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Anotace

V této bakalaiské praci jsou v prvni ¢asti shrnuty obecné informace o molekuloveé
imprintovanych polymerech, o jejich ptipravé a vyuziti. Dale se zabyva popisem mozného
spojeni téchto imprintovanych polymera s biosenzory, kde slouzi jako receptory, dokazi
rozpoznat stanovovany analyt, @ maji proto potencial v Iékaiské diagnostice. Posledni cast
je vénovana konkrétnim piikladim aplikaci téchto biosenzorti pro stanovovani proteinovych
biomarkerti. JSou zminény biosenzory pro stanoveni proteini jako je albumin, lysozym,

cytochrom c, kreatinkinaza ¢i oxytocin.
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Molecularly imprinted polymers for the analysis of protein biomarkers using biosensors
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The first part of this bachelor's thesis summarizes general information about molecularly
imprinted polymers, their preparation, and use. It further describes the possibility of connecting
these imprinted polymers with biosensors, where they can serve as receptors, recognize the
analyte to be determined, and therefore have potential in medical diagnostics. The last part
is devoted to concrete examples of applications of these biosensors for the determination
of protein biomarkers. Biosensors for the determination of proteins such as albumin, lysozyme,

cytochrome c, creatine kinase, and oxytocin are mentioned.
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Seznam zkratek a znacek

ADP- adenosindifosfat

APBA- m-aminophenylborova kyselina

ATP- adenosintrifosfat

BSA- hovézi sérovy albumin
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Fab- fragmenty vazajici antigen

FDA- Sprava potravin a [éCiv

Fe304- magnetit

Gp41- membranovy protein viru HIV

HAPLN1- protein 1 vazany na hyaluronan
HPLC- kapalinova chromatografie

in vivo- za ziva

Lys-MIP- molekulové impritované polymery potisténé lysozymem
MAA- metakrylova kyselina

Mag-MIP- magneticky molekulové imprintovany polymer
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NNAL- 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-Pyridin)-1-Butanol
PEG400DMA- polyethylen glykol dimethylakrylat
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PAH- polycyklické aromatické uhlovodiky
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SiO2-- oxid kiemidity

SPE- extrakce na pevné fazi

SPR- povrchové plazmonové rezonancni senzory
TRIM- trimehylolpropan trimethylakrylat

TSA- analog piechodného stavu



0 Uvod

Schopnost molekul rozpoznavat jedna druhou a vytvaret presné¢ definované komplexy
tvofi zaklad tady biologickych procesii. Ptiklady molekulového rozpoznavani v piirodé
inspirovaly védce k tomu, aby navrhli syntetické receptory, které jsou schopné rozpoznavat
a vazat pozadovanou cilovou molekulu s vysokou afinitou a selektivitou. Takové syntetické
materialy jsou snadnéji vyrobitelné a zpracovatelné, méné nakladné a stabilngjsi nez
biomakromolekuly v nativni formé.

Molekulové imprintovani je technika pro navrhovani umélych receptori s pfedem
stanovenou selektivitou a specificitou pro dany analyt. Molekulové imprintované polymery
jsou polymerni matrice ziskané pomoci technologie molekulového imprintovani neboli otisku.
Jednd se 0 prvky schopné napodobit pfirozené rozpoznavaci slozky jako jsou protilatky
a biologické receptory. Molekulové imprintované polymery se daji vyuzit pro separaci
a analyzu komplikovanych vzorkl z biologického materialu, maji své Siroké vyuziti v klinické
analyze, 1¢katské diagnostice, monitorovani zivotniho prostedi a v systémech dodavani 1é¢iv.

V soucasné dob¢ se dostava stale veétsi pozornosti vyuziti molekulové imprintovanych
polymeri za ucelem Iékarské diagnostiky. VCasna a spravna diagnostika nemoci je jednim
z klicovych faktort, jak ovlivnit pribéh nemoci nebo terapii. Biologicky citlivé materialy
pouzivané v biosenzorech, jako jsou enzymy a hormony, vyzaduji spravné podminky prostiedi,
aby si zachovaly své biologické ucinky, coZz omezuje jejich aplikaci a vyvoj. Proto
se molekulové imprintované polymery, vzhledem k jejich vysoké specifité, vysoké odolnosti
a nizkym nakladim na vyrobu, stavaji vhodnymi alternativami k bézné pouzivanym
slozkam biosenzori (protilatky, enzymy). Tato prace shrnuje informace o biosenzorech

zalozenych na molekulové imprintovanych polymerech pro analyzu proteinovych biomarkert.
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1 Molekulové imprintované polymery

Molekulové imprintovani je metoda pro vytvofeni selektivnich rozpoznavacich mist
v syntetickych polymerech [1]. Molekulové imprintovani je metoda tvorby ligandovych
selektivnich rozpoznavacich mist v syntetickych polymerech, kde je pouzita Sablona neboli
templat (napt. atom, ion, molekula nebo makromolekula). Tato technika zahrnuje polymeraci
funk¢énich monomerd, kdy v pfitomnosti templatu pii probihajici polymerizaci jsou chemické
skupiny funkénich monomerti vtisknuty (imprintovany) do molekuly templatu. Nasledné
odstranéni molekul templatu zanechava v molekule navrzena mista, ktera jsou vhodna
pro rozpoznavani malych molekul, diky ¢emuz je material idealné vhodny pro aplikace, jako
jsou separace, chemické snimani a katalyza. Vznikly produkt se nazyva molekulové
imprintovany polymer (MIP), princip pfipravy je znazornén na obrazku 1 [2, 3].

Molekulové imprintované polymery jsou uméle vytvofené receptory vyrobené
otiskovanim molekul templatu v polymerni matrici, ndsledn€ odstranéni templatovych molekul
diukladnym promytim, ¢imz vznikaji tzv. kavity neboli rozpoznavaci a vazna mista
v molekulové imprintovanych polymerech. Tyto vazna mista vykazuji vysokou afinitu
K riznym typum molekul nebo makromolekul, ale i bakteriim. Struktura MIP zalezi
na mnozstvi a chemickych vlastnostech monomeru (aniontovy, kationtovy, neutrdlni,
amfifilni). MIP jsou chemicky stabilni a pevné, mohou byt pouzité k riznym uéelim, jako
je chromatografie, ptedpiiprava vzorku, jako je ¢isténi, vyuziti jako katalyzatory, senzory aj.
[3, 4].

Imunochemické metody, které vyuZivaji specifickych interakci mezi protilatkami
a antigeny, se bézné pouzivaji pro stanoveni riznych proteint v biologickych vzorcich [5].
Ackoli protilatky splituji pozadavky na specifitu, selektivitu, maji tyto molekuly i1 nckteré
nedostatky, mohou podléhat chemickym a fyzikalnim zménam nebo rozkladu, MIP mohou byt
vhodnou alternativou. Pravé i kvili tomu roste V poslednich letech zajem o tuto metodu
a pribyva ¢lanku na toto téma, nejvice se vSak MIP vyuzivaji v bioanalytickych oborech [6].
Vyuzivaji se také v detekci biologicky aktivnich latek télnich tekutin, kvantifikace
makromolekularnich slou¢enin nebo biomarkerti, asociovanych s uritym onemocnénim [7].
Dale mohou byt MIP pouZity jako nastroje pro zlepSeni systémi cilené distribuce 1é¢iv. V této
oblasti se uplatiuji jako spoustéce pro fizené uvolnovani terapeutické davky [8]. Cirillo et al.
[9] a Puoci et al. [10] ve svych studiich testovali MIP na selektivni a fizené uvolnovani
terapeutické latky-antioxidanti a-tokoferolu a kyseliny fytové. MIP vazaly mnohem vice a-
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tokoferolu a kyseliny fytové a vykazovaly regulovanou/prodlouzenou schopnost uvolovani
1é¢iva v simulacni gastrointestinalni tekuting.

Hlavni vyhodou MIP je, ze jsou selektivni pro urcit¢ molekuly, stejné¢ jako napf.
protilatky v imunoanalytickych metodach. Dale jsou robustni, odolné vii¢i vysokym teplotam
a tlaku, inertni ke kyselindm, zasaddm a organickym rozpoustédlim, maji nizké vyrobni

naklady a jejich pfiprava je snadna [11].
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Obrazek 1 Schéma principu pfipravy molekuloveé imprintovanych polymera [12].

Historie molekulového imprintovani zac¢ina vroce 1931, kdy se poprvé objevily
techniky ve spojeni s matricemi oxidu kiemicitého na silicagelu. V roce 1931 Polyakov [13]
zaznamenal neobvyklé adsorp¢ni vlastnosti v ¢asticich oxidu kiemicitého. Kiemicitan sodny
byl polymerizovan ve vod¢ za pouZziti riznych rozpoustédel (benzenu, toulenu a xylenu). Tyto
rozpoustédla mély vliv na strukturu pora oxidu kiemicitého béhem suseni nové ptipraveného
oxidu kiemicitého. Pozdéji Dickey [14] uvedl polymerizaci kiemicitanu sodného v ptitomnosti
Ctyf riznych barviv (methyl, etyl, n-propyl a n-butyl oranz). Barviva byla nasledné odstranéna
a pii pokusech o zpétné navazani bylo zjisténo, ze oxid kfemicity takto pfipraveny vaze
molekulu pouzitych barviv pfednostné nez jinych (novych) molekul barviv. V roce 1940
Pauling [15] navrhl proces tvorby pfirodnich protilatek, ktery probihda v piitomnosti

specifickych antigenti, které funguji jako templatové modely.
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Patrikeev et al. [16], poprvé inkubovali bakterie v silikagelu a pfisli na to, ze vysledny
imprintovany oxid kifemicity umozinuje bakteridlni rist podstatné vice ve srovnani s kontrolnim
oxidem kiemicitym. V jiné studii vykazuje imprintovany oxid kiemicity vyznamné zvySeni
reak¢ni rychlosti polykondenzaéni reakce aminokyselin.

Az do casnych sedmdesatych let, bylo molekulové imprintovani studovano hlavné
v anorganickych materidlech. Na zacatku 70. let byla tato technika poprvé aplikovana
na organické polymery. Rok 1972 znamenal zacatek technologie molekulového imprintovani
jak ho zname dnes, kdyZ laboratoie Wulffa a Klotze nezavisle na sobé objevili pfipravu
organickych polymeri s pfedem stanovenou selektivitou ligandt. Molekuly templatu, které
byly pfitomny b&éhem polymerizace, nebo jejich derivaty, byly rozpoznavany vyslednym
molekularné imprintovanym polymerem (MIP) [17]. Wulff et al. [18] zalozili pouziti MIP jako
biomimetickych katalyzatort.. Syntetizovali velké mnozstvi katalyzatort navrzenych metodou
molekulového imprintovani a pouzili je pfi riznych chemickych reakcich. Technologie byla
poté zdokonalena Mosbachem et al. [19] v 90. letech 20.stoleti, rozdé&lili syntetické
imprintované polymery do tii skupin; kovalentni, nekovalentni a semi-kovalentni v zavislosti
na povaze interakce mezi templatem a funkénim monomerem. Kovalentni piistup vede
k pozoruhodné dobie definované a homogenni distribuci vazebnych mist, zatimco
nekovalentni ptistup poskytuje heterogenni vazebna mista.

