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Terpolymer pro pouziti proti nespecifické adsorpci latek z biologickych médii, polymerni
kartace jej obsahujici

Oblast techniky
Vynalez se tyka nového statistického antifoulingového terpolymeru, polymemich kartacu jej

obsahujicich, a jejich pouziti proti nespecifické adsorpci latek z biologickych médii.

Dosavadni stav techniky

Nespecificka adsorpce je nezadouci depozice latek z komplexnich biologickych vzorka, ktera
predstavuje kriticky problém pro vyvoj fady modemich bioanalytickych a biomedicinskych metod,
zafizeni a materiali. Jedna se napf. o biosenzory, separani metody, funkéni nanocastice a
nanostrukturované povrchy, nosice 1é¢iv, membrany, diagnostické Castice pro analyzu v télnich
tekutinach, obecné o libovolné bioanalytické metody a funkCni matenaly, které prichazeji do
primého styku s biologickym médiem. Proto je velké usili vénovano vyvoji tzv. ultrarezistentnich
materialu a povrchu, které uc¢inné kombinuji schopnost navazani funkénich, napt. biorekognicnich
prvku, a které jsou soucasné odolné proti nespecifické adsorpei latek 1 z velmi komplexnich
biologickych médii, jako jsou napt. nefedéné télni tekutiny, potravinové extrakty, média obsahujici
buriky, vzorky z tkani a ¢asti organismu obecné, ¢i tekutiny z prostfedi obecného charakteru.

V soucasné dob¢ jsou povaZzovany za nejvice odolné (tzv. ,antifouling™, ¢i ,ultra-low fouling™) a
pritom funkcionalizovatelné povrchy, kter€ se pfipravuji polymerizaci z povrchu (,.grafting from®)
hydrofilnich elektroneutralnich polymeru, jako jsou neionogenni poly(oligo(hydroxyethylenglykol
methakrylat) (polyHOEGMA), poly(2-hydroxyethyl methakrylat) (polyHEMA), poly(3-
hydroxypropyl = methakrylat)  (polyHPMA)  poly[N-(2-hydroxypropyl = methakrylamid]
(polyHPMAA) a ionogenni zwitteriontové poly(karboxybetain methakrylat) (polyCBMA),
poly(karboxybetain akrylamid) (polyCBAA) a statisticky kopolymer N-(2-hydroxypropyl)
methakrylamidu (HPMAA) s karboxybetain methakrylamidem (CBMAA) (poly(HPMAA-co-
CBMAA), z povrchu substratu pomoci povrchem iniciované radikalové polymerizace s pfenosem
atomu (ATRP). Postup se sklada z kovalentniho navazani iniciatoru ATRP na povrch substratu (S).
Po pridani polymeriza¢niho roztoku obsahujiciho monomery rostou polymerni fetézce od
upoutaného zbytku iniciatoru (R) postupnym navazovanim monomernich jednotek, pficemz
iniciani atom halogenu se vzdy pfenasi na konec rostouciho fetézce polymeru. Vysledkem
postupu je tzv. karta¢ polymemich fetézcu (,,polymer brush®), coz je vrstva husté¢ usporadanych
polymemich fetézcu navazanych jednim koncem k povrchu substratu dle schématu S-R-polymemi
fetézec. Pri souCasném stavu techniky nelze u polymemich karta¢u roubovanych z povrchu
spolehlivé stanovit délku jednotlivych fetézcu ani hustotu kartace. Proto byva kartac
charakterizovan pouze tloustkou méfenou elipsometrickou metodou s vyuZzitim metody rezonance
povrchovych plasmonu (SPR) nebo pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM).

Priprava a aktivace kartaci z homopolymeru polyCBMA a polyCBAA jsou zahruty v dokumentu
US20140370567. Tento dokument mimo jiné popisuje antifouling povrchy pfipravené roubovanim
polyCBMA a polyCBAA homopolymera z povrchu substratu polymerizaci ATRP nebo RAFT, a
blokové kopolymery, které¢ obsahuji blok z hydrofobniho polymeru a blok z homopolymeru
polyCBMA nebo polyCBAA, roubované polymerizaci z povrchu nebo vazbou na povrch
substratu. Dokument US20130244249 popisuje postup pouzivajici dvoustupiiovou ATRP, pfi niz
se napfed na povrch naroubuje vrstva polymeru s vysokou hustotou fetézcu a dobrymi antifouling
vlastnostmi. Na tuto vrstvu je naroubovana druha vrstva z polyCBMA nebo polyCBAA o nizké
hustoté¢ polymemich fetézcu s reaktivnimi skupinami podél fetézce, které slouzi k imobilizaci
bioaktivnich prvku. Vyslovné uvedenym cilem tohoto postupu je zvyseni dostupnosti reaktivnich
skupin pro vazbu velkych molekul v druhé vrstvé, pficemz otazkou vedlejSich reakci a nezadoucich
reakénich rezidui se nezabyva. Dokument PV 2015-313 se zabyva pfipravou a vyuZitim
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statistické¢ho kopolymeru poly(HPMAA-co-CBMAA) a srovnava jeho antifoulingové vlastnosti po
ukotveni funk¢nich prvki s polyCBAA.

I kdyZ vSechny vyse zminéné polymerni kartace potlacuji nespecifickou adsorpci z modelovych
proteinovych roztoku a snizuji depozici z nefedéné krevni plasmy pod 50 ng/cm?, jsou kartace na
bazi HPMAA, CBMA a CBAA v soucasnosti jedinymi ,ultra-low fouling® povrchy snizujicimi
nespecifické vazby latek z krevni plasmy pod 5 ng/cm?. Obecné se uznava, ze vysoka odolnost
proti nespecifick¢ adsorpci je dana kombinaci vysoké hydrofility, ktera omezuje hydrofobni
interakce, a celkové elektroneutrality, omezujici elektrostatickée interakce.

Vazba funkénich entit, coz mohou byt latky a velké molekuly s riznymi doménami a velkym
poctem naboju, muze tuto charakteristiku povrchu podstatné zménit a pivodné vynikajici odolnost
zhorsit.

Napf. pro vazbu na neionogenni polymemi fetézce je vyuzivana aktivace jejich bocnich
hydroxylovych skupin, ktera v§ak vede k tvorbé produkti, které do velké miry zhorSuji odolnost
kartaci, prip. tyto schopnosti zcela ztrati.

