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ABSTRAKT

Vzhledem ke zvySujicimu se poctu nové diagnostikovanych ptipad rakoviny
je vcéasna detekce onkomarkert klicova. Pokud se odhali nadorové onemocnéni
v pocatecnich stadiich, vyrazné se zlepsi prognoza a pacient ma vyssi Sanci
na preziti. Moderni terapie se ubird smérem k individualizovanému pfistupu,
ktery umoZnuje posoudit a zohlednit potfeby konkrétnich pacientt.
V personalizované mediciné maji biomarkery nezastupitelnou funkci. Z tohoto
divodu je vyvoj vysoce citlivych a selektivnich detekcnich metod zdsadni.
Biosenzory zaloZené na funkcionalizovanych nanomateridlech mohou
poskytnout specifickou a rychlou diagnostiku s pomérné nizkymi naklady,

snadnym pouzitim a potfebnou pfenosnosti.

V bakalafské préci je uveden teoreticky popis vlastnosti a vyroby nanovlaken,
typtt biosenzort(i, personalizované mediciny a klinicky vyznam stanoveni

onkomarkert, ktery byl zaméfen pfedevsim na karcinoembryondlni antigen.

Praktickd cast prace se zabyva mozZnosti detekce karcinoembryonalniho
antigenu v tekutindch pomoci biosenzoru, ktery byl ndmi vytvofen na bazi

protilatkou funkcionalizovanych polyakrylonitrilovych nanovlaken.

Z vysledkti vyplyva, Zze pfipraveny biosenzor je schopny detekovat
karcinoembryondlni antigen v tekutinach v koncentraci od 0,025 do 25 ng/ml.
Pripraveny biosenzor by mohl v budoucnu nalézt uplatnéni v oblasti laboratorni

imunodiagnostiky pfi stanoveni nadorovych onemocnéni.

Klicova slova

Imunosenzory; detekce karcinoembryonalniho antigenu; funkcionalizace
nanovldken;  personalizovand  medicina; onkomarkery; = nanovldkna;

polyakrylonitril



ABSTRACT

Given the increasing number of newly diagnosed cancer cases, early detection
of oncomarkers is crucial. In case of early stage cancer detection, the prognosis
significantly improves and the patient has a better chance of survival. Modern
therapy is moving towards an individualised approach that allows the needs
of specific patients to be assessed and taken into account. In personalised
medicine, biomarkers have an irreplaceable function. For this reason,
the development of highly sensitive and selective detection methods is essential.
Biosensors based on functionalized nanomaterials can provide specific and rapid

diagnostics with relatively low cost, ease of use and necessary portability.

The theoretical description of the properties and production of nanofibers,
types of biosensors, personalized medicine and the clinical significance
of oncomarker determination, which focused mainly on carcinoembryonic

antigen, is presented in the bachelor thesis.

The practical part of the thesis deals with the possibility of detection
of carcinoembryonic antigen in fluids by means of a biosensor, which was created

by us on the basis of antibody-functionalized polyacrylonitrile nanofibers.

The results show that the prepared biosensor is capable of detecting
carcinoembryonic antigen in fluids at concentrations ranging from 0.025
to 25 ng/ml. The prepared biosensor could find future applications in the field

of laboratory immunodiagnostics for cancer detection.

Keywords

Immunosensors; carcinoembryonic antigen detection; nanofiber
functionalization; =~ personalized  medicine; = oncomarkers;  nanofibers;

polyacrylonitrile
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1 UVOD

Rakovina je jednou z hlavnich pficin umrti na celém svété, rocné je
diagnostikovdno vice neZ deset milionti pfipadti. Technologie, které dokazou
spolehlivé detekovat nizké koncentrace onkomarkerti, maji zasadni vyznam pro
vcasnou diagnostiku onemocnéni, poskytuji lepsi prognézu a terapeutické
monitorovani. Personalizovand medicina rovnéz vyuziva velmi citlivého

stanoveni biomarkert pfi riiznych metodach lécby [1].

V soudasné dobé je vétSina metod detekce biomarkerti zalozena
na fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH), sekvenovani nové generace,
imunohistochemii a polymerdzové fetézové reakci (PCR). Tyto techniky jsou
nakladné, casové ndrocné a vyzaduji vysoce kvalifikované pracovniky.
Biosenzory jsou efektivni alternativou, kterd umoznuje specifickou a rychlou

diagnostiku a minimalizuje nevyhody rutiné vyuzivanych technik [2].

Biosenzory, které byly vytvofeny s pouzitim nanovldken a ndsledné
zkombinovdny s technikami imunosenzoriky mohou realizovat vysoce
¢asti procesu vyroby imunosenzoru je imobilizace specifické protilatky
na nanovldkenny povrch. Pro stanoveni biomarkerti rakoviny se vyuziva

interakce protilatky s antigenem [2; 3; 4].

