %, amonium persulfat (APS) > 98 %, hydroxid sodny > 98 %, dodekahydrat
tetraboritan sodny > 99,5 %, fosfatovy pufr tablety (PBS) neuvedeno vyrobcem,
2-etansulfonovd kyselina (MES) > 99 9%, N-hydroxysukcinimid (NHS) > 98 %,
dimethylsulfoxid (DMSO) > 99,9 %, fluoresceinu isothiokyanatu (FITC) > 99 %,
N- Isopropylakrylamid (NIPAm) > 99 %, N-tert-butylakrylamid (TBAm) > 97 %,
N-(3-Aminopropyl) methakrylamid hydrochlorid (APMA) > 98 %,
N, N'-Methylenbis(akrylamid) (BIS) > 99 %, chymotrypsinogen> 99 %,
tris(hydroxymethyl)propan-1,3-diol  (TRIS) > 99,8 %, poly(ethylenglykol)2-
merkaptoethylether octova neuvedeno vyrobce a poly(ethylenglykol)methylether thiol
neuvedeno vyrbcem byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (USA). EDC > 99 %

byl zakoupen od firmy Thermo Scientific (USA).

4.2 Pristrojové vybaveni
e QCM (KEVA, Brno, Ceska republika)

e Agilent Technologies 7100 Capillary Electrophoresis (Némecko)
e Zectasizer Nano Malvern (Velka Britanie)

e Termoblok (Thermal shake lite) (USA)

e Centrifuga 5424 R eppendorf (Némecko)

e Vortex (Grant-bio PV1) (Velka Britanie)

e Sonikéator (Grant Ultrasonic bath XUBA 1) (Velka Britanie)

4.3 Metody

4.3.1 Popis experimentu

Diplomova prace je zaméfena na vyvoj senzoru, ktery bude schopen neinvazivné detekovat
proteiny, jako markery rtiznych onemocnéni zkondenzatu dechu za pouziti syntetického
receptoru — MIP. Veskeré optimalizace ptipravy MIP byly provedeny na vybraném modelovém
proteinu — chymotrypsinogenu A, ktery je finanéné dostupny, a ma podobnou molekulovou
hmotnost a izoelektricky bod jako pepsin, ktery je markerem gastroezofagealniho refluxu
v dechu.

4.3.2 Syntéza MIP ¢astic

1. Syntéza MIP se sklada z n€kolika kroki (viz obrazek 11): V prvnim kroku je piipravena
polymerizaéni smés, ktera se sklada z n€kolika monomeri: 70 mol% NIPAm, 18 mol%
TBAmM, 5 mol% MAA a 5 mol% NAPMA (v ptipad¢ zmény povrchového néboje castic,
byly poméry monomerti upraveny na 10 mol% MAA nebo 10 mol% NAPMA)
a zesitovaciho c¢inidla (2 mol% BIS) rozpusténych v MilliQ vod€. Nasledné
je polymeriza¢ni smés probublana 5 minut plynnym dusikem, aby bylo zajisténo
odstranéni veskerého kysliku, ktery inhibuje polymeriza¢ni reakci.
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2. Ve druhém kroku dochazi ke smiseni polymerizaéni smési s templatem (250 pl
neznaceného nebo fluorescenéné znaceného chymotrypsinogenu (Chym-FITC)
0 koncentraci 2 mg/ml. Polymeriza¢ni proces je zahajen ptidavkem redoxniho iniciatoru
APS (2 mg) a molekuly TEMED (2 pl) slouzici jako jeho aktivator. Schéma této redoxni
iniciace je znazornéno na obrazku 10.
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Obrazek 10: Schéma redoxni iniciace [111]

3. Polymerizac¢ni krok probihéd pfiblizn¢ 18 hodin pfi laboratorni teploté a je ukoncen
probublanim kyslikem po dobu 5 min. Polymerizaéni krok vede k tvorbé malych castic
o velikosti ~ 110 nm. Pfipravené polymerni ¢astice byly promyty ttikrat vodou za pouziti
ultra odstiedivych filtru amicon s velikosti port 3 kDa (Amicon® Ultra-4 Centrifugal
Filter Unit, Sigma Aldrich, USA), coz umozni vymyti zbytku nezpolymerizovanych
monomerd, ale neumozni odstranéni proteinu.

4. V dalsim kroku dochazi zménou teploty k odstranéni templatu z MIP ¢astic pomoci ultra
odstfedivych filtru amicon s velikosti porti 50 kDa (Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter
Unit, Sigma Aldrich, USA). Jelikoz je velikost molekuly proteinu 25 kDa, mélo
by dochazet k odstranéni veskerého nezapolymerizovaného proteinu. Teplota potfebna
pro uvolnéni templatu ze struktury polymerni ¢astice byla optimalizovana (60 °C, 5 °C).
Po odstranéném templatu vznikaji kavity, které jsou schopny selektivné rozpoznévat
imprintovany protein a slouzit tak jako synteticka protilatka.

