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Streszczenie

W pracy omoéwiono doniesienia litera-
turowe z ostatnich lat, dotyczace badan po-
limeréw ze $ladem molekularnym do celow
diagnostyki medycznej i analizy klinicznej.
Omawiana grupa nowych i selektywnych
materialéw polimerowych moze mie¢ poten-
cjalne zastosowanie w monitorowaniu prze-
biegu cukrzycy i choréb nowotworowych,
w diagnostyce choréb nerek, serca i miazdzy-
cy oraz w analizie krwi.

Slowa kluczowe: polimery ze §ladem mole-
kularnym, diagnostyka medyczna, analiza
kliniczna
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Investigations of molecularly
imprinted polymers for medical
diagnostics and clinical analysis

Summary

The review focuses on progress of mo-
lecularly imprinted polymers for medical di-
agnostics and clinical analysis. This class of
new and selective polymeric materials could
find future applications in monitoring of
diabetes and tumors, in diagnostics of kid-
ney and heart diseases, arteriosclerosis or in
blood analysis.
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medical diagnostics, clinical analysis

WSTEP

Polimery ze $ladem molekularnym (ang. mole-
cularly imprinted polymers) znalazly szerokie zasto-
sowanie w naukach farmaceutycznych. Sg wykorzy-
stywane w procesach izolacji i zageszczania analitow,
jako selektywne adsorbenty w kolumnach chroma-
tograficznych oraz w kolumienkach do esktrakcji do
tazy stalej (SPE, ang. solid phase extraction). Stanowig
réwniez czeg$¢ sensorowa detektorow w ilosciowym
oznaczaniu wielu zwigzkow [1, 2].

Proces tworzenia §ladu molekularnego w matry-
cy polimeru skfada si¢ z trzech etapow (ryc. 1). Pierw-
szy etap obejmuje wytworzenie stabilnej struktury
prepolimeryzacyjnej, pomiedzy molekula tworzaca
slad (wzorcem) a monomerem funkcyjnym. Drugim
etapem jest reakcja polimeryzacji przebiegajaca naj-
czesciej w obecnosci czynnika sieciujacego. Ostatni
etap polega na usunieciu wzorca z matrycy polime-
rowej [1]. Wzory zwiazkéw chemicznych budujacych
matryce polimeréw ze §ladem molekularnym przed-
stawiono na rycinie 2.

Jednym z ciekawszych obszaréw wykorzystania
polimeréw ze $sladem molekularnym jest diagnosty-



PIOTR LULINSKI I INNI

W W ¥

Ryc. 1. Schemat etapéw pro-

4 cesu tworzenia $ladu mole-
S kularnego w matrycy poli-
siecinjacy merowej
a_’y —- FiGg. 1. Scheme of imprint-

polimeryzacja

ing process in the polymer

ke leks .
omp e matrix

prepolimeryzacyjny

monomery
funkcyjne
—
WZOrzec
ekstrakeja
— wzorea
= | —
<
adsorpeja

|

ka ianaliza kliniczna. Wspodlczesna opieka medyczna
oparta jest na olbrzymiej liczbie testéw, majacych na
celu wezesne rozpoznanie choroby lub/i monitorowa-
nie jej przebiegu. Rosnie popyt na precyzyjne, tanie
i szybkie testy, a postep technologiczny umozliwia
realizacje tych potrzeb.

Juz od kilku lat obserwowany jest ciagly wzrost
warto$ci $wiatowego rynku diagnostycznego, ktd-
ry obecnie jest szacowany na kilkadziesigt miliar-
dow euro. Testy diagnostyczne sg wykorzystywane
przede wszystkim w leczeniu pacjentéw cierpigcych
na choroby ukladu krazenia i choroby nowotworo-
we, 0s0b z niewydolno$cig ukltadu moczowego oraz
chorych na cukrzyce. Wzrost liczby oséb naduzywa-
jacych leki i uzaleznionych od substancji psychoak-
tywnych, ogromnie zwigkszyl zapotrzebowanie na
testy identyfikujace substancje toksyczne [3]. Rosna-
ce wymagania ze strony pacjentéw oraz personelu
medycznego w stosunku do nowych generacji testow
dotyczg ich miniaturyzacji, fatwosci obstugi i szyb-
kosci otrzymywania wynikow i stwarzaja podstawy
do rozwoju nowych technologii.

Wiegkszo$¢ sposrod obecnie stosowanych testow
diagnostycznych wykorzystuje naturalne enzymy
lub przeciwciala jako elementy sensorowe. Jednakze
ta grupa testow posiada istotne ograniczenia wyni-
kajace z ich biostruktury. Sg to: staba odtwarzalnos¢,
niestabilno$¢ w czasie produkeji i problemy zwigza-
ne ze sterylizacjs. Duza nadziej¢ na przezwyci¢zenie
tych trudnosci wigze si¢ z polimerami ze sladem mo-
lekularnym. Dzieki wysokiej selektywnosci, wytrzy-
malosci mechanicznej, termicznej i chemicznej oraz

taniej preparatyce, omawiana klasa polimeréw moze
stanowi¢ nowg generacje materialéw do konstrukeji
testow diagnostycznych.