Néplni této prace je vytvofit a otestovat imunosenzor, ktery by dokazal
spolehlivé detekovat karcinoembryondlni antigen v tekutindch. Pfesny postup
funkcionalizace nanovldkenného povrchu protildtkou je predmétem

patentového fizeni.
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2 CILE PRACE

Cilem bakalarske prace je prispét k rozvoji aplikace funkcionalizovanych
nanovldken v personalizované mediciné. Bakalarska prace se zamétuje na casnou

detekci zdvaznych onemocnéni pomoci ultrasenzitivniho bionanosenzoru.

Teoretickd cast této prace ma za cil podat ucelené informace o vyrobé
nanovldken, jejich funkcionalizaci a aplikaci v mediciné. Dalsi ¢ast seznamuje
s personalizovanou medicinou, teranostikou a onkomarkery se zaméfenim

na karcinoembryonalni antigen.

Prakticka cast se zaméfuje na charakteristiku a vlastnosti aktivni vrstvy
neboli bioreceptoru ultrasenzitivniho bionanosenzoru, ktery je schopny

identifikace a in vitro imobilizace karcinoembryondlniho antigenu v tekutinach.

Efektivni stanoveni onkomarkeru by mélo umoZznit véasnou diagnostiku

nadorového onemocnéni a zdokonalit tradi¢ni metody lécby.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Nanovlakna

Nanovlakno je valcové symetricky utvar, jehoZz délka je mnohonasobné veétsi
neZz pramér, ktery je mensi neZ 1 mikrometr. Priiméry nanovlaken jsou velmi
variabilni a fidi se typem aplikace. Obvykle se pohybuji od desitek nanometrti
a dosahuji az po jednotky mikrometra. Nejcastéji se setkdvdme s nanovlakny
o velikosti 100 az 750 nm, v zavislosti na pouZitém polymeru a metodé vyroby.
Pfednosti nanovlaken je jejich obrovsky mérny povrch a mala velikost port,

pres které neprojdou bakterie ani viry, propusti ale molekuly vzduchu [5; 6; 7].

3.2 Vyroba nanovlaken

Vyvoj v oblasti nanovlaken je velmi rychle se rozvijejici védni obor. Své hojné
uplatnéni nachdzi zejména v poslednich desetiletich. Nanovlakenné materialy
nachdzeji Siroké uplatnéni v rtznych oborech primyslu. Nalézdme je
jako soucast textilnich vyrobkti, ochrannych materidl(i, které mohou byt
antibakteridlni, chranici proti UV nebo elektromagnetickym vlnam. Vyskytuji
se jako soucast hygienickych vyrobkii, kosmetickych pfipravkd, ve filtrech,
jako zvukové a tepelné izolace. Ve zdravotnictvi se vyuzivaji v biomediciné,
kde mohou jako nosice zefektivnit podavani léc¢iv a protinddorovou
imunoterapii s vyuzitim nanovakcin. V tkdniovém inZenyrstvi a regenerativni
mediciné nachdazeji své uplatnéni jako implantaty v ortopedii, zubnim lékafstvi
nebo pfi lécbé rakoviny. Své uplatnéni nachdzeji jako nosice pro tkanové kultury
pfi vyrobé obvazi, které umoZnuji snadnéjsi hojeni koZnich poranéni.
V bioinzenyrstvi se pouzivaji k vyrobé rtznych sond. Mezi dalsi aplikace
v oblasti nanomediciny patfi separace a analyza antigenti, protilatek,

biomarkert, proteint, vitamint a vezikul [8; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 17].

12



3.2.1 Jehlové a bezjehlové metody tvorby nanovlaken

Ve dvacatém stoleti se nanovldkna vyrabéla za pomoci jehlovych
neboli kapilarnich zvlaknovacich zafizeni. Jehlové pole se skladalo z mnoha
kapilar, na kazdé se ale zpravidla vytvofila jen jedna tryska. Aby se zvysila
zvlaknovaci kapacita doslo k zavedeni bezjehlovych metod. Vyhodou je,
Ze se polymerni trysky vytvareji samovolné na povrchu roztoku polymeru.
Vznikne vétsi mnozstvi trysek, které poté tuhnou a vytvareji nanovlakna. V obou

metodéch je zapotfebi stejnosmérny proud (DC) o vysokém napéti [10].

Technologie nachazela stale vétsi uplatnéni, jelikoZ se jednd o univerzalni
a pomérné jednoduchou metodu vyroby. V dnesni dobé se nanovlakna nejcastéji
vyrabéji metodou elektrostatického zvlaknovani (electrospinning). Plisobenim
vnéjsiho elektrického pole dochazi k destabilizaci hladiny polymerniho roztoku.
Pfi tvorbé nanovldkna zalezi na intenzité elektrického pole, které na kapku

polymeru ptisobi [10].