Paralelné s ptipravou MIP astic byly syntetizovany také neimprintované polymerni ¢astice
(NIP), které jsou syntetizovany za shodnych podminek jako MIP, ale bez pfitomnosti

templatové makromolekuly (proteinu). NIP slouzi k jako kontrola neselektivnich interakci mezi
molekulou analytu a povrchem polymeru.
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Obrdazek 11: Schéma procesu pripravy MIP a ndsledného vyuZiti

4.3.3 Ovéreni selektivity a senzitivity pripravenych MIP

Pro optimalizaci vymyvani templatu a pro ovéteni selektivity a senzitivity MIP byla vyuzita
kapilarni elektroforéza 7100 (Agilent Technologies, Némecko) s absorpéni (UV/Vis)
a s laserem indukovanou fluorescenc¢ni detekci (LIF). Jelikoz bylo obtizné od sebe odseparovat
studovany protein a MIP, byl protein znacen fluorescen¢nim barvivem. U ozna¢eného proteinu
bylo snaz$i vyhodnotit vymyvani templatu 1 opétovné navazovani analytu. Experimenty
probihaly v kapildfe z taveného oxidu kfemicitého s vnitinim primérem 75 pum, celkovou
délkou 64,5 cm a ucinnou délkou 56 cm. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit 20 mM boratovy
pufr o pH 10. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky (50 mbar, 2 s). VloZené napéti bylo 20 kV.

Pied kazdou analyzou byla kapilara promyvana po dobu 200 sekund 1 M NaOH a 300 sekund
roztokem zakladniho elektrolytu.
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4.3.4 Priprava znacenych proteint

Pro fluorescenc¢ni znaceni proteini (Chym—FITC) byl pouzit fluorescein isothiokyanat (FITC).
Proces znaceni byl nésledujici: 900 ul proteinu (chymotrypsinogen, hovézi sérovi albumin nebo
lysozym) o koncentraci 2 mg/ml v 0,1M karbonatovém pufru o pH 9 bylo smichano s 100 pl
FITC o koncentraci 2 mg/ml v DMSO. Takto pfipravena smés byla inkubovana po dobu
18 hodin (7 °C, 300 rpm). Oznaceny protein byl sto¢en pfes ultra odstfedivy filtr amicon
s velikosti port 3 kDa pfti otackach 14 000 rcf po dobu 5 minut a nasledné osmkrat promyt
10mM fosfatovym pufrem (PBS) o pH 7,4. Navazani FITC na protein bylo ovéfeno
na CE-LIF.

4.3.5 Charakterizace MIP ¢astic

Velikost polymernich ¢astic a jejich polydisperzita byla méfena dynamickym rozptylem svétla
(DLS) pomoci pfistroje Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Velka
Britanie). Pro DLS méfeni byly polymerni castice fedény v destilované vodé desetkrat.
Pozorovana byla také termosenzitivita pfipravenych ¢astic. Niz8i kritickd teplota roztoku
(LCST) byla stanovena ve sklenéné kyveté¢ (Sitka 1 cm) skenovanim teploty polymernich ¢astic
a sledovanim zmény jejich velikosti pomoci DLS. Polymerni ¢astice byly automaticky
zahtivany z 5 na 60 °C (s krokem 5 °C), s casovou prodlevou 5 minut mezi kazdou teplotou
pred provedenim méfeni. Dale byl stanoven zetapotencial ptipravenych ¢astic suspendovanych
v MilliQ vodé pfi teploté 25 °C.

Vytéznost MIP byla stanovena nésledujicim zptisobem: MIP ¢astice byly zakoncentrovany
pomoci 50K ultra odstfedivych filtru amicon a ptevedeny do zvazenych eppendorf zkumavek.
Zbytek vody byl z Castic odpaten pii teploté 40 °C. VysuSené Castice byly zvazeny a byla
dopocitana jejich vytéznost. Vysledna vytéznost byla stanovena jako priimér 4 méfenti.

4.3.6 Priprava QCM c¢ipu s navazanymi MIP

Kapilarni elektroforéza je bezesporu rychlou a levnou metodou, ktera vyzaduje pouze malé
mnozstvi sledovaného vzorku. Proto byla tato metoda pouzita na zakladni optimalizace MIP
¢astic. Pro stanoveni mnozstvi proteinu z dechu vSak tato metoda neni pouZitelnd, protoze
k detekci bylo nezbytné zkoumany protein fluorescenéné oznacit. Cilem této prace je vytvorit
pfenosny, robustni, citlivy a cenové dostupny sensor, ktery umozni detekci zvoleného markeru
z dechu nebo jeho kondenzatu v realném case. Proto byla tato ¢ast prace vénovana propojeni
QCM detektoru a MIP ¢astic jako rozpoznavaciho elementu.