MATERIALY POLIMEROWE
W MONITOROWANIU
PRZEBIEGU CUKRZYCY

Cukrzyca jest jedng z najbardziej rozpowszech-
nionych obecnie choréb. Objawia si¢ zbyt wysokim
poziomem glukozy we krwi. Nie leczona cukrzy-
ca prowadzi do powaznych powiklan, zwigzanych
z uszkodzeniem wielu narzagdéw. Jednym ze wskaz-
nikow stezenia glukozy jest glikowana hemoglobina
HbAIc, ktéra jest produktem nieenzymatycznej gli-
kacji hemoglobiny. W wyniku polaczenia czastecz-
ki glukozy z wolng grupa aminowa reszty waliny na
N-koncu tancucha -hemoglobiny powstaje zasada
Schiffa, ktéra nastepnie ulega przegrupowaniu two-
rzac stabilng ketoaminowa pochodna hemoglobi-
ny [4]. Glikacja jest procesem stopniowym i propor-
cjonalnym do stopnia glikemii. Zawartos¢ HbAlc
jest zatem odzwierciedleniem $redniego stezenia
glukozy we krwi w ciggu 120 dni czyli $redniego
czasu zycia erytrocytu. Olbrzymia zaletg oznacza-
nia poziomu HbAlc jest brak ciaglego wahania ste-
zenia, wystepujacy podczas klasycznego pomiaru
stezenia glukozy we krwi. Ponadto glikowana he-
moglobina pozwala oceni¢ ryzyko wystapienia po-
wiklfan cukrzycy [5].
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Ryc. 2. Wzory chemiczne monomeréw funkcyjnych i czynnikéw sieciujacych powszechnie wykorzystywanych
w syntezach polimeréw ze §ladem molekularnym: dimetakrylan glikolu etylenowego (a), trimetakrylan 2-ety-
lo-2-(hydroksymetylo)propano-1,3-diolu (b), akrylamid (c), 2,6-bis(diakrylamido)pirydyna (d), 2,6-diamino-9-
(3/4-winylobenzylo)puryna (e), diwinylobenzen (f), triakrylan pentaerytrytolu (g), metakrylamid (h), 4-winylo-
pirydyna (i), metakrylan metylu (j), dimetakrylan glikolu tetraetylenowego (k), kwas metakrylowy (1), 1-winylo-
2-pirolidon (m), N,N-metylenobisakrylamid (n)

F1G. 2. Chemical formulas of functional monomers and cross-linkers frequently used in syntheses of the im-
printed polymers: ethylene glycol dimethacrylate (a), trimethylolpropane trimethacrylate (b), acrylamide (c),
2,6-bis(diacrylamide)pyridine (d), 2,6-diamine-9-(3/4-vinylbenzyl)purine (e), divinylbenzene (f), pentaerythri-
tol triacrylate (g), methacrylamide (h), 4-vinylpyridine (i), methyl methacrylate (j), tetraethylene glycol dime-

thacrylate (k), methacrylic acid (1), 1-vinyl-2-pyrrolidone (m), N,N’-methylenebisacrylamide (n)

Najnowsze badania podkreslajg zalety oznacza-
nia stezenia HbAlc w diagnostyce cukrzycy, w po-
réwnaniu z powszechnie stosowanym pomiarem
glukozy [6]. Jednak okreslenie zawartosci glikowa-
nych protein we krwi wymaga czutych i selektyw-
nych metod, dostosowanych do warunkéw diagno-
styki klinicznej.

Yamazaki i wsp. [7] opisali synteze polimeru ze
sladem molekularnym f3-D-fruktozylo-L-waliny. Po-
limer stanowil czes$¢ powierzchni elektrody i stuzyl
do amperometrycznego oznaczania poziomu gliko-
wanej hemoglobiny. Rycina 3 ilustruje proces otrzy-
mywania polimeru molekularnie drukowanego -D-
fruktozylo-L-waling.

Autorzy zastosowali semi-kowalencyjng strate-
gie syntezy polimeru, w ktérej struktura prepolime-
ryzacyjna powstaje w reakcji chemicznej (wigzania
kowalencyjne), jak i poprzez oddzialywania mie-
dzyczasteczkowe (oddzialywania niekowalencyjne).
W pierwszym etapie -D-fruktozylo-L-waling (wzo-
rzec) polaczyli z 4-winylofenyloboranem (monomer
funkcyjny) wigzaniem estrowym. Nastepnie sporza-
dzili roztwor zwigzku prepolimeryzacyjnego z 1-wi-
nyloimidazolem (drugim monomerem funkcyjnym,
ktdry pelnif réwniez istotna role w procesach elektro-
chemicznych), umozliwiajac powstanie oddzialtywan
miedzyczasteczkowych. Nastepnie przeprowadzili
polimeryzacje w bloku w obecnosci dimetakrylanu
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glikolu etylenowego (ryc. 2a), bedacego czynnikiem
sieciujacym w $rodowisku metanolowo-wodnym,
pelniacym role porogenu.

Otrzymany polimer autorzy poddali obrdbce
majacej na celu otrzymanie ziaren o okreslonej wiel-
kosci poprzez roztarcie, przesianie i sedymentacje.
Nastepnie z ziaren usuneli wzorzec, uwalniajac troj-
wymiarowe wneki w matrycy polimeru, komplemen-
tarne do wzorca. Synteze¢ ziaren polimeru kontrolne-
go prowadzili w identycznych warunkach, ale bez
wzorca czyli f-D-fruktozylo-L-waliny. Do pomiaréw
analitycznych przygotowali paste przez zmieszanie
ziaren polimeru, grafitu i parafiny, ktoérg nastepnie
umiescili w korpusie elektrody.