3.2.2 Princip elektrického zvlaknovani

Na anodu, ktera je pfipojena k vysokonapétovému kladnému zdroji, se nanese
kapka polymeru. Do vzdalenosti cca 20-30 cm od anody se umisti deskovy
uzemnény kolektor. Pokud se zvySuje potencidlovy rozdil mezi anodou
a katodou na povrchu kapaliny vznikd kladny naboj. Naboj je pfitahovan
zaporné nabitou katodou (kolektorem). Zaroven se kladny néaboj na hladiné
odpuzuje s kladnym nabojem anody, kapka se pfeméni na tvar pfipominajici
misticku (Obrazek 1 B). Pokud se intenzita opét zvysi na okraji muzeme
pozorovat vznik staciondrni viny (Obrazek 1 C a D). Pfekroci-li intenzita
kritickou mez, z kazdé viny vznika kapalinova tryska (Obrazek 1D a E). Z kazdé

trysky vznikne jedno nanovlakno [10].
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A B C. .‘

Obrazek 1 - Chovani kapky polymeru podle intenzity elektrického pole

A) Kapka polymeru bez ptisobenti elektrického pole, B) Kapka pfipominajici
tvar misticky, C) Stacionarni vlny na hladiné kapky, D) Staciondrni viny

a vznikajici tryska, E) Kapalinové trysky [10]

3.2.3 Elektrostatické zvlaknovani z volné hladiny polymernich roztokt

Jedna se o proces, pti kterém na polymerni roztok ptisobi vnéjsi elektrickeé pole
o nadprahové intenzitt a na celé hladiné roztoku dochazi
k samoorganizovanému vzniku nanovldken. Zafizeni, kterd jsou urcena
ke zvladknovani nejsou konstrukéné slozita. Elektrostatické zvlakinovace funguiji
na principu fyzikalnich jev{i, které probihaji v chronologickém pofadi. Dochazi
k destabilizaci volné hladiny roztoku polymeru, poté se vytvori trysky,

které se prodluzuji a vznikaji nanovlakna [10; 18].

3.2.4 Zarizeni na vyrobu nanovlaken

Metoda elektrostatického zvldknovani nachazi obchodni vyuziti pod ndzvem
Nanospider™. Liberecka spole¢nost Elmarco, ptisobici na trhu od roku 2004,
dodava vyrobni stroje Nanospider™. Prvni generace strojii byla zkonstruovana
tak, ze ke koncentraci elektrostatického pole vyuzivala vodorovné se otacejici

valec, na ktery byla nanesena slaba vrstva roztoku polymeru. Druha generace
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se na trhu objevila v roce 2010, inovaci byla vyména valce za tenkou vodivou
strunu. V soucasnosti jsou zafizeni schopna produkovat velmi kvalitni

nanovlakna v pramyslovém méfitku [10; 18].

Nanospider™ technologie vyuZziva jako zvldknovaci elektrodu tenkou strunu,
na niZ se pohybuje hlava naplnéna roztokem polymeru, ktera roztok rovhomérné
nanasi. Na vrstvé roztoku polymeru, se budou vlivem ptisobeni silného

elektrostatického pole vytvaret nanovlakna (viz Obrazek 2) [18].

Privod vzduchu

A g

Kolektor

Zasobnik
na roztok

Zdroj _ |
vysokého! (e Exem
napéti

Obrazek 2 — Usporadani zafizeni Nanospider A) Schématické B) Redlné

[18; 19; upraveno]

3.2.5 Stridavé elektrické zvlaknovani

Vétsina dosavadniho vyvoje a vyzkumu se zaméfuje na DC zvlaknovani.
V tomto pripadé metoda vyuziva ke zvlaknovani stfidavé elektrické pole (AC)
a ma velmi vysokou produktivitu. Porovname-li DC zvldknovani s AC, zjistime,
ze produktivita AC je daleko vy$8i. Jednd se o bezjehlovou metodu,
pii které vznika ttvar podobny kou#i, ktery se skladd z trysek nanovlaken. Utvar

byl nazvan vlecka [10; 19].

Pfi této metodé byl odstranén kolektor, nebot vlecka rychle stoupa

od zvlaknovaci elektrody, na kterou je pfivadéno napéti 30 kV. Virtualni kolektor
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neboli protielektroda vznika samovolné z nové emitovanych nanovlaken,
které vytvari oblak ve vzdalenosti 3040 mm od zvladknovaci elektrody. Diky
vytvofeni protielektrody vznika na povrchu polymeru nadprahova intenzita
pole a muzZe dochazet ke vzniku trysek. Svazky nanovldken vytvorené
zvlaknovaci elektrodou jsou nabité pozitivné nebo negativné. Naboj zavisi
na pulviné proudu, ktery byl na elektrodu pfiveden v dobé, kdy nanovldkno
vzniklo. Nové vytvofené nanovldkno ma opacny ndboj nez oblak v oblasti
protielektrody, proto dochdazi k ¢aste¢né rekombinaci a tvorbé vlecky. Vlecka je
unasena elektrickym vétrem, ktery je vytvoren zvlaknovaci elektrodou. Vitr hraje
v procesu velmi vyznamnou roli, jelikoZ zabrariuje nové vzniklym nanovldkntim
navraceni zpét na zvlaknovaci elektrodu v dob€, kdy dojde ke zméné polarity.
Po rekombinaci v oblasti protielektrody jsou svazky nanovldken diky

elektrickému vétru odsunuty déle od zvlaknovaci elektrody [10; 19].

