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Polymerni kartice odolné proti depozici sloZek biologickych médii, zpisob jejich pripravy
a jejich pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka polymernich karta¢u, tedy povrehd, které v biologickych médiich, jako Jjsou télni
tekutiny, média obsahujici buiiky, potraviny a média z biologickych vyrob a z biologického pro-
stfedi obecné, brani nespecifické tvorbé depozitii biologickych latek, bunék a mikroorganismd
a souCasné umoZiiuji navazani bioaktivnich prvki zprostiedkujicich specifickou interakci povr-
chu s cilovymi slozkami biologického prostiedi.

Takové povrchy jsou diileZité pro mnoho biotechnologickych a lékafskych aplikaci, jako jsou
biosenzory, membrany a ¢astice pro separaci a akumulaci biologickych latek a bunék, nosice
léciv a diagnostické Castice aplikované do krevniho obéhu, materialy prichazejici do kontaktu
s krvi a nosice bunék pro tkanové inzenyrstvi.

Dosavadni stav techniky

Pfi styku prakticky vSech béZnych materialti s biologickym prostfedim dochazi na jejich povrchu
k depozici latek, tzv. ,foulingu®, které obsahuji hlavné proteiny a bunééné elementy. Tyto depo-
zity mohou zhorSovat funkci materiali a zaFizeni, ktera pracuji v biologickém prostiedi. Problém
Je zvlIasté kriticky pro materialy pouzivané v kontaktu s krevnim sérem, plazmou nebo krvi.

V soucasné dob€ jsou povazovany za nejvice odolné (tzv. ,antifouling) povrchy piipravené
roubovanim hydrofilnich elektroneutralnich polymert, jako jsou neionogenni poly(oligo-
(hydroxyethylenglykol)methakrylat) (polyHOEGMA), poly(2-hydroxyethylmethakrylat) (poly-
HEMA), poly(3-hydroxypropylmethakrylat) (polyHPMA) poly(N—(2-hydroxypropyl)methakryl-
amid) (polyHPMAA) a ionogenni zwitteriontové poly(karboxybetainmethakrylat) (polyCBMA)
a poly(karboxybetainakrylamid) (polyCBAA), z povrchu substrati pomoci povrchem iniciované
radikélové polymerizace s pfenosem atomu (ATRP). Postup spoéiva v kovalentnim navézani ini-
ciatoru ATRP na povrch substratu (M). Po ptidani polymerizaéniho roztoku obsahujiciho mono-
mery rostou polymerni fet€zce od upoutaného zbytku iniciatoru (R) postupnym p¥idavanim mo-
nomernich jednotek, pfi¢emz iniciaéni atom halogenu se vzdy prenasi na konec rostouciho
fetézce polymeru. Vysledkem postupu je karta¢ polymernich fetézcd, ,,polymer brush®, coz je
vrstva husté usporadanych polymernich fet€zci pripoutanych jednim koncem k povrchu substratu
znazornénd schématem M-R—polymerni fetézec. Pfi soucasném stavu techniky nelze u polymer-
nich karta¢ti roubovanych z povrchu uréit délku jednotlivych fetézcli ani hustotu kartage. Proto
byva karta¢ charakterizovan pouze tloustkou métenou elipsometricky nebo AFM. | kdyz vsechny
vyse zminéné polymerni karta¢e potlatuji depozici z modelovych proteinovych roztoki a sniZuji
depozici z nefedéné krevni plazmy pod 50 ng/cm’, jsou kartade z polyHPMAA a zwitteriontové
kartace z polyCBMA a polyCBAA v soudasnosti jedinymi ,,ultra—low fouling* povrchy snizuji-
cimi depozici z plazmy pod 5 ng/cm’.

Pro piipojeni bioaktivnich latek na neionogenni polymerni fetézce je vyuZivana aktivace jejich
bocnich hydroxylovych skupin, ktera viak vede k tvorbé produktd, které do velké miry zhorsuji
antifouling vlastnosti karta&a.

Elektroneutralni zwitteriontové boéni skupiny polyCBMA a polyCBAA fetézcii se skladaji
zkarboxylového aniontu a aminového kationtu. Karboxylova skupina zwitteriontu se (obvykle
pomoci EDC-NHS chemie) pfeméni na aktivni ester, ktery je nasledn& vyuzit pro kovalentni
navazani bioaktivnich prvkii. U tohoto zpiisobu vazby se piedpoklada, e prechodné vznikly
aktivni ester reaguje s aminoskupinou bioaktivni latky za vzniku amidické vazby a zbyly nezrea-
govany aktivni ester se hydrolyzuje zp&t na karboxylovou skupinu, nebo se miZe blokovat ami-
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noethanolem, ovsem za vzniku koncové hydroxylové skupiny a jiz nikoli regenerace karboxylové
skupiny. Podstatnym faktorem pro antifouling vlastnosti je vysoka hustota polymernich fetézci
v kartagi, ktera brani slozkam biologického média interagovat pfimo s povrchem substratu. Pfi
vysoké hustoté fetdzcii polykarboxybetaini miize byt malymi aktivatnimi Cinidly aktivovana
vétsina boénich skupin polymernich fetézci, aviak jen ¢ast z nich lokalizovana u povrchu kartace
je dostupna pro reakci s objemnéjsimi bioaktivnimi latkami. Aktivace a pfipojeni bioaktivnich
latek &aste¢né zhoruje ,,ultra~low fouling" vlastnosti polyCBMA a polyCBAA kartacu. Pfiprava
a aktivace kartadt z homopolymeri polyCBMA a polyCBAA jsou zahrnuty v dokumentu
US 2014/0 370 567. Tento dokument mimo jiné popisuje antifouling povrchy pfipravené roubo-
vanim polyCBMA a polyCBAA homopolymeril z povrchu substratu polymerizaci ATRP nebo
RAFT a blokové kopolymery, které obsahuji prvni blok z homopolymeri polyCBMA nebo poly-
CBAA a druhy blok z hydrofobniho polymeru, roubované z nebo na povrch substratu. Dokument
US 2013/0 244 249 popisuje postup pouzivajici dvoustupiiovou ATRP, pfi niZ se napfed na
povrch naroubuje vrstva polymeru s vysokou hustotou fetézcti a dobrymi antifouling vlastnostmi.
Na tuto vrstvu je naroubovana druha vrstva z polyCBMA nebo polyCBAA o nizké hustoté poly-
mernich fetézct s reaktivnimi skupinami podél fetézce, které slouzi k imobilizaci bioaktivnich
prvkii. Vyslovné uvedenym cilem tohoto postupu je zvyseni dostupnosti reaktivnich skupin pro
vazbu velkych molekul v druhé vrstvé, pfiemz otazkou vediejSich reakei a nezadoucich reake-
nich rezidui se nezabyva.