Velky pfinos v metodice MIP piinesl také Shea et al.[20], kteti dosp€li k rozpoznavani
vétsich proteinovych struktur (cytochrom c, hovézi sérovy albumin a alkoholdehydrogenaza)
pomoci imprintovani nonapeptidové sekvence izolované z C-konce proteinli. Nedavno také
prokazali pouziti molekulové imprintovanych polymer v systému in vivo. Imprintintované
polymery s melitinem (z vceliho jedu) vykazovaly afinity v pikomolarnim rozmezi

a srovnatelné s t€émi, kterych bylo dosaZeno u protilatek.

1.1 Slozky pro pripravu MIP

Jak bylo popsano vyse, zakladni komponenty pro piipravu MIP jsou templatova
molekula, jeden nebo vice funkénich monomerti, sitovaci cinidlo, které napomaha

polymerizaci a rozpoustédlo.

15



1.2 Templat

Templat je tzv. stavebni Sablona neboli molekula pro tvorbu vazebnych mist v MIP.
Templat urCuje vazebna mista pro reaktanty, templat je odpovédny za tvorbu specifického
produktu, ale neni souc¢asti findlniho produktu. Ve vétSin€ pripadt templét neni katalyzatorem
a musi byt pfitomen jen v uréitém mnozstvi, aby dochazelo k formovani vysledného produktu.
Jelikoz mezi templatem a substratem existuje do¢asna vazebna interakce, miize byt templat
nasledné¢ z produktu odstranén. Tyto docasné interakce jsou Casto koordinacni vazby, ale také
to mohou byt vodikové vazby, van der Waalsovy interakce nebo snadno stépitelné kovalentni
vazby [21]. Jako prvni templatové molekuly byly vyuzity kationty kovi, které jsou vyuzivany
1 nyni a slouzi ke vzniku mist se specidlni architekturou jako jsou rotaxany, katenany a uzly
[22-24].

Schopnost MIP rozpoznavat nejen templat, ale také jiné cilové slouc¢eniny nebo skupiny
strukturné ptibuzné molekule templatu, je klicovou aktivitou pti vyvoji MIP. Existuje n¢kolik
diavodt pro vybér cilového analogu jako Sablony. Pro vyvoj MIP by templat mél vykazovat
nasledujici charakteristiky: mél by byt snadno dostupny ve velkém mnozstvi za nizkou cenu,
mél by vykazovat rozpustnost odpovidajici podminkam imprintovani, a mél by vykazovat
vysokou reaktivitu s cilovym analytem (analyty). Vybér templatu je jeden ze stéZejnich kroku
pfi piipravé MIP, v analytické chemii se nejvice vyuzivaji rizné druhy templata ze ttidy 1,2-
aminoalkoholu [25].

Tvar templatu je dulezity pro prostorovou komplementaritu, a tim pro u¢inné rozliseni
mezi dvéma molekulami [26]. Tento jev byl prokazan ve studii Lepistoa a Sellergrena z roku
1988 [27] metodou molekulového imprintovani na zakladé nekovalentnich interakci, kdy byly
ziskany polymery, které byly schopny selektivné rozlisit amidy karboxylovych kyselin, lisici
se pouze Vjedné methylové skupin€, stejné tak i1 enantiomery. Selektivni rozpoznavani
je pfipisovano rozdilné konformaci templatu, coz vede ke vzniku rozpoznavacich mist
S riznym tvarem. Mista jsou schopna rozpoznat amidovou konformaci piivodni imprintované
molekuly [28]. Templaty, které obsahuji vice vazebnych mist pro monomer poskytuji vazebna
mista, které udavaji vyssi afinitu a specifi¢nost MIP pro cilovou molekulu [29].

Existuji studie zabyvajici se rozdélenim druhti templatt. Percec et al.[30] rozliSuje templaty na
endo-teplaty a exo-templaty. Dale templaty mohou byt rozdélené dle tvaru a velikosti. Tvary
mohou byt konvexni, konkdvni a linearni. Dle velikosti jsou templaty definovany jako

slouCenina nebo ion s nizkou molekulovou hmotnosti, oligomer nebo polymer. PouZiti
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kovového iontu jako templatu je piikladem konvexniho templatu (obrazek 2), prikladem
konkavniho templatu je enzym (obrazek 3), linearni templat je charakterizovan pouzitim
syntetické makromolekuly, napf. polymerace kyseliny methakrylové vazané na poly4-
vinylpyridin (obrazek 4). Templaty mohou byt rozdéleny také na reaktivni neboli katalytické
nebo nereaktivni neboli nekatalytické, aby se rozliSily situace, kdy pfitomnost templatu

urychluje rychlost probihajiciho chemického procesu a situace, kdy rychlost reakce neni

Self-assembly :
around the ion

ovlivnéna [31].

Formation of
Recycling the macrocycle
of the ion
R Separation of
—e
the ion from
the macrocycle

Macrocycle

Obrazek 2 Piiklad kovového iontu fungujiciho jako konvexni templat [31].

Substrales G
“assemble at the

reactive site of

the enzyme

Recyclmg Reaction
ot the enzyme

Product
dnsassembles
Product from the enzyme

Obrazek 3 Priklad enzymu jako konkavniho templatu (oznacen pismenem T) [31].
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Obrazek 4 Zobrazeni linearniho templatu (oznacen pismenem T) [31].

Templaty reaguji odli$né v riiznych mobilnich fazi. Pro volbu optimalniho média je tieba
vzit v tvahu faktory souvisejici se strukturou templatu, polymerni strukturou a morfologii.
Templaty lze rozd¢lit do tii kategorii: templaty s nizko az sttedné polarni skupinou, templaty
obsahujici protolytickou funk¢ni skupinu a templaty S hydrofobni skupinou. U nizko az stiedné
polarnich templatt se jejich ucinek zvysuje pouzitim organickych rozpoustédel jako vazebnych
médii, kde templat interaguje hlavné elektrostaticky s vazebnymi misty. Templaty
s proteolytickymi funk¢énimi skupinami obsahuji napf. Broénstedovy kyselé nebo zasadité
skupiny. Pokud je funkéni monomer kysely, napt. metakrylova kyselina (MAA) nebo bazicky,
(napt. vinylpyridin-VPY), kone¢né MIP vykazuji dobré vlastnosti pro chromatografii a maji

vybornou selektivitu pfi pouziti ve vodnych mobilnich fazich [26].

1.3 Monomer

Monomer je vétsinou organicka molekula, ktera je schopna reagovat s jinymi
molekulami, coz vede ke vzniku polymert. Zakladnim rysem monomeru je polyfunkcnost
a schopnost vytvaret chemické vazby s nejméné dal§imi dvéma molekulami monomeru.
Bifunkéni monomery tvofi pouze linearni polymery, monomery polyfunkéni poskytuji
sitované polymerni produkty [32].

Funk¢éni monomer poskytuje funkéni skupiny, které jsou zodpovédné za vazebné
interakce s cilovou molekulou. Silngjsi interakce mezi templatem a funkénim monomerem
béhem imprintovani tedy vedou ke vzniku MIP s vyssi vazebnou kapacitou a selektivitou.
V nékterych pfipadech mize byt reaktivita monomeru ovlivnéna tvorbou komplexu
s templatovou molekulou [26]. Po za¢lenéni monomeru do templatu dojde Kk zesiténi do formy

polymerni matrice a naslednému odstranéni a vzniku vazebnych mist [33].
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Vybér vhodného funkéniho monomeru je dilezity pro vazbu templat-monomer a je
zédkladem pro Gspésné imprintovani [34]. K dispozici je Siroka skala funkénich monomert
S ruznymi funkcemi. Alternativné monomery lze syntetizovat za Gcelem cileni specifickych
funkci v molekule templatu. Vybér nejpouzivanéjsich funkénich monomerut a jejich struktura

pouzitych pfi imprintovani je uvedena na obrazku 5.

Mezi nejbeznéjsi monomery patii kyselé monomery, jako jsou karboxylové kyseliny
(kyselina akrylova, kyselina methakrylova, kyselina vinylbenzoova), sulfonové kyseliny
(kyselina  2-akrylamido-2-methylpropansulfonova), bazické monomery, jako napf.
heterocyklické baze (vinylpyridin, vinylimidazol) a amfifilni monomery. Kyselina
methakrylova, ktera se hojné pouziva jako monomer, ma amfifilni charakter, dokaze byt
soucasné donorem protont a dokaze tvofit vodikové vazby, které jsou akceptorem [35].
Kyselina methakrylova se pouziva jako funkéni monomer pro fadu druht templatd, mezi které
patii peptidy, nukleotidy, sacharidy, 1é¢iva, herbicidy a anorganické ionty [36].

Alternativné mohou byt pro tvorbu MIP také pouzity kombinace dvou nebo vice
funkénich monomert. Nékteré studie poukazuji na lepsi rozpoznavaci schopnost a selektivitu
MIP pfi pouziti vice monomerd, nez MIP pfipravené s jedinym funkénim monomerem [37].

Urraca et al. [38] vroce 2006 pouzili skupiny funk¢énich monomerd zalozenych
na polymerizovatelnych amidinech a mocoving, které byly vyrobeny pro receptor beta
laktamovych antibiotik. Tyto receptory vykazuji minimalni nespecifickou adsorpci.

Obecné¢ miize byt proces molekulového imprintovani klasifikovan do dvou skupin
Vv zavislosti na typu interakci, které existuji mezi molekulou templatu a monomerem,

a to kovalentni vazba a nekovalentni vazba [1], které jsou popsany v kapitole 1.6.
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Obrazek 5 Struktura nejbéZnéji pouzivanych monomerti pouZivanych pro molekulové imprintovani [34].

1.4 Sitovaci ¢inidlo
Sitovaci ¢inidlo mé& vyrazny vliv na fyzikalni vlastnosti polymeru a na specifické interakce
mezi monomerem a templatem [26]. Sitovaci ¢inidlo ma v procesu molekulového imprintovani
dilezitou roli. Jeho povaha a také mnozstvi piedstavuji dilezité faktory pro dosazeni vysoké
afinity vyslednych MIP [36]. Sitovaci ¢inidlo kontroluje morfologii polymerni matrice,
stabilizuje imprintovana vazebna mista, stabilizuje vazby mezi monomerem a templatem a
dodava mechanickou stabilitu polymerni matrici, aby si ponechala svoji schopnost pro
rozpoznavani analytu [39]. Vysoky pomér sitovaciho ¢inidla k funkénimu monomeru vede k
pevnéj$im materialiim s niz$imi bobtnavymi schopnostmi, protoze sit’ se nemuize rozsifovat.

Rozsah téchto Uc€inkli zavisi nejen na mnozstvi sitovaciho Cinidla, ale také na jeho velikosti

a flexibilité. Nejcastéji pouzivand sitovaci ¢inidla jsou uvedena na obrazku 6.

MIP ptipravené s nizkomolekularnim bifunkénim sitovacim c¢inidlem vykazuji vyssi
tuhost a jsou vice odolné nez MIP pfipravené s vysokomolekularnim sitovacim ¢inidlem
obsahujicim dvé nebo vice polymerovatelnych skupin, coz vede k polymerim s lepsi

selektivitou, afinitou a vazebnou kapacitou [40, 41]. Nejcast¢ji pouzivanym sitovacim ¢inidlem
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je ethylenglykol-dimethakrylat (EGDMA) a trimethylolpropan trimethylakrylat (TRIM). TRIM
tvofi polymery s vétsi tuhosti, strukturou a vyuzitelngjsimi vazebnymi misty nez EGDMA [26].
Pii pouziti divinyl benzenu jako sitovaciho ¢inidla jsou ziskany polydisperzni castice MIP
vV mens$im mnozstvi, kdezto pti pouziti TRIM je vytézek vétsi a Castice rovnomeérnéjsi [29].