B-D-Fruktozylo-L-walina zostala wybrana jako
wzorzec, poniewaz stanowiskladnik zaréwno HbAlc,
jakiproduktu trawienia HbAlc przez proteaze. W ce-
lu okredlenia selektywnosci polimeru autorzy po-
réwnali zdolno$¢ adsorpcji réznych fruktozyloamin:
B-D-fruktozylo-L-waliny, f-D-fruktozylo-e-lizyny,
B-D-fruktozylo-L-glicyny, 3-D-fruktozylo-L-alaniny
i p-D-fruktozylo-L-fenyloalaniny. Powinowactwo
B-D-fruktozylo-L-waliny do matrycy polimeru ze
sladem molekularnym byto dwukrotnie wigksze, niz
do polimeru kontrolnego i wynosilo odpowiednio
410 i 210 nmol/mg polimeru. Natomiast adsorpcja
B-D-fruktozylo-e-lizyny na polimerze ze §ladem mo-

Ryc. 3. Schemat synte-
zy polimeru ze §ladem
molekularnym B-D-
-fruktozylo-L-waliny
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Fig. 3. Scheme of synthe-
sis of B-D-fructosyl-L-
-valine imprinted poly-
mer

lekularnym i polimerze kontrolnym byla poréwny-
walna. Brak selektywnosci adsorpcji wyttumaczyli
mozliwoécig powstania nieselektywnych oddziaty-
wan, pomiedzy resztg imidazolowa obecng w ma-
trycy polimeru a ugrupowaniem iminowym, ktére
powstaje po reakcji weglowodanu z aminokwasem.

Autorzy zbadali réwniez wplyw innych zwigz-
kéw obecnych we krwi na pomiar adsorpcji frukto-
zyloamin. Sorbitol oraz inne weglowodany zakldcaly
oznaczenie potencjometryczne, w zwigzku z tym ko-
nieczne okazalo si¢ wstepne przygotowanie probek
do analiz. Istotnym czynnikiem ograniczajacym
zastosowanie omawianej metody, jest koszt f-D-
fruktozylo-L-waliny uzytej jako wzorzec w syntezie
polimeru. Sode i wsp. [8] zaproponowali zastoso-
wanie analogu strukturalnego (N-metylo-L-waliny)
podczas syntezy matrycy polimerowej. Uzycie ana-
logéw strukturalnych wzorcoéw w procesie tworzenia
$ladu molekularnego jest uzasadnione, jezeli wzorzec
jest przyczyna trudnosci syntetycznych, jest drogilub
otrzymany polimer ma stuzy¢ do analizy sladowych
iloéci tej substancji. Unikamy w ten sposob zjawiska
cigglego uwalniania wzorca (analitu) z ziaren poli-
meru (ang. bleeding) podczas analiz, co mogloby by¢
powodem zawyzania wynikéw.

Polimer ze $ladem N-metylo-L-waliny stanowil
sktadnik elektrody grafitowej i wykazywal podobna
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selektywno$¢ jak opisany przez Yamazaki i wsp [7].
Proby uzyskania wyzszej selektywnosci poprzez za-
stosowanie dwoch monomeréw funkcyjnych, 1-wi-
nyloimidazolu i alliloaminy, nie daly pozadanych
efektow. Selektywny polimer ze $ladem molekular-
nym S-D-fruktozylo-L-waliny otrzymali Rajkumar
i wsp. [9]. Autorzy zastosowali wylacznie kowalen-
cyjna strategie otrzymania $ladu molekularnego
i dodatkowo zbadali wplyw czynnika sieciujacego
na selektywnosc polimeru. B-D-Fruktozylowalino-
O-bis(4-winylofenyloboran) poddali polimeryzacji
z dimetakrylanem glikolu etylenowego, lub z trime-
takrylanem 2-etylo-2-(hydroksymetylo)propano-1,3-
diolu (ryc. 2b) w dwuskladnikowym roztworze tolu-
en-acetonitryl.

Polimer usieciowany dimetakrylanem gliko-
lu etylenowego mial wigksza pojemno$¢ adsorp-
cji, ale charakteryzowal si¢ nizsza selektywnoscia,
natomiast usieciowany trimetakrylanen 2-etylo-
2-(hydroksymetylo)propano-1,3-diolu  wykazywat
zaréwno duzg selektywnos¢, jak i wystarczajaca po-
jemnos¢ adsorpcji. Autorzy zbadali wptyw niekto-
rych parametréw procedury oznaczania analitu na
otrzymywane wyniki, uzyskujac optymalne warto-
$ciadsorpcji f-D-fruktozylo-L-waliny dla roztworéw
o pH = 11,4 i stezeniu 0,2 mmol/L. Obliczony wspét-
czynnik powinowactwa do wzorca (ang. imprinting
factor), czyli stosunek ilosci zaadsorbowanej na poli-
merze ze $ladem molekularnym do ilosci zaadsorbo-
wanej na polimerze kontrolnym byt wysoki i wyno-
sit 4,5. Ponadto autorzy przeprowadzili podstawowe
analizy stabilnosci termicznej otrzymanego polime-
ru i jego morfologii, wykorzystujac termograwime-
trie i skaningowa mikroskopig elektronowa.

Badania termograwimetryczne stwierdzily brak
ubytku masy matrycy polimerowej usieciowanej tri-
metakrylanem 2-etylo-2-(hydroksymetylo)propano-
1,3-diolu do temp. 250°C. Mikrografy pokazaty ob-
raz ziaren o nieregularnym ksztalcie i $rednicy do 20
pm. Omoéwione badania moga wkrétce doprowadzic¢
do zastosowania polimeru ze §ladem molekularnym
B-D-fruktozylo-L-waliny w diagnostyce medyczne;j.