Podstata vynalezu

Podstata vynalezu spo¢iva v naroubovéni vrstvy poly(HPMAA—co-CBMAA) fetézci, tj. fetézei
statistického kopolymeru N—(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMAA) s karboxybetain-
methakrylamidem (CBMAA), z povrchu substratu.

Predmétem vynalezu je tedy karta¢ polymernich fetézci (polymerni karta¢, angl. ,,polymer
brush) statistického kopolymeru N—(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMAA) s karboxy-
betainmethakrylamidem (CBMAA) — poly(HPMAA—co—-CBMAA) — jednim koncem navazanych
na substrat (ang. ,end-tethered”), majici strukturu I, ktery je odolny proti depozici sloZek
biologickych médii

M —R — polymer I,
kde
M je substrat, na jehoz povrch lze kovalentné navazat inicidtory polymerizace;
R je zbytek iniciatoru, vybraného ze skupiny zahrnujici iniciatory radikalové polymerizace s pre-
nosem atomu ATRP, iniciatory Zivé radikdlové polymerizace s pfenosem jednotlivého elektronu
SET-LRP, ¢&inidla pro polymerizaci s reverzibilnim adi¢né—fragmentacnim pfenosem RAFT;

— je kovalentni vazba;

jehoZ podstata spociva v tom, ze polymerem je poly(HPMAA—co—CBMAA), coZ je statisticky
kopolymer N—(2-hydroxypropyl)methakrylamidu s karboxybetainmethakrylamidem.

Obsah karboxybetainmethakrylamidu ve statistickém kopolymeru je s vyhodou do 40 mol %,
vyhodngji 10 az 30 mol %. S vyhodou je tloustka vrstvy statistického kopolymeru poly-
(HPMAA—co-CBMAA) v kartaci 10 az 50 nm, méfeno elipsometricky nebo metodou AFM.

Biologickymi médii jsou zejména minény t&Ini tekutiny, jako je napiiklad krev, mozkomiSni
mok, mog, sliny, ascitick4 tekutina, ale i dal$i média biologického plvodu jako je napfiklad krev-



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 306039 B6

ni plazma a sérum, bun&cné lyzaty, tkafiové extrakty, bunééné suspenze, média z biologickych
vyrob a potraviny.

Substratem M je material, ktery je tfeba pokryt polymerni vrstvou propijjcujici mu odolnost proti
depozici slozek biologickych médii. Substratem miize byt jakykoliv material, na jehoz povrch lze
kovalentné navazat inicidtory polymerizace. Jsou to materialy obsahujici reaktivni skupiny na
povrchu nebo inertni materialy povieené vrstvou dobie adherujici k jejich povrchu a obsahujici
reaktivni skupiny pro navazani inicitoru, typicky polydopamin pfipraveny autopolymerizaci na
povrchu materidlu. Tvar, rozméry, morfologie a chemicka povaha substratu neni rozhodujici,
miZe se jednat o planarni ¢i riizn€ tvarované objekty, trubice, vlakna, Céstice, membrany, mikro-
Castice, nanocastice, porézni materiély, kovy, kifemik, materialy na bazi kiemiéitant &i hlinito-
kfemicitanii (napt. sklo), polymery, anorganické materialy, apod.

Skupina R je zbytek iniciatoru. Pro ukotveni fetézce kopolymeru je potieba nejprve na substrat
navazat iniciator polymerizace. Vhodné iniciatory a vhodné typy polymerizace pro roubovani
zpovrchu jsou odbornikovi v oboru zndmy, jedn4 se o iniciatory polymerizace ATRP (atom
transfer radical polymerization), inicidtory polymerizace SET-LRP (single—electron transfer
living radical polymerization) nebo RAFT (reversible addition fragmentation transfer polyme-
rization) €inidla. Zpiisob vazby, kterou se inicidtor vaze k substrétu, zavisi na tom, o Jjaky substrat
a jaky iniciator se jedna, ale jeji uréeni, stejn€ jako uréeni vhodného iniciatoru pro kazdy substrat,
Je pIné v rozsahu znalosti a schopnosti odbornika v oboru, bez potieby vynalozeni dalsiho inven-
tivniho usili.

Vhodné zpiisoby polymerizace, napt. ATRP polymerizace, SET-LRP polymerizace, RAFT poly-
merizace, jejich pouZiti pro jednotlivé typy substrati, odpovidajici iniciatory a odpovidajici va-
zebné skupiny pro kombinace iniciatoru a substratu jsou znamy z literatury. Jako p¥iklady kombi-
naci iniciatorG vhodnych pro substraty lze uvést 1 1(trichlorsilyl)undecyl-2—-bromo—2-methyI-
propanoat na sklo a kiemik pokryty oxidem, nebo @-merkaptoundecyl bromisobutyrat na zlato,
nebo iniciator navazany na povrchu substratu obsahujicim karboxylové skupiny, ktery se p¥ipravi
inkubaci s roztokem kyseliny a~bromisomaselné, NHS a EDC, nebo 2-brom—2-methylpropa-
noyl bromid jako iniciator pro substrat obsahujici na povrchu amino nebo hydroxylové skupiny,
coZ je i ptipad vrstvy polydopaminu.

Novost predkladaného vynalezu spociva v polymernim kartagi obsahujicim fetézce statistického
kopolymeru poly(HPMAA-co-CBMAA) naroubované z povrchu substratu s pouzitim iniciatort
a povrchem iniciovanych polymeraci. Pouziti CBMAA monomeru pro polymerni kartage dosud
nebylo znamo. Tento monomer je vhodny pro kopolymeraci s HPMAA, jejimz vysledkem je kar-
ta¢ obsahujici fetézce statistického kopolymeru poly(HPMAA—co-CBMAA).

O statistickém charakteru polymerizace ptipravenych kopolymeru sv&d¢i molarni pomér kon-
centraci monomernich jednotek HPMAA a CBMAA v pfipravenych kopolymerech, ktery se sho-
duje pomérem monomerit HPMAA a CBMAA v polymera¢nim roztoku. Uvedenym postupem je
tedy mozné vlozit mezi malo reaktivni monomerni Jednotky HPMAA zvolenou koncentraci sta-
tisticky dispergovanych zwitteriontovych jednotek CBMAA, JejichZ karboxylové skupiny lze
aktivovat pro kovalentni navazani bioaktivnich prvkd. Pouzité komonomery HPMAA a CBMAA
maji stejnou polymerizovatelnou funkéni skupinu. Po adici jednoho nebo druhého monomeru na
rostouci polymerni fetézec, typ rlistového centra ziistava zachovéan a oba monomery se dale aduji
se stejnou pravdépodobnosti. Vysledkem je statistické zabudovani strukturnich jednotek mono-
meru v kopolymeru.