Elektroneutralni zwitteriontové bocni skupiny polyCBMA a polyCBAA fetézcii obsahuji
karboxylovy aniont a kvarterni amoniovy kationt. Karboxylova skupina zwitteriontu se, obvykle
pomoci EDC-NHS chemie, ale 1ze pouzit i jina odbomikovi znama aktivacni ¢inidla pro aktivaci
karboxylu (Bioconjugate Techniques, G.T.Hermanson, Elsevier, 2008), pfeméni na aktivni ester,
ktery potom reaguje s aminoskupinou funkcniho prvku za vzniku amidové vazby. V polymeru
ovSem vzdy zustane ¢ast nezreagovanych aktivnich esteru, které musi byt kvantitativné odstranény,
jednak aby pii nasledném styku s biologickym médiem nemohly nespecificky reagovat s jeho
slozkami, a dale aby se pokud mozno zachovala puvodni elektroneutralita polymeru, tj.
kompenzovala pfevaha permanentniho kladné¢ho naboje kvartemi amoniové skupiny. K tomu
nepostacuje prosta hydrolyza aktivniho esteru, a proto se s vvhodou zbylé aktivni estery eliminuji
reakci s malou molekulou obsahujici aminoskupinu a karboxylovou skupinu, napt. s glycinem (PV
2016-361). Nicmén¢ zadny z téchto postupu se doposud neukazal jako pln¢ vyhovujici, a prave
ztrata celkové elektroneutrality povrchu je povazovana za jeden z kliCovych faktoru, ktery vede ke
snizen¢ odolnosti kartace po vazb¢ funk¢nich prvka.

Predkladany vynalez si klade za cil odstranit vyse uvedené nevyhody.

Podstata vynalezu

Predmétem wvynalezu je statisticky terpolymer N-(2-hydroxypropyl) methakrylamidu
(HPMAA), karboxybetain methakrylamidu (CBMAA) a sulfobetain methakrylamidu (SBMAA).
Tento terpolymer lze zapisovat jako poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA).

S vyhodou tento statisticky terpolymer obsahuje od 0,1 mol % do 40 mol % SBMAA, s vyhodou
od 0,5 mol % do 30 mol % SBMAA.

S vyhodou statisticky terpolymer podle vynalezu obsahuje od 0,1 mol % do 50 mol % CBMAA,
vyhodnéji od 5 mol % do 30 mol % CBMAA, jesté vyhodnéji od 10 mol % do 20 mol % CBMAA.

HPMAA tvori v terpolymeru zbytek do 100 mol %.

Predmétem vynalezu je dale tzv. polymemni karta¢ (angl. ,polymer brush®) statistického
terpolymeru N-(2-hydroxypropyl) methakrylamidu (HPMAA), karboxybetain methakrylamidu
(CBMAA) a sulfobetain methakrylamidu (SBMAA), jehoz fetézce jsou jednim koncem navazany
na substrat (angl. ,.,end-tethered®), pfi¢emz polymemi karta¢ ma strukturu I,
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S — R - poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) (D
kde
S je substrat, na jehoZ povrch 1ze kovalentné navazat iniciatory polymerizace;

R je zbytek iniciatoru, vybraného ze skupiny zahmujici iniciatory radikalové polymerizace
s prenosem atomu ATRP, iniciatory zZivé radikalové polymerizace s prenosem jednotlivého
elektronu SET-LRP a ¢inidla pro polymerizaci s reverzibilnim adi¢né-fragmentacnim pfenosem
RAFT;

— je kovalentni vazba.

Polymemi kartac je struktura, ktera se sklada z polymemich fetézch jednim koncem navazanych
na substrat, pfiCemz polymemi fetézce jsou usporadany hust¢ vedle sebe, takze sméruji od
substratu. Vysledna struktura polymemich fetézci pfipomina vlakna kartace, odtud nazev.

S vyhodou je tloustka vrstvy statistického terpolymeru v polymernim kartaci 10 nm az 500 nm,
vyhodnéji 20 nm az 200 nm, méfeno elipsometrickou metodou ve vode.

Predmétem vynalezu je rovnéz funkcionalizovany polymemni kartac statistického terpolymeru N-
(2-hydroxypropyl) methakrylamidu (HPMAA), karboxybetain methakrylamidu (CBMAA) a
sulfobetain methakrylamidu (SBMAA), majici strukturu II

S - R - poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) -F  (II)
kde
S je substrat, na jehoZ povrch 1ze kovalentné navazat iniciatory polymerizace;

R je zbytek iniciatoru, vybraného ze skupiny zahmujici iniciatory radikalové polymerizace
s prenosem atomu ATRP, iniciatory zivé radikalové polymerizace s prenosem jednotlivého
elektronu SET-LRP a ¢inidla pro polymerizaci s reverzibilnim adi¢né-fragmentacnim pfenosem
RAFT;

— je kovalentni vazba;
F je alespon jedna funkéni entita kovalentné navazana na polymer amidovou vazbou.

Predkladany vynalez fesi vySe popsany problém ztraty celkové elektroneutrality povrchu pri
problematickych hydrolyzach rezidualnich aktivnich esterii, ktery vede ke snizené odolnosti
kartace po vazbé funkénich molekul. V dosud znamych postupech se hydrolyzou rezidualnich
aktivnich esteru, 1 s pouZzitim latek obsahujicich karboxylovou slupinu, sice mohou karboxylové
skupiny regenerovat, nikoli v§ak uplné, protoze se nenahradi ubytek zpusobeny vazbou funk¢niho
prvku. Takto nahrazeny zwitterion také neni struktumé identicky s puvodnim zwitterionem. Je také
obecné znamo, ze elektroneutralita karboxybetaint je zavisla na pH v dusledku zmén ionizace
karboxylové skupiny pfi zachovani permanentniho kladného naboje kvartemiho amoniového
kationtu. Vazba funk¢ni entity, coZz muze byt napriklad velka molekula s riznymi doménami a
velkym pocétem vlastnich naboju, vytvari na povrchu podstatné zménéné mikrookoli, tedy i lokalni
pH, a tim ovliviiuje nabojovou rovnovahu. Pfedlozeny vynalez fesi tento nedostatek novym
zpusobem, a to doladénim rovnovahy pridanim monomemi jednotky SBMAA, coz je betain s
trvale ionizovanou sulfoskupinou. Sulfoskupina se neucastni vazebné reakce pii aktivaci
karboxylovych skupin pomoci aktivacnich €inidel (napf. EDC-NHS nebo jinych odbornikovi
znamych aktivaénich Cinidel pro aktivaci karboxylu), takze samotny homopolymer polySBMAA
by nemohl byt takto funkcionalizovan, a jako homopolymer ostatné¢ také nema prili§ dobrou
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odolnost proti nespecifick¢ adsorpci. V poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) zajistuje
funkcionalizovatelnost pfitomnost CBMAA. Pouziti SBMAA v kombinaci s HPMAA a CBMAA
pro polymemi karta¢ dosud nebylo znamo, pri¢emz, jak je dolozeno dale, pouziti SBMAA je pro
popsany ucel velmi vyhodné a ucinng.