MATERIALY POLIMEROWE
W ANALIZIE PRZEBIEGU
CHOROB NOWOTWOROWYCH

Jedna z najczestszych przyczyn zgondw w ostat-
nich dziesigcioleciach s3 choroby nowotworowe.
W chorobach nowotworowych komoérki organizmu
dzielg si¢ w sposob niekontrolowany. Ich wczesne

rozpoznanie jest niezwykle istotne, gdyz daje moz-
liwoé¢ zastosowania wlasciwej i skutecznej terapii.
Normalne i zmodyfikowane nukleozydy reprezentu-
ja grupe potencjalnych biomarkeréw w diagnostyce
nowotwor6ow. Kwas rybonukleinowy, oprdécz adeno-
zyny, guanozyny, urydyny i cytydyny, zawiera oko-
fo sto modyfikowanych nukleozydéw powstalych
w wyniku proceséw potranskrypcyjnych (ryc. 4), ta-
kich jak metylacja, hydroksylacja, redukcja, izomery-
zacja, wprowadzenie grupy tiolowej [10]. Sg to m. in.
3-metylocytydyna (ryc. 4a), 5-metylocytydyna (ryc.
4b), N*- acetylcytydyna (ryc. 4c) oraz pseudourydy-
na (ryc. 4d). Celem tych modyfikacji jest zwigkszenie
aktywnosci biologicznej kwasu rybonukleinowego
w wielu procesach biochemicznych.

Najintensywniejszej modyfikacji ulega transpor-
tujacy kwas rybonukleinowy (tRNA). Po zakonczeniu
translacji kwas rybonukleinowy jest metabolizowany
i uwalnia nukleozydy. Modyfikowane nukleozydy nie
moga by¢ wykorzystane w syntezie de novo kwasu ry-
bonukleinowego. Sa usuwane z komdrek jako produk-
ty konicowe metabolizmu i z krwig trafiaja do moczu.
Wzrost wydalania modyfikowanych nukleozydow
obserwuje si¢ u pacjentéw chorych na zespdt nabyte-
go niedoboru odpornosci i niektére nowotwory ptuc,
przetyku, piersi, jajnika oraz biataczke i chloniaki.

Zwigkszona zawarto$¢ modyfikowanych nu-
kleozydéw w moczu, sugeruje wzmozong szybkos¢
przemian metabolicznych tRNA w tkankach guza.
Natomiast w niektérych nowotworach po zastoso-
waniu chemioterapii obserwowano szybki spadek
poziomu ekskrecji modyfikowanych nukleozydéw
i poziom ten byl staly przez caly okres remisji cho-
roby [11]. Okreslenie stezenia modyfikowanych nu-
kleozydéw w moczu moze by¢ zatem zaréwno dobra
metodg diagnostyczng jak i narzedziem ulatwiaja-
cym monitorowanie terapii.

Jégourel i wsp. [12] zsyntezowali polimer ze $la-
dem molekularnym 5-metylourydyny (ryc. 4e), jako
material umozliwiajacy selektywna adsorpcje nu-
kleozydéw pirymidynowych z moczu metoda SPE.
W celu uzyskania polimeru o wysokiej selektywnosci
adsorpcji, autorzy zastosowali strategie semi-kowa-
lencyjna tworzenia §ladu molekularnego i wybrali naj-
lepszy polimer spo$réd wielu otrzymanych z réznych
monomeréw funkcyjnych i czynnikéw sieciujacych,
np. z estru winylofenyloboranowego 5-metylourydy-
ny i akrylamidu (ryc. 2¢), 2,6-bis(akrylamido)pirydy-
ny (ryc. 2d) lub 2,6-diamino-9-(3/4-winylobenzylo)
puryny (ryc. 2e) i diwinylobenzenu (ryc. 2f), dimeta-
krylanu glikolu etylenowego, trimetakrylanu 2-etylo-
2-(hydroksymetylo)propano-1,3-diolu lub triakrylanu
pentaerytrytolu (ryc. 2g).
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Autorzy ocenili zdolno$¢ polimeréw do adsorp-
¢ji naturalnych nukleozydéw: cytydyny, urydyny,
guanozyny, adenozyny oraz 3’-deoksy-2’,3’-did-
ehydrotymidyny (ryc. 4f), tj. nukleozydu bez grup
hydroksylowych w pozycjach 2’ i 3’.

Inne spojrzenie na chorobe nowotworows, to
traktowanie jej jako stan zaburzonego przekaz-
nictwa sygnaléw na poziomie molekularnym [13].
Transdukcja sygnatu zachodzi m. in. dzieki fosfo-
rylacji badz defosforylacji odpowiednich reszt tyro-
zynowych, treoninowych i serynowych biatek. Od-
wracalna fosforylacja bialek reguluje takie procesy
jak proliferacja, réznicowanie komdrek, apoptoza,
a zaburzona ekspresja i aktywnos¢ fosforylowanych
na tyrozynie bialek (hiperfosforylacja) towarzyszy
zapoczatkowaniu i progresji nowotworu. Fosforylo-
wane na tyrozynie biatka, w tym kinazy tyrozynowe
czy biatka adaptorowe, zaangazowane s3 w proces
przerzutu nowotworu i moga by¢ wykorzystane jako
markery w diagnostyce i leczeniu raka.

Analiza takich zwigzkéw jest jednak trudna,
ze wzgledu na ich bardzo niskie ste¢zenia i brak od-
powiednich technik zageszczania [14]. Do tego ce-
lu moga by¢ wykorzystywane polimery ze $ladem
molekularnym bialek. Jednakze synteza ich stwarza
problemy, ktére nie majg znaczenia w przypadku
czasteczek wzorcowych o malej masie molowej. Bial-
ka sg rozpuszczalne w wodzie, podczas gdy najcze-
$ciej stosowana procedura syntezy polimeru zakla-
da uzycie rozpuszczalnikéw organicznych. Zwiazki
wielkoczgsteczkowe w ograniczony sposob penetru-
ja sie¢ polimeru, co utrudnia ich dotarcie do wneki
adsorpcyjnej. Dodatkowo biatka charakteryzujg si¢
mobilnoscig konformacyjng, na ktérag wplyw ma-
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Ryc. 4. Wzory chemiczne modyfiko-
0 wanych nukleozydéw: 3-metylocyty-
dyna (a), 5-metylocytydyna (b), N*-ace-
tylocytydyna (c), pseudourydyna (d),

XX, 5-metylourydyna (e), 3’-deoksy-2’,3’-d-
idehydrotymidyna (f)
R

F1G. 4. Chemical formulas of modi-
fied nucleosides: 3-methylcytidine (a),
5-methylcytidine (b), N*-acetylcytidine
(c), pseudouridine (d), 5-methyluridine
(e), 3’-deoxy-2’,3’-didehydrothymidine
(f)

ja temperatura i warunki polimeryzacji. Wlasciwa
konformacje moga zapewni¢ tylko zblizone do na-
turalnych warunki procesu tworzenia §ladu moleku-
larnego.

