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Od 1931 roku wzrosto zainteresowanie polimerami z odciskiem molekularnym (ang.
Molecularly imprinted polymers - MIP), co przetozyto si¢ na ich wykorzystanie w
rozmaitych dyscyplinach nauki. Materiaty polimerowe MIP moga posiada¢ r6zng morfologi¢
poczawszy od monolitow blokowych, kulistych mikrokropelek, konczac na nano-
hydrozelach, co czyni je atrakcyjnymi dla szerokiego zakresu zastosowan. MIP-y cechuje
wysoka selektywno$¢ 1 specyficzno$¢ oraz duza wytrzymato$¢ na skrajne warunki
chemiczne, takie jak niskie/wysokie pH, temperatura lub wysokie stezenia rozpuszczalnikow
organicznych. MIP-y zostaty zaprojektowane jako kompatybilne materiaty wzgledem wielu
grup docelowych, w tym peptydéw, biatek 1 innych zwigzkéw makormolekularnych, a takze
zwigzkow matoczasteczkowych, takich jak leki, ich metabolity, zanieczyszczenia, materiaty
wybuchowe itp. Wysoka zdolno$¢ MIP-6w do rozpoznawania molekularnego umozliwia
réwniez wykorzystane ich jako katalizatorow lub analogow enzymow. W niniejszej pracy
badania zostaty skoncentrowane na wykorzystaniu kilku technik syntezy polimeréw MIP,
nadaniu im wilasciwosci katalitycznych, kombinacji aktywnosci katalitycznej i
rozpoznawania molekularnego lub wytacznie wiasciwosci rozpoznawania molekularnego
wzgledem enzymu. Badania opieraty si¢ odpowiednio na wykorzystaniu MIP-6w jako
sztucznych enzymow, wprowadzajac dodatkowo mozliwo$ci rozpoznawania molekularnego
oraz poprzez zastosowanie naturalnych enzymoéw. W tym celu wytworzono trzy rodzaje
materialow z odciskiem molekularnym, pierwszy posiadajagcy wewnetrzng aktywno$¢
katalityczng, drugi poprzez sieciowanie naturalnego enzymu jako monomeru oraz trzeci

przez zastosowanie enzymu jako wzorca podczas syntezy polimeru.

Pierwszy etap badan polegal na przygotowaniu i zbadaniu wlasciwosci katalitycznych
polimerow z odciskiem molekularnym, ktore nasladujg miejsca aktywne metaloenzymow.
Synteza MIP-6w opierata si¢ na polimeryzacji suspensyjnej monomeréw funkcyjnych (4-

winylopirydyny i akrylonitrylu) z trimetakrylanem trimetylolopropanu jako $rodka



sieciujgcego w obecno$ci jondw metali przejsciowych i alkoholu 4-metoksybenzylowego
jako wzorca. Do wytworzenia tych biomimetykow metaloenzymow wykorzystano
mikroelementy najczesciej spotykane w naturalnych enzymach: Cu®*, Co?*, Mn?* i Zn®**. W
celu przygotowania katalizatorow, najpierw przeprowadzono sorpcje metali aby uzyskaé
odpowiednie obsadzenia centrow aktywnych. Katalizatory z odciskiem molekularnym
zawierajace jony Cu®*, Co®* i Zn*" zostaly z powodzeniem wykorzystane do utleniania
hydrochinonu w obecno$ci nadtlenku wodoru. Katalizator z jonami Mn** nie wykazywat
aktywnosci ze wzgledu na niewystarczajace obsadzenie tym metalem. Natomiast katalizatory
Cu®-MIP wykazywaty najwigksza aktywnos$¢ katalityczna. W przypadku katalizatorow Cu 1
Co-MIP ich aktywno$¢ dodatkowo zwigkszono dzigki zastosowaniu techniki odcisku
powierzchniowego. Wszystkie otrzymane uktady scharakteryzowano poprzez wykonanie
analizy: chtonnosci w wodzie i 0,001 M roztworze HCI, zawarto$ci azotu, porowatosci,
sorpcji 1 whasciwosci katalitycznych. Dodatkowo dla polimerow wytworzonych z jonami
Cu?*, Co*" i Zn*" przeprowadzono badania stabilno$ci po okresie 10 i 18 miesiacach od

syntezy.