4.3.6.1 Modifikace Cipu

Modifikace ¢ipu je znazornéna na obrazku 12. Cip byl o¢istén 70 % ethanolem, destilovanou
vodou a vysusen plynnym dusikem. Modifikace zlaté vrstvicky Cipu byla provedena pomoci
kyseliny poly(ethylenglykol)2-merkaptoethylether octové a poly(ethylenglykol)methylether
thiolu rozpusténych v destilované vod¢ v poméru 1:9. Inkubace Cipu probihala pfes noc
(ptiblizné 20 hodin). Nasledné byl ¢ip oplachnut 70 % ethanolem, destilovanou vodou a osuSen
plynnym dusikem. Takto modifikovany €ip byl vhodny pro navazovani proteinu.
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Obrazek 12: Navazovani PEG na zlatou vrstvicku cipu

4.3.6.2 Navazovani proteinu na povrch QCM cipu

Navazovani proteinu probihalo v nékolika krocich. Nejprve byla cela s ¢ipem naplnéna MilliQ
vodou. Nasledné byla injektovana smés 10 mg EDC a 50 mg NHS rozpusténého v 0,5 ml MilliQ
vody (davkovano 10 min pii pritoku 50 pl/min). V dalSim kroku dochéazi k davkovani
chymotrypsinogenu o koncentraci 0,6 mg/ml v MilliQ (davkovano 10 min pfi pritoku
50 pl/min). Po naplnéni cely proteinem byla vypnuta pumpa a ¢ip byl v QCM cele inkubovan
po dobu 45 min. Cely proces je znazornén na obrazku 13.

Protein

Obrdazek 13 Navazovani proteinu na aktivovany cip

4.3.6.3 Meéieni na QCM

Méfeni na QCM bylo provadéna pomoci analyzatoru QCM (KEVA, Brno, Ceska republika),

ktery slouZzi jako oscilator i jako ¢ita¢ kmitoctu. Piezoelektrické krystaly s imobilizovanym

proteinem byly umistény do pratokové cely (navrzené a zkonstruované Karlem Lacinou).

Transport kapalin zajistovalo cerpadlo milliGAT (Global FIA, Fox Island, WA, USA)
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a selekéni ventil (LabSmith, Livermore, CA, USA). Schéma experimentdlniho nastaveni
je znazornéno na obrazku 14. Cely systém byl fizen pomoci interné vyvinutého softwaru
LabTools, ktery umoziioval pln€¢ automatizovany provoz. Kiemenné krystaly (10 MHz, AT-
cut, elektrody Cr + Au) byly zakoupeny od spole¢nosti Krystaly Hradec Kralové (CZ).

Davkovaci

QCM

ventil

Pufr Vzorek

Pumpa

Odpad

Oscilator
Frekvencni ¢itac

Obrazek 14:Schéma experimentdalniho nastaveni [112]

Pocita¢

QCM cela byla naplnéna hnacim pufrem (10mM PBS pH 7,4) pfi pritoku 50 pL-min 2.
Po ustanoveni rovnovahy byl injektovan vzorek (rizné koncentrace MIP castic — 40x, 80x
a 100x fedény) po dobu 15 minut. Pfed davkovanim byly MIP 10 minut sonikovany a 10 min
vortexovany, aby se predeslo tvorb¢ agregatii. Nasledné byl opét davkovan pufr po dobu dalsich
15 minut. Regenerace Cipu byla provedena davkovanim teplého pufru 60 °C po dobu 20 min.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 SlozZeni polymerizacni smési

Klicovym krokem pii navrhu MIP je volba sloZeni polymerac¢ni smési. V soucasné dob¢
existuje cela fada rtznych funk¢énich monomert, které lze pro syntézu MIP pouzit.
Pro imprinting proteinti je vhodné, aby polymerace probihala bez pfitomnosti organickych
rozpoustédel a zahfivani, které miize zptisobit denaturaci biomakromolekul. Proto byly zvoleny
mirné podminky polymerace srazenim za pouziti akrylamidi ve vodném prosttedi. Vychozi
slozeni polymerac¢ni smési bylo: NIPAm jako hlavni fetézec monomeru v kombinaci s MAA,
APMA a TBAm jako negativné nabita, pozitivné nabita a hydrofobni funk¢ni skupina a BIS
jako sitovaci ¢inidlo. Tato kompozice se osvéd¢ila v imprintingu proteint a peptida [113].
V ptipad¢é potieby zmény povrchového ndboje MIP ¢astice byly poméry jednotlivych slozek
polymerni smé&si ménény. NIPAmM byl vybran jako hlavni monomer kvtili své schopnosti ménit
svoji velikost v zavislosti na teploté, coz umoznuje efektivni odstranéni templatu bez nutnosti
pouziti rozpoustédel, detergentd apod., Které velmi Casto zpusobuji problémy opé&tovném
navazovani analytu. VytéZnost MIP pfipravenym sraZenim ve vodnych podminkach byla
stanovena na 14,7 + 0,9 mg.