Obsah SBMAA ve statistickém terpolymeru se v ramci vyse uvedeného rozmezi od 0,1 mol % do
30 mol % optimalizuje podle navazované funk¢ni entity tak, aby se po jejim navazani dosahlo
nejvyssi odolnosti proti nespecifické adsorpci. Tuto optimalizaci 1ze provést pripravou n¢kolika
vzorkil s miznymi obsahy SBMAA v ramci uvedeného rozmezi, a volbou vhodného obsahu
SBMAA podle zméfenych pozadovanych parametru.

Terpolymer podle predkladaného vynalezu ma vysokou odolnost proti nespecifické adsorpcei latek
z biologickych médii, a stejn¢ tak 1 polymemi kartaCe, které jej obsahuji, maji tuto vysokou
odolnost, a to 1 po aktivaci (tj. reakci tvorby aktivnich esteri), navazani funkéni entity a deaktivaci.

Biologickymi médii jsou zde minény zejména télni tekutiny, jako je napriklad krev, mozkomisni
mok, moc, sliny, asciticka tekutina, ale 1 dal§i média biologického pivodu, jako je napfiklad krevni
plasma a sérum, bunécéné lyzaty, tkariové extrakty, bunécné suspenze, média z biologickych vyrob,
pitna ¢i odpadni voda a potraviny.

Substratem S je material, ktery se pokryva funkcionalizovatelnou vrstvou terpolymeru odolnou
proti nespecifické adsorpci. Substratem je jakykoliv material, na jehoz povrch lze kovalentné
navazat iniciatory polymerizace. Vhodnymi substraty jsou tedy zejména materialy obsahujici
reaktivni skupiny na povrchu nebo inertni materialy povlecené vrstvou dobre adherujici k jejich
povrchu a obsahujici reaktivni skupiny pro navazani iniciatoru, typicky polydopaminem
pfipravenym autopolymerizaci na povrchu materialu. Tvar, rozméry, morfologiec a chemicka
povaha substratu nejsou rozhodujici, muze se jednat o planami ¢i rizn€ tvarované objekty, trubice,
vlakna, ¢astice, membrany, mikrocastice, nanocastice, porézni materialy, kovy, kiemik, matenaly
na bazi kfemi¢itanu ¢i hlinitokfemicitanu (napf. sklo), polymery, anorganické materialy — zejména
oxidy kovu ¢i nekovu, apod. Ve vyhodném provedeni se zejména jedna o kovy, kfemik, oxidy
kova €1 nekovi, véetné kfemicitanu ¢1 hlinitokfemicitant. Substratem mize byt napriklad povrch
senzoru, povrch biosenzoru, nebo sorbent, nebo povrch zafizeni ¢i materidlu pouzivaného ve
zdravotnictvi.

Skupina R je zbytek iniciatoru. Pro ukotveni fetézce kopolymeru je potfeba nejprve na substrat
navazat iniciator polymerizace. Vhodné iniciatory a vhodné typy polymerizace pro roubovani z
povrchu jsou odbornikovi v oboru znamy, jedna se o iniciatory polymerizace ATRP (atom transfer
radical polymerization), iniciatory polymerizace SET-LRP (single-electron transfer living radical
polymerization) nebo RAFT (reversible addition fragmentation transfer polymerization) ¢inidla.
Zpusob vazby, kterou se iniciator vaze k substratu, zavisi na tom, o jaky substrat a jaky iniciator se
jedna, ale jeji urceni, stejné jako ur¢eni vhodného iniciatoru pro kazdy substrat, je pln€ v rozsahu
znalosti a schopnosti odbornika v oboru, bez potfeby vynaloZeni dalSiho inventivniho usili
(odbomik v oboru ma k dispozici fadu monografii, ucebnic a prehledovych ¢lanku, jako priklad
lze uvést Advanced Materials by Atom Transfer Radical Polymerization, Kryzstof Matyjaszewki,
Wiley Online Library, 2018).

F je funk¢ni entita kovalentné navazana amidovou vazbou k polymernimu kartaci, presnéji ke
zbytku karboxylov¢ skupiny monomemni jednotky CBMAA. F je entita obsahujici aminoskupinu,
napf. proteiny, peptidy, protilatky, oligonukleotidy, nukleové kyseliny, DNA sondy. F muze byt
bioreckognicni entita, ktera specificky interaguje s cilovym analytem, kterym mize byt napriklad
protein, peptid, nukleova kyselina, oligonukleotid a jin¢ organické nebo anorganické analyty.

Terpolymer poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) se pfipravuje znamymi technikami, napf.
metodou tzv. Zivé radikalové polymerizace. Polymerni karta¢ obsahujici tento terpolymer se
pfipravuje Zivou radikalovou polymerizaci z povrchu substratu za vzniku fetézcii polymemich
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kartacu jednim koncem vazanych na povrchu substratu. Lze pouzit i metody ,.grafting to™, kdy se
jiz uskupena polymemi entita navaze na substrat.

Vhodné zpusoby polymerizace pro pripravu statistického terpolymeru podle vynalezu ¢i
polymemiho kartaée obsahujiciho tento terpolymer, napf. ATRP polymerizace, SET-LRP
polymerizace, RAFT polymerizace, jejich pouziti pro jednotlivé typy substrati, odpovidajici
iniciatory a odpovidajici vazebné skupiny pro kombinace iniciatoru a substratu jsou znamy
z literatury. Jako priklady kombinaci iniciatori vhodnych pro substraty lze uvést 11-
(trichlorsilyl)undecyl-2-bromo-2-methyl propanoat na sklo a kfemik pokryty oxidem, nebo w-
merkaptoundecyl bromisobutyrat na zlato, nebo iniciator navazany na povrchu substratu
obsahujicim karboxylové skupiny, ktery se pripravi inkubaci s roztokem kyseliny a-brom-
isomaselné, NHS a EDC, nebo 2-brom-2-methylpropanoyl bromid jako iniciator pro substrat
obsahujici na povrchu amino nebo hydroxylové skupiny, coz je 1 pfipad vrstvy polydopaminu.