PouZiti statistického kopolymeru poly(HPMAA—co—-CBMAA) v polymernim karta&i namisto
dosud pouzitych polykarboxybetaint umozituje zabudovani predem stanoveného poétu reaktiv-
nich CBMAA monomernich jednotek, které 1ze pouZit pro navazani biologicky aktivnich latek do
pasivniho HPMAA polymerniho fetézce. Pi vysoké hustoté fetézcii polykarboxybetainii je pri-
tomno velké mnozstvi karboxylovych skupin, které mohou byt dostupné pro mald aktivaéni
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&inidla, jako jsou EDC (I—ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl)-karbodiimid) a NHS (N—hydroxy-
sukcinimid), aviak jen mala ¢ast aktivovanych skupin mize byt dostupna pro navazani velkych
biologicky aktivnich latek. Mé&fenim infracervenych spekter polyCBMAA homopolymer0i a
kopolymeru poly(HPMAA—co-CBMAA) jsme zjistili, ze po reakci vyznamné a nevratné klesa
koncentrace ionizovanych karboxylovych skupin (intenzita pasu valen¢ni vibrace C=O pfi
1607 cm™"), &imz se narusuje elektroneutralni charakter povrchu, ktery je pro nonfouling vlast-
nosti zasadni. Pfitomnost kladného naboje po EDC-NHS aktivaci poly(HPMAA-co-CBMAA)
kartage jsme potvrdili adsorpei polyaniontu dextransulfatu (DS) méfenou SPR. Nulové adsorpce
DS pii kontaktu neaktivovaného poly(HPMAA-co-CBMAA) Kartace s roztokem DS ukazala, ze
kartag je elektroneutralni. Vzrist odezvy po EDC-NHS aktivaci byl zpiisoben elektrostatickou
adsorpci DS na kladné nabity kartag, ve kterém byly karboxylové anionty zwiteriontovych skupin
preménény na elektroneutralni produkty. lontové sila, pH a sloZeni roztoku, se kterymi byl akti-
vovany karta¢ inkubovan nebo reakce aktivnich estert s etanolaminem neméla vliv na naslednou
adsorpci DS. Oproti dosavadni hypotéze, piedpokladajici regeneraci karboxylovych anionti
spontanni hydrolyzou aktivnich esteril, ziistival karta¢ kladné nabity. Nevhodn€ vysoka koncent-
race zreagovanych karboxylovych skupin je tedy kritickd. Ve srovnani s dosud pouZivanymi
homopolymery, pouziti poly(HPMAA—co-CBMAA) kopolymeru, ve kterém lze regulovat kon-
centraci CBMAA monomernich jednotek, snizuje vliv aktivace kartaCe na zhorSeni antifouling
vlastnosti. PIné zachovani antifouling vlastnosti poly(HPMAA) kartace po reakci s EDC-NHS
svédéi o tom, Z2¢ HPMAA monomerni jednotky nemaji vliv na zhorSeni antifouling vlastnosti
poly(HPMAA—co-CBMAA) kartace po EDC-NHS aktivaci.

Poly(HPMAA-co-CBMAA) kartade maji vynikajici antifouling vlastnosti v biologickych mé-
diich, které jsou srovnatelné s vlastnostmi znamych kartaci z homopolymeri polyCBMA a poly-
CBAA, umoziiuji vazbu dostateéného mnozstvi bioaktivnich bioreceptori na aktivované karbo-
xyly CBMAA jednotek, aviak na rozdil od polyCBMA a polyCBAA, vazba biologicky aktivnich
latek s pouzitim EDC-NHS chemie nevede k vyraznému zhorSeni nonfouling vlastnosti. Opti-
malni slozeni kopolymeru z hlediska udrzeni nonfouling vlastnosti a kapacity pro vazbu proteini
je 85 mol % HPMAA a 15 mol % CBMAA.

Polymerni karta& lze pfipravit tak, Ze se na povrch substratu kovalentné navaze prostfednictvim
vazebné skupiny iniciator polymerizace, a nasledng se iniciuje rist polymernich fetézcl statistic-
kého kopolymeru N—(2-hydroxypropyl)methakrylamidu s karboxybetainmethakrylamidem z roz-
toku obsahujiciho smés monomerd N—(2-hydroxypropylmethakrylamidu a karboxybetainmeth-
akrylamidu z iniciatoru. Karboxylové skupiny zwitteriontovych jednotek CBMAA v kartaci pak
Ize aktivovat pro kovalentni navazani bioaktivnich latek. V jednom vyhodném provedeni se poly-
meriza&ni roztok p¥ipravuje ve vodé s pfidavkem ethanolu nebo methanolu.

Kopolymer poly(HPMAA—co-CBMAA) lze pouzit jako soucast polymerniho kartace pro pasi-
vaci povrchu substrétu, tedy pro zabranéni depozice slozek biologickych médii, napfiklad mole-
kul nebo bunék, na povrchu substratu, a/nebo proti aktivaci koagulace krve. Toto pouZiti zahrnuje
napfiklad Gipravy povrchii &asti zafizeni a materiald, na kterych dochazi k nezadouci depozici pii
kontaktu s biologickymi tekutinami nebo ke koagulaci krve, naptiklad tedy antitrombotické upra-
Vy.

V dal$im provedeni Ize polymerni kartate pouzit pro selektivni vazbu analyti, kdy se na karbo-
xylové skupiny CBMAA kovalentné navaze biologicky aktivni latka selektivné interagujici
s cilovym analytem. Biologicky aktivnimi latkami mohou byt napfiklad — proteiny, peptidy,
nukleové kyseliny, oligonukleotidy a dal3i ligandy (organické ¢i anorganické), aniz by v disled-
ku vazby dochazelo k podstatnému zhor$eni odolnosti proti depozici biologického materialu na
tyto povrchy. Substratem pak mize byt napfiklad senzor, resp. povrch senzoru, v biosenzoru,
nebo sorbent. Selektivni vazba analytii mize byt provadéna za icelem jejich detekcee, kvantifika-
ce nebo izolace ze smési.
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Predkladany vynalez dale zahrnuje biosenzory pro ptimou detekci analytii nebo vicestupriovou
detekei s pouzitim ptidanych reagentd, jako jsou SPR senzory nebo fluorescenéni senzory, které
obsahuji polymerni karta¢ podle vynalezu. Substritem je pak typicky povrch senzoru.