Souvislost mezi sitovacim ¢inidlem a velikosti MIP ve své studii potvrdil Yoshimatsu
et al. [42], zjistili také, ze malé castice MIP jsou vhodné ve vazebnych testech s ligandy, vetsi
¢astice MIP jsou zase vhodné jako stacionarni faze v chromatografii.

Ve vétsing piipadi jsou MIP pfipraveny s vysokym pomérem sitovaciho cinidla
(ptiblizné 80 %), tj. pomérem sit'ujiciho ¢inidla k celkovému poctu molti funkéniho monomeru,
coz vede ke ziskani mechanicky robustni makroretikularni sit€ s porézni strukturou a velkou
povrchovou plochou. Pouziti nizkého poméru sitovaciho ¢inidla (méné nez 5 %) ma za

nasledek vznik MIP s gelovitou strukturou [43].

0
)\WO\/\OJ\( / 74 V

) —

Ethylene glycol dimethacrylate (EDMA) Divinylbenzene (DVB)

Trimethylolpropane trimethacrylate (TRIM) Pentaerythritol triacrylate (PETA)
Obrazek 6 Struktura nejb&zné&ji pouZivanych sitovacich ¢inidel pouzivanych pro molekulové imprintovani [34].

1.5 Rozpoustédlo

Rozpoustédlo také hraje dtlezitou roli v procesu imprintovani. Rozpoustédlo slouzi
k pievedeni vSech slozek polymerace (templatu, monomeru, sitovaciho ¢inidla) do jedné faze
a ma vyznamny vliv na strukturu (velikost porit) a fyzikdlni vlastnosti findlniho
syntetizované¢ho materialu. Rozpoustédla, ktera vytvari pory, jsou oznacované jako porogeny a
aplikuji se béhem imprintovani s cilem ziskat polymerni makrosité, aby se usnadnil pfenos

hmoty a umoznil snadny pfistup analytu k vazebnému mistu.
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Pti nekovalentnim imprintovani porogen silné ovliviyje stabilitu komplexu templat-
monomer v prepolymeraéni smési. Neékteré vlastnosti organickych rozpoustédel, jako
je polarita, dielektricka konstanta nebo protonace, maji velky vliv na proces imprintovani.
V tomto ohledu aproticka a nepolarni organicka rozpoustédla, napiiklad toluen a chloroform,
podporuji tvorbu monomer-templatovych komplexi s nekovalentnimi interakcemi, jako jsou
napf. vodikové mustky, zatimco vysoce polarni aproticka rozpoustédla, jako je metanol nebo
voda, tuto interakci narusuji a proces imprintovani je vyznamné snizen. Naopak, pokud by
se spoléhala na hydrofobni sily, byly by pro polymeraci spravnou volbou polarni rozpoustédla
[40, 44].

MIP pfipravené v organickych rozpoustédlech vykazuji nizkou Gc¢innost ve vodném prostredi
a Vvzasad¢ je vykon MIP obvykle lepsi ve stejnych rozpoustédlech, kterd se pouzivala

pro polymerizaci (pamétovy efekt) [45].

1.6 Pristupy molekulového imprintovani

Technika molekulového imprintovani mize byt rozdélena do tii skupin, a to kovalentni
imprintovani, nekovalentni imprintovani a semi-kovalentni imprintovani. Tyto tii skupiny jsou
charakterizované¢ na zéklad¢ typu vazby mezi molekulou templatu a funkéni skupinou
monomeru. To jaké bude mit vysledny MIP vazebné vlastnosti je mimo jiné pravé tim, jaké

vznikaji interakce mezi templatem a funkénimi skupinami [38, 46].

1.6.1 Kovalentni imprintovani

Kovalentni vazebny systém vyuzivd komplex templdt-monomer, ktery je vytvoren
kovalentni, ale reverzibilni vazbou. Prvni pfiklad MIP popsany Wulffem et al.[47]. vyuzivali
reverzibilni tvorbu esterovych vazeb mezi cukrem a fenylboronovou kyselinou, ktera byla
derivatizovana vinylovou skupinou. Kovalentni vazba zahrnujici Schiffovy baze a ketaly byla
nasledné pouzita pfi kovalentnim imprintovani derivatti aminokyselin a ketont [36].

Pti kovalentnim imprintovani dochazi k tvorb¢ stabilni kovalentni vazby mezi templatem
a funkénim monomerem. Kovalentni vazba je po polymeraci Stépena a nasledné je templat
extrahovan z polymerni matrice. Templat miZe byt znovu do polymerni matrice zaveden

a vzniknou opét kovalentni vazby. Kinetika pii vazbé mlze zptsobit vznik nebo rozpad vazby
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a templat maze byt uvolnén z dutiny. Tento zplsob byl vyuzit pro rizné typy molekul jako
cukry [48], ketony [49], aldehydy [50] a glycerové kyseliny [10].

Jednou z vyhod kovalentniho imprintovani je, Ze piesna stechiometrie komplexu templat-
monomer umoziuje piipravu polymerd s vazebnymi skupinami umisténymi v imprintovanych
dutinach (kavitech), coz snizuje pravdépodobnost nespecifickych interakci. Kromé toho, diky
vysoké stabilité¢ komplexii béhem polymerace, vysledné MIP vykazuji homogenni distribuci
vazebného mista a vys$s$i selektivitu nez MIP ptipravené pomoci nekovalentniho imprintovani.
Pouziti tohoto piistupu je vS§ak omezeno tzkym vybérem funkénich monomert a templati [51].
Pevnost a odolnost kovalentni vazby je v porovnani s nekovalentni mnohem vyssi, ovSem
vazba mezi monomerem a templatem muze byt tak silna, Ze se odstranéni poslednich zbytka
templatu nemusi podafit i po n€kolikanasobném promyti [52]. Mezi dal$i nevyhody patii
potfeba syntetizovat komplex templat-monomer pied polymerizaci, obvykle vys$si usili,
které je zapotiebi pro Stépeni templatu po syntéze MIP a pomala kinetika zpétného navazani
v dusledku potieby obnovit kovalentni vazbu pro rozpoznani cile [53]. Polymery pfipravené

kovalentnim imprintovanim jsou vhodné pro katalyzu [54].

1.6.2 Nekovalentni imprintovani

Nekovalentni vazby zahrnuji vodikové vazby, elektrostatické interakce, hydrofobni
vazby, iontové vazby a van der Waalsovy sily. U nekovalentniho imprintovani je vazba
monomer-templat zaloZzena na spojeni téchto dvou slozek pomoci vySe zminénych typt
nekovalentnich vazeb [36, 55]. Typickym funkénim monomerem pro nekovalentni
imprintovani je kyselina methakrylova, ktera byla poprvé pouzita Mosbachem et al. [1].
Rozsitené pouziti MAA jako funkéniho monomeru je dano jeji schopnosti interakci s riznymi
funkénimi skupinami, jako jsou estery, kyseliny, amidy a aminy [27]. Ackoli nekovalentni
systém je jednoduchy, interakce mezi monomerem a molekulou templatu je slaba, takze musi
byt pouzito velkého mnozstvi funkéniho monomeru [36].

Mezi vyhody nekovalentniho pfistupu v porovnani s kovalentnim imprintovanim patfi
jednoduchost syntetického postupu, ktery nevyzaduje chemickou derivatizaci molekuly
templatu pied polymeraci. Za pouziti komeréné dostupnych monomeri lze zacilit na Sirokou
Skalu funkcnich skupin a reverzibilni interakce se substrdtem jsou obvykle rychlé,

coz umoziuje vymeénu molekuly v rozpoznavacich mistech [56].
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U nekovalentniho imprintovani vznika vazebné misto se slabsi afinitou. Nekovalentni
imprintovani je ale uzivano castéji, a to z dlivodu snadného provedeni, lehkého odstranéni

templatu a také rychlé kinetiky pfi navazani analytu [57].

1.6.3 Semi-kovalentni imprintovani

Tento postup zahrnuje kombinaci obou pfedchozich metod. Jesté pied polymeraci
vznikaji kovalentni vazby. Z polymerni castice je templat odstranén a stanovovany analyt
se navazuje na Castici vazbou nekovalentni, coz je stejné jako u nekovalentniho postupu [21].
Whitcombe et al. [58] pouzili ve své studii tento pfistup, cholesterol byl esterifikovan 4 vinyl-
fenolem, ¢imz byl ziskan kovalentni monomerni komplex funkéniho templatu, a to cholesteryl
(4vinyl) fenyl-karbonat ester. Po polymerizaci se sitovacim cinidlem byla vysledna sit
hydrolyzovéana za uvolnéni templatové molekuly, cholesterolu, spolu s kyselinou uhli¢itou.
Rozpoznavaci mechanismus byl zalozen na tvorbé hydratac¢nich vazeb mezi hydroxylovou
skupinou cholesterolu a fenolickou hydroxylovou skupinou generovanou na vazebnych
mistech. Kromé karbonylové skupiny Se pouziva také salicylat pro imprintovani peptida [59],

nebo dymethyl silylova skupina silyletherti pro otisk aromatickych heterocyklickych bazi [60].

1.7 Metody polymerizace

Donedavna byly MIP nejcastéji pripravovany blokovou polymerizaci. Blokova
polymerizace je definovana jako polymerizace samotného monomeru, tj. béhem reakce neni
pfitomno zadné rozpoustédlo. Pii této metod¢ vSak dochazi k velké ztraté materidlu. Tato
metoda je blize popsana v kapitole 1.7.4. Proto se v poslednich n¢kolika letech mnoho
laboratoti zajima o vyvoj polymerizacnich metod, které by produkovaly pravidelné tvarované
a monodispergované Castice. Mezi nejvice pouzivané polymerizacni metody patii precipitacni,
emulzni, blokova, suspenzni a disperzni polymerizace, ale existuje také vicekrokova (dvou-
krokova) polymerizace, ktera vyZzaduje nabobtnani pfedem ptipravenych ¢astic polymeru nebo
tzv. polymerizace v roztoku, kdy je monomer, iniciator a vysledny polymer rozpustny

v rozpoustédle nebo smési rozpoustédel [61, 62].
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1.7.1 Precipitacni polymerizace

Metoda precipita¢ni polymerizace je jednoduchy zpusob molekulového imprintovani.
Pii tradi¢ni precipitaéni polymerizaci se zesiténi provadi v rozpoustédle, a to bud’ v reaktoru
nebo pii mirném michani v rota¢ni lahvi [63]. V tomto pfistupu je kliCovym bodem pouziti
rozpoustédla, kde jsou monomery rozpustné, ale vysledny polymer neni. To znamena, ze v
prub&hu polymerizace se rostouci polymer segreguje z roztoku, zatimco nepietrzité zachycuje
a spotfebovava monomery a oligomery, piipadné vytvari kulicky ve velikosti mikro- nebo
submikro - metrech [51]. Proto je nutna optimalizace systému na za¢atku, a to hlavné ve vybéru
vhodného typu monomeru a jeho koncentraci [64]. Bylo zjisténo, Ze nizs$i koncentrace
monomeru pfi precipitani polymerizaci vede ke vzniku vice stejnomérnych ¢astic [65].