Vsechny monomery jsou methakrylamidy z hlediska polymerizace podobného typu, maji
podobnou rychlostni konstantu polymerizace, a statisticky charakter polymerizace doklada molamni
pomér koncentraci monomemich jednotek SBMAA, HPMAA a CBMAA v terpolymerech, shodny
se sloZzenim polymerizacni nasady.

Priprava funkcionalizovanych polymemich karta¢u se provadi tak, ze se karboxylové skupiny
polykarboxybetaini (CBMAA jednotek) v polymernim kartai podrobi reakci s aktiva¢nimi
¢inidly, jako jsou napfiklad EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid) a NHS (N-
hydroxysukcinimid), za vzniku aktivnich esterovych skupin. Vzniklé aktivni esterové skupiny se
dale podrobi reakci s aminovou skupinou funk¢ni entity za vzniku amidové kovalentni vazby.
Zbyl¢ nezreagované aktivni esterové skupiny se pak podrobi reakci s deaktivaénim ¢inidlem,
napiiklad ethanolamin-O-sulfatem a/nebo amino-PEG2-octovou kyselinou a/nebo glycinem.
Vyhodnost pouziti ethanolamin-O-sulfatu spociva v moznosti optimalizovat celkovy naboj
povrchu.

Vynalez umoziuje univerzalni modifikaci riznych substratiu obsahujicich reaktivni skupiny pro
navazani iniciatori polymerizace. Na povrch inertnich substrati, na které nelze iniciatory
polymerizaci navazat pfimo, je mozné napfed deponovat kotvici mezivrstvu, na piiklad
polydopaminu, ktera obsahuje reaktivni skupiny pro navazani iniciatora.

Predmétem predkladaného vynalezu je pak také pouziti statistického terpolymeru poly(HPMAA-
co-CBMAA-co-SBMAA) pro zvySeni odolnosti povrchii proti nespecifické adsorpci latek z
biologickych médii. Povrch lze pifi takovém pouziti pokryt terpolymerem poly(HPMAA-co-
CBMAA-co-SBMAA), napriklad ve form¢ povlaku ¢i ve formé polymemiho kartace.

Konkrétnéji je predmétem vynalezu pouziti statistického terpolymeru poly(HPMAA-co-CBMAA-
co-SBMAA) nebo polymemiho kartace jej obsahujiciho nebo funkcionalizované¢ho polymemiho
kartace jej obsahujiciho pro dosazeni odolnosti povrchu (substratu) proti nezadouci nespecifické
interakci se slozkami biologickych médii, zejména molekul proteinu a bunck, a proti
adsorpci/depozici slozek biologickych médii na povrchy chranéné timto polymerem.

Pouziti funkcionalizovaného polymemiho kartaée obsahujiciho statisticky terpolymer
poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) pro specifickou a selektivni interakei s cilovymi analyty,
zahmujicimi zejména proteiny, peptidy, nukleové kyseliny, oligonukleotidy.

Predkladany vynalez dale zahruje senzory, zejména biosenzory pro pfimou detekci analyti nebo
vicestupnovou detekci s pouzitim pridanych reagentt, jako jsou senzory rezonance povrchovych
plasmonu (SPR senzory), kiemenné krystalové mikrovahy (quartz crystal microbalance) nebo
fluorescenéni senzory, které obsahuji polymemi karta¢ ¢i funkcionalizovany polymemni kartac
podle vynalezu.
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Predkladany vynalez dale zahrnuje membrany obsahujici polymerni kartac ¢i funkcionalizovany
polymemi karta¢ podle vynalezu. Substratem je pak typicky membrana, vrstva polymernich
fetézci je naroubovana na povrch membrany. Je-li membrana porézni, je vrstva polymemich
fetézcl naroubovana na povrchu pora.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 ukazuje typické IRRAS spektrum kartaice poly[HPMAA(70 mol %)-co-
CBMAA(15 mol %)-co-SBMAA(15 mol %)] na zlat¢. Vyznaceny jsou charakteristické absorpéni
pasy skupin jednotlivych slozek: Am I a Am II amidové pasy fetézce, -OH pas hydroxylové
skupiny HPMAA, -COO™ pas ionizované karboxylové skupiny CBMAA, -SOs™ pas ionizované
sulfoskupiny SBMAA.

Obr. 2 je zaznam odezvy SPR senzoru s cCipem se zlatym povrchem opatfenym polymemim
kartacem, dle Prikladu 3 a 4.

Obr. 3 je zaznam odezvy SPR senzoru pii deteker F.coli na funkcionalizovaném terpolymenim
kartaci, dle prikladu 5.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Priprava polymemiho kartace na zlaté

Sklenéna desticka s napafenou vrstvou zlata byla ¢isténa 10 min v UV ozonovém generatoru, ihned
poté byla oplachnuta vodou a ethanolem. Potom byla desticka ponofena do 0,1mM roztoku
iniciatoru @-merkaptoundecyl bromoisobutyratu v ethanolu na 48 hodin v pokojové teploté
bez pfistupu svétla. Katalyticka sm¢s byla pfipravena ve Schlenkové barice rozpusténim CuCl
(28 mg), CuCl; (8,4 mg) a Medcyclam (96,8 mg) v odplynéném methanolu (2 ml) pod dusikovou
atmosférou a sonikovana 5 min do uplného rozpusténi. Ve druhé Schlenkové barice byly
rozpu$tény monomery SBMAA (138 mg, 3 mol %), CBMAA (572 mg, 15 mol %) a HPMAA
(1847 mg, 82 mol %) v odplynéné vodé (16,9 ml) a methanolu (0,1 ml). Priklady dalSich navazek
pro pfipravu povrchu s jinym procentualnim zastoupenim slozek jsou uvedeny v Tabulce 1.
Po rozpusténi byla katalyticka smés pod dusikem pridana ke smési monomeri. Homogenni
polymeracni smés byla pod dusikem pfidana do reaktoru s destiCkou pokrytou iniciatorem.
Polymerace probihala v uzavieném reaktoru 2 hod pii pokojové teploté. Poté byla desticka
oplachnuta vodou a pred dalSim pouzitim byla skladovana ve fosfatovém pufru (pH 7.4) pfi teploté
4°C.