Z nanovlakenné vlecky lze snadno vytvofit pfizi, jelikoz ma idedlni vlastnosti
pro zakrouceni. MiZeme tak vytvofit nité o poZadované struktufe. Pomoci
bezjehlového a bezkolektorového zvldknovani lze vyrobit prizi tvofenou
az z 80 % nanovlakny. Vyrobi se kompozitni pfize s masivnim nanovldkennym
obalem. Rychlost vyroby jde zvysit z 10 metrt za minutu na 60 m/min pfidaji-li
se zvlakniovaci elektrody. Tato vyroba kompozitnich nanovldkennych ptizi by
mohla v budoucnu nalézt Siroké uplatnéni, nebot se u ni nevyskytuje limitujici
faktor, kterym je kolektor v pfipadé DC metody. Dalsi vyhodou je vyssi pritok
polymerniho roztoku. Textilie vyrobené metodou AC maji vyrazné odlisné
mechanické, sorpéni a filtracni vlastnosti na rozdil od materidlt vyrobenych
klasickym zptisobem. Maji proto potencidl pro Siroké uplatnéni v oblasti
biomediciny, textilnim pramyslu, filtraci, environmentdlnich senzorech

a vylepSenych katalyzatorech [10; 19; 20].
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3.2.6 Dalsi metody vyroby nanovlaken

Nanovlakenné materidly lze vyrabét mnoha technikami. Nejbéznéji uzivanou
metodou vyroby nanovlaken je v dnesni dobé stale metoda elektrostatického
zvlaknovani (Electrospinning). Mezi dalsi zptisoby vyroby lze zafadit odstredivé
zvlaknovani (Centrifugal Spinning), samoorganizaci (Self-assembly), dlouzeni
(Drawing) nebo foukdani taveniny (Meltblowing). Pfi této metodé se vyuZivaji
trysky s otvory, do kterych se pfivadi tavenina, ta je teplym vzduchem vytlacena
a nasledné dlouZena. Dalsi laboratorni metodou je zptisob vyroby nanovlaken
za pouziti presné definovanych Sablon (Template Synthesis), které maji velmi
malé otvory, kterymi se protlacuje polymer. Touto metodou lze pfipravit vlakna
o priméru pouze nékolik nanometri. Posledni zminénou nepriimyslové
uzivanou metodou je fdzova separace (Phase Separation). Pti této metodé nejprve
vznikne zchladnutim polymeru gel. Do gelu se zavede sublimujici rozpoustédlo,

které zcela nahradi ptivodni, z néhoz poté vznikne nanovlakennd péna [5; 21; 22].

3.2.7 Parametry vyrobniho procesu

Vlastnosti nanovldken se daji ovlivnit mnoha parametry, zalezi
na vlastnostech a typu pouzitého polymeru, na velikosti pfivadéného napéti,
na tvaru elektrody a jeji vzdalenosti od kolektoru, na rychlosti pfivadéni roztoku
k elektrodé, na vlhkosti a teploté prostfedi. Velkou roli hraji také parametry
zvldknovaného polymeru, mezi které patfi chemické sloZeni, molekulova
hmotnost, rozpustnost, viskozita, elektricka vodivost, povrchové napéti a tenze
par rozpoustédla. Dilezita je koncentrace polymeru stejné jako typ rozpoustédla

[5; 22; 23; 24].
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3.3 Polymery a rozpoustédla pro vyrobu biokompatibilnich
a biodegradabilnich nanovlaken

Na nanovldkna aplikovand v biomediciné jsou kladeny podstatné vyssi
naroky neZ na ta, kterd jsou aplikovana v jinych odvétvich. Nanovlakna by méla
byt biokompatibilni a také biodegradabilni. V dnesni dobé je snaha vyrabét
materidly, které jsou schopny se zaclenit do organismu, jsou tolerovany
imunitnim systémem a mtize dochazet k vaskularizaci. Diky témto vlastnostem
je dosazZeno lepsi regenerace tkani. Je tfeba vyrobit takové materidly, které maji
srovnatelny c¢as odbourdvani s dobou, kterd je potfeba k vytvoreni nové tkané [5;

6.