Jednoduchost této metodiky, moznost ji provést bez pouziti stabilizdtori nebo jinych
aditiv, jeji kompatibilita s mnoha druhy sitovacich cCinidel a skutenost, Zze nejéastéji
pouzivanymi rozpoustédly jsou dipolarni aproticka rozpoustédla, ktera zachovavaji vodikové
vazby, ucinily tento pfistup velmi oblibenym. Precipitaéni polymerizace Se stala nejcastéji
pouzivanou technikou pfipravy MIP [61]. Vznikaji ¢astice mensiho rozméru, které jsou vhodné
pro pouziti jako MIP v kapilarni elektrochromatografii [62].

Ackoliv ma precipita¢ni polymerizace znacné vyhody, neobejde se bez problémd.
Jednim problémem je, Ze béhem této polymerizace je nutny velky objem porogenu (495 %
hmotnosti), coz zvysuje naklady a vede ke zne€isténi Zivotniho prostiedi. Jin et al. [66] navrhli
novy zpusob piipravy uzce dispergovanych MIP modifikovanou metodou precipitacni
polymerizace s pouzitim mensiho mnozstvi porogenu (asi 50 % hmotnosti). V této metodé
je pro zahajeni procesu pouzito ultrafialové zafeni a jako porogen pouzita smés mineralniho
oleje a toluenu. Pfipravené MIP maji podobnou vazebnou selektivitu a vy$si vazebnou kapacitu
ve srovnani s MIP syntetizovanymi tradi¢ni precipitacni polymerizaci. Dal§im problémem

spojenym s precipitacni polymerizaci je dlouha doba polymerace.

1.7.2 Suspenzni polymerizace

Suspenzni polymerizace je pravdépodobné nejjednodussi a nejpouzivanéjsi metodou
ptipravy MIP. Monomer je rozptylen v kapaliné spolecné s iniciatorem, s kapalinou se vSak
nemisi [67]. Pfi tomto zpusobu polymerizace probiha uvniti kapi¢ek monomeru. Kapicky

monomeru vzniknou tfepanim nebo michanim a jsou rozptyleny v disperznim rozpoustédle,
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které je nemisitelné s monomerem. Stabilita kapickové disperze se Casto zvySuje pfidanim
vhodnych stabilizatort. Stabilizator ma vliv také na velikost kapicek [68].

Pozitivni vlastnosti této metody spocivaji v tom, ze Ize tuto metodu snadno aplikovat
na ptipravu vysoce zesiténych poréznich polymert. Dalsi vyhodou je, Ze pro monomerni smés
nejsou potieba zadna rozpoustédla. Vzniklé MIP maji vysokou selektivitu a kulovity tvar.
Velikost vyslednych ¢astic je mozné ovlivnit pouzitim stabilizatoru [62, 69].

Tento pfistup ma znacné vyhody, ale také dvé dilezitd omezeni. Omezeni vyplyvaji
ze skutecCnosti, ze nejCastéji pouzivanou fazi nemisitelnou s monomerem je voda, ktera je kvili
své polarit¢ a vysoké schopnosti vodikové vazby vétSinou nevhodnd pro molekulové
imprintovani, protoze ovlivituje stabilitu komplexu templat-monomer, proto se ¢asto pouziva
jako alternativa rozpoustédlo obsahujici tekuté fluorované uhlovodiky[70], mineralni oleje [71]
nebo silikonové oleje [72]. Za druhé, suspenzni polymeraci jsou produkované pouze pomérné
velké polymery s velikosti v fadu desitek mikrometri az po milimetry, coz mize byt limitujici
V jejich dalsim pouziti [69]. Dale tato metoda neni vhodna pro monomery a sit'ovaci ¢inidla
s vysokou viskozitou, protoze vysoka viskozita ovliviiuje disperzi kapicek monomeru

a vysledné formovani MIP [73].

1.7.3 Emulzni polymerizace

Emulzni polymerace v zasadé souvisi s vySe uvedenymi metodologiemi v tom,
7ze je to dalsi zpusob vyuziti rozdéleni monomerni smési nebo rostoucich polymernich
fetézcl. Stejné jako v piipadé suspenzni polymerizace je monomerni faze dispergovana uvniti
kontinuélni faze vyrobené z monomeru nemisitelného s rozpoustédlem. V tomto ptipade je vSak
vysledna disperze stabilizovana povrchové aktivni latkou, ktera vytvari micely kolem kapicek
monomeru [74]. Pritomnost povrchové aktivni latky umoziuje dosahnout mnohem mensich
velikosti ¢astic, v rozmezi desitek aZ stovek nanometri. Kromé toho se pomoci techniky zndmé
jako ,,mini-emulzni polymerace”, velikost vysledné polymerni Castice piesné shoduje
s velikosti kapicek ve vychozi emulzi, coz umoznuje predem stanovit velikost ¢astice polymeru
[75]. Tato metoda trpi stejnou obecnou nevyhodou uvedenou vyse pro suspenzni polymerizaci,
a to pottebu vody jako kontinualni faze, ktera obecné narusuje postup imprintovani. Kromé

toho mize povrchové aktivni latka rovnéz narusit proces imprintovani, protoze se mize podilet
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na interakcich s monomerem a/nebo templatem. Povrchové aktivni latka mize byt také obtizné
odstranitelna z vysledného MIP [69].

Do roku 2004 se pouze nékolik skupin védcti zabyvalo syntézou MIP pomoci emulzni
polymerizace. Prvni skupinou védcu byl Whitcombe et al. [76], ktefi popsali vyuziti emulzni
polymerizace pro ptipravu core-shell ¢astic s vysoce hydrofobni molekulou cholesterolu jako
templatu pro povrchové imprintovani. V této metodé hraji dilezitou roli tvarové specifické,
hydrofobni interakce a vazby a je proto nezbytna pritomnost organického rozpoustédla
k solubilizaci templatu. Tovar et al. [77] pouzili mini-emulzni polymerizaci pro imprintovani
L-fenylalaninu. Takagi et al. imprintovali polymerni koloidni ¢astice kovem ve vodném
prostiedi. Metoda zahrnovala jednostupniovou syntézu, ktera vyuzivala povrchové aktivni
povahu komplexu monomer-templat, ktery umozioval, aby imprintovani probihalo na povrchu
zesiténé polystyrenové latexové Castice [78, 79]. Pomoci emulzni polymerizace byly také

piipraveny core-shell MIP, za pouziti rozpustnych molekul templatu [80].

1.7.4 Blokova polymerizace

Blokova polymerizace je nejobecnéj$i metoda, ktera je vyuzivana K pfipravé MIP [61]. V
procesu blokové polymerizace se slozky polymeriza¢ni smési, tj templat, monomer, sitovaci
¢inidlo a iniciator smichaji a radikalovou polymerizaci, nejcastéji pti zvysené teploté, vznikne
polymer. Predpoklada se, Zze v pocateéni fazi polymerizace vytvaieji molekuly templatu
S monomerem pii¢nou vazbou a jsou kopolymerizované do pevného bloku polymeru, vznika
tzv. blokovy kopolymer [62]. Blokovy kopolymer je definovan jako polymer obsahujici
molekuly, ve kterych existuje linearni uspotadani blokt, ptficemz blok je definovan jako ¢ast
molekuly polymeru, ve které monomerni jednotky maji alesponn jeden konstitu¢ni nebo
konfiguracni znak nepiitomny v sousednich castech [81]. Proces blokové polymerizace

je uveden na obrazku 7.

Blokova polymerizace ma fadu vyhod, mezi které patii rychlost a jednoduchost pfipravy.
Také neni nezbytné sofistikované nebo drahé vybaveni. Vysledné MIP maji vysoky stupen
Cistoty. Ale kone¢na uprava MIP je Casove naro¢na a vede K velmi malému vytézku, okolo 30
% ptvodni hmoty). Vysledkem je monolyticky polymer, ktery se rozbije, rozemele a proséva
na vhodnou velikost. Pii kone¢ném brouseni vznikaji ¢astice nepravidelného tvaru a velikosti
a vazebna mista s vysokou afinitou jsou zni¢ena a zaménéna za mista S nizsi afinitou. Blokova

polymerizace poskytuje polymery s heterogennimi vazebnymi misty, coz vede k omezeni
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vyuziti téchto MIP v chromatografii [61]. MIP pfipraveny touto metodou se vyuzivaji zejména

jako sorbenty pro rizné typy extrakce jako je naptiklad sorbent pro extrakci na pevné fazi (SPE)
[62].

/

.y
N =

polymerization
S~ A ——
N

Obrazek 7 Schéma blokové polymerizace [55].
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1.8 Vyuziti MIP

MIP maji schopnost rozeznat konkrétni slouceninu z fady chemickych latek, diky tomu
byvaji vyuzivany na zlepSeni stavajicich analytickych technik nebo na vyvoj novych metod.
MIP se stile vice pouzivaji v mnoha druzich aplikaci, jako je chromatografie, pfediprava
vzorku, ¢isténi, jako katalyzatory, senzory a pro dodavani 1é¢iva. Vétsinou jsou MIP vyuzivany
v bioanalytickych oblastech. Nachazeji své uplatnéni v biomedicing, farmacii a analytické
chemii [29].

MIP byly pouzity jako selektivni sorbenty v bioanalyze [82] pro stanoveni makromolekul
[83], analyzu 1é¢iv [84] pro stanoveni nesteroidnich zanétlivych 1é¢iv [85] a analyzu potravin
[86] pro stanoveni antibiotik ve vzorcich mléka [12]. Dale byly MIP pouzity pro analyzu
a stanoveni ochratoxinu A [65], drog [87] a organofosforovych pesticida [88], agrochemikalii

[89] a dalsich kontaminujicich latek ve vzorcich Zivotniho prostiedi.

1.8.1 Extrakce na pevné fazi

V mnoha laboratofich se vyuzivda metod extrakce na pevné fazi pro extrakci

komplexnich vzorkt. Extrakce na pevné fazi je jednou z metod piipravy vzorku pro analyzu.
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MIP ve spojeni s SPE (MIP-SPE) se pouzivaji jako sorbentové materialy o vysoké afinité, které
napomahaji k zachyceni jednotlivych analyti nebo skupin analytti z komplexnich vzorki. Cetné
studie nyni ukazuji vynikajici vykonnost MIP pro dodavani cistych extraktd a
reprodukovatelnych vytézkii zejména analyt s nizkou molekulovou hmotnosti. V soucasné
dobé ptibyva aplikaci MIP v metodé¢ SPE a tato metoda v poslednich letech zaznamenava
zna¢ny rozvoj [25, 90, 91]. Postup metody SPE je uveden na obrazku 8.

Na rozdil od jinych metod neni tato metoda ¢asové naro¢na a nevyzaduje rozsahlé
predupravy vzorku, je cenové dostupna, snadno automatizovana a spolehliva [24, 81]. Ac¢koliv
ma tato metoda zna¢né vyhody, ma i své nevyhody. Jednou z hlavnich nevyhod pfi je obtiZznost
odstranit celou molekulu templatového analytu. I po rozsdhlém promyti se ukazalo,
Ze je obtizné molekulu odstranit, coz muze vést k vyluhovani analytu ve vzorcich a naslednym
neptesnym vysledktm [92].