Dotychczas zaproponowano kilka strategii
otrzymywania polimeréw ze sladem molekularnym
protein, m. in. strategie zakladajaca tworzenie §ladu
molekularnego fragmentu biatka lub peptydu, czyli
kilku aminokwasow (ang. epitope imprinting), stra-
tegie zakladajaca wykorzystanie mozliwosci chela-
towania i zakotwiczania w matrycy polimeru okre-
slonych aminokwasow wystepujacych w strukturze
biatka (ang. metal-chelate approach), strategie wy-
trawiania lub immobilizacji bialka na powierzchni
(ang. grafting/immobilising on surface) [15].

Emgenbroich i wsp. [16] otrzymali polimer ze
$ladem molekularnym fosforylowanej tyrozyny z za-
bezpieczong grupa aminowg i karboksylowa (Fmoc-
pIyr-OMe). Miejsce wigzace dopasowali do fosfory-
lowanego fancucha bocznego peptydu. W tym celu
uzyli monomeréw, bedacych pochodnymi moczni-
ka: 1,1’-[1,3-fenylenobis(metyleno)]bis[3-(4-winylo-
fenylo)mocznika] lub N-3,5-bis(trifluorometylo)fe-
nylo-N’-4-winylofenylomocznika (ryc. 5). Schemat
tworzenia $ladu molekularnego fragmentu czastecz-
ki w matrycy polimeru do adsorpcji fosforylowanych
bialek i sam proces adsorpcji, przedstawia rycina 6.

Reakcja polimeryzacji prowadzona byta w obec-
nosci dimetakrylanu glikolu etylenowego i dodatko-
wego monomeru funkcyjnego, metakrylamidu (ryc.
2h), a jako porogenéw uzyto tetrahydrofuranu lub
N,N’-dimetyloformamidu.

Autorzy przedstawili bardzo doktadng charakte-
rystyke otrzymanych polimeréw, dokonujac analizy
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Ryc. 5. Wzory chemiczne monomerdw funkcyjnych
pochodnych mocznika, 1,I-[1,3-fenylenobis(metyle-
no)]bis[3-(4-winylofenylo)mocznika] (a) i N-3,5-bis-
(trifluorometylo)-fenylo-N’-4-winylofenylomocz-
nika (b)

Fi1G. 5. Chemical formulas of urea derivatives used
as the functional monomers, 1,1’-[1,3-phenylenebis
(methylene)]bis[3-(4-vinylphenyl)urea] (a) and N-3,5-
bis(trifluoromethyl)phenyl-N’-4-vinylphenylurea (b)

elementarnej i pomiaréw strukturalnych z wykorzy-
staniem spektroskopii w podczerwieni, spektrosko-
pii fotoelektronow X i spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego, oraz badajac morfologie (ana-
liza porozymetryczna i pomiary przy uzyciu skanin-
gowej mikroskopii elektronowej). Ponadto, do osza-
cowania optymalnej stechiometrii kompleksu prepo-
limeryzacyjnego autorzy wykorzystali modelowanie
molekularne. Wtasciwosci adsorpcyjne polimerow
weryfikowali przy uzyciu réznych technik chromato-
graficznych z detekcja oparta na spektrometrii mas.
Selektywnos¢ polimeru okreslili badajac zdolnosé¢
do adsorpcji krotkich peptydéw z fosforylowang ty-
rozyng, w obecnosci nadmiaru ich niefosforylowa-
nych odpowiednikéw oraz innych fosforylowanych
aminokwasow i peptyddw, tj. seryny, angiotensyny
i treoniny.

Autorzy wykazali wieksze powinowactwo otrzy-
manego polimeru do peptydéw zawierajacych frag-
ment fosfotyrozynowy, niz do innych fosforylowanych
peptydow.

MATERIALY POLIMEROWE
W DIAGNOSTYCE CHOROB NEREK

Choroby nerek nalezg do grupy choréb bardzo
czesto diagnozowanych u pacjentéw. Przewlekla nie-
wydolnos¢ nerek jest jedna z nich. Jest to stan poste-
pujacego niszczenia struktury tego narzadu, prowa-
dzacy do uposledzenia czynnosci nerek. Przewlekla
niewydolno$¢ nerek moze si¢ rozwija¢ w przebiegu
wielu choréb. Stezenie kreatyniny w surowicy krwi
jest najczesciej uzywanym w praktyce klinicznej
wskaznikiem funkcji nerek, a jej podwyzszone pozio-
my s3 zapowiedzig przewleklej niewydolnosci nerek.
Kreatynina powstaje w wyniku nieenzymatycznego
rozpadu fosforanu kreatyny w miesniach, w ilodci
proporcjonalnej do masy mie$niowej (u zdrowego
czlowieka) i jest wydalana wylacznie przez nerki
(ryc. 7).