5.2 Optimalizace odstranéni templatu

Velmi dilezitym krokem pfi ptipravé MIP je odstranéni templatu z polymerni vrstvy Castic,
které vede k tvorbé kavit selektivnich pro otiskovanou molekulu [114]. B&zné byva templat
Z polymerni vrstvy odstraiovan pusobeni kyselych nebo bazickych podminek, rozpoustédel
nebo detergentu. PouZzivani téchto promyvacich kroki vSak muize vést ke kolapsu kavit,
¢i zméné rozpoznavacich vlastnosti v disledku bobtnani apod. [115].

Jak bylo zminéno vysSe vtéto praci byl jako zaklad polymernich ¢astic zvolen
termosensitivni NIPAm, ktery je schopen pii nizkych teplotich zvétSovat svoji velikost
a pfi vysokych teplotach svoji velikost naopak zmenSovat. Nahld zména z hydrofilniho
na hydrofobni chovani je zaloZzena na vodikovych vazbach, které jsou pfitomny mezi
polymerem a molekulami okolni vody. Pfi nizkych teplotach jsou polymerni fetézce
solubilizované a hydratované, ale nad LCST je vodikova vazba oslabena, protoze kineticka
energie molekul je vétsi nez energie vodikové vazby mezi vodou a molekulami. Hydrofobni
interakce mezi hydrofobnim zdkladnim fetézcem a isopropylovymi skupinami se tak stavaji
dominantni a zptsobuji zménu v polymerni konformaci z linedrnich a flexibilnich fetézcii
PNIPAM ke globulim v disledku agregace hydrofobnich skupin (viz obrazek 15) [116, 117].

Zahrivani
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Obrazek 15:Zavislost zmény velikosti polymernich Cdastic na teplote [117]
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Nizka kritickd teplota roztoku (LCST) je definovana jako teplota minima binodéalniho
fazového diagramu. LCST je entropicky fizeno molekulami vody, které zvySuji entropii
systému dehydrataci polymerniho fetézce. Prechod LCST ptedstavuje fazovy prechod prvniho
fadu. Pro charakterizaci teploty fazového piechodu LCST je pouzivano n¢kolik technik jako
je rozptyl svétla, kalorimetrie, NMR spektroskop a turbidimetrie [116].

T>LCST T < LCST
(0] /O
/y/ \ 5 \
/
Chlazeni
0 / -
N | o
A a - /\o Zahrivani
a 4
N\
o)

Zhrouceny polymer

1
I Chlazeni
D S

>

-«

Zahrivani

Obrazek 16: Viiv teploty na polydisperzni systém

Na zakladé termosensitivnich vlastnosti polyNIPAm byl jako vymyvaci krok pouzita zména
teploty. Ovétfeny a porovnany byly dvé teorie, které by meély vést k uvolnéni proteind
Z polymerni struktury (Obrazek 16):
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A) Zchlazeni pod LCST, pfi kterém dojde k rozvolnéni polymerni matrice, ktera nebude
tak pevné drzet protein v kavité, coz povede k jeho uvolnéni z MIP.

B) Zahtati nad LCST, pfi kterém dojde ke zmenseni velikosti MIP a tim i1 ke zmenseni
kavit, coz povede k uvolnéni proteinu z MIP.

Pro optimalizaci vymyvani templatu byla pouzita kapilarni elektroforéza. Problém vSak byl
Vv separaci MIP ¢astic a proteini. Navzdory optimalizaci separa¢ni metody (rtizné pufrovaci
roztoky o rizné iontové¢ sile a rizném pH, rizné hodnoty davkovani a napéti) nebylo v ramci
této prace dosazeno uspokojivého rozdéleni MIP a proteinti (viz obrazek 17). Nemoznost
separace byla pravdépodobné zplsobena velmi podobnou pohyblivosti obou slozek
v elektrickém poli (podobnou mobilitou) za studovanych podminek separace. Dal§im problém
bylo i to, Zze pfi UV-VIS detekci bylo mozné stanovit pouze vysoké koncentrace
chymotrypsinogenu (LOD — 0,1 mg/ml). Proto byl sledovany protein obarven fluorescencni
barvou a jeho vymyvani a navazovani bylo pozorovano jako pokles ¢i nartst fluorescence.
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Obrazek 17: Porovnani elektroferogramit MIP a chymotrypsinogenu o koncentraci 0,5 mg/ml,
Separace probihala v 20 mM boratovy pufr o pH 10. Davkovan byl vzorek hydrodynamicky 50 mbar
po dobu 2 s a pii viozeném napéti 20 kV.