Metodou infracervené reflexni absorpcni spektroskopie (PM-IRRAS) byla ovéfena chemicka
struktura terpolymemiho kartace. Na obrazku 1 je ukazano typické IRRAS spektrum pro jedno
provedeni terpolymerniho kartace.

Tabulka 1: Vybrané priklady navazek pro pripravu terpolymeru s riznym obsahem jednotlivych
monomeru.



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 2020 - 270 A3

Slozeni polymerizacni nasady [mol %] Slozeni polymerizaéni nasady [mg]
HPMAA CBMAA SBMAA HPMAA CBMAA SBMAA
84.5 15,0 0,5 1903 572 23
82.0 15,0 3,0 1847 572 138
80,0 15,0 5,0 1802 572 230
75,0 15,0 10,0 1689 572 460
70,0 15,0 15,0 1576 572 690
55,0 15,0 30,0 1239 572 1379

Priklad 2: Priprava polymemiho kartace na skle

Sklen¢éna desticka byla oplachnuta acetonem, ¢ist€éna 20 min ultrazvukem v 50% methanolu
pfi teplot€ 20 °C a poté sonikovana dal§ich 20 min v chloroformu. Potom byla desticka oplachnuta
vodou, osusena vzduchem a ¢isténa 4 min v UV ozonovém generatoru. Po Cisténi byla desticka
dehydratovana 1 hod pfi teploté > 90 °C v pritomnosti silikagelu a ithned poté byla na 2 hod
ponofena do 3mM roztoku iniciatoru (MeQ)3-Si-(CH»)11-Br v bezvodém n-heptanu pfi pokojove
teploté. Potom byla desticka oplachnuta ethanolem a vodou a vlozZena do reaktoru k polymeraci.
Dalsi postup pfipravy polymerniho kartace je analogicky s vySe uvedenym pfikladem 1.
Katalyticka smés byla pfipravena ve Schlenkov¢ baice rozpusténim CuCl (28 mg), CuCl; (8,4 mg)
a Medcyclam (96,8 mg) v odplynéném methanolu (2 ml) pod dusikovou atmosférou a sonikovana
ultrazvukem 5 min do uplného rozpusténi. Ve druhé Schlenkoveé baiice byly rozpustény monomery
SBMAA (138 mg, 3 mol %), CBMAA (572 mg, 15 mol %) a HPMAA (1847 mg, 82 mol %)
v odplynéné vodé (16,9 ml) amethanolu (0,1 ml). (Dalsi priklady navazek jsou stejné jako piiklady
navazek uvedenych v Tabulce 1). Po rozpusténi byla katalyticka smés pod dusikem pfidana
ke sm¢si monomeri. Homogenni polymera¢ni smés byla pod dusikem pridana do reaktoru
s destickou s navazanym iniciatorem. Polymerace probihala v uzavieném reaktoru 2 hod
pii pokojové teploté. Poté byla desticka oplachnuta vodou a pred dal$im pouzitim byla skladovana
ve fosfatovém pufru (pH 7.4) pri teploté 4 °C.

Priklad 3: Vazba bakterialni protilatky

Dle prikladu 1 byl na zlaté vrstvé Cipu pfipraven terpolymemi karta¢ poly[(HPMAA (80 mol %)-
co-CBMAA(15 mol %)-co-SBMAA(5 mol %)]. Cip byl oplachnut vodou, vloZen do SPR senzoru
a karboxylové skupiny CBMAA byly aktivovany 20 min za prutoku 10 pl/min roztokem 0,1M
NHS a 0,5M EDC v deionizované vod¢ na aktivni ester. Po aktivaci byla zaznamenana hladina
odezvy senzoru pro povrch ve vodé. 50 pg/ml bakterialni protilatky anti-Salmonella bylo
rozpusténo v boratovém pufru (10 mM, pH 8.,5), napusténo rychlosti 30 ul/min do
mikrofluidického systému SPR senzoru a reakci s aktivovanym kartacem kovalentn¢ navazano (20
minut). Po imobilizaci protilatky byla opét zaznamenana hladina odezvy senzoru ve vodé.
Mnozstvi navazané protilatky bylo uréeno z rozdilu odezvy senzoru ve vodé pred nastfikem
protilatky a odezvy ve vodé po ukonceni imobilizace (Obrazek 2, ¢ervené oznacena ,hladina
imobilizace* odpovida hodnoté& 206 ng/cm?).

Priklad 4: Funkcionaliza¢ni kapacita a odolnost proti nespecifické adsorpci po navazani funkénich
entit

Dle prikladu 1 byly pfipraveny terpolymemi kartace poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA)
obsahujici (a) 84,5 mol % HPMAA, 15 mol % CBMAA, 0,5 mol % SBMAA, (b) 82 mol %
HPMAA, 15 mol % CBMAA, 3 mol % SBMAA a (c) 55 mol % HPMAA, 15 mol % CBMAA, 30
mol % SBMAA na zlaté vrstvé. Dale byly pfipraveny dva jiz znam¢ referencni antifoulingové
povrchy, vykazujici vysokou miru rezistence k nespecifickym vazbam a zaroven dostate¢nou
funkcionaliza¢ni kapacitu - kopolymer obsahujici 85 mol % HPMAA a 15 mol % CBMAA
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(WO0O2016177354A3) a homopolymer polyCBAA. Dale je uveden postup pripravy téchto
polymeru:

poly[HPMAA(85 mol %)-co-CBMAA(15 mol %)]

Sklenéna desticka s naparenou vrstvou zlata byla ¢isténa 10 min v UV ozonovém generatoru, ihned
poté byla oplachnuta vodou a ethanolem. Potom byla desticka ponofena do 0,1mM roztoku
iniciatoru w-merkaptoundecyl bromoisobutyratu v ethanolu na 48 hodin v pokojové teploté bez
pfistupu svétla. Katalyticka smés byla pfipravena ve Schlenkové baiice rozpusténim CuCl (28 mg),
CuCl2 (8,4 mg) a Medcyclam (96,8 mg) v odplynéném methanolu (2 ml) pod dusikovou
atmosférou a sonikovana 5 min do uplného rozpusténi. Ve druhé Schlenkové baiice byly
rozpustény monomery CBMAA (572 mg, 15 mol %) a HPMAA (1914 mg, 85 mol %) v odplynéné
vod¢ (16,9 ml) a methanolu (0,1 ml). Po rozpusténi byla katalyticka smés pod dusikem pfidana ke
smési monomerui. Homogenni polymeracni smés byla pod dusikem pfidana do reaktoru s destickou
pokrytou iniciatorem. Polymerace probihala v uzavieném reaktoru 2 hod pii pokojové teploté. Poté
byla desticka oplachnuta vodou a pred dalSim pouzitim byla skladovana ve fosfatovém pufru pri
teploté 4 °C.