MIP-SPE se pouziva k analyze stopovych organickych latek, jako jsou 1€ky, metabolity,
endogenni slou¢eniny, potravinaiské piidatné latky, pesticidy [92, 93]. Tato metoda
je vyuzivana hlavné pro extrakci vzorku z komplexnich matric, jako jsou vzorky biologické
[91, 94], v analyze potravin [95] nebo vzorku z Zivotniho prostiedi [96]. V nedavné studii byly
MIP pouzité pro analyzu biomarkeru NNAL specifického pro tabak ve vzorcich moci. Tento
karcinogen plic je indikatorem expozice tabaku u vystavenych kuiaka i nekuiakt [97]. Shaikh
et al. [98] uvedli syntézu kiemicitych vlaken core-shell MIP pro analyzu stopového pesticidu
endosulfanu ve vzorcich fi¢nich a odpadnich vod. Endosulfan je endokrinni disruptor, ktery
je klasifikovan jako vysoce toxicka chemicka latka a vyzaduje peclivé monitorovani ve vodach

zivotniho prosttedi.

1.8.2 Chromatografie

Nejcastéji jsou MIP vyuzivany v chromatografii, a to predev§im v kapalinové
chromatografii (HPLC) [99, 100]. HPLC je separa¢ni technika, kde se slouceniny vzorku
rozdeluji odlisné mezi staciondrni fazi (materidl néplné kolony) a mobilni fazi (proud
rozpoustédla). Latky rozpusténé v mobilni fazi se budou pohybovat rychleji nez latky
distribuované ve staciondrni fazi, a budou tedy eluovany dfive. Proces dé€leni zavisi jak na
chemické (polarita, naboj nebo velikost), tak na mechanické separaci (diftize podél sloupce).

Jak se eluuji ze sloupce, slouceniny jsou snimdny detektorem, ktery umoziuje kvantifikaci
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jednotlivych slozek. Bylo zjisténo, ze MIP jsou velmi ucinné pro zlepSeni separace sloucenin
nebo analyti extraktu z komplexnich vzorkt [101, 102]. MIP jsou pro kapalinovou
chromatografii a kapilarni elektrochromatografii vyrabény nejéastéji suspenzni nebo emulzni
polymerizaci [103]. Velmi ziidka jsou pouzivany MIP vyrobené blokovou polymeraci jako
stacionarni faze pro HPLC, nebot timto postupem vznikaji nepravidelné ¢astice [104, 105]. Do
kolon se pouzivaji monolitické MIP, ale i MIP ve tvaru mikrokuli¢ek. V pfipadé monoliti se
polymer obvykle mele a poté proseje a sedimentuje nebo odstiedi, aby se snizila polydisperzita
a vysledné ¢astice maji primér v rozmezi od 10 do 25 pm [70, 101]. Nedavné snahy o zlepSeni
ucinnosti procesu Chromatografie zahrnovaly vyménu nekovalentniho imprintovani za
kovalentni, a také vyrobu kulovitych ¢astic s jednotnym povrchem [34]. HPLC ve spojeni MIP
ma Siroké uplatnéni, pouziva se pro stanoveni Skodlivych latek v potravinach, naptiklad pro
stanoveni $kodlivych zbytkl z plastovych obalt [106, 107], také ke stanoveni mnozstvi
vitamind v potravinach [96], ale také v analyze zivotniho prostiedi, naptiklad pro analyzu vody

[108, 109].

Analytes
@y Matrix components
\ Y '\
'\('}(\ 8 '. \(‘j(\ A 'J('\
(5 Y Ve (.) J ¢
e 1 C—/1 C—1 C—1
—> — —>
~ = Vv [ ~
i \A¥ T ¥
r~ : ' (o ] ™
— - v —_ s
8
Ve
Ve
Conditioning Sample Washing Eluition
of sorbent load

Obrizek 8 Ctyii kroky metody SPE [34].
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1.8.3 Terapeutické aplikace

MIP se vyuzivaji jako nosi¢e pro dodavani 1éCiv, zejména pro fizené uvoliovani
terapeutickych cinidel. Podavani 1éCiva je zplisob nebo proces podavani farmaceutické
slouceniny k dosazeni optimalniho terapeutického ucinku u lidi nebo zvirat. Strategie podavani
[éCiva, pomoci které je 1éCivo dodano do svého cile, hraje zasadni a vyznamnou roli pfi jeho
ucinnosti. Je znamo, ze nékterd 1é¢iva musi byt poddvana v optimalni koncentraci (fizené
uvoliiovani) pro maximalni terapeutické ucinky, naopak vyssi nebo niz§i mnozstvi nékterych
1é¢iv mize vyvolat toxicitu nebo zanedbatelné ucinky. Matice MIP maji obvykle vysoky stupen
zesiténi a funguji jako rezervoar Ié¢iva. Pro pouziti pfi dodavani 1é¢iva je vSak obvykle vyhodné
ptipravit MIP jako gely, které nejsou tak husté zesiténé, zejména pokud se pouzivaji ve vodé
rozpustné monomery. Tyto MIP maji schopnost rozpoznavat specifické bioaktivni molekuly
a jejich sorp¢ni kapacita zavisi na vlastnostech a koncentraci templatu a okolniho média [110,
111]. Ukazalo se, ze MIP vykazuji enantiomerné¢ selektivné fizené uvoliiovani 1é¢iva
pii dodavani enantiomeru, beta-blokatoru propranololu, v zavislosti na tom, ktery enantiomer
byl pouzit pii syntéze MIP [112].

Zatimco zajem o MIP jakozto materialy dodavajici Iéky existuje vice nez deset let,
myslenka pouziti MIP jako terapeutickych ¢inidel je novy pfistup. Haupt et al. [113]
informovali o ptipravé MIP schopnych inhibovat enzym trypsin. Toho bylo dosazeno pouzitim
polymerizovatelné verze inhibitoru jako funkéniho monomeru. Monomer se navazal na aktivni
enzymové misto a MIP byl vytvotren kolem komplexu enzym-monomer. Mikrogely MIP byly
selektivni pro trypsin a bylo zjisténo, ze kompetitivné inhibuji trypsin, coz vede ke zvyseni
udinnosti asi o tfi fady nad inhibitorem benzamidinem. Shea et al. [114] ve své studii také
pouzili MIP jako terapeutické ¢inidlo, vyvinuli nanoc¢astice MIP schopné vazat se na peptidovy
toxin pomoci precipitaéni polymerizace. Vybrany toxin byl mellitin, hlavni aktivni slozka
véeliho jedu. MIP vykazovaly afinitu podobnou protilatkam mellitinu, ukazalo Se,

Ze rozpoznavaji, neutralizuji a Cisti toxin z jater mysi.

1.8.4 MIP nanodastice

Nanocastice MIP maji maly rozmér, ale maji velky specificky povrch, takze vétSina
templatu je umisténa na povrchu nebo v jeho blizkosti [115]. Nanoc¢astice MIP mohou byt

pouzité jako alternativy enzymu nebo v systému aplikace 1é¢iv [116], mohou byt pouzité jako
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alternativy protilatek v kapilarni elektroforéze, ale také v senzorech [117]. Proces vyroby téchto
nanocastic je pomérn¢ naro¢ny. Pfi vyrob¢ je hodné diilezity stupenl zesiténi a interakce mezi
templatem a monomerem musi byt velmi silnd. Mezi nejpouzivanéjs$i metody piipravy patii
precipitaéni polymerizace, mini- a mikroemulzni polymerace, core-shell postup
a polymerizacni proces volnymi radikaly, jako je radikalova polymerizace s pienosem atomu
[118].

Technikou emulzni polymerizace s naslednym roubovanim byly pfipraveny nanocastice
MIP typu core-shell se slozitou architekturou a specifickou velikosti pro uréitou cilovou burku.
Tyto postupy zahrnuji naneseni vrstvy MIP na pfedem vytvorené nanosféry, které jsou slozené
z ruznych materiald jako je oxid kiemicity, polymery a magnetit (Fe3Os). Touto cestou lze
pouzit rtiznd jadra se specifickymi vlastnostmi, které by mohly zlepSit celé provedeni
imprintovani U nanosystému [64, 119]. Core-shell castice, ktera je tvofena molekuloveé
imprintovanym povrchem (skofepinou, shell), stfedem castice (core) tvofenym
supermagnetickymi nanocasticemi se nazyva magneticka MIP (Mag-MIP). Tyto castice
si zachovavaji své magnetické vlastnosti, proto je Ize snadno ovlivnit pomoci vné&jsich
magnetickych poli. Dalsi vyhodou je, Ze na povrchu maji selektivni adsorpéni material (MIP),
ktery provadi rozpozndvani s vysokou ucinnosti, navic jsou rozpoznavaci mista umisténa
na povrchu materidlu, coz usnadiuje pfistup analytu do selektivnich dutin a jeho snadné
odstranéni z povrchu [120, 121]. Diky témto vyhodam jsou Mag-MIP atraktivni pro Sirokou
Skalu aplikaci v biotechnologii, separacnich technikach a vyvoji senzori. Mag-MIP nabizeji
nékolik moznosti aplikaci v analyze potravin. Uzuriaga-Sanchez et al. [122] ve své studii uvedli
aplikaci magnetickych MIP pro rychlé a selektivni stanoveni biotinu ve vzorcich mléénych
potravin. Duan et al. [121] ve své studii pouzili Mag-MIP v kombinaci s ultrafialové viditelnou
spektrofotometrii pro sledovéani kurkuminu ve vzorcich potravin. Dibutylftalat (DBP) je latka
ptitomna v obalech potravin, je rozpustny v tucich a miize se tedy dostavat do potravin a napoju,
které jsou baleny do téchto plastovych obali. Mimo plasty je také ptfidavan do lakli na nehty,
do papirti, prosttedki na zubni hygienu a 1éCiv. DBP ma fadu nepiiznivych ucinkd
na organismus, hlavné na endokrinni systém [123]. Zhang et al. [124] ve své studii pouzili
Mag-MIP v elektrochemickych biosenzorech v kombinaci s SPE, ke stanoveni DBP. Toto

stanoveni bylo Gspésné pouzito na DBP v kravském i s6jovém mléce.
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1.8.5 MIP jako katalyzatory

Z pocatku se MIP vyuzivaly na kontrolu chemickych reakci a enantioselektivni syntézu
[125, 126]. Poté byly popsany ruzné piistupy pro syntézu katalyticky aktivnich MIP pomoci
analogti substratu [127] a produktu nebo meziproduktd [128] jako templatu. Nejpouzivanéj$im
ptistupem je pouziti analogti pfechodného stavu (TSA) jako Sablon pfi imprintovani. V tomto
piipadé jsou vazebna mista MIP navrzena tak, aby stabilizovala tvorbu reak¢niho stavu, ¢imz
se snizi energetickd narocnost a dosadhne se zvysSené reakéni rychlosti. Pro vyvoj vysoce
ucinného katalytického systému je nezbytné zvolit spravné funkéni monomery a piesné
je umistit, aby se zvysila vazba v pfechodném stavu [129].