Pro odstranéni templatu byl proveden experiment zaloZeny na zméné teploty (zchlazeni
na5 °C a zahtati na 60 °C). Ziskana data jsou znazornén a na obrazku 18. Z obrazku 18 A
je patrné, ze vhodnéjsi zptisobem pro odstranéni templatu je zahfivani, které umoznilo vymyti
kolem 80 % proteinu z polymerni vrstvy ¢astic. Odstranéni templatu chladem umoznilo vymyt
pouze 50 % templatu. Pfi zahtivani dochazi v disledku dehydratace ¢astice k jejich zmenseni,
které pravdépodobné vede také k deformaci vytvofenych kavit (Obrazek 18 B). Takto
deformované kavity nejsou kompatibilni s imprintovanym proteinem, coZz ma za nasledek
vypuzeni proteinu z vazebného mista. Pti zchlazeni naopak dochéazi k nabobtnani polymerni
castice v dusledku nadmérné hydratace. I v tomto piipadé dochazi k deformaci kavit a uvolnéni
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proteinu. Protein vSak pravdépodobné muze zlstdvat zachycen v rozvolnéném polymernim

fetézci, coZz ma za nasledek nizsi efektivitu vymyvani templatu.
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Obrazek 18: A) Optimalizace vymyti chymotrypsinogenu z MIP castic; B) Elektroferogramy
vymyvacich kroki: Modry pik predstavuje koncentrované castice, které nebyly Zadnym zpiisobem
promyty (slouzi ke kvantifikaci odstranéni templatu); Cerveny pik predstavuje cdstice vymyté chladem,
Zeleny pik predstavuje castice promyté zahrivanim.

U promytych MIP byly nésledné studovany a porovnavany vazebné vlastnosti. K promytym
MIP byl ptidan Chym—FITC v rozmezi koncentraci od 0,125 do 0,1 mg/ml. Na obrazku 19 jsou
mezi sebou porovnany vazebné vlastnosti pro MIP, které byly vymyty zahiivanim
a zchlazenim. Z naméfenych dat je také patrné, Ze MIP promyté teplem vazaly daleko vétsi
mnozstvi proteinu nez MIP promyté zchlazenim. Rozdily ve vazebnych schopnostech téchto

MIP byly pravdépodobné zptisobeny rozdilnou vazebnou kapacitou. U MIP vymytym zahtatim

bylo odstranéno vétSi mnozstvi templatu, a proto bylo mozné navazat vetsi mnoZzstvi
Chym-FITC. V dalsich experimentech tedy bylo pracovano pouze s ¢asticemi vymytymi

pomoci zahtivani.
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Obrazek 19: Kalibracni rada Chym—FITC navazaného na MIP vymytym zahidatim a zchlazenim

5.3 Ovérovani vazebnych vlastnosti

V této casti prace byla zkouména role povrchového ndboje MIP cCastic na rozpoznéavaci
a selektivni vlastnosti [118]. Proteiny maji za daného pH oblasti s kladnym a oblasti
se zapornym nabojem. Opacné nabity povrch MIP ¢astice by mohl zvysit vazebné vlastnosti,
ale také mize vést k tvorbé nespecifickych interakci (vazba mimo oblast kavit). Proto byly
syntetizovany také neimprintované polymery (NIP), které byly pfipraveny za stejnych
podminek jako MIP, ale bez pfitomnosti templatové molekuly. NIP slouzi jako kontrola
nespecifické interakce (viz obrazek 20).

MIPs

Navazovani
vzorku
_ =

Podobu 60 minut

Navazovani
vzorku

Podobu 60 minut

Obrazek 20: Model pro ovéreni vazebnych viastnosti pomoci MIP/NIP. U MIP jsou hvezdickami
znazornéné kavity pro otiskovanou molekulu a po pridani vzorku, je patrné, Ze do kavit zapadaji
molekuly selektivni pro otiskovanou molekulu, na rozdil od NIP, kde neni Zadna otiskovand molekula
a molekuly ze vzorku se tak vazou neselektivné
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Byly tedy syntetizovany tii typy MIP/NIP ¢astic: neutralné nabité (5 mol% MAA — zaporny
naboj, 5 mol% NAPMA - kladny naboj), kladn¢ nabité (5 mol% MAA, 10 mol% NAPMA)
a zéporné nabité (10 mol% MAA, 5 mol% NAPMA). Nasledné byla proméfena velikost ¢astic,
jejich zetapotencial a byl stanoven LCST. Jeden z dulezitych parametri MIP a NIP je velikost,
ktera ovliviiuje chemické a fyzikalni vlastnosti. Velikost byla stanovena za pouziti metody
dynamického rozptylu svétla, kterd je zalozena na méteni fluktuace intenzity rozptyleného
zateni laserového paprsku. U pfipravenych MIP a NIP byl zmétfen povrchovy naboj, ktery také
nese informaci o stabilit¢ a nachylnosti k agregaci. Obecné se za stabilni povazuje suspenze
s hodnotou zeta-potencialu + 30 mV. Primérmné naméfené hodnoty jsou zaznamenany
v tabulce 7. Z namétenych dat vyplyva, ze pridavek 10 mol % MAA a 10 mol % NAPMA m¢l
vliv na vysledny zeta-potencial. Neutralni MIP mély zetapotencial 7,20 + 1,13, po ptidavku
funkéniho monomeru NAPMA, ktery je nositelem kladného naboje se zetapotencial zvysil
na hodnotu 12,90 + 1,37 a u pfidavku funkéniho monomeru MAA, ktery je nositelem
zaporného naboje se zetapotencidl snizil na hodnotu 4,26 £+ 0,55. Ke zméné zetapotencidlu
dochazelo 1 u NIP, kdy neutralni ¢astice nabyvaly hodnotu 6,41 £ 1,24, po ptidavku funkéniho
monomeru NAPMA se hodnota zvysila stejné jako u MIP, a to na hodnotu 10,28 + 1,81
apopridani funkéniho monomeru MAA se snizil na hodnotu 3,55+ 0,27. Rozdil
mezi zetapotencialem MIP a NIP muze byt zplsoben pfitomnosti nevymytého
chymotrypsinogenu ve struktuie MIP. Chymotrypsinogen ma izoelektricky bod pii pH 8,9,
ve vodé, kterd méd pH mezi 6-7, ma tedy mirné€ kladny naboj a zvySuje tak zetapotencial MIP.