polyCBAA

Sklenéna desticka s napafenou vrstvou zlata byla ¢isténa 10 min v UV ozonovém generatoru, ihned
poté byla oplachnuta vodou a ethanolem. Potom byla desticka ponofena do 0,1mM roztoku
iniciatoru w-merkaptoundecyl bromoisobutyratu v ethanolu na 48 hodin v pokojové teploté bez
pfistupu svétla. Katalyticka smés byla pfipravena ve Schlenkové baiice rozpusténim CuCl (28 mg),
CuCl2 (8,4 mg) a Medcyclam (96,8 mg) v odplynéném methanolu (2 ml) pod dusikovou
atmosférou a sonikovana 5 min do uplného rozpusténi. Ve druhé Schlenkové baiice byly
rozpu$tény monomer CBAA (3590 mg) v odplynéné vodé (16,9 ml) a methanolu (0,1 ml). Po
rozpu$téni byla katalyticka smés pod dusikem pridana ke smési monomeri. Homogenni
polymeracni smés byla pod dusikem pridana do reaktoru s destickou pokrytou iniciatorem.

Polymerace probihala v uzavieném reaktoru 2 hod pii pokojové teploté. Poté byla desticka
oplachnuta vodou a pred dalSim pouzitim byla skladovana ve fosfatovém pufru (pH 7,4) pii teploté
4°C.

Vyse uvedené polymemni kartace byly zkouSeny na odolnost proti nespecifické adsorpci: (a)
aktivovany a deaktivovany povrch, (b) aktivovany a funkcionalizovany povrch po deaktivaci. Pro
viechny kartaée byl dale uvedeny analogicky postup. Cip s kartadem byl oplachnut vodou, vlozen
do SPR senzoru a za prautoku 10 pl/min aktivovan 20 min roztokem 0,1 M NHS a 0,5 M EDC
v deionizované vodé. V pripadé€ ad (a) byl povrch dale 25 min omyvan boratovym pufrem (10 mM,
pH 8.5, prutok 30 ul/min), v pfipadé ad (b) byl povrch 25 min omyvan boratovym (10 mM, pH
8.5, prutok 30 pl/min) obsahujicim konkrétni rozpusténou funkéni entitu obsahujici primami
aminy. Na nasledujici povrchy byly imobilizovany dale uvedené entity:

poly[HPMAA(84,5 mol %)-co-CBMAA(15 mol %)-co-SBMAA(0,5 mol %)]:
DNA oligonukleotid s koncovou amino skupinou (roztok o koncentraci 4 uM);

poly[HPMAA(82 mol %)-co-CBMAA(15 mol %)-co-SBMAA(3 mol %]:
anti-baktenalni protilatka anti-Salmonella (roztok o koncentraci 50 pg/ml);

poly[HPMAA(55 mol %)-co-CBMAA(15 mol %)-co-SBMAA(30 mol %)]:
poly L-lysin (roztok o koncentraci 50 pg/ml);

poly[HPMAA(85 mol %)-co-CBMAA(15 mol %)]:
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anti-bakterialni protilatka anti-Salmonella (roztok o koncentraci 50 pg/ml), nebo DNA
oligonukleotid s koncovou amino skupinou (roztok o koncentraci 4 uM), nebo poly L-lysin (roztok
o koncentraci 50 pug/ml);

polyCBAA: anti-bakterialni protilatka anti-Salmonella (roztok o koncentraci 50 ug/ml), nebo DNA
oligonukleotid s koncovou amino skupinou (roztok o koncentraci 4 M), nebo poly L-lysin (roztok
o koncentraci 50 pg/ml).

Dale byl v obou pripadech ad (a) a (b) u vSech povrchu pouzit stejny postup. Kartac byl
deaktivovan reakci s 1M kyselinou (2-aminoethoxy)octovou (30 min, prutok 10 ul/min) a potom
inkubovan v PBS (10 mM fosfatovy pufr + 150 mM NaCl + 2,7 mM KCI, pH 7.4) pro dosazeni
rovnovahy a konstantni odezvy senzoru. Poté byla injektovana 100% lidska krevni plasma rychlosti
30 pl/min pfi 25 °C po dobu 10 min, nasledovana oplachnutim PBS. Po 10 min oplachovani PBS
byl na 5 minut injektovan PBS s vyssi iontovou silou (10 mM fosfatovy pufr + 750 mM NaCl +
2,7 mM KCI, pH 74) pro odmyti elektrostaticky adsorbovaného nespecifického depozitu a
nakonec byl cely povrch relaxovan opét v normalnim PBS. Hladina nespecifické adsorpce byla
urcena z rozdilu odezvy senzoru v PBS pred injektaci krevni plasmy a 10 min po ukonceni
injektace. Hladina nespecifické adsoprce po odmyti v PBS s vyssi iontovou silou byla urcena
z rozdilu odezvy senzoru v PBS pred nastiikem krevni plasmy a 10 min po ukon¢eni odmyvani v
PBS s vyssi iontovou silou. Vysledky jsou ukazany v Obrazku 2, Tabulce 2 a Tabulce 3.

Obrazek 2 doklada, ze 1 pfi koncentraci 15 mol % CBMAA v terpolymeru se na povrch navaze
dostate¢né mnozstvi funkéniho prvku (206 ng/cm? anti-Salmonella), a pfitom se dosahne vysoké
odolnosti proti nespecifické adsorpci — nespecificka adsorpce z nefedéné lidské plasmy byla
0 ng/cm?.

Tabulka 2 - Nespecificka adsorpce z nefedéné krevni plasmy po aktivaci a deaktivaci a
aktivaci/kovalentnim navazanim protilatky anti-Salmonella a deaktivaci.