Stability a selektivity MIP byva vyuZivdno také v pouziti MIP jako umélych
rozpoznavacich prvkd v biomimetickych snimacich zafizenich nebo senzorech, MIP
se pouzivaji pro vytvoreni umélych materialt, které funguji jako napodobeniny enzymu, neboli
tzv. biomimetické katalyzatory [130, 131]. Biomimeticky katalyzator je uméle vytvorena
slouCenina, ktera napodobuje enzym, jeho fungovani a reakce. Pouziti MIP jako

biomimetickych katalyzatort je vysoce G¢inna technika v oblasti biomimetické chemie [132].

1.8.6 MIP jako senzory

Senzor je zafizeni, které produkuje méfitelny detekéni signal v reakci na fyzicky nebo
chemicky stimul. Chemicky senzor se skladd ze dvou jednotek, rozpoznavaciho prvku
zodpovédného za rozpoznavani a vazani cilového analytu a Casti snimace, kterd prevadi
vazebnou udalost na kvantifikovatelny vystupni signal. Po navazani molekuly analytu
na rozpoznavaci prvek je generovan chemicky nebo fyzikalni signal. Prevodnik, ktery
je v tésném kontaktu s rozpoznavacim prvkem, potom transformuje tento signal na méfitelny
vystupni signal, ktery koreluje s koncentraci analytu. Pfevod signalu muze byt zalozen
na optickém, elektrochemickém nebo hmotnostné citlivém zatizeni [133]. MIP jsou
povazovany za vhodné alternativy k biologickym receptorim pro pouZiti v senzorech hlavné
kvili jejich vysoke stabilité. MIP Ize syntetizovat pro analyty, pro které neni k dispozici Zadny
receptor nebo enzym, nebo v ramci finan¢ni Gspory. MIP senzory byly vyvinuty pro herbicidy,
cukry, nukleové kyseliny, aminokyseliny a jejich derivaty, 1éky, toxiny [134].

MIP byly uplatnény jako selektivni rozpoznavaci prvky indiferentnich typt

biomimetickych senzorl, protoZe maji mechanickou stabilitu a robustnost kombinovanou
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S vynikajicimi rozpoznavacimi vlastnostmi. Napiiklad optické senzory vyuZzivajici techniky,
jako je opticka absorpce, fotoluminiscence, byly Gspésné kombinovany s MIP pro zvyseni

selektivity [133].

2 Biosenzor

Biosenzory jsou zatizeni pouzivana k detekci pfitomnosti biologického analytu, jako
je biomolekula, biologicka struktura nebo mikroorganismus. Biosenzory se skladaji ze tii ¢asti:
prvni ¢asti, kterd rozpoznava analyzovanou latku a produkuje signal, dale pfevodnik signalu
a Cteci zafizeni [135].

Biosenzory jsou analytickd zatizeni, kterd preméiiuji biologickou odpovéd’ na elektricky
signal. Biosenzory musi byt vysoce specifické, nezavislé na fyzikalnich parametrech, jako
je pH a teplota, a mély by byt mozné vicekrat pouzit [136]. Biosenzory jsou podtiidou
chemosenzori zaloZenych na biologickych receptorech (napt. enzymech, DNA, protilatkach),
které jsou ve vétSiné ptipadl imobilizovany na povrchu snimaée. Na obrazku 9 jsou uvedeny
rizné typy biologickych receptori pouzivanych v biosenzorech. Biologické receptory
pouzivané jako rozpoznavaci prvky vykazuji vysokou afinitu k ligandu, jejich pouziti je vSak
omezené z divodu jejich vysokych vyrobnich ndkladi a omezené stability (pH, teplota, iontova

sila, organicka rozpoustédla a dalsi piisady) [137].
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Vyroba biosenzorti, jejich materiald, prevodnich zafizeni a imobilizaénich metod
vyzaduje multidisciplinarni vyzkum v chemii, biologii a strojirenstvi. Materialy pouZzivané
Vv biosenzorech jsou rozdéleny do tii skupin na zéklad¢ jejich mechanismii: biokatalyticka
skupina obsahujici enzymy, bioafinitni skupina v&etné protilatek a nukleovych kyselin a teti
skupina obsahujici mikroorganismy [138]. Vyvoj vysoce citlivych, specifickych a efektivnich
biosenzorii je v poslednich letech velmi rozsédhly, od vyvoje biosenzorti prvni generace
vyuzivajicich glukozovou oxidazu bylo do dnes publikovano mnoho studii zabyvajicich
se biosenzory a zlep$enim jejich vlastnosti [135]. Konstrukce syntetickych MIP a jejich pouziti
v biosenzorech, kde jsou MIP schopny napodobit procesy rozpoznavani a systémy, které

se vyskytuji v ptirod¢, jsou jednou z oblasti vyzkumu [139].
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Obrazek 9 Znazornéni riznych bioreceptori [140].

2.1 Biosenzory spojenés MIP
MIP se pouzivaji jako alternativni receptory k vytvafeni biosenzori. MIP
v biosenzorech slozi jako rozpoznavaci zafizeni, které rozpoznava latku analytu a vytvari
signal. MIP maji znané vyhody oproti béZné¢ pouzivanym biologickym piirodnim
rozpoznavacim prvkim jako jsou napf. enzymy a proteiny. Jako umély polymerni nano-film
jsou MIP stabilni a schopné pracovat v extrémnim prostiedi, jako je organické rozpoustédlo,

kyselina nebo baze, pti vysoké teploté a / nebo vysokém tlaku. MIP umoziuji spolupraci vice
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modifikatora (pfevodniki signalu) v celém systému a umoziuji inovativni struktury biosenzoru

vyrobené s riznymi vlastnostmi [141]. Schéma biosenzoru s MIP je zobrazeno na obrazku 10.

MIP slouzi v biosenzoru jako syntetické receptory, schopné rozpoznavat cilové
molekuly mechanismem zamku a kli¢e, coz zplUsobuje zmény fyzikélnich parametrd, jako
je hmotnost, absorbance nebo index lomu v zavislosti na tvaru, naboji a funk¢nosti cilové
molekuly [139]. Vazba cilového analytu na MIP muze byt detekovana zménou hmotnosti
v akustickych senzorech, zménou indexu lomu u povrchovych plazmonovych rezonan¢nich
(SPR) senzorl nebo elektrochemickou impedanc¢ni spektroskopii (EIS) v elektrochemickych
senzorech. Cetné analyty, které nemaji zadné optické nebo elektrochemické vlastnosti, Ize také
detekovat vyuzivanim schopnosti MIP generovat optické nebo elektrochemické signaly
Vv reakci na vazbu templatu na funkéni skupiny v misté otisku [142]. Je popsano jen velmi malo
senzord, ve kterych se MIP pouzivaji jako katalyzatory k produkci detekovatelného
elektrochemického signalu [143]. Jednim z omezeni spojenych s vyvojem MIP jako senzori
je obtiznost pii jejich integraci s pfevodniky. Proto se ¢asto pouziva elektro-polymerizace,
ve které lze MIP syntetizovat na povrchu elektrody jako tenky film fizenym ovliviiovanim
tloustky vrstvy podle mnozstvi prochazejiciho naboje. Tento piistup je zvlasté atraktivni pro
vyrobu malych biosenzori pro klinickou diagnostiku, kontrolu Zzivotniho prostfedi a pro
farmaceuticky primysl [144]. Pro Gspésné pouziti MIP v senzorech je nutné zlepsit jejich
kinetiku vazby, zkratit dobu analyzy a odstranit vétSinu templatu, cemuz napomahd praveé
tvorba MIP v podobé¢ tenkého filmu v nano-métitku, kdy se zvySuje pomér povrchu k objemu,

¢imz se vazebna mista zpfistupiiuji analytam [145].

Béhem posledniho desetileti se pocet aplikaci biosenzord zaloZenych na MIP drasticky
zvysil. Diky jejich vysoké selektivité a afinit¢ MIP pro cilové analyty z nich €ini idedlni
rozpoznavaci prvky ve vyvoji senzoru [146]. MIP jako biosenzory byvaji pouzivany v analyze
zivotniho prostfedi, v potravinafstvi, v mediciné. Na zéklad¢ konduktometrické transdukce
Piletsky et al. [147] vyvinuli MIP biosenzory pro analyzu herbicidu atrazinu. Senzory zaloZené
na MIP pfipojené k piezoelektrickym pievodnikiim jsou jednou z nejvice zkoumanych oblasti.
Tyto biosenzory byly pouzity v ruznych systémech v potravinaiském pramyslu, jako
je piezoelektricka detekce zalozena na MIP pro kvantifikaci obsahu kofeinu ve vzorcich kavy
a Caje [148], detekce sorbitolu [149], antibiotik v mléce [150]a detekce toxickych sloucenin,
jako jsou napft. polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) [151]. Takeuchi et al. vyvinuli
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n¢kolik druhl templatl pro rozpoznavani derivata biotinu [152], metaloporfyrint [37], sterolt
[153] nebo kyseliny indol-octové [154].
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2.2 Vyuziti MIP biosenzorii pro analyzu biomarkeri

Podle Spravy potravin a 1é¢iv (FDA) a Néarodniho zdravotniho ustavu Evropské unie
je biomarker definovan jako ,,charakteristika“, ktera je objektivné méfena a hodnocena jako
indikator béznych biologickych procest, patogennich procesii nebo farmakologickych
odpovédi na terapeuticky zéasah. Biomarker funguje jako indikator normélniho nebo
patogenniho biologického procesu. Pouziva se, pokud je tfeba posoudit farmakologické
odpovédi na lé¢bu. Biomarker ukazuje zvlastni fyzicky znak nebo méfitelnou biologicky
produkovanou zménu v téle, kterd je spojena s nemoci nebo konkrétnim zdravotnim stavem
[156]. Obecné feceno, pokud se koncentrace molekuly méni v zavislosti na pfitomnosti nebo
béhem terapeutického léCeni nemoci v biologickych tekutinach, miZzeme tuto molekulu oznacit
jako klinicky biomarker [157]. Biomarkery se mohou vyskytovat v télesnych tekutinach nebo
tkanich v riznych formach, od deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a kyseliny ribonukleové
(RNA), metaboliti, proteinli, enzymu, hormonti nebo lipidi az po celé bunky [158].
Biomarkery poskytuji dynamicky a vykonny pfistup k porozuméni spektra neurologickych
onemocnéni pomoci aplikaci v observacni a analytické epidemiologii, randomizovanych
klinickych studiich, screeningu a diagnostice. Tyto markery, definované jako zmeény
ve slozkach tkani nebo tekutin, nabizeji prostifedky pro homogenni klasifikaci nemoci

a rizikovych faktori a mohou rozsifit zdkladni informace o zdkladni patogenezi nemoci.
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Biomarkery mohou také odrazet cely prubéh nemoci od nejrangjsich projevii az po terminalni
stadia [159].

MIP biosenzory byly pfipraveny pievazné pro biomarkery S nizkou molekulovou
hmotnosti a 1éCiva, ale také pro Siroké spektrum proteinti, mohou byt pouzity pro detekci
biomarkeri jednotlivych proteinii a mnohem vétSich biomakromolekul, vcetné¢ virt

a bakteriofagt [160].