Také byla zmétena velikost Castic pii rozdilnych teplotach, kdy byla pro ukazku vybrana
teplota pti 25 °C (Tabulka 7), ktera byla pro ¢astice rozdilna. Nejvétsi byly MIP s ptidavkem
NAPMA, ale samy o sob¢ jsou tyto Céstice za laboratorni teploty polydisperzni a tepelny
ptechod mély zhruba kolem 30-35 °C. V literatute bylo jiz dfive diskutovano o zméné LCST
PNIPAM v kombinaci s dalsimi funkénimi monomery. Napf. pfitomnost TBAm vede k snizeni
LCST pNIPAM [119]. Proto je pravdépodobné, ze i pfidavek MAA a NAPMA mohli tento
prechod mirné€ ovlivnit. Na rozdil od MIP, NIP mély velikost velmi podobnou. Rozdil mezi
velikostmi MIP a NIP miize byt rovnéz zptisoben ptitomnosti templatu. MIP ve své struktuie
zachycuji protein, coz pravdépodobné vede k narlstu jejich velikosti. Jednotlivé pfechody
polydisperzniho systému jsou znadzornéné na obrazku 21 a vypsany v tabulce 7. Z naméfenych
dat je patrné, ze ptechod polydisperziho systému u MIP s ptidavkem 10 mol% NAPMA byl
mezi 25 az 35 °C. Ostatni pfipravené castice mély polydisperzni pfechod vzdy kolem
20 az 25 °C. Pii nizkych teplotach se ¢astice hydratuji a rozvolni, a maji tak spiSe strukturu
gelu, z tohoto divodu se domnivam, ze DLS ¢astice zaznamena jako velmi polydisperzni.
Pti zahtivani dojde k jejich dehydrataci a k tvorb¢ stabilnich ¢astic. Dale bylo pozorovano,
Ze pii zahtivani dochazi k zakaleni roztoku ¢astic — znazornéné na obrazku 16.
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Tabulka 7. Priimérna namérena data zeta-potencialu, LCST, velikosti a polydisperzity MIP a NIP

MIP 7,20 + 1,13 20-25 107,20 + 1,82 0,17 £0,01
MIP s pridavkem MAA 4,26 £0,55 20-25 77,88 £ 0,80 0,16 + 0,01
MIP s pfidavkem NAPMA 12,90 £ 1,37 25-35 110,1 + 0,82 0,29 + 0,03

NIP 6,41 + 1,24 20-25 52,91 £ 0,56 0,29 + 0,02
NIP s pridavkem MAA 3,55+0,27 20-25 51,79 £4,90 0,13+ 0,02
NIP s pridavkem NAPMA 10,28 £ 1,81 25-30 65,17 £ 1,094 0,22 £0,03
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Obrazek 21: Teplotni prechody pro jednotlive MIP a NIP

Na obrazku 22 jsou ukazané elektroferogramy zakladnich (neutralnich) MIP, které jsou
porovnany s MIP s ptidavkem MAA (zaporné¢) a NAPMA (kladné), kdy jsou patrné rozdily
Vv migracnich casech, zplisobené odliSnym nabojem castic. MIP s pfidavkem NAPMA mély
kladny néaboj, proto mé&ly krat$i migracni ¢as narozdil od MIP s pfidavkem MAA, které mély
zaporn€jsi naboj, a tudiz delsi migracni €as. Z tohoto divodu mizeme fict, Ze pfidavek MAA
¢1 NAPMA ma maly vliv na separaci ¢astic. Bohuzel ani pies ptidavek MAA a NAPMA nebylo
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mozno docilit rozdilnych migra¢nich ¢astt mezi MIP a chymotrypsynogenem. Z tohoto diivodu
byly piipravené MIP s Chym-FITC jako templatem.
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Obrazek 22: Separace MIP s pridavkem MAA a NAPMA porovnanych se separaci zakladnich MIP

Na obrazku 23 byla ovéfena schopnost rizné¢ nabitych MIP vazat chymotrypsinogen.
Z naméfenych dat je vidét, Ze vSechny typy pfipravenych MIP byly schopny véazat

chymotrypsinogen.