Nespecifick4d adsorpce z neiedéné krevni plasmy [ng/cm?]

poly[HPMAA(82 mol %)-
c0-CBMAA(15 mol %)- polyCBAA
c0-SBMAA(3 mol %)]

poly[HPMAA (85 mol %)-
co-CBMAA(15 mol %)]

Po aktivaci/deaktivaci 8.1 66,1 20.8
Po aktivaci/deaktivaci a

odmyti PBS s vySSi 0 2,5 16,9
iontovou silou

Po aktivaci/ukotveni anti-

Salmonella/deaktivaci 10,9 >1.9 39,5
Po aktivaci/ukotveni anti-

Salmonella/deaktivaci a 45 8.5 40.9

odmyti PBS s vySsi

iontovou silou

Tabulka 2 doklada zlepsené antifoulingové vlastnosti terpolymemiho kartaée poly(HPMAA-co-
CBMAA-co-SBMAA) po aktivaci a imobilizaci funkénich prvkii v porovnani se znamymi
antifoulingovymi karboxy-funkénimi povrchy. Zaroven ukazuje vyznamné niz§i hladinu
nespecifické adsorpce 1 bez nutnosti odmyvani elektrostaticky adsorbovan¢ho nespecifického
depozitu.
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Tabulka 3 — Nespecificka adsorpce z nefedéné krevni plasmy po aktivaci a kovalentnim navazanim
kladné (poly L-lysin) a zaporn¢ (DNA oligonukleotid zakonceny amino skupinou) nabité¢ho
ligandu za danych funkcionalizaénich podminek na terpolymemich kartacich s riznym molamim
zastoupenim jednotlivych monomernich jednotek.

Nespecificka adsorpce z nefedéné krevni plasmy [ng/cm?)

poly[HPMAA (84,5 mol %)-
co-CBMAA(15 mol %)-
c0-SBMAA(0,5 mol %)]

poly[HPMAA (85 mol %)-
co-CBMAA(15 mol %)]

Po aktivaci/ukotveni DNA
oligonukleotidi s koncovou 1,7 4,1
amino skupinou /deaktivaci

Po aktivaci/ ukotveni DNA
oligonukleotidi s koncovou
amino skupinou /deaktivaci 0 3,0
a odmyti PBS svyssi
iontovou silou

poly[HPMAA (55 mol %)-
co-CBMAA(15 mol %)-
co-SBMAA(30 mol %)

poly[HPMAA (85 mol %)-
co-CBMAA(15 mol %)]

Po aktivaci/ukotveni poly L-
lysinu/deaktivaci a odmyti 6,0 11,7
PBS s vys§si iontovou silou

Tabulka 3 ukazuje vyhodu laditelnosti slozeni terpolymemiho kartace v Sirokém rozmezi obsahu
sulfobetainové slozky. Pro rizné ligandy lze na zaklad¢ rozlozeni naboju vyhodnotit vhodné
sloZeni kartace tak, aby po imobilizaci zistal povrch co nejvice neutralni a tedy odolny proti
nespecifické adsorpci. Lze tak docilit jest¢ nizs§i hladiny nespecifické adsorpce, nez u znamych
funkcionalizovatelnych antifoulingovych povrchu bez sulfobetainové slozky.

Priklad 5: Biorekogni¢ni schopnost terpolymemiho kartace po navazani funkc¢nich entit

Dle prikladu 1 byl na zlatém povrchu Cipu piipraven poly[HPMAA(75 mol %)-co-CBMAA
(15 mol %)-co-SBMAA(10 mol %)]. Cip byl vlozen do SPR senzoru a postupem dle piikladu 3
byl funkcionalizovan protilatkou proti bakterii Escherichia coli (E.coli), anti-E.coli, a protilatkou
proti karcinoembryonalnimu antigenu (CEA), anti-CEA. Druha zminéna protilatka byla pouzita
jako reference pro ukazani specificnosti detekce bakterie E.coli. Po funkcionalizaci byly zbylé
aktivni estery deaktivovany 30 min reakci s roztokem 1M kyseliny (2-aminoethoxy)octove
(30 min, pritok 10 pl/min) a potom se €ip nechal ustalit v PBS (10 mM fosfatovy pufr + 150 mM
NaCl +2,7mM KCI, pH 7.4). Po ustaleni odezvy senzoru byl na ¢ip injektovan roztok inaktivované
bakterie E.coli o koncentraci 1x107 KTJ/mL (kolonie tvoficich jednotek na ml) v PBS (15 min,
prutok 45 ul/min). Potom byl ¢ip opét oplachovan PBS do ustaleni odezvy senzoru.

Obrazek 3 ukazuje zaznam odezvy SPR senzoru. Odezva z referencniho kanalu (Cerna barva), ve
kterém byla imobilizovana protilatka anti-CEA, byla zanedbatelna proti specifické odezvé SPR

senzoru (Cervena barva), kde byla imobilizovana protilatka anti-E.coli.

Polymemi kartace v prikladech 3, 4 a 5 byly pfipraveny v rozmezi tlousték vrstvy statistického
polymeru 80 nm az 100 nm (tloustka byla ovéfena elipsometrii a metodou SPR ve vodg).

-10 -
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Priklad 6

Dle prikladu 1 byl na zlatém povrchu Cipu piipraven terpolymemi karta€ o slozeni 81 mol %
HPMAA, 15 mol % CBMAA, 4 mol % SBMAA. Cip byl oplachnut vodou, vlozen do SPR senzoru
a karboxylové skupiny CBMAA byly 20 min za prutoku 10 pl/min aktivovany roztokem 0,5M
EDC a 0,1M NHS v deionizované vod¢ za vzniku aktivniho esteru. Po aktivaci byla zaznamenana
hladina odezvy sensoru pro povrch ve vodé. 50 ng/ml baktenalni protilatky anti-Ecoli v boratovém
pufru (10 mM, pH 8,5) bylo za priutoku 30 pl/min napusténo do mikrofluidického systému SPR
senzoru a imobilizovano 104+25 ng/cm? protilatky. Nasledn& byly rezidudlni aktivni estery
deaktivovany 36 min jednim ze tfi roztoku deaktivacnich Cinidel: (1) roztok glycinu (1M v
deionizované vodé, pH 7), nebo (2) roztok kyseliny (2-aminoethoxy)octové (1M v deionizované
vodeé, pH 7), a nebo (3) roztok ethanolamin-O-sulfatu (0,9 M v deionizované vod¢, pH 8).