Biologicky rozlozitelnd nanovldkna jsou vyrobena z polymerd na bazi
polyvinylalkoholu (PVA), poly(B-hydroxybutyrat-B-hydroxyvaleratu) (PHBV),
poly(kyseliny mlécné a glykolové) (PLGA), poly-e-kaprolaktonu (PCL)
a kyseliny polymlééné (PLA), které obsahuji réizné biocidni latky
pro biomedicinské aplikace. Do této skupiny miiZeme zahrnout obvazy na rany,
struktury pro efektivnéjsi podavani 1éciv a scaffoldy pro tkanové inZenyrstvi,

coz jsou nosice, které po osazeni burtkami slouzi k jejich kultivaci [9].

K vyrobé nanovldken se casto pouzivaji vysoce toxickd tékava organicka
rozpoustédla nebo systémy rozpoustédel jako jsou chloroform,
dimethylformamid (DMF), tetrahydrofuran (THF), dichlormethan (DCM),
chloroform/methanol, DMF/THF a také DMF/chloroform. Tato organicka
rozpoustédla jsou zdrojem nebezpeci nejen pro obsluhu a Zivotni prosttedi,
ale také pro koncové uzivatele v podobé zbytkového rozpoustédla. Odstranéni
zbytkovych rozpoustédel z elektrostaticky zvlaknéného nanovldkna je obvykle
slozité. V ptipadé biologicky rozlozitelnych implantatii by se pfi jejich degradaci
mohla rozpoustédla uvolfiovat a nasledné zptisobit toxicitu pro okolni bunky.

Vsechna tato rozpoustédla se fadi do tfidy 2 a jejich pouziti by mélo byt omezeno.
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Pro aplikace v tkdniovém inZenyrstvi je tfeba uzivat rozpoustédla s nizkym
toxickym potencidlem, ktera jsou zafazena do tfidy 3. Mezi né fadime kyselinu
mravenci, kyselinu octovou, aceton a jejich vzdjemné kombinace. Takto

pripravena nanovlakna jsou necytotoxicka a biokompatibilni [25; 26].

3.3.1 Polyakrylonitrilova (PAN) nanovlakna

Polyakrylonitril (PAN) je stabilni polymer, jenZ ma vyborné mechanické
vlastnosti. Mezi jeho pfednosti patfi stabilita az do 300 °C, chemickd stabilita
a tolerance k vétsiné rozpoustédel, bakteriim a zafeni, velky specificky povrch,
vysokd pevnost, porovitost, spradatelnost, propustnost pro kyslik, ekologi¢nost

a hydrofobicita [8; 24; 27; 28; 29].

Databaze TOXNET uvadi PAN jako netoxicky, proto ma velky potencidl
pro Sirokou skalu aplikaci, jednou z nich je 1ékafstvi. Modifikovanim povrchu,
které zajistuje pfitomnost nitrilovych skupin, 1ze do jejich struktury inkorporovat
rtizné latky s pozitivnim vlivem na organismus. Modifikované struktury mohou
slouzit v oblastech peropera¢niho vyzkumu, k fizenému podavani léciv,
jako vylepSené kozni kryty ran nebo obvazy. Pfi modifikaci nanovldken
s ucinnou latkou lze urychlit fyziologicky i patologicky proces hojeni. Zaéina také
vyvoj chytrych ndplasti, které 1é¢i a zdrovenl monitoruji proces hojeni pomoci
senzort. PAN nanovldkna se jiz pouZivaji jako dialyzatory, které vychytavaji

skodlivé latky [8; 27; 29].

V dnes$ni dobé nachazeji Siroké uplatnéni oxidovand PAN nanovldkna,
ktera se ziskavaji zahfivanim kyseliny polyakrylové (PAA) a maleinanhydridu,
coz vede k oxidaci, zesifovani a tvorbé dlouhych molekul. Uplatnéni nachdazeji
v elektronice, automobilovém pramyslu, Zelezni¢ni dopravé, lodnim,
vytahovém, leteckém a kosmickém pramyslu. Tato primyslova odvétvi vyZaduji
vysoce vykonné materidly za pfijatelnou cenu, coz oxidovana PAN nanovlakna

spliiuji. Poptavka se neustéle zvysuje, jelikoz zacinaji nahrazovat kovy a plasty.
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Diky své chemické struktufe ma oxidovany PAN vysokou mechanickou pevnost
ve srovnani s jinymi nanovldkny. Dale ma vynikajici elektrické vlastnosti, tuhost,

odolnost a nizkou hustotu [30; 31].