Predkladany vynélez dale zahrnuje membréany obsahujici polymerni karta¢ podle vynélezu. Sub-
stratem je pak typicky membréna, vrstva polymernich fetézci je naroubovana na povrch mem-
brany. Je-li membrana porézni, je vrstva polymernich fetézcii naroubovana na povrchu pora.

Vynalez umoZiiuje univerzalni modifikaci riznych substrath obsahujicich reaktivni skupiny pro
navazani iniciatord polymerizace. Na povrch inertnich substratii, na které nelze iniciatory poly-
merizaci pffmo navézat je mozné deponovat kotvici mezi vrstvu, na ptiklad polydopaminu, ktera
obsahuje reaktivni skupiny pro navazani iniciatord.

Objasnéni vvkrest

Obr. 1 znézorfiuje jako piiklad polymerniho kartage statisticky kopolymer poly(HPMAA—co—
CBMAA) naroubovany z povrchu zlatého substratu, R je zbytek ATRP inicidtoru @-merkapto-
undecylbromoisobutyratu kovalentné navazany na zlaty povrch, m je po&et monomernich jed-
notek HPMA a n je pocet monomernich jednotek CBMAA statisticky distribuovanych v kopoly-
meru, to je pocet vSech monomernich jednotek v polymernim fetézci. Obr. 2 znazortiuje zavislost
povrchové koncentrace CBMAA monomernich jednotek v kopolymeru poly(HPMAA—co—
CBMAA) na koncentraci CBMAA monomeru v polymerizaénim roztoku obsahujicim smés
HPMAA a CBMAA monomerii. Kopolymer byl na zlatém povrchu SPR &ipu pfipraven ATR
polymeraci podle piikladu 1 z polymerizagnich roztokii obsahujicich riizné koncentrace monome-
ra.

Obr. 3 znazorfiuje Ubytek koncentrace ionizovanych karboxylovych skupin (intenzita pasu va-
lenéni vibrace C=0 pfi 1607 cm ') v polyCBMAA Kkartaci pfipraveném na SPR &ipu po EDC-
NHS aktivaci méfeny FTIR GASR spektroskopii (pfiklad 12). (1) polyCBMAA; (2) poly-
CBMAA, aktivace EDC-NHS (12 min); (3) polyCBMAA, aktivace EDC-NHS (12 min), PBS
(60 min); (4) polyCBMAA, aktivace EDC-NHS (12 min), PBS (60 min), ethanolamin 60 min,
voda 10 min.

Priklady uskuteénéni vynilezu

Piiklad 1
Ptiprava polymerniho kartade na zlaté

Sklenéna desticka napafena zlatem byla oplachnuta ethanolem a vodou a do&isténa 20 min v UV
ozonolyzatoru. Desti¢ka byla ponotena do 0,1 M roztoku iniciatoru @-merkaptoundecyl bromo-
isobutyratu v ethanolu na 24 hodin bez ptistupu svétla. Do Schlenkovy ampule obsahujici CuCl
(35 mg), CuCl, (10,5 mg) a Me,Cyclam (121 mg) bylo pfidano 7 ml odplynéného methanolu
a katalytickd smé&s byla michéna do tpIného rozpusténi. Ve druhé Schienkové ampuli bylo za
chlazeni ledem rozpusténo 3,1 g nasady CBMAA (15 mol %) a HPMAA (85 mol %) ve 12 ml
odplynéné vody a 5 ml ethanolu. Po rozpusténi byl do ampule pfidan pod argonem Katalyticky
roztok. Homogenni polymeracni smés byla nadavkovéna pod argonem do druhé Schlenkovy
ampule s vloZenou destickou pokrytou iniciatorem a smés byla polymerovana 120 min pti 30 °C.
Potom byla desti¢ka oplachnuta vodou. Stejny postup byl pouZit také pro ptipravu povrchovych
vrstev polymerizaci z nasady o slozeni 7 mol % CBMAA/93 mol % HPMAA a 30 mol %
CBMAA/70 mol % HPMAA. Slozeni kopolymeru v povrchové vrstvé stanovené FTIR-GASR
spektroskopii je v celém rozsahu stejné jako slozeni nasady (viz obr. 2) a jedn4 se tedy o statis-
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tickou kopolymerizaci. Tloustka povrchové polymerni vrstvy stanovena elipsometricky byla
30 nm.

Priklad 2
Priprava polymerniho kartace na skle

Sklenéna desticka byla oplachnuta ethanolem a vodou a dogisténa 20 min v UV ozonolyzatoru.
Desticka byla ponofena na 3 hodiny do | mM roztoku inicidtoru I1—(trichlorsilyljundecyl-2—
bromo—2-methylpropanodtu v suchém toluenu. Potom byla desticka oplachnuta toluenem, aceto-
nem, ethanolem a vodou a osuSena. Do Schlenkovy ampule obsahujici CuCl (35 mg), CuCl,
(10,5 mg) a Me,Cyclam (121 mg) bylo pfidano 7 ml odplynéného methanolu a katalyticka smés
byla michana do Gplného rozpuiténi. Ve druhé Schlenkové ampuli bylo za chlazeni ledem roz-
pusténo 2.9 g nasady CBMAA (7 mol %) a HPMAA (93 mol %) ve 12 mi odplynéné vody a 5 ml
ethanolu. Po rozpudténi byl do ampule pfidan pod argonem katalyticky roztok. Homogenni poly-
mera&ni smés byla nadavkovana pod argonem do druhé Schlenkovy ampule s vloZenou destickou
pokrytou inicidtorem a smés byla polymerovana 120 minut pii 30 °C. Potom byla desticka
oplachnuta vodou. Tloustka polymerni povrchové vrstvy byla 33 nm.