2.2.1 Vyuziti MIP biosenzoru pro analyzu proteinovych biomarkeri

Budouci vyvoj proteomiky a genomiky vyzaduje dikladné pochopeni struktury a funkce
zivych organismt na molekularni urovni. Napfiklad proteomika zahrnuje detekci a identifikaci
proteinti V rznych koncentracich. Je velmi obtizné detekovat proteiny s nizkym vyskytem,
které Casto maji vyznamné biologické funkce v ptitomnosti vysokych koncentraci jinych
slozek. Proto jsou metody umoziujici selektivni detekci a kvantifikaci cilovych proteinli
uziteCné v celé tad¢ oblasti, véetné klinické diagnostiky, terapeutického monitorovani,
v bioreaktorech a detekce organismii a toxinu [6].

Vzhledem k jejich velkému potencialu v 1ékaiské diagnostice se MIP senzory pro proteiny
v posledni dobé dostavaji do centra pozornosti. Je vSak dulezité si uvédomit, Ze imprintovani
nizkomolekularni slouceniny [161]. Povrchové imprintované MIP pro proteiny jsou
komplexnéjsi neZ systémy pro malé molekularni rozpoznavaci systémy. Je tomu tak proto,
ze pti ptipravé MIP pro rozpoznavani proteinil je tfeba vzit v avahu nékolik dalsich zakladnich
faktordi. Za prvé, reakéni podminky musi byt peclivé kontrolovany tak, aby se struktura
templatu pfiblizila struktufe navazaného proteinu v biologickém prostiedi, kde ma byt pouzit,
protoze morfologie proteinu muze byt vyznamné ovlivnéna teplotou, pH, koncentraci iontt
atd.[162]. Za druhé, musi byt ptekonana pomala kinetika vazani cilového proteinu na vazebna
mista, ktera jsou hluboko uvnitt MIP, pro vyfeseni tohoto problému je preferovanym zptisobem
molekulovy otisk na povrchu ¢astic [163, 164], ktery je popsan v kapitole 2.2.1.1.

Védci se zabyvaji studiem proteind, protoZze maji dulezity vyznam pro diagnostiku
a terapii. Proteomicky vyzkum zahrnuje dva pfistupy: izolace riznych proteinovych slozek
z komplikovanych biologickych vzorki (naptf. plazma, moc, sliny atd.) a biologicka
charakterizace jednotlivé proteinové slozky [165]. Proteiny jsou naro¢né templaty pro

imprintovani. MIP zalozené na selektivnich chemosenzorech pro proteiny nejsou bézné.
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V poslednich letech byla vé€novéana vyrazna velka pozornost syntézdm nano-strukturovanym
MIP [166]. Otisk makromolekul, zejména proteind, vzbuzuje zajem hlavné kvili potencialu

pii elektrochemické detekci [167].

2.2.1.1 Povrchové imprintovani

Jak jiz bylo zminéno tento typ imprintovani spo¢iva v naneseni filmu MIP o rovhomérné
tloust'ce, a to nizsi, nez je pramér molekuly cilového proteinu (5-10 nm). Toto imprintovani
zarucuje, ze vSechny imprintované dutiny jsou umistény na povrchu polymeru a jsou piistupné
pro molekuly analytu. Navic také zajistuje kratkou dobu odezvy chemosenzoru MIP. Zna¢nou
nevyhodou tohoto provedeni je nutnost piesné kontroly nad tloustkou nanesené vrstvy MIP
[168, 169]. Nejprve se zkombinuje pevny substrat nebo ¢astice, proteinovy komplex (tj. protein,
ktery nese funkéni skupiny, které jsou schopné interagovat s proteinem) a sitovaci ¢inidlo, poté
se zahaji kopolymerace a zesiténi. Vysledny produkt obsahuje pevny nosi¢ neboli
tzv. ,substratovy modul”“ s komplexnimi proteiny a zesitovanou skofepinou. Komplexni
protein je poté odstranén a zanechava povrchova vazebna mista, na ktera se mohou
Znovu navazat cilové proteiny. Tato technika umist'uje vazebnéd mista na povrchy substratu po
odstranéni templatu [170].

Cai et al. [171] ve své studii pouzili uhlikové nanotrubice potisténé nevodivym
polymernim povlakem K rozeznani proteind s citlivosti na subpikogramy na litr. Vyvinuli
povrchové MIP senzory pro lidsky feritin a E7 protein z lidského papilomaviru.

Mathur et al. ve své studii stanovili protein 1 vazany na hyaluronan (hyaluronan-linked
protein, HAPLN1), u kterého bylo prokazano, Ze je vysoce vylu¢ovan v malignich pleuralnich
mezoteliomech. Jako modelovy protein byl pouzit hovéziho sérovy albumin, tento protein
je molekulovou hmotnosti podobny proteinu HAPLN1. Albumin byl imprintovan na zlaté
elektrod¢ s alkan-thioly zakon¢enymi hydroxylovymi skupinami, které kolem albuminu tvotily
monovrstvu. Analyt sérového albuminu byl poté odstranén a jeho otisk (prazdna dutina)
slouzila pro navazani a detekci sérového albuminu v roztoku pomoci potenciometrie [172].

Shi et al. [173] ve své studii nanesli templat na slidu, ktera je hydrofilni a negativné
nabité. To je dilezité, aby se zabranilo denaturaci adsorbovanych proteint. Povrch proteinu byl
potazen disacharidovou vrstvou a poté tenkym filmem (10-30 nm) hexafluorpropylenu.

Vysledny film byl upevnén na sklenény kryt pomoci kyslikové pryskyfice, ktera byla nakonec
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vytvrzena v peci. Pro oddéleni slidy z potisknutého filmu byly pouzito promyvani, pfi¢emz
dutiny zastaly komplementarni k Sablon¢ a byly volné pro nové navazani. Selektivita otiskll pro
templatovy protein byla prokazana pomoci kompetitivnich vazebnych experimentd.
Ke zkoumani tvarové specificnosti byly pouzity dva proteiny, které byly velmi podobné
ve fyzikalnich chemickych vlastnostech a izoelektrickém bodu, a to lysozym a ribonukleaza
A. V pfipadé¢ adsorpce ribonukledzy A ze smési lysozymu a ribonukledzy A doslo
k 20tinasobnému zvySeni selektivity pro otisk ribonukleazy A, coz ukazuje na vysokou

specificnost rozpoznavani templatu.

2.2.1.2 Epitopové imprintovani

Vétsina MIP pouziva molekuly templatu, které je dulezité pired pouzitim odstranit.
Tento problém lze ptekonat pouzitim templatovych molekul (epitopu), které se 1isi od cile.
Epitopova metoda je postup, ktery je inspirovan specifickou interakci antigen a protilatka [174].
Epitopové imprintovaci techniky jsou zalozeny na pouziti kratkého peptidu jako templatu, ktery
zastupuje vSak pouze ¢ast peptidu nebo proteinu (epitop predstavuje antigen), ktery mutize byt
rozpoznan syntetizovanym polymerem [175]. Schéma této metody je zndzornéno na

obrazku 11.

Metody imitace epitopu se staly novou metodou pro identifikaci a separaci cilovych
molekul. Podle tohoto ptistupu je pouze konkrétni oblast makromolekuly pouzita jako Sablona
misto celé makromolekuly béhem procesu imprintovani. Malé peptidové sekvence tak mohou
rozpoznavat cely protein [176, 177]. Byly také pouzity fragmenty vazajici antigen (Fap)
k detekci lidského imunoglobulinu G jako modelu proteinového fragmentu [178]. Epitopova
metoda se zamé&fuje spiSe na vyvoj sitovaciho ¢inidla pro primarni strukturu peptidu nez na
nékolik vyhod, jednou z nich je moznost pouziti organického rozpoustédla, dale naklady
na produkci peptidu jsou niz§i nez pro proteiny, navic peptidy mohou byt produkovany
ve velmi Cisté formé, takze 1ze dosahnout zvysené selektivity [20].

Rachkov et Minoura [175] poprvé demonstrovali tento pfistup k rozpoznavani peptidd.
Byly vybréany proteiny s exponovanymi C-konci, protoZe toto misto je méné Castym cilem pro
post-translaéni modifikaci. Nonapeptidy byly vybrany na zakladé délky sekvence, protoze

predstavuji témeét unikatni kodoveé nestrukturované domény pro identifikaci specifického
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proteinu. Mosbach et al. [99] prokazali u¢inné rozpoznavani kratkych oligopeptidit pomoci
MIP.

Li et al. [179] provedli imitaci epitopu a proces zachycovani a uvoliiovani zavisly
na teplot¢. V jejich studii byly nanocastice SiO2 imobilizovany kyselinou
glycidoxypropyltrimethoxysilan-iminodiacetovou a 3- (trimethoxysilyl) propylmethakrylatem,
aby se podpofila modifikace templatu. Po imobilizaci epitopu lidského sérového albuminu
kotveného His-tag proteinem byla polymerizace provedeno za pouziti N-isopropylakrylamidu
jako monomeru, aby se ziskal imprintovany povrch citlivy na teplo. Nakonec byl templat
odstranén kyselinou ethylendiamintetraoctovou a vytvoiena epitopem potisténa mista mohla
templat zachytit pii 45 ° C a uvolnit ho pii 4 ° C.

Lu et al. [180] pouzili metodu epitopového imprintovani k detekci proteinu (glykoprotein
41, gp4l). Gp4l je transmembranovy protein viru HIV-1, ktery hraje dilezitou roli pfi
membranové fuzi mezi virem a infikovanou buiikou, tento protein je indexem urcujicim prabeh
onemocnéni a ucinnost 1écby. Jako funkéni monomer byl pouzit dopamin, ktery byl
polymerizovan na povrchu Cipu z kiemennych krystali (QCM, quartz crystal microbalance)
Vv pritomnosti templatu syntetického peptidu s 35 aminokyselinovymi zbytky, analogického
zbytktim 579-613 proteinu gp41. Tento proces vedl k otisknuti hydrofilniho filmu MIP na Cip
QCM. M¢éieni QCM ukazalo, ze vysledny film MIP mél nejen velkou afinitu k templatovému
peptidu, ale také mohl specificky vazat odpovidajici protein gp41.
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Obrazek 11 Schéma epitopového imprintovani [175].

2.2.1.3 Konkrétni aplikace

Albumin je hlavnim proteinem krevni plazmy. Jeho syntéza probiha v jatrech. Dilezity
je hlavné jeho pokles, ktery vede napiiklad k onemocnéni jater, ledvin, tvorbé otokd a nadort
[181]. Ve studii Wang et al. [165] pouzili m-aminophenylborovou kyseliny (APBA) jako
funkéni monomer, MIP byly vyrobeny na povrchu sklenénych kuli¢ek za optimalizovanych
podminek. MIP byly imprintovany hovézim sérovym albuminem (BSA). Kli¢ovymi faktory
piedpolymerizacni reakce (mezi APBA a BSA) byly pH pufru, iontova sila a reakéni doba.
Tyto faktory byly optimalizovany a byly urCeny idealni podminky pro navazani proteinu.
Vysledky ukazaly, ze selektivita MIP vii¢i templatovému proteinu je lepsi nez
u neimprintovaného polymeru (NIP). Zjistili, ze specifické rozpoznavani zavisi nejen

na hydrofobnich interakcich, ale také na kompatibilité¢ ve smyslu orientace funkéni skupiny
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a/nebo povrchového naboje mezi vazebnymi misty a molekulami proteinu. BSA-MIP
syntetizovany pomoci této metody vykazuje dobrou selektivitu k templatu jak v jednoduchych,
tak kompetitivnich testech vazby na proteiny, pozorované Qs (kone¢na rovnovazna adsorp¢ni
kapacita) MIP jsou niz§i nez u nékterych jinych MIP syntetizovanych analogickymi pfistupy,
adsorp¢ni kapacity byly hodnoceny podle mnozstvi navazaného proteinu ziskaného z proteind

nasycenych polymerd.