Uroveii oxidace uréuje pevnost, pruznost a dali vlastnosti. PAN
nanovldkna mohou byt nizko, stfedné a vysoce oxidovana. Nizko oxidovana
zahrnuji termoplasticky polymer, ktery lze po zahfati na vysokou teplotu
(>100 °C) snadno tvarovat. Stfedni oxidace pfeménuje PAN na sklovité materidly
FiberGlassy, které maji vysokou pevnost v tahu, nizkou hustotu a vynikajici
odolnost proti korozi. Tato vldkna se pouzivaji v automobilovém primyslu,
v leteckych a kosmickych konstrukcich nebo pfi vyrobé lan. Vysoce oxidovana
PAN nanovldkna maji vysoky obsah kysliku a to az 55 %. Vysoka odolnost,
pevnost a schopnost odoldvat odéru je predurcuje k pouziti v pneumatikach,
zelezniénich kolejich, lodnich dilech, vytahovych lanech, leteckych lanech
a dalsich. V budoucnu se ocekava enormni nartist globalniho trhu s oxidovanymi

PAN, a to az 0 55 % [30].

3.3.2 Vliv vyrobnich parametrt na vlastnosti PAN nanovlaken

Hodnoty vyrobnich parametrtt mohou zdsadné ovlivnit vyslednou morfologii
nanovldken. PAN nanovldkna se vyrdbi elektrostatickym zvldknovanim
polymeru, ktery vznikne rozpusténim PAN v DMF. Na vysledny produkt ma
vliv koncentrace roztoku PAN-DMF. Pramér vlaken se zvysuje z 208 nm
na 881 nm s rostouci koncentraci od 6 % do 12 %. S nartistem rychlosti davkovani
polymeru se zlepSila morfologie a zvétsil se priimér vladken. Po prekroceni
stanovené hodnoty prahového napéti, dojde rovnéz ke zvétSeni priméru. Pokud
rozsifime zénu zvlaknovani z 100 mm na 150 mm, pramér se téméf zc¢tyfnasobi.
Se zvysujici se koncentraci se zvysila pevnost a taznost. Koncentrace ma rovnéz
vliv. na  smadcivost,  hydrofobnéjsi byla nanovldkna  vyrobena

z koncentrovanéjsiho polymeru [24].
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3.4 Vyuziti nanovlaken v mediciné

Vyuziti nanovldken v mediciné je velmi Siroké. Lze je vyuzit k vyrobé
materidlt pro nahrady kosti, chrupavek, cév, nervové tkané, koznich kryta
nebo ocnich implantatt uzivanych k 1écbé glaukomu. Scaffold neboli tkanovy
nosic je vyroben tak, aby co nejlépe imitoval Zivocisnou tkan. VloZime-li scaffold
do organismu, mtZe pomoci pfi reparaci poskozené tkané. Dalsi moznosti je

modifikace povrchu pomoci riiznych aktivnich latek nebo bunék [6; 32].

V tkanovém inZenyrstvi se vyuzivaji scaffoldy, které maji optimalni povrch
pro osazeni a rust bunék. Timto zplisobem byla vytvofena uméla trachea
z kmenovych bunék pacienta, kterd byla poté implantovana do mist
poskozenych rakovinou. Dale lze vyuzit nanovlakna k reparaci poskozenych
nervil nebo pro péstovani svalovych bunék. Pro tyto ucely byl nosi¢ vytvofen
z chitosan-PCL. V idedlnim scaffoldu mtize dochazet k diferenciaci
mezenchymalni kmenové buniky (MSCs) na buriky svalti, chrupavek, kosti, Slach,

vazll i na buniky tukové [32; 33].

V regenerativni mediciné se mutZzeme setkat s Zelatinovymi nanovlakny,
ktera se pfipravuji elektrostatickym zvldknovanim z vodnych roztok
okyselenych kyselinou octovou. PLA a PGA rovnéz vyrdbéna elektrostatickym
zvlaknovanim jsou ideadlni jako nosice télnich implantatt, jako nosice pro fizené
uvolnovani 1éciv nebo kryti ran. Pokud se k nim prida 3-hydroxybutyrat 1ze je

vyuzit k 1écbé tkani chrupavek [5].

Kryty ran by mély podporovat hojeni a eliminovat vznik jizvové tkané. Ranu
musi chrénit pfed kontaminaci bakteriemi a zachovéavat idedlni vlhkost
pfi hojeni. Pouziti i odstranéni z rany by mélo byt jednoduché. Vyhodou je
moznost kryt modifikovat antimikrobidlni aktivitou, ktera ptsobi

Sirokospektralné a idealné i na rezistentni bakterie. Jako aditivum je mozné
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pouzit antibakteridlni latky nebo léciva. Suprasorb X® je kryt vyrobeny

na zakladé regenerované celuldzy [32].