Nejlepsimu  vymyvani,

navazovani

nejveétstho  mnozstvi

analytu

a k nejmensi neselektivni interakci vSak dochazelo v pfipadé neutralné nabitych castic.
Proto byly tyto ¢astice pouzity v dal§ich experimentech. Zaroven nam tento experiment poskytl
informaci o tom, ze zalezi na povrchovém naboji MIP, a Ze tento naboj mize mit vliv na vazbu
mezi analytem a vazebnou kavitou.
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Obrazek 23: Srovnani Elektroferogramii A) Kladnych MIP (pridavek NAPMA), B) Neutralnich
MIP (zdkladnich) a C) Zdapornych MIP (pridavek MAA) a jejich navazani MIP a NIP na Chym-FITC

o vysledné koncentraci 0,05 mg/ml.
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5.4 Ovéreni vazebné selektivity

Nejvhodnéjsi MIP pro ovéieni vazebné selektivity se jevily ty pifipravené za optimalnich
podminek bez ptidavku NAPMA a MAA, které byly stabilni za laboratorni teploty a dobie
vazaly Chym-FITC ze vzorku. Jako kompetitory byly vybrany proteiny hovézi sérovy albumin
(BSA-FITC) a vaje¢ny lysozym (Lysozym—FITC). Porovnani velikosti a izoelektrického bodu
jednotlivych proteinti je uvedeno v tabulce 8. Pravé rozdilna velikost a hodnota izoelektrického
bodu proteini miize mit vliv na vyslednou selektivitu, kdy malé molekuly (vaje¢ny lysozym-
FITC) mohou zapadnou do kavit, a naopak velké molekuly (BSA-FITC) by do kavit zapadnout
nemély. Vysledny izoelektricky bod mél vliv i na separaci, kdy Chym—FITC a lysozym-FITC
maji podobny izoelektricky bod a jejich migra¢ni Casy byly velmi podobné a to mezi
3-5 minutou a na rozdil od BSA-FITC, kde izoelektricky bod je nizsi nez Chym-FITC
a migracni ¢as byl az kolem 5-6 minuty.

Tabulka 8: Porovnani jednotlivych velikosti a izoelektrického bodu

Protein Velikost (kDa) Izoelektricky bod
Chymotrypsinogen 25 8,76-8,90
Lysozym 15 11
BSA 66 4,5-5,0

Porovnani vazby jednotlivych proteini na MIP a NIP je zaznamenano na obrazku 24.
Jednotlivé elektroferogramy jsou znazornéné na obrazku 25. Z obrazku 25 A, je patrné, Ze BSA
je vétsi nez otiskovany protein, a tak by teoreticky nemél zapadnout do vytvofenych kavit.
Na druhou stranu dochazelo v pfipadé¢ BSA k vysoké neselektivni vazbé, coz mohlo byt
zpusobeno zapornym nabojem BSA, ktery interaguje se slabé kladné nabitym povrchem MIP.
Také bylo zjisténo, ze ¢ast nenavazané BSA-FITC pii promyvani pomoci ultra odstfedivych
filtru amicon 100K neproslo pies filtr a zlstalo v analyzovaném vzorku. Jedna se asi o 25 %
z naméfeného signalu, ktery vysledna data zkresluje. Nejlépe s MIP interagoval protein
chymotrypsinogen (viz obrazek 25 A), coz potvrzuje selektivitu pfipravenych MIP. Také
je patrné, ze v ptipadé lysozym—FITC dochazelo k vazbé na MIP. Lysosym je mensi
nez otiskovany protein a mohl tak zapadnout do imprintovanych kavit. Jeho neselektivni
interakce v oblastech mimo kavitu vSak byla nizka (viz obrazek 25 C).
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Obrazek 25: Elektroferogramy po aplikaci A) BSA-FITC B) Chym-FITC a C) Lysozym-FITC
na MIP a NIP a selektivnich pro Chym—FITC