Lysozym je maly enzym Siroce distribuovany v sav¢ich tkanich, jedna se o komeréné
cenny enzym pro potravinaisky prumysl a farmaceutické aplikace, s potencidlnim vyuzitim
pro 1écbu rakoviny a antimikrobidlni pfistupy [182]. Lysozym lyzuje urcité bakterie
hydrolyzou p-vazeb mezi muramovou kyselinou a N-acetylglukosaminem mukopolysacharidu,
které jsou ptitomny v bakteridlni bunécné stén€. V mediciné pouziva jako bakteriolytické
¢inidlo, 1é¢eni rany a antibioticky aktivator. Jednim z hojnych zdrojt lysozymu je vajecny bilek
[183]. Odabasi et al. [183] ve své studii pripravili polymery s potiskem lysozymu, které 1ze
pouzit k ziskani lysozymu z roztokt a vaje¢nych bilktl. Jako monomer s komplexem kovu byl
vybran N-methakryloyl- (1) -histidinemethylester (MAH). V prvnim kroku byl Cu?*
komplexovan s MAH a lysozymem potisténym polymerem (poly methylester
hydroxyethylmethakrylat-N-methakryloyl- (L) -histidin). Lys-MIP ¢astice byly syntetizovany
UV polymeraci. Poté byl templat (tj. lysozym) odstranén za pouziti 0,1 M roztoku NaCl.
Bylo zjisténo, ze mérny povrch &astic Lys-MIP je 22,9 m? / g s velikosti v rozmezi 20-63 pm
v primé&ru a pomér bobtnani byl 57 %. Podle vysledkili elementarni analyzy ¢astice obsahovaly
421 pmol MAH / g polymeru. Maximalni adsorpéni kapacita lysozymu byla 12,1 mg / g
polymeru. Castice Lys-MIP Ize pouzit mnohokrat, aniz by se vyznamné snizily jejich adsorpéni

kapacity.

Cytochrom ¢ je hemovy protein, ktery je lokalizovan v kompartmentu mezi vnitini
a vnéjsi mitochondrialni membranou, kde funguje pro prenos elektroni mezi komplexem III
a komplexem IV respirac¢niho fetézce, buiiky pomoci ného rozkladaji glukozu a ziskavaji tim
energii ve formé ATP [184]. Dale se také cytochrom c t¢astni apoptozy, a to tak, ze kdyz buiika
dostane apopticky stimul, cytochrom C je uvolnén do cytosolu a vyvola programovanou
bunéénou smrt [185]. Dechtrirat et al. [186] ve své studii pouzili cytochrom ¢ z hovéziho srdce.
Cytochrom ¢ obsahuje 9 aminokyselin, coz se povazuje za minimalni délku potfebnou pro

rozpoznavani proteinu. Detekce peptidi a proteinu ve vodném roztoku je v experimentu
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demonstrovana pomoci kombinace epitopového a povrchového elektrochemického
imprintovani. Byla pfipravena selektivni, ultratenkd vrstva MIP piimo na povrchu sondy
na bazi zlata. Jako templat pro imprintovani byl pouzit synteticky peptid odvozeny z povrchové
aktivniho C konce cytochromu c. Byl oznacen fluorescencnim barvivem, aby se kvantitativné
vyhodnotily vsechny faze pfi imprintovani pomoci zmén intenzity fluorescence. Znaceny
peptidovy templat byl sorbovan na zlatém povrchu pfes C konec cysteinu.
Po elektropolymerizaci se nasledné¢ templat -elektrochemicky odstranil a vzorova
(imprintovana) mista byla ukotvena na povrchu. Vysledna vrstva MIP byla schopna selektivné
zachytit templatovy peptid a odpovidajici cilovy protein. V pripade rozpoznavani peptidi, MIP
vrstva muaze rozliSit jednotlivé aminokyseliny, které jsou neshodné se sekvenci cilového

peptidu [186].

Kreatinkinaza (CK) je intracelularni enzym, ktery ma klicovy vyznam v produkci
energie pii katalyzovani tvorby adenosintrifosfaitu (ATP) =z adenosindifosfatu (ADP)
a kreatinfosfatu. Vysledkem je dimerni molekula s podjednotkami M (sval) a B (mozek).
Kreatinkiniza se vyskytuje ve formé 3 izoenzyml (CK-MM, CK-MB, CK-BB). Hladina CK
se povazuje za nejcitlivéjsiho ukazatele nervosvalového poskozeni. Dale je také zvySena
napiiklad u onemocnéni §titné zlazy a pristitnych télisek nebo diabetu [187]. Chen et al. [187]
ptipravili MIP pro detekci CK s pouZzitim mikrokontaktni metody. Jako funkéni monomery byly
pouzity jak styren, tak MAA a polyethylen glykol dimethylakrylat (PEG400DMA) jako
sitovaci ¢inidlo. Bylo ptfedpokladdno, ze dva funkéni monomery budou plsobit na dvou
riznych mistech templatu a riznymi mechanismy, vzhledem k jejich rozdilné hydrofilni
a hydrofobni povaze. Polymer vytvofeny s5 % MAA a 95 % PEG400DMA vykazoval
vynikajici rozpoznavani schopnosti. MIP vykazovaly vazby s maximalni absorpci dosazenou
ptiblizn€ po 2 hodinach. Vzhledem k podobnosti pI CK (6,8) a myoglobinu (7,2) v pufru o pH
7,4 ob¢ slozky maji negativni naboj, a bylo ptekvapivé, ze se dokazala udrzet dobré Groven
diskriminace. To je zajimavé hlavné z ditvodu, Ze myoglobin je vyrazn€ mensi nez CK a proto
snadnéji obsadi dutinu na povrchu polymeru utvofenou templatem, coz ukazuje, ze zalezi na
komplementarit¢ tvaru a ne na velikosti. Denaturace templatu zpiisobuje ztratu interakce
templatu/polymeru, vyrobené materialy maji potencial pii vyrob¢ rozpoznavacich materiali pro
rozpoznavaci zatizeni. Dospéli k zavéru, Ze dva funkéni monomery zprostfedkovavaji
rozpoznavani na riznych mistech molekuly templéatu, riznymi mechanismy, vzhledem k jejich

kontrastni hydrofilni a hydrofobni povaze.
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Oxytocin je peptidovy hormon a neurotransmiter. Jako hormon je produkovén butikami
v hypotalamu a uvoliiovan do krve. Oxytocin, ktery je uvoliiovan na nervovych terminalech
jinde v mozku, je neurotransmiter. Oxytocin inhibuje reakce strachu v amygdale, tento hormon
se stal znamym jako tzv. ,,hormon divéry* [188, 190]. Oxytocin také ovlivituje nekteré aspekty
reprodukéniho chovéni u savct [189]. Rachkov et Minoura. [177] ve své studii pouzili MIP
specificky pro oxytocin. Oxytocin se sklada z nasledujicich amino kyselin: Cys-Tyr-Ile-Gln-
Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2. Pro syntézu MIP pouzili malou sekvenci oxytocinu se tfemi
aminokyselinami, kterd byla pouzita pro rozpoznani celé sekvence oxytocinu. Polymer byl
vyroben z kyseliny methakrylové (MAA) a ethylenglykol di-methakrylatu (EGDMA). V této
studii se zaméfili na pH mobilni faze, které ma klicovou roli ve vazbé. Dalsim faktorem
ovliviiyjicim tento rozpoznavaci proces byl pomér templétu a funkéniho monomeru. Optiméalni
pomér templat-peptid / MAA byl nalezen mezi 1:10 a 1:20. Pfesné vyladéni vSech téchto
parametri. umoznilo nalézt optimalni vazebné podminky pro nalezené¢ polymery. Pro
vyhodnoceni selektivity MIP byl polymer vyrobeny z templatového peptidu / MAA 1:10
testovan na jeho vazebnou kapacitu vi¢i samotnému templatu a peptidim souvisejicim
s oxytocinem. Mobilni faze sestdvala z10 % vody / 90 % acetonitrilu, s riznymi
koncentracemi kyseliny octové. Hodnoty separac¢niho faktoru zavisely na koncentraci kyseliny
octové a pH. Nejlepsi hodnota, 3,64, byla ziskana pti pH 6,0 (2,5 mM kyselina octova), zatimco
pfi pH 5,0 hodnota separa¢niho faktoru klesla na 1,68. Ve své studii dokazali s pouZitim malého
tetrapeptidu jako templatu syntetizovat MIP, které byly schopné rozpoznavat oxytocin, vétsi
peptid majici stejny strukturalni fragment jako fragment templatu, coz mize mit znacné
ekonomické vyhody, maly peptid je obvykle levnéjsi a mnozstvi nezbytné pro ptipravu

polymeru je dostupnéj$i nez mnoZzstvi odpovidajiciho proteinu.
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3 Zavér

V této bakalaiské praci byly popsany obecné vlastnosti MIP, mozné zpusoby jejich
ptipravy a jejich pouziti. Dale byla prace zamé&fena na aplikaci MIP v biosenzorech, konkrétné

k analyze proteinovych biomarkert.

MIP jsou inteligentni materidly, které mohou rozpoznavat cilové molekuly podobnym
zpusobem jako piirodni receptory. To, jaké budou mit kone¢né MIP vlastnosti je ovlivnéno tim,
jaké vznikaji interakce mezi templatem a funk¢énimi skupinami béhem jejich ptipravy, ale také
na typu pouzité polymerizace. MIP maji diky svym vlastnostem S§iroké pouziti v mnoha
oborech, pouzivaji se v chromatografii, k extrakci na pevné fazi, jako katalyzatory, maji své
uplatnéni v analyze rliznych biologickych vzorkt, ale také se mohou pouzit ve farmakologii
jako nosice 1€Civ.

V poslednich letech roste pouziti MIP ve spojeni s biosenzory, kde funguji jako
napodobeniny biologické rozpoznavaci slozky, enzymii a protilatek. Diky jejich vysoké
citlivosti, selektivite, kratké dobé piipravy a nizkym nakladtim na jejich vyvoj maji biosenzory
na bazi MIP velky potencial. Existuji prace o jejich vyuziti k rychlému odhaleni patogend,
biomarkerti a toxind v klinickych, environmentalnich vzorcich, nebo vzorcich z potravin.
Biosenzory zalozen¢ na MIP jsou schopné detegovat cilové nizkomolekularni
I vysokomolekularni biomarkery pomoci svych specifickych imprintovanych mist.

Biosenzory ve spojeni s MIP se jevi jako uéinna metoda i pro analyzu proteinovych
biomarkert. Ty lze stanovit metodou epitopového a povrchového imprintovani. Aplikace MIP
biosenzord za ucelem identifikace proteinovych biomarkertt ma znac¢ny piinos v diagnostice

nemoci, ovSem jednd se o poméern€ novou metodu a je zapottebi dalSiho vyzkumu.
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