v/

Rizené uvoltiovani 1ééiv je pro pacienta vhodnéjsi, jelikoz dopravi 1é¢ivo
do mist ptlisobeni fyziologicky lepSim zplsobem a snizi tim zatéz
pro organismus. Je zaloZeno na dvou principech. Prvnim je difuze a druhym
rozpad matrice. Lécivo lze inkorporovat na povrch nanovldkna. Jiné typy
umoznuji zvldknit 1é¢ivo spolecné s polymerem do nanovldkenné struktury.
Jindy se vyuziva rtizné rychlosti odbouratelnosti jednotlivych polyesterti tak,
Ze se zkombinuji do vice vrstev. Vyrobi se nanovldkno ve tvaru trubice
o priméru 400 az 600 nm. Na povrchu je plast z biodegradabilniho materialu
a uvnitf je dutina, kterd mutze byt vyplnéna biologicky aktivni latkou, jedna
se o tzv. core-shell nanovlakno. Hydroxypropylmethylceluloza (HPMC) je hojné
pouzivany polymer pro ucely fizeného podavani léciv, zlepSuje rozpousténi
latek jinak Spatné rozpustnych ve vodé diky velkému mérnému povrchu.
Ve studii byl jako modelové 1é¢ivo pouzit spironolakton a jako sekundarné
pfidavany polymer polyethylenoxid (PEO). Dal$i vyzkum se =zabyval
optimalizaci poddnim ibuprofenu, protoze je Spatné rozpustny ve vodé
a rychlost rozpousténi je omezena stfevni absorpci. Hydrofilni
polyvinylpyrrolidon (PVP) byl spole¢né s ibuprofenem rozpustén
v etanolu a poté elektrostaticky zvldknén. U peroralné podaného léku v této
formé bylo pozorovano vyrazné zvyseni gastrointestindlni absorpce [5; 6; 32; 34;

35].

3.5 Funkcionalizace nanovlaken

Funkcionalizace nanovlaken je specificky proces upravy povrchu. Tato
tyzikdlni nebo chemickd funkcionalizace vede k pripojeni a imobilizaci
specifickych  biomolekul. Imobilizace probihd diky mezimolekulovym

interakcim, jako jsou Van der Waalsovy sily, vodikova vazba a hydrofobni
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interakce. Chemicky zptisob funkcionalizace je charakteristicky stabilnéjsi
kovalentni vazbou, ktera se vyskytuje ve funkcnich skupindch primarnich amint,
karboxylovych skupinach, thiolech, karbonylech a u sacharidii pfi oxidaci

nebo redukci [1].

Pfedpokladem kvalitni funkcionalizace je pfitomnost dostate¢cného mnozstvi
funkénich skupin. DalSim kritériem je velky povrch na jednotku objemu, idealni
prumér vldkna a velikost port. Nitrilové skupiny na polyakrylovych vldknech
1ze redukovat na aminoskupiny nebo oxidovat, jak jiz bylo popsano vyse. Reakci
bifunkénich c¢inidel s funkénimi skupinami Ize na povrch inkorporovat
protilatky. Procesem imobilizace 1ze kovalentné vazat rtizné molekuly na povrch

nanovlaken [27; 36].

V primyslu se stabilizace polyakrylonitrilovych vldken obvykle provadi
za pritomnosti kysliku. Vysledna exotermicka reakce je zptisobena reakci vlaken
s kyslikem. Stabilizaci 1ze provadét i v inertni atmosféfe. Je mnoho mechanism
funkcionalizace pomoci oxidaéni reakce, jednou =z nich je cyklizace
a dehydrogenace. Dalsi moznosti je vznik struktury s etherovymi spoji, které jsou
spojeny kyslikovymi mtstky. Wat navrhl Zebfickovou strukturu, v niz je kyslik
vznikly oxidaci vlozen do struktury ketonové skupiny. Clarke a spol. navrhli
model, podle néhoz z hydropyridinové struktury polyakrylonitrilovych vldken
snadno vznikaji oxidy a hydroperoxidy, které lze prevést na ketonové

a aromatické struktury [31].

Povrchové modifikovand polyakrylonitrilovd nanovldkna byla pouzita
pro detekci protilatek v imunoanalyze. Sendvicova ELISA s PAN nanovldkny
byla schopna presné stanovit velmi nizké koncentrace protilatek. Citlivost testu
byla daleko vyssi nez u konvencéni destickové metody. Systém byl pouzit

také pro stanoveni protilatek z krve. Védci dospéli k zavéru, Ze pomoci
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imunoanalyzy na funkcionalizovanych PAN nanovldknech lze detekovat
protilatky z télnich tekutin. Ke stanoveni protilatek pomoci modifikovanych
nanovlaken stacilo pouhych 0,1 ul lidské krve. Vyhodou metody je nizky detekéni
limit, vyssi specificnost, dobra reprodukovatelnost, univerzalnost, snadna
separace a detekce volnych a vazanych molekul. Funkcionalizovana nanovlakna
maji velky potencidl pro pouziti v oblasti laboratorni imunodiagnostiky
pri stanoveni nadorovych a infekénich onemocnéni, autoimunitnich poruch

a alergii [29; 36].

Funkcionalizaci 1ze optimalizovat pouziti, pfi hydrolyzaci, nasledném
chlorovani a navdzani kaseinu se zlepsila schopnost absorbovat vlhkost
a zadrzovat vodu. Modifikovana vlakna PAN se pouzivaji k imobilizaci rtiznych

enzymu pro praumyslové a biomedicinské aplikace [36].