Takto pfipravené povrchy byly dale 10 min promyvany PBS (10 mM fosfatovy pufr + 150 mM
NaCl + 2,7 mM KCl, pH 7,4). Potom byla injektovana 100% lidska krevni plasma rychlosti 30
pl/min pii 25 °C po dobu 10 min, nasledovana opét promyvanim PBS. Po 10 min promyvani PBS
byl na 5 minut injektovan PBS s vyssi iontovou silou (10 mM fosfatovy pufr + 750 mM NaCl +
2,7 mM KCl, pH 7,4) anakonec byl cely povrch relaxovan opét v PBS. Nespecificka adsorpce byla
urcena z rozdilu odezvy sensoru v PBS pred injektovanim krevni plasmy a 10 min po ukonceni
injektace. Nespecificka adsorpce po odmyti PBS s vyssi iontovou silou byla urena z rozdilu
odezvy sensoru v PBS pred injektaci krevni plasmy a 10 min po ukonéeni injektace PBS s vyssi
iontovou silou.

Tabulka 4: Porovnani deaktivace rezidualnich aktivnich esteru - nespecificka adsorpce z nefedéné
krevni plasmy po deaktivaci dvéma referenénimi, v literatufe pouzivanymi, ¢inidly a novym
¢inidlem ethanolamin-O-sulfatem.

Nespecificka adsorpce ze Nespecnflcoka adsorlpce ze
ey e , 100% krevni
Deaktivaéni ¢inidlo 100% krevni plasmy , vy
) plasmy/odmyti PBS s vyssi
ng/cm?) . : 2
iontovou silou (ng/cm?)
glycin 20,3 13,7
kyselina (2-aminoethoxy)octova 21,2 18,1
ethanolamin-O-sulfat 16,6 6,0

Tabulka 4 doklada niz§i nespecifickou adsorpci z komplexniho roztoku po deaktivaci
funkcionalizovan¢ho terpolymemiho povrchu ethanolamin-O-sulfatem v porovnani s referenénimi
Jiz publikovanymi metodami a doklada tak zlepsSeni regenerace antifoulingovych vlastnosti po
deaktivaci ethanolamin-O-sulfatem.

-11 -
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PATENTOVE NAROKY

1. Statisticky terpolymer N-(2-hydroxypropyl) methakrylamidu, karboxybetain methakrylamidu
a sulfobetain methakrylamidu.
2. Statisticky terpolymer podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze obsahuje
-o0d 0,1 mol % do 40 mol % sulfobetain methakrylamidu;
-o0d 0,1 mol % do 50 mol % karboxybetain methakrylamidu; a
- N-(2-hydroxypropyl) methakrylamid tvofi v terpolymeru zbytek do 100 mol %.
3. Polymemi karta¢ majici strukturu I

S - R - poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) (D
kde
S je substrat, na jehoZz povrch lze kovalentné navazat iniciatory polymerizace;
R je zbytek iniciatoru, vybrané¢ho ze skupiny zahmujici iniciatory radikalové polymerizace
s prenosem atomu ATRP, iniciatory zZivé radikalové polymerizace s prenosem jednotlivého
elektronu SET-LRP a ¢inidla pro polymerizaci s reverzibilnim adi¢né-fragmentacnim pfenosem
RAFT;
poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) je statisticky terpolymer podle naroku 1 nebo 2;
— je kovalentni vazba.
4. Funkcionalizovany polymerni karta¢ majici strukturu II

S - R - poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) - F  (II)
kde
S je substrat, na jehoZz povrch lze kovalentné navazat iniciatory polymerizace;
R je zbytek iniciatoru, vybraného ze skupiny zahmujici iniciatory radikalové polymerizace
s prenosem atomu ATRP, iniciatory zZivé radikalové polymerizace s prenosem jednotlivého
elektronu SET-LRP a ¢inidla pro polymerizaci s reverzibilnim adi¢né-fragmentacnim pfenosem
RAFT;
poly(HPMAA-co-CBMAA-co-SBMAA) je statisticky terpolymer podle naroku 1 nebo 2;
— je kovalentni vazba;
F je alespon jedna funkéni entita kovalentné navazana na statisticky terpolymer amidovou vazbou
prostfednictvim aminoskupiny funkéni entity, pficemz s vvhodou je funkéni entita vybrana ze
skupiny zahmuyjici proteiny, protilatky, peptidy, nukleové kyseliny, oligonukleotidy.
5. Polymemi karta¢ podle naroku 3 nebo funkcionalizovany polymemi karta¢ podle naroku 4,

vyznaceny tim, zZ¢ je tloustka vrstvy statistického terpolymeru v polymemim kartaci 10 nm az 500
mm, s vvhodou 20 nm az 300 nm, méfeno elipsometrickou metodou ve vode.
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6. Zpusob pripravy funkcionalizovanych polymernich kartacu podle naroku 4, vyznadeny tim,
ze se karboxylové skupiny polykarboxybetaini v polymemim kartac¢i podrobi reakci s aktiva¢nimi
¢inidly pro aktivaci karboxylu za vzniku aktivnich esterovych skupin; vzniklé aktivni esterové
skupiny se dale podrobi reakci s aminovou skupinou funkéni molekuly za vzniku amidové
kovalentni vazby, a zbylé nezreagované aktivni esterové skupiny se pak podrobi reakci
s ethanolamin-O-sulfatem a/nebo amino-PEG2-octovou kyselinou a/nebo glycinem.

7. Pouzti statistického terpolymeru podle naroku 1 nebo 2 pro zvySeni odolnosti povrchu proti
nespecifické adsorpci latek z biologickych médii a/nebo proti nespecifické interakci se slozkami
biologickych médii.

8. Pouziti polymemiho kartace podle naroku 3 nebo funkcionalizovaného polymemiho kartace
podle naroku 4 pro zvySeni odolnosti povrchu substratu proti nespecifické adsorpci latek z
biologickych médii a/nebo proti nespecifické interakci se slozkami biologickych médii.

9. Pouzti funkcionalizovaného polymermiho kartace podle naroku 4 pro specifickou a selektivni
interakci s cilovymi analyty, zahrnujicimi zejména proteiny, peptidy, nukleové kyseliny,
oligonukleotidy.

10. Senzor, zejména vybrany ze skupiny zahmujici senzory rezonance povrchovych plasmonu,
kfemenné krystalové mikrovahy nebo fluorescenéni senzory, vyznaeny tim, z¢ obsahuje

polymerni karta¢ podle naroku 3 ¢i funkcionalizovany polymemi karta¢ podle naroku 4.

11. Membrana, vyzna€ena tim, Ze obsahuje polymerni karta¢ podle naroku 3 ¢i funkcionalizovany
polymemi karta€ podle naroku 4.

2 vykresy
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