Istotnym parametrem sluzagcym do oceny
czynnos$ci nerek jest klirens kreatyniny, ktory jest
miarg przesaczania kiebuszkowego, a oblicza sie go
na podstawie stezenia kreatyniny w surowicy krwi
i w moczu [17]. Obecnie stosowane metody oznacza-
nia stezenia kreatyniny w moczu, oparte sg na spek-
trofotometrycznym pomiarze powstalego w reakgji
Jaffe’a kompleksu, jednakze bardzo czgsto w po-
miarze przeszkadzaja wystepujace w moczu biatka.
W ostatniej dekadzie opracowano réwniez inne me-
tody oznaczania kreatyniny np. elektrochemiczne
lub chromatograficzne [18, 19]. Z uwagi na ograni-
czong selektywno$¢ faz stacjonarnych, stanowigcych
wypelnienia kolumn chromatograficznych, poszuki-
wanie nowych materialéw wydaje si¢ uzasadnione.

Hsieh i wsp. [20] otrzymali polimery do selek-
tywnej ekstrakcji kreatyniny z moczu, z ktorych je-
den byl kopolimerem 4-winylopirydyny (ryc. 2i) i di-
winylobenzenu (KPB), za$ drugi byl kopolimerem
B-cyklodekstryny i epichlorohydryny (KCE). Odpo-
wiednio4-winylopirydynalub -cyklodekstrynatwo-
rzyly niekowalencyjne oddzialtywania z kreatyning
(wzorcem). Strukture f3-cyklodekstryny przedstawia
rycina 8. Autorzy zbadali selektywnos¢ adsorpcji kre-
atyniny w mieszaninie z N-hydroksysukcynimidem
oraz 2-pirolidonem. Stosunek adsorpcji kreatyniny
do adsorpcji N-hydroksysukcynimidu byl wysoki
i wynidst 1,86 dla KCE oraz 1,51 dla KPB. Jeszcze
wyzsze warto$ci adsorpcji uzyskali dla kreatyni-
ny w stosunku do 2-pirolidonu (odpowiednio 2,34
i3,11).

Autorzy oszacowali réwniez wplyw obecnego
w roztworze chlorku sodu na adsorpcje kreatyniny.
Obecne w probkach biologicznych kationy sodu po-
woduja supresje adsorpcji. Autorzy zaobserwowali
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Ryc. 6. Schemat tworzenia $ladu molekularnego fragmentu czasteczki w matrycy polimeru

F1G. 6. Scheme of epitope imprinting process in the polymer matrix
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Ryc. 7. Wzér chemiczny kreatyniny

F1G. 7. Chemical formula of creatinine

zmniejszenie adsorpcji kreatyniny, jednakze obec-
nos$¢ soli nie wptywala na selektywnos¢ wychwytu.
Na koniec autorzy przedstawili wyniki badania eks-
trakcji do fazy stalej kreatyniny z ludzkiego osocza
na KPB. Stezenie jej oznaczali metodg wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej z detekcja UV. Pomimo
znacznej zlozono$ci materialu biologicznego poli-
mery selektywnie adsorbowaly kreatyning. Wyniki

wykazaly mozliwos$¢ aplikacji polimeréw ze sladem
molekularnym kreatyniny w analizie klinicznej, jed-
nakze istotnym problemem okazala si¢ stosunkowo
staba odtwarzalnos¢ z16z polimerowych.

MATERIALY POLIMEROWE
W DIAGNOSTYCE I ANALIZIE
KLINICZNEJ CHOROB SERCA
I MIAZDZYCY

Niehigieniczny tryb Zycia, stres i nieprawidlo-
we odzywianie, to tylko niektére czynniki ryzyka
chordb serca. Mioglobina jest hemoproteing obecna
w migsniach poprzecznie prazkowanych, zaréwno
szkieletowych jak i mie$nia sercowego. Jej podstawo-
wa rolg jest magazynowanie tlenu. Mioglobina jest
uwalniana do krwi w przypadku uszkodzenia tkan-
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ki miesniowej lub zawale serca [21]. Jest wczesnym
markerem wykorzystywanym w diagnozie ostrego
zawalu migénia sercowego, pozwalajagcym na oceng
rozleglosci powstatych uszkodzen [22].

Lin i wsp. [23] zsyntezowali polimer z odciskiem
molekularnym mioglobiny w postaci cienkiego fil-
mu. Synteza polimeru przebiegala w nastepujacy
sposdb. Autorzy przygotowali dwie plytki szklane.
Jedna z nich tzw. przykrywajaca (ang. cover glass) zo-
stala dokladnie przemyta heksametylodisilazanem.
Nastepnie zostala zanurzona na 2 godz. w roztworze
mioglobiny o stezeniu 0,568 umol/L i pH 7,4. Po wy-
jeciu zostala wysuszona w strumieniu azotu. W ten
sposdb bialko zostalo immobilizowane na plytce.
Druga plytka tzw. substratowa (ang. substrate glass)
zostata najpierw pokryta warstwg poli(estru 3-trime-
toksypropylosililowego kwasu metakrylowego), a na-
stepnie mieszaning zawierajaca wybrany monomer
funkcyjny, czynnik sieciujacy i inicjator. Obie ptytki
wlasciwymi stronami zostaly ze sobg zetknigte (ang.
sandwich contact) i poddane dziataniu promieni UV,
w celu polimeryzacji warstwy zawierajacej mieszani-
ne monomerdw. W czasie polimeryzacji powstal od-
cisk molekularny mioglobiny na plytce substratowe;j.
Ostatnim etapem bylo rozdzielenie plytek i doklad-
ne przemycie plytki substratowej w celu usuniecia
wzorca.