Priklad 3
Ptiprava polymerniho kartade na nano&asticich (NC) z s—polykaprolaktonu (PKL)

Roztok kyseliny a—brom isomaselné, 0,15 M, N-hydroxysukcinimidu (NHS), 0,05 M, a EDC,
0,2 M, ve vodé byl ponechan 7 min pfi 25 °C a potom pieveden do suspenze nanocastic (pramer
150 nm, 5,5 x 10°/ml) a suspenze byla michana pfes noc. Potom byla suspenze dialyzovana
12 hodin pii pokojové teploté pies membranu Spectra/Pore® (6 000 az 8 000 Da). Roztok CuBr;,
(8,1 mg), 2,2'-dipyridylu (145 mg) a 5,7 g nasady CBMAA (15 mol %) a HPMAA (85 mol %)
v 10 ml vody byl odplynén probublavanim argonem 1 hodinu. Potom byl pod argonem pfidan
CuCl (37 mg) a roztok probublavan argonem dalSich 30 min. Tento roztok byl pfidan do 5 ml
suspenze nano&astic s navdzanym inicidtorem a systém byl polymerizovan pod argonem pfi
30 °C. Distribuce velikosti nano&astic pied a po modifikaci byla stanovena metodou kvazielastic-
kého rozptylu. Tloustku polymerniho karti¢e bylo moZné regulovat dobou trvani polymerizace
30 az 150 min v rozmezi 20 az 200 nm. Pokryti nanolastic karta¢em poly(HPMAA—co-
CBMAA/15 mol %) zamezilo agregaci nano&astic pii inkubaci s nefedénou krevni plazmou.

Priklad 4
Piiprava polymerniho kartae na kiemiku s kotvici mezivrstvou polydopaminu (PDA)

Kiemikova desti¢ka byla o&isténa sonikaci v methanolu a vod¢, ponofena na 10 min do smési
25% amoniaku, 30% peroxidu vodiku a vody (1:1:5, v/v/v) ohtatého na 70 °C. Potom byla
oplachnuta vodou a ethanolem, ususena a ¢iSténa 2 hodiny v UV ozonolyzatoru. Potom byla des-
ticka vlozena do oteviené Petriho misky s roztokem 2 mg dopamin hydrochloridu/ml vzduchem
nasycené¢ho 10 mM Tris—HC! pufru, pH 8,5, za mirného michani. Po 3 hodinach byla desti¢ka
oplachnuta vodou, sonikovéana ve vodé 15 minut a osusena. Desticka s vrstvou PDA (13 nm) byla
ponoiena do roztoku 0,24 M triethylaminu pfi 0 °C a umisténa do tiepacky a pfidan roztok 2—
brom—2-methylpropanoyl bromidu (0,24 M / 10 ml tetrahydrofuran, 0 °C). Po 3 minutach byla
destitka vyjmuta a oplachnuta postupné tetrahydrofuranem, ethanolem a vodou a usuSena.
Do Schlenkovy ampule obsahujici CuBr (57,3 mg), CuBr; (17,7 mg) a Me,Cyclam (122,7 mg)
byl pod argonem preveden odplynény ethanol (30 ml). Modry roztok tohoto katalyzatoru byl
preveden do druhé Schlenkovy ampule obsahujici (4,5 g) CBMAA (15 mol %) a HPMAA
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(85 mol %). Polymerizaéni roztok byl pfeveden do reaktoru obsahujiciho kfemikovou desticku
s kotvici vrstvou polydopaminu a ponechan polymerizovat 2 hodiny pti 30 °C. Potom byly vzor-
ky oplachnuty ethanolem a vodou. Pfitomnost polymerniho Kkartace poly(HPMAA-co—
CBMAA/15 mol %) byla kontrolovana FTIR- IRRAS spektroskopii a tlouitka vIStvy stanovena
elipsometricky byla 20 nm.

Ptiklad 5
Antitrombogenni vlastnosti polymerniho kartace

Na povrch pfipraveny podle piikladu 2 s kopolymerem poly(HPMAA—co-CBMAA/15 mol %)
byla nanesena citratova krevni plazma od zdravého darce smichana s 1M roztokem CaCl, ve
vodé. Méfena byla turbidita pti 405 nm. V porovnéni s neupravenym sklem doslo k osminasob-
nému prodlouzeni rekalcifikaniho ¢asu (40 min vs. 5 min). Trombogenita tohoto povrchu byla
dale posouzena sledovanim kinetiky polymerizace plné krve. Plna krev od zdravého darce ode-
brana do citratu byla smichana s 1M roztokem CaCl, ve vodé (vysledna koncentrace 0,02 M)
a ihned nanesena na povrch vzorku (100 ul). V &asovych intervalech 5, 15 a 30 minut byla
koagulace krve zastavena ptidavkem 3 ml destilované vody. Po 5 minutach bylo odebrano 200 ul
vzorku a mnoZstvi uvolnéného hemoglobinu z erytrocytli nezachycenych v krevni sraZening bylo
stanoveno absorbanci pfi vinové délce 540 nm pomoci spektrometru. Velikost krevni srazeniny je
nepfimo imémna hodnoté absorbance. Zatimco u povrchu pfipraveného dle prikladu 2 nedochaze-
lo k vyraznému poklesu hladiny hemoglobinu ani po 30 minutach, u neupraveného sklenéného
povrchu doslo k poklesu jiz po 5 minutach a ve tficaté minuté bylo vice nez 85 % erytrocytl
zachyceno v krevni srazening.

Priklad 6
Vazba detekénich ligandi na polymerni kartad

Na substraty s vrstvou poly(HPMAA-co-CBMAA) piipravené podle prikladu 1, polyHPMAA
a polyCBMAA byly metodou EDC-NHS navazany nasledujici ligandy: protilatka (anti~E.coli),
streptavidin a amino-modifikované oligonukleotidy (11-mer). SPR &ipy pokryté polymernim
kartaem byly oplachnuty vodou, 10% kyselinou octovou, vodou, usuSeny ofouknutim dusikem
a vloZeny do SPR senzoru. Pfidan roztok NHS, 0,1 M a EDC, 0,5 M, 50 mM, ve vodé a ponecha-
no reagovat 20 min. Roztok byl vyménén za boratovy pufr, 10 mM, pH 8,5, 15 min. K jednotli-
vym aktivovanym ¢&ipiim byl pfidan roztok ligandu v boratovém pufru (50 pg anti—E.coli/ml,
100 pg streptavidin/ml, oligonukleotidova sonda, 4 pM). Funkcionalizované povrchy byly rege-
nerovany postupnym proplachnutim boratovym pufrem (10mM, pH 8,5, 50 min) obsahujicim
150 mM NaCl a 10 mM imidazolu, NaOH (2 mM, 3 min) a ethanolaminem (1 M, 5 min).
Nakonec byl gip oplachnut vodou a odeéteno mnozstvi imobilizovaného ligandu.
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nukleotidové sondy na poly(HPMAA—co—-CBMAA), polyHPMAA a polyCBMAA

Navazany ligand [ng/cmZ]
Polymerni karta¢ Anti-E.coli Streptavidin ON-sonda
polyCBAA* 153.2. 136.8 30.9
polyHPMAA 0.0 0.0 N/A
Poly(HPMAA-co-CBMAA/7 mol %) 20.6 N/A 2.9
Poly(HPMAA-co-CBMAA/15 mol %) 200.1 30.1 18.6
Poly(HPMAA-co-CBMAA/30 mol %) 362.2 60.8 30.6
PolyCBMAA 450.8 242.0 315

* Dodany z University of Washington, Seattle, USA

Tabulka 1 doklada, ze i pfi snizeni koncentrace CBMAA v kopolymeru na 15 mol % lze na po-
vrch navazat dostate¢né mnozstvi ligandu.