5.5 Analyza kondenzatu dechu

Realny vzorek dechu obsahuje spoustu dalSich ptimési jako jsou napiiklad malé netékavé
molekuly (mocovina, organické kyseliny, aminokyseliny), proteiny (pepsin) atd., které mohou
mit vliv na vyslednou analyzu. Proto bylo dal$im cilem prace provést ovéteni, zda jsou MIP
Castice schopny izolovat zvoleny protein 1 z realného vzorku. Jako realny vzorek byl pouzit
kondenzat lidského dechu, ktery byl ziskan zchlazenim dechu uzavieného v balonku tekutym
dusikem. Kondenzat dechu byl pouzit se souhlasem dobrovolnika. Nasledné byl ke vzorku
zkapalnéného dechu piidan Chym-FITC na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml. Poté byly
k vzorku dechu s Chym-FITC ptidany MIP/NIP ¢astice. Naméfena data jsou zaznamenana
na obrazku 26. Z vyslednych dat je zfejmé, ze MIP jsou schopny izolovat Chym-FITC
Z redlného vzorku — kondenzovaného dechu.
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Obrazek 26: Elektroferogramy po aplikaci fluorescencné znaceného chymotrypsynogenu na MIP
a NIP a overeni nespecifickych interakcich

5.6 Analyza na QCM ¢ipu

Zaveérecna Cast prace byla vénovana propojeni MIP a QCM. Pro tento experiment byl na povrch
¢ipu kovalentné navdzan studovany protein (chymotrypsinogen). Nasledné byly do systému
davkovany MIP o koncentraci (0,37; 0,18 a 0,15 mg/ml). MIP maji vétsi molekulovou hmotnost
nez chymotrypsinogen, proto byl ocekavan vyraznéjsi pokles frekvence, coz ndm pro prvni
experiment umozni snaze ovétit, zda lze vytvofit sensor zalozeny na kombinaci QCM a MIP.
Pokles frekvence byl zpiisoben interakci mezi MIP a proteiny ukotvenymi na povrch zlaté
vrstvy krystalu. Naméfend data jsou uvedena na obrazku 27. Z obrazku 27 lze vidét,
Ze s rostouci koncentraci MIP dochazelo k vyrazngjsimu poklesu frekvence. Zména frekvence
je tak pfimo umérnd hmotnosti navazanych céstic. Aby byla docilena regenerace Cipu
a opétovnému navazovani, byl do cely davkovan teply pufru o teploté kolem 60 °C po dobu
20 min.
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Obrazek 21: Pozorovani interakce mezi MIP a proteinem (chymotrypsinogen) pomoci QCM
V redalném case
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6 ZAVER

Vypracovana diplomova prace byla zaméfena na tvorbu sensoru vyuzivajiciho syntetické
receptory — MIP pro detekci proteinii z kondenzatu dechu, jako markert riznych onemocnéni.
Analyza dechu byla zvolena jako relativné novy zplsob neinvazivniho, bezbolestného
a snadné¢ho odbéru klinickych vzorkti. Jako modelovy protein byl v praci pouzit
chymotrypsinogen A. V budoucnu by optimalizovana metoda mohla byt pouzita pro tvorbu
MIP selektivnich naptiklad pro Keratin 11-2-protein slouzici k identifikaci pacientt s rakovinou
nebo kolagen a, ktery odrazi degradaci bunék pojivové tkang.

Prvni Céast experimentdlni prace byla zaméfena na pfipravu a optimalizaci molekulové
imprintovanych polymert selektivnich pro chymotrypsinogen zahrnujici optimalizaci promyti,
ovéteni vazebnych vlastnosti a selektivity. Z na méfenych dat vyplyva, ze vyvinut¢é MIP
vykazuji rychlou adsorpci, vysokou absorpéni kapacitu a jsou selektivni pro chymotrypsinogen.

Vyvinuta metoda pro stanoveni proteinu z komplexniho kondenzatu dechu je velmi
jednoduchou, ekologickou, rychlou a selektivni metodou v porovnani se sou¢asnymi metodami
pro stanoveni vydechovaného kondenzatu dechu. Velkou vyhodou budouciho senzoru je,
ze se jedna o jednoduchy a neinvazivni odbéru vzorku, pro analyzu postac¢i malé mnozstvi
odebraného vzorku bez nutnosti predpiipravy, detekce je provadéna v realném Case, je rychla
a finanén¢ nendkladnd. Tento pfistup mé& v budoucnu velky potencial a dalsi studium této
problematiky bude zaméteno na optimalizaci navdzani MIP na povrch Cipu, stanoveni limitu
detekce zvoleného proteinu pomoci QCM a zavedeni postupu detekce pro rizné proteiny
z kondenzétu dechu.
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Molekulové imprinotvany polymer
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Amonium persulfat
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Ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid
N-Hydroxysukcinimid

Mikroextrakce na pevné fazi

Jehlovy lapac

Funk¢éni monomer
N-tert-butylakrylamid

N, N'- Methylenbis(akrylamid)
N-(3-Aminopropyl) methakrylamid hydrochlorid

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

MIP
NIP

MS

GC
QCM
MMA
NIPAM
TEMED
APS
NaOH
EDC
NHS
SPME
NTD
FM
TBAmM
BIS
APMA
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