Omowiony proces tworzenia $ladu molekular-
nego jest zwany procesem mikrokontaktowym (ang.
micro-contact imprinting). Optymalizacja struktury
filmu zakfadala dobér monomeru funkcyjnego, kto-

ry powinien tworzy¢ silne oddziatywania z biatkiem
oraz dobodr czynnika sieciujacego stabo oddziatujace-
go z biatkiem. W tym przypadku chodzilo o reduk-
cje adsorpcji niespecyficznej. Autorzy wybrali me-
takrylan metylu (ryc. 2j) jako monomer funkcyjny,
gdyz on z rozwazanej grupy kilkunastu monomerow
tworzyl najsilniejsze oddzialywania z mioglobina.
Czynnikiem sieciujacym byl dimetakrylan glikolu
tetrametylenowego (ryc. 2k), ktéry praktycznie nie
oddzialywal z mioglobing. Istotnym punktem prac
byt dobér odpowiednich warunkéw usuwania wzor-
ca z filmu po polimeryzacji.

Autorzy scharakteryzowali otrzymang matryce
stosujgc analize Scatcharda oraz przedstawili mikro-
grafy powierzchni warstwy, otrzymane przy uzyciu
mikroskopii sit atomowych. Mikrografy potwierdzi-
ty obecno$¢ w matrycy polimeru miejsc zdolnych ad-
sorbowa¢ mioglobine.

Miazdzyca tetnic jest przewlekla chorobg obja-
wiajgcg si¢ zmianami zwyrodnieniowymi w blonie
wewnetrznej i Srodkowej tetnic, na skutek gromadze-
nia si¢ cholesterolu i lipidéw. Cholesterol jest stero-
idem znajdujacym sie w blonach komoérkowych. Jest
on takze prekursorem w syntezie kwasow zétciowych,
hormonoéw steroidowych i witaminy D. W procesie
transportu cholesterolu w surowicy krwi uczestnicza
lipoproteiny. Najwazniejsze sa LDL (ang. low densi-
ty lipoproteins) transportujace cholesterol do tkanek
i HDL (ang. high density lipoproteins) transportujace
go do watroby, gdzie ulega metabolizmowi [24]. Hi-
percholesterolemia jest przyczyna chordéb sercowo-
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naczyniowych i wiaze sie z ostabieniem skurczowej
i rozkurczowej funkcji serca. Podwyzszony poziom
innych niz HDL frakcji cholesterolu (ang. non-HDL-
cholesterol), zwigzany jest ze zwigkszonym ryzykiem
wystapienia choroby niedokrwiennej [25].

Shi i wsp. [26] otrzymali polimer ze sladem mo-
lekularnym cholesterolu. Autorzy zastosowali stra-
tegie niekowalencyjng i otrzymali kompleks prepo-
limeryzacyjny pomigdzy cholesterolem i kwasem
metakrylowym (ryc. 2l). Nastepnie przeprowadzili
polimeryzacje w bloku w obecnosci czynnika sieciu-
jacego, dimetakrylanu glikolu etylenowego w poro-
genie, ktérym byl uklad chloroform-toluen 7:1 v/v.
Otrzymane ziarna polimerowe zostaly wykorzystane
jako faza stacjonarna w procesie ekstrakcji choleste-
rolu do fazy stalej.

Niezwykle istotnym etapem badan byla opty-
malizacja procedury SPE, ktéra udowodnita aplika-
cyjne wlasciwosci materiatu. Autorzy zbadali wplyw
polarnosci rozpuszczalnika na adsorpcje cholestero-
lu na etapie natozenia. W zaleznosci od polarnosci
roztworu zaobserwowali znaczaco rézng adsorpcje.
Adsorpcja cholesterolu z etanolu byta znikoma, z to-
luenu byla na poziomie 40-50%, a z heksanu wyno-
sita 100%. Niestety zaréwno na polimerze ze §ladem
molekularnym jak i na polimerze kontrolnym wyno-
sifa tyle samo.

W celu uwypuklenia miejsc selektywnych w ma-
trycy polimerowej, autorzy zoptymalizowali etap
przemycia. Zastosowali najpierw heksan, a potem
roztwor toluenu i heksanu w stosunku 1:9 v/v. Taka
procedura przemycia spowodowata prawie catkowi-
ta desorpcje cholesterolu z polimeru kontrolnego,
a jednocze$nie nie usunela cholesterolu z polimeru
ze $ladem molekularnym. Ostatni etap procedury
SPE, czyli etap elucji, zostal rowniez zoptymalizowa-
ny. Najlepszym eluentem okazal si¢ roztwoér o skta-
dzie chloroform-etanol-kwas octowy 3:1:1 v/v, ktéry
ilo§ciowo desorbowal cholesterol z polimeru ze §la-
dem molekularnym. Selektywnos¢ zloza okreslono
badajac adsorpcje estradiolu. Autorzy wykazali moz-
liwo$¢ wykorzystania polimeru do ekstrakeji chole-
sterolu z materiatu biologicznego, takiego jak: mle-
ko, mieso wieprzowe, mieso woltowe, krewetki, jaja
i ludzkie osocze.

W analizie miazdzycy markerem moze by¢ tez
fosfatydylocholina. Fosfatydylocholina (nazywana
potocznie lecytyna) nalezy do grupy glicerofosfolipi-
dow i powstaje z polaczenia kwasu fosfatydylowego
z reszta choliny. Jest najbardziej rozpowszechnionym
w organizmie fosfolipidem oraz podstawowym sktad-
nikiem blon komoérkowych, zwlaszcza ich warstw
zewnetrznych [27]. Jest takze gtéwnym fosfolipidem

surowicy, stanowi bowiem integralng cze$¢ lipopro-
tein. Zaréwno w lipoproteinach HDL, jak i LDL sta-
nowi ponad 60% wszystkich fosfolipidow [28].