Ptiklad 7
Vazba povrchového antigenu viru hepatitis B (HBsAg) na polymerni kartac

Poly(HPMAA-co-CBMAA/15 mol %) na SPR &ipu piipraveny podle piikladu 1 byl aktivovan
10 minut vodnym roztokem EDC; 0,2M a NHS, 0,05M. Potom byl povrch oplachnut kratce ace-
tatovym pufrem (10 mM; pH 5) a HEPES pufrem (10mM; pH 7,5) a pfidan roztok o koncentraci
25 ug HBsAg/ml HEPES. Smés byla nechéna reagovat 10 minut a potom byla desti¢ka pfevede-
na do PBS pufru. Takto ptipraveny SPR biosenzor byl pouzit pro pfimou detekci protilatek proti
viru hepatitidy B v sérech pacientli zfedénych PBS na 10 %. Vysledkem bylo rozlieni pozitiv-
nich a negativnich sér pacientl a uréeni relativniho titru protilatek proti viru hepatitidy B.

Fluorescenéni biosenzor s navazanym HBsAg pfipraveny stejnym postupem byl pouzZit v biosen-
zoru zaloZeném na SPR zesilené fluorescenci. Mysi monoklonalni protilatky proti viru hepatitidy
B v PBS metodou SPR kombinovanou s povrchové zesilenou fluorescenci po reakci s fluores-
cenéné znadenou sekundarni protilatkou. Meze detekce této metody dosahla na tomto modelovém
prikladu 10 pM.

Priklad 8

Odolnost polymerniho kartage proti nespecifické depozici z krevni plazmy a potravin pfed a po
navazani ligandu

Byly testovany antifouling vlastnosti karta¢t pfipravenych podle pfikladu 1 na SPR ¢ipu. Kartace
poly(HPMAA—co-CBMAA) o obsahu CBMAA 7 mol %, 15 mol % a 30 mol % byly porovnany
s dal$imi antifouling karta¢i uvedenymi v tabulkach 1 a 2 (tloustka pokryti SPR €ipu v suchém
stavu byla ca 25 nm) pted a po funkcionalizaci modelovym ligandem anti—E.coli metodou EDC-
NHS podle ptikladu 6 (na polyHPMAA se ligand touto metodou nevaze, na poly(HPMAA—co—
CBMAA/7 mol %) lze navazat pouze 20 ng/cm’, na ostatni povrchy bylo navazano 250 az 350 ng
anti—E.coli/em?, viz tabulka 1). Podminky povrchové funkcionalizace véetné aktivace byly vole-
ny tak, aby bylo dosazeno nejefektivnéjsi kombinace funkcionalizace a anifoulingu. SPR ¢ipy
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byly vystaveny piisobeni nefedéné citratové krevni plazmy a nefedénych extraktd uvedenych
potravin po dobu 10 min pfi 25 °C.

Tabulka 2 — Fouling z nefedéné krevni plazmy a nefedénych potravinovych extraktii. A —nemodi-
fikované povrchy; B — povrchy funkcionalizované anti—E.coli.

Fouling [ng/cmZ]

Krevni Hambu
A. Nefunkcionalizované povrchy | plasma | Mléko épenét Okurka | rger Salat
PolyCBAA* 6,8 0,0 4.8 0,0 0,0 0,0
PolyHPMAA 0,0 0,0 0,0 0,0 N/A 0,0
Poly (HPMAA-co-CBMAA/
7 mol%) 0,0 0,0 0,0 0,0 N/A 0,0
Poly(HPMAA-co-CBMAA/
15 mol%) 2,9 0,0 0,5 0,3 0,0 0,2
Poly(HPMAA-co-CBMAA/
30 mol%) 10,0 0,6 1,2 1,4 0,0 1,4
PolyCBMAA 11,1 27,9 2,7 2,1 N/A 2,4

Fouling [ng/cm’]

Krevni Hambu
B. Funkcionalizované povrchy plasma | Mléko §penét Okurka| rger | Saliat
PolyCBAA* 20,2 8,0 62,9 8,1 22 43
PolyHPMAA 0,0 0,0 0,0 0,0 N/A 0,0
Poly (HPMAA-co-CBMAA/
7 mol%) 2,6 0,0 N/A 0,0 N/A 0,0
Poly(HPMAA-co-CBMAA/
15 mol%) 8,5 1,7 3.4 0,0 0,0 0,0
Poly(HPMAA-co-CBMAA/
30 mol %) 16,2 6,8 4,2 2,8 N/A 35
PolyCBMAA 25,4 30,5 12,2 3,4 N/A 4,9

* Dodany z University of Washington, Seattle, USA.

Tabulka 2 doklada, 7e vynikajici antifouling polyHPMAA neni pfi vystaveni podminkdm
funkcionalizacni reakce ovlivnén a ve viech médiich zfistava pod mezi detekce metody SPR
(0,3 ng/em®). Tim se potvrzuje, 7e zhorseni antifoulingu pfi funkcionalizaci je zpiisobeno zména-
mi CBMAA. V souladu s tim se pfi stoupajicim obsahu CBMAA v kopolymeru s HPMAA anti-
fouling zhorSuje. Kopolymer s obsahem 15 mol % CBMAA m4 viak pfi stupni funkcionalizace
srovnatelném s polyCBMAA podstatné (nisobn€) nizsi antifouling, pficemz pro nékteré potravi-
nove extrakty ziistava fouling pod mezi detekce.
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Priklad 9
SPR detekce patogennich bakterii v potravinovych vzorcich