Kolejna zastosowana technika taczy w sobie uzycie MIP-6w do testow immunologicznych
oraz metody bio-imprintingu naturalnych enzymoéw. W tym przypadku wykorzystano
usieciowane nanoczasteki biatkowe (peroksydazy chrzanowej - HRP), ktore petnity funkcje
czynnika rozpoznajacego i sygnalizujacego w tescie immunologicznym podobnym do
techniki ELISA. Zastosowano metode syntezy w obecnosci wzorca zaimmobilizowanego na
statym podtozu. Nanoczastki wytworzono wykorzystujac HRP jako monomer funkcyjny i
aldehyd glutarowy jako czynnik sieciujacy, majacy za zadanie utrwalenie sztywnosci wneki
wytworzonej wokol wzorca, zwigkszenie stabilno$ci operacyjnej oraz termicznej
usieciowanych nanoczgstek enzymoéow. Jako wzorzec zastosowano dwa antybiotyki:
wankomycyn¢ 1 ampicyling. Wtasciwosci  enzymatyczne nanoczastek HRP  sg
odpowiedzialne za zdolno$¢ sygnalizacyjna, podczas gdy ich wlasciwosci rozpoznawcze sa
wynikiem procesu wdrukowania molekularnego. W celu opracowania testu podobnego do
ELISA, wybrano kompetencyjny format, w ktorym docelowa czasteczke unieruchomiono na
dnie studzienek mikroptytek. Nastepnie usieciowane czasteczki HRP z odciskiem
molekularnym zostaly uzyte jako substytut zarowno do przeciwcial jak i koniugatu w
tradycyjnym teScie ELISA. Ponadto przeprowadzono testy wigzania 1 reaktywnosSci
krzyzowe] usieciowanego HRP w obecnosci drugiego antybiotyku. Uzyskane wyniki

wykazaty duze powinowactwo i selektywnos¢ nanoczastek HRP w kierunku wzorca



zastosowanego podczas procedury nadruku molekularnego. Dodatkowo usieciowane
nanoczgsteczki HRP wykazaty zwigkszong trwatos¢ 1 stabilno$¢ termiczng w pordéwnaniu z

natywnym enzymem HRP.

Trzecia uzyta metoda polegata na zastosowaniu techniki wdrukowania molekularnego do
rozpoznawaniu enzymow, wytwarzajac stabilizujgce czastki MIP, ktére jednoczesnie
wykazaly powinowactwo do HRP. Preparaty te zostaly przygotowane w celu sprawdzenia
potencjalnego wykorzystania ich do stabilizacji lub zwickszenia aktywnosci Katalitycznej
enzymOw oraz ich trwatosci. Nanoczastki wytwarzano przez syntez¢ monomerow
rozpuszczalnych w wodzie w obecnosci fazy statej z zaimmobilizowanym HRP. Do syntezy
uzyto: N-izopropyloakrylamidu, N-tert-butyloakrylamidu i kwasu akrylowego jako
monomerdéw funkcyjnych i N, N'-metyleno-bisakrylamid jako $rodek sieciujacy. Wielkosé
nanoczastek zostata okreslona metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta a ich stezenie przy
uzyciu spektrofotometru. Nastgpnie przeprowadzono badania agregacji w ciggu 5 dni, ktére
wykazaly, Ze agregaty nanoczasteczkowe zwigkszajag swoj rozmiar od 142,6 nm przy
pierwszym pomiarze do okoto 240 nm, a nastgpnie stopniowo zmniejszajg si¢ i ich rozmiar
stabilizuje si¢ przy 174,70 nm. W koncowej analizie stabilizujagcych MIP-6w zaobserwowano
wplyw obecnosci nanoczasteczek na aktywnos¢ katalityczng HRP w r6znych temperaturach
(w temperaturze 4 °C, 18 °C, 37 °C 1 58 °C) w ciagu 72 godzin. Wyniki potwierdzaja, ze
MIP-y moga zwickszy¢ trwatos¢ HRP podczas przechowywania przez 72 godziny w
temperaturze 4, 18 i 37 °C. Nano MIP-y nie wplywaly na trwato$¢ termiczng HRP w

temperaturze 58 °C