Pegoraro i wsp. [29] otrzymali membrane ze
sladem fosfatydylocholiny, selektywnie rozpoznaja-
ca fosfolipidy na bazie kopolimeru polietylenu i al-
koholu poliwinylowego. Wlasciwosci otrzymanej
membrany zostaly dokladnie zbadane przy uzyciu
technik spektralnych, kalorymetrycznych i analizy
termograwimetrycznej. Powierzchni¢ membrany
zanalizowano stosujac mikroskopie sil atomowych.
Membrana wykazywala pieciokrotnie wigksza ad-
sorpcje fosfatydylocholiny niz membrana kontrolna.
Jednoczesnie selektywnos¢ adsorpcji fosfatydylocho-
liny w odniesieniu do adsorpcji zwigzkow o zblizonej
strukturze, tj. fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydylo-
inozytolu byta wysoka.

MATERIALY POLIMEROWE
W ANALIZIE KRWI

Hemoglobina jest biatkiem syntetyzowanym
w szpiku kostnym, obecnym w erytrocytach i odpo-
wiedzialnym za transport tlenu do tkanek. Przy po-
ziomie hemoglobiny we krwi ponizej normy, (<12g/
dL u kobiet, <13g/dL u me¢zczyzn) stwierdza si¢ nie-
dokrwistos¢ [30]. Jest ona istotnym problemem zdro-
wotnym, gdyz dotyka okoto dwéch miliardéw ludzi
na calym $wiecie, gtéwnie na skutek wystepowania
niedoboréw zelaza. Wigze sie z uszkodzeniem me-
chanizméw odpornosci i jest uwazana za glowny
czynnik ryzyka niewlasciwego przebiegu ciazy [31].

Guo i wsp. [32] zastosowali strategi¢ tworzenia
filmu ze $ladem molekularnym do otrzymania po-
limeru selektywnie adsorbujacego hemoglobine.
W celu poprawy wlasciwosci mechanicznych zelu po-
liakrylamidowego autorzy zastosowali jako matryce
chitosan, liniowy polisacharyd D-glukozoaminy i N-
acetyloglukozoaminy. Chitosan byl najpierw usie-
ciowany w reakcji z epichlorohydrynag, a nastgpnie
jego powierzchnie pokryto warstwg zelu poliakry-
lamidowego w obecnos$ci hemoglobiny jako wzorca.
Nastepnie usunigto hemoglobine poprzez dokladne
przemycie 10% kwasem octowym. Autorzy przed-
stawili mikrografy powierzchni ziaren otrzymane
przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej,
scharakteryzowali parametry adsorpcji oraz okresli-
li zdolno$¢ matrycy do wielokrotnego zastosowania.
Odtwarzalnos$¢ wynikéw, w zaleznosci od badanego
stezenia, po trzech cyklach adsorpcji i desorpcji, wy-
nosita ponad 94%.
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Erytrocyty posiadaja na swojej powierzchni cha-
rakterystyczne antygeny A, B i H. Obecno$¢ odpo-
wiednich antygenéw jest niezwykle istotna podczas
przetaczania krwi. W medycynie transfuzyjnej w ce-
lu identyfikacji odpowiedniej grupy krwi, wykorzy-
stuje si¢ przeciwciala immobilizowane na zelu dek-
stranowym. Jedynie niektdre z przeciwcial sg w sta-
nie rozrézni¢ podgrupy A; i A,. Réznica pomiedzy
oboma podgrupami polega na odmiennej strukturze
powierzchni erytrocytéw i roznej gestosci odpowied-
nich antygenéw (A;: 0,81 - 1,17 x 10° A-antygenéw
w erytrocycie, Ay: 2,4 - 2,9 x 10° A-antygenéw w ery-
trocycie) [33-35].

Seifer i wsp. [36] otrzymali polimer ze §ladem
molekularnym erytrocytu odpowiedniej podgru-
py. Autorzy zastosowali mikrokontaktowy proces
tworzenia §ladu molekularnego, opisany uprzednio
w czesci dotyczacej tworzenia $ladu mioglobiny.
Najpierw przygotowali mieszanine prepolimeryza-
cyjna zawierajaca monomer funkcyjny, 1-winylo-2-
pirolidon (ryc. 2m) oraz czynnik sieciujacy, N,N-
metylenobisakrylamid (ryc. 2n) oraz odpowiedni
inicjator reakcji polimeryzacji. Po krotkim czasie
od momentu zainicjowania polimeryzacji przenie-
$li zelujacg mieszaning w postaci cienkiej warstwy
na plytke kwarcowa i nastgpnie umiescili na niej
zageszczone erytrocyty z krwi. Proces polimery-
zacji byl kontynuowany przez nastepne 12 godz.
Po usunieciu erytrocytow, ptytki z cienka warstwa
polimeru ze $ladem erytrocytéw, postuzyly jako
czes$¢ sensorowa bioczujnika krystalicznej nanowa-
gi kwarcowej.

Istotnym problemem badawczym byta optyma-
lizacja czasu zelowania mieszaniny polimeryzacyj-
nej. Przy zbyt szybkim naniesieniu erytrocytéw na
zel, ulegaly one destrukcji w $rodowisku organicz-
nych monomeréw, natomiast po zbyt dlugim czasie
matryca byta zbyt twarda, aby utworzyl si¢ w niej
slad. Nawet w optymalnym czasie, ktéry ustalono na
1-5 minut, znaczna czg$¢ erytrocytow ulegala catko-
witej sedymentacji w matrycy, co uniemozliwialo ich
pdzniejsze usuniecie. Przeprowadzone pomiary po-
twierdzily jednak selektywnos¢ otrzymanej matrycy
wzgledem podgrup A, i A,.

PODSUMOWANIE

Polimery ze $ladem molekularnym sa nowy-
mi, selektywnymi materialami, ktére moga znalez¢
zastosowanie w diagnostyce medycznej i analizie
klinicznej. Niniejsza praca przegladowa ukazuje za-

awansowany stopien badan nad wdrozeniem oma-
wianych materialéw do praktyki medycznej, w roz-
nych obszarach diagnostyki i analizy kliniczne;.
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