Patogenni bakterie E.coli O157:H7 (deaktivované tepelnym Sokem) v roztoku pufru a 100%
extraktu z hamburgeru a listového salatu byly detekovany pomoci SPR ¢tytkanalového senzoru.
SPR ¢&ip pokryty poly(HPMAA—co-CBMAA/15 mol %) ptipraveny podle piikladu 1 byl funk-
cionalizovan protilatkami (kandl 1 az 3:anti—Ecoli, kanal 4: anti-Salm) podle ptikladu 6. Mnoz-
stvi imobilizovanych protilatek na povrchu bylo ~244 ng/em’ v piipadé anti-E.coli (kanal 1 az
3), ~204 ng/ecm’ v pfipadé referenéniho kanalu s imobilizovanou protilitkou k Salmonele spp.,
anti-Salm (kanal 4). Detekce bakterii byla provedena ve tech krocich. V kroku I byly bakterie
E.coli O157.H7 v koncentraci 1.5x10’cfu/ml detekovany v pufru PBS (kanal 1), extraktu z ham-
burgeru (kanal 2), extraktu z listového salatu (kanaly 3 a 4). Povrch senzoru byl v kontaktu s té-
mito roztoky po dobu 10 minut p¥i pritoku 30 pl/min, poté byl omyt pufrem PBS po dobu
10ti minut. V kroku II byla injektovana sekundarni biotinylovana protilétka k E.coli (15 minut,
5 pg/ml) do viech kanaldi pro potvrzeni specifity vazby bakterii na imobilizované protilatky.
V kroku III byl injektovan streptavidin (100 pg/ml, 15 minut) pro zesileni odezvy senzoru.
Vysledky detekce v posunu rezonanéni vinové délky (nm) pro kazdy krok zvIast' jsou zobrazeny
v tabulce 3. Vysledky ukazuji minimélni vliv matrice na detekci bakterii a vysokou specifitu
vazby detekovanych latek k zachycenym receptoriim.

Tabulka 3 — Odezvy senzoru (posun rezonanéni vlnové délky v nm) pfi detekci E.coli O157:H7
na poly(HPMAA-—co-CBMAA/15%) v krocich I, II. a III. Kandly 1 az 3 (méfici) byly funkciona-
lizovéany anti—E.coli, kanal 4 referen¢ni anti—Salm.

Odezva SPR senzoru [nm]
Kanal 4
Kanal 1- Kanal 3 - anti- (ref.)- anti-
anti-E.coli / | Kanal 2 - anti-E.coli | E.coli / detekce Salm /
Kroky detekce detekce v |/ detekce v extraktu |v extraktu detekce
PBS z hamburgeru z listového salatu | vPBS
1. P¥im4 detekce
E.coli O157:H7 0,8 1,1 0,9 0,0
II. Detekce
biotinované
protilatky anti-
Ecoli 55 5,6 6,3 0,0
III. Detekce
streptavidinu 11,1 11,5 12,0 0,1

Priklad 10

SPR detekce microRNA

SPR &ipy s poly(HPMAA-co-CBMAA/15 mol %) (tloustka vrstvy ca. 40 nm v hydratovaném
stavu) pripravené podle piikladu 1 byly funkcionalizovany amino-modifikovanymi oligonukieo-

tidovymi sondami pomoci optimalizované EDC-NHS chemie podle pfikladu 6 (sonda — NdmiR—-
122, sekvence 5~Am-MC12 — CA AAC ACC ATT G-3', 4 uM v 10 mM boratovém pufru, pH

-10-
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8,0, 30 min, pritok 7,5 pl/min, 25 °C). Po funkcionalizaci senzoru byla detekovana mikroRNA
(miR~122) specificky s odezvou senzoru ~0,6 nm (100 nM, 15 minut, 30 pl/min, 15 °C). I po
Ctyfech méficich / regeneratnich cyklech senzoru, kdy byly pomoci injektovaného roztoku NaOH
(6 mM, 5 minut, 30 pl/min) odmyty hybridizované miRNA molekuly z povrchu senzoru a poté
opétovné injektovany, ziistala velikost odezvy senzoru na detekované oligonukleotidy bez vyraz-
néjsi zmény.

Priklad 11
SPR detekce DNA oligonukleotidi

SPR chipy s poly(HPMAA—co-CBMAA/15 mol %) a polyCBAA piipravené podle piikladu 1
(tloustka vrstvy ca. 40 nm v hydratovaném stavu) byly funkcionalizovany streptavidinem pomoci
EDC-NHS chemie podle piikladu 6 optimalizované pro kazdy typ povrchu (50 pg/ml streptavi-
dinu v 10mM boratovém pufru, pH 8,0, 20 min, pratok 20 pl/min, 25 °C). Biotinylované oligo-
nukleotidové sondy s komplementarni (méfici kanal) a nekomplementérni sekvenci (referenéni
kanal) byly navazany pomoci interakce streptavidin—biotin na povrch senzoru (200 nM, PBS,
15 minut, 20 pl/min, 25 °C). Detekované oligonukleotidy byly poté injektovany pres méfici
a referen¢ni kandl (200 nM, PBS, 15 min, 30 ul/min, 25 °C). Poget molekul sond na jednu mole-
kulu streptavidinu byl stanoven na pramérnou hodnotu 3,1 pro povrch s poly(HPMAA—co—
CBMAA/15 mol %) a 3,2 pro polyCBAA. Pocet molekul detekovaného oligonukleotidii na
sondu byl v priméru 0,9 pro poly(HPMAA-—co-CBMAA/15 mol %) a 0,8 pro polyCBAA.
Na obou typech polymernich karta¢a bylo tudiz dosaZeno srovnatelné efektivity zachyceni cilo-
vych molekul.

Ptiklad 12
PoruSeni elektroneutrality CBMAA zwitteriontovych bo&nich skupin karta¢a EDC-NHS aktivaci

FTIR GASR spektra karta¢e polyCBMAA homopolymeri ukazuji, ze po EDC-NHS aktivaci
vyznamné a nevratné klesa koncentrace ionizovanych karboxylovych skupin (intenzita pasu
valen¢ni vibrace C=O pii 1607 cm ') — obr. 3.

Naboj na povrsich poly(HPMAA—co-CBMAA/15 mol %) byl charakterizovan SPR metodou
pomoci méfeni mnoZzstvi polyaniontu dextran sulfatu (DS), ktery se adsorboval k povrchu pomo-
ci elektrostatickych interakei. Neaktivované polymerni kartage a povrchy po aktivaci EDC-NHS
chemii za riznych podminek oetfeni byly inkubovény roztokem DS (MW 9 kDa, 10 min,
1 mg/ml v 10 mM fosfatovém pufru, pH 6) a poté reverzibilng odmyty z povrchu roztokem fosfa-
toveho pufru s vysokou iontovou silou (500 mM NaCl, pH 8). Mnozstvi adsorbovaného DS je
ukézéno v tabulce 4. Detailni popis podminek o3etieni povrchu je uveden nize. Z tabulky je vidét,
Ze po aktivaci EDC-NHS zistal na piivodné elektroneutralnim povrchu kladny naboj, ktery zpi-
sobil vyraznou adsorpci polyaniontd DS. [ pres pouZiti riznych podminek omyvani povrchu
(vysokaé iontova sila promyvaciho pufru, vy3si PH, aj.) se nepodafilo povrchu vrétit ptivodni elek-
troneutralitu.

Podminky oSetfeni povrchu:
N1 - povrch oplachnut vodou, poté 10 min inkubace s PBS.
N2 — povrch oplachnut vodou, 10% (w/w) kyselinu octovou, vodou, 10 minut inkubace v PBS.

Al —inkubace ve vodé po dobu 2 minuty (po aktivaci EDC-NHS).

-11-
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A2 — inkubace s 10 mM boratovym pufrem, pH 8 (15 minut), 10 mM boratovy pufr, 10 mM
NaCl, 10 mM imidazol, pH 8 (54 minut).

A3 — inkubace s 10 mM boratovym pufrem, pH 8 (15 minut), 10 mM boratovy pufr, 10 mM
imidazol, pH 8 (117 minut).

A4 — inkubace s 10 mM boratovym pufrem, pH 8 (15 minut), 10 mM boratovy pufr, 10 mM
NaCl, 10 mM imidazol (148 minut), 5 mM NaOH (2 minuty).

AS — inkubace s 10 mM boratovym pufrem, pH 8 (15 minut), 10 mM boratovy pufr, 10 mM
NaCl, 10 mM imidazol (148 minut), 5 mM NaOH (2 minuty), PBS (20 minut) a 10 mM boratovy
pufr, 500 mM NaCl, pH 9 (5 minut).

A6 — inkubace s 10 mM boratovym pufrem, pH 8 (15 minut), 10 mM boratovy pufr, 10 mM
NaCl, 10 mM imidazol (148 minut), S mM NaOH (2 minuty), I M etanolamin (10 minut), PBS
(20 minut) a 10 mM boratovy puftr, 500 mM NaCl, pH 9 (5 minut).

A7 — inkubace s 10 mM boratovym pufrem, pH 8 (15 minut), 10 mM boratovy pufr, 10 mM
NaCl, 10 mM imidazol (148 minut), 5 mM NaOH (2 minuty), 1 M etanolamin (10 minut).

A8 — inkubace s 10 mM boratovym pufrem, pH 8 (15 minut), 10 mM borétovy pufr, 10 mM
NaCl, 10 mM imidazol (148 minut), 5 mM NaOH (2 minuty), 1 M etanolamin (10 minut),
10 mM boratovy pufr, 10 mM NaCl, 100 mM imidazol (20 minut).

Tabulka 4: Vliv EDC-NHS aktivace kartate poly(HPMAA—co-CBMAA/15 mol %) na mnoZstvi
adsorbovaného polyaniontu DS

Typ oSetfeni povrchu
poly(HPMAA-co-CBMAA/
15 mol %) Adsorbovany DS [ng/em’]

POVRCH PO EDC-NHS AKTIVACI

Al 47.6
A2 40.8
A3 459
A4 47.6
A5 47.6
A6 44.2
A7 49.3
A8 49.3
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PATENTOVE NAROKY

1. Polymerni karta¢ odolny proti depozici slozek biologickych médii, majici strukturu I
M — R - polymer (D),

kde

M je substrat, na jehoZ povrch lze kovalentné navazat iniciatory polymerizace;

R je zbytek inicidtoru, vybraného ze skupiny zahrnujici iniciatory radikalové polymerizace s pre-
nosem atomu ATRP, inicidtory zivé radikélové polymerizace s prenosem jednotlivého elektronu
SET-LRP, ¢inidla pro polymerizaci s reverzibilnim adi¢né-fragmenta¢nim prenosem RAFT;

— je kovalentni vazba,
vyznacdujici se tim, Z

polymerem je poly(HPMAA-co-CBMAA), coz je statisticky kopolymer N—(2—hydroxypropyl)-
methakrylamidu s karboxybetainmethakrylamidem.

2. Polymerni karta¢ podle naroku 1, vyznadujici se tim, e obsah karboxybetain-
methakrylamidu ve statistickém kopolymeru je v rozmezi 10 az 30 mol %.

3. Polymerni karta¢ podle naroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, e obsahuje statis-
ticky kopolymer poly(HPMAA—co-CBMAA) v tlougtce vrstvy v rozmezi 10 az 50 nm.

4. PouZiti polyf(HPMAA-co—CBMAA) jako soudasti polymerniho kartace podle naroku 1 pro
pasivaci povrchu substratu M vii¢i depozici a/nebo adhezi slozek biologickych médii, zejména
molekul a/nebo bunék, a/nebo proti aktivaci koagulace krve.

3. Pouziti polymerniho kartage podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3 pro selektivni interakci
s analyty, vybranymi ze skupiny zahrnujici proteiny, peptidy, nukleové kyseliny, oligonukleoti-
dy, kdy se karboxylové skupiny jednotek karboxybetainmethakrylamidu nejprve aktivuji 1—
ethyl-3—-(3—dimethylaminopropyl)-karbodiimidem, poptipadé s N-hydroxysukcinimidem na
reaktivni meziprodukty, a nasledné se na tyto reaktivni meziprodukty kovalentné navaze alespon
Jedna biologicky aktivni latka, vybrana ze skupiny zahrnujici proteiny, peptidy, nukleové kyseli-
ny, oligonukleotidy, selektivné interagujici s cilovym analytem.

6. Biosenzory, vyznaéujici se tim, e obsahuji polymerni karta¢ podle kteréhokoliv
z naroki 1 az 3, kde substratem je povrch senzoru, s vyhodou jsou biosenzory vybrany ze skupi-
ny zahrnujici senzory pro piimou detekci analytii nebo vicestuptiovou detekci s pouzitim ptida-
nych reagenti, jako jsou senzory rezonance povrchového plazmonu SPR nebo fluorescenéni sen-
zory.

7. Separatni membrany, vyznadujici se tim, ze obsahuji polymerni karta¢ podle
kteréhokoliv z narokd 1 az 3, pricemz substratem je membrana.

2 vykresy
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R poly(HPMAA-co-CBMAA)
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Absorbance

Vinocet cm-1

Obr. 3
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