3.6 Biosenzory

Biosenzor je malé analytické zafizeni, jehoz vystupni signdl koreluje
s koncentraci cilového analytu ve vzorku. Generovany signal je tmérny mnozstvi
cilového analytu ve specifické reakci. Biosenzor je schematicky zndzornén
na Obréazku 3 a skladda se z bioreceptoru a pfevodniku. Bioreceptor ma za tikol
detekovat analyt. Bioreceptory mohou mit podobu enzymt, proteinti, DNA,
RNA, buné€k, receptorli, antigenti nebo protilatek. Bioreceptory jsou
imobilizovany bud na polymer nebo dovnitf polymeru, jelikoz zvySuji
selektivitu biosenzorti. Jakmile bioreceptory interaguji s analytem, vznikne

signal v podobé tepla, naboje, zmény hmotnosti nebo pH [1; 37; 38].

Ukolem pievodniku je zpracovat informace z bioreceptoru, které jsou
nasledné pfevedeny na méfitelny signal. Signal pak mtiZe byt zobrazen v podobé

graft, ¢isel nebo obrazki, které jsou pro uzivatele srozumitelné [38].
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Biosenzory lze rozdélit na zdkladé rtazného zptisobu premény signalu
na elektrochemické, elektrochemiluminiscencni a  fotoelektrochemické
biosenzory. V zavislosti na bioreceptoru je lze délit na biosenzory DNA,
enzymoveé biosenzory, imunosenzory, bunééné biosenzory, tkanoveé biosenzory,

biosenzory s molekuldrnim otiskem [39].

Analyzovany
vzorek

Bioreceptor

Signal

:| Prevodnik

Obrazek 3 — Schéma biosenzoru [39; upraveno]

Biosenzory lze pouzit v mnoha oblastech, naptiklad v zemédélstvi, k analyze
bezpecnosti potravin, detekci bakterii, monitorovani zivotniho prostfedi. Hlavni
vyuziti vSak nalézaji ve zdravotnictvi. Zde se vyuzivaji k diagnostice nemoci,
k monitorovani hladiny latek a lé¢iv v organismu. Biosenzory nabizeji
jednoduchou, levnou a citlivou analyzu, kterd je zapotfebi pfi monitorovani
diabetu, alergickych reakci, odhaleni patogennich infekci, véasnou diagnostiku
HIV nebo rakoviny. Diky témto vlastnostem se staly alternativou k pomérné
nakladnym a casové naroénym bézné vyuzivanym laboratornim testim. Jejich
vyuziti 1ze nalézt i pfi testovani pfimo v misté péce (POCT) [37; 38; 39; 40; 41; 42;
43; 44].
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Vzhledem k celosvétovému ndrtstu vyskytu rakoviny jsou nové vyvijené
metody, které umozni jeji véasné odhaleni, skute¢né velkym pfinosem. Stanoveni
nizkych koncentraci biomarkeri v matricich bylo dfive technicky narocné,
ale vyborna detekcni schopnost biosenzorti otevira Siroké moznosti vyuZiti
v diagnostice a terapii. Biosenzory lze vyuzit k detekci rliznych biomarkert.
Vyvinuty byly senzory pro PSA, CA 125, CA 15-3, AFP, hCG, nadorovy
supresorovy protein p53 a mnoho dalSich. Vzhledem k tomu, Ze je
pro diagnostiku a monitorovani rakoviny potfeba stanovit vice markerti, bylo by
idedlni vyvinout biosenzor, ktery by dokazal detekovat nékolik biomarkerti

soucasné [3; 37; 38; 39; 43].

3.6.1 Imunosenzory a jejich typy

Imunosenzory jsou v podstaté zdokonalenim imunoanalyz. Je to tfida
biosenzorti zaloZena na specifické rozpoznavaci funkci antigenu a protilatky.
Imunosenzory obecné implementuji protilatky nebo antigeny jako rozpoznavaci
prvky pro detekci cilovych molekul. Ve srovnani s jinymi detekénimi metodami
ma elektrochemicky imunosenzor vyhodu vysoké citlivosti, vysoké specifity,
selektivity, nizkych ndkladt, rychlého méfeni, jednoduchého pouziti a praktické

velikosti, proto jsou vhodné i pro stanoveni analytt v terénu [3; 37; 38; 43].

Elektrochemicky imunosenzor funguje na principu méfeni elektrického
signalu, 1ze méfit proud, potencidl nebo impedanci. Zmétena hodnota koreluje
s mnozstvim vytvofeného komplexu antigenu s protilatkou. Elektrochemické
biosenzory jsou zalozeny na oxida¢né-redukcnich reakcich. Pomoci
elektrochemického imunosenzoru Ize stanovit napfiklad hodnotu C-reaktivniho

proteinu (CRP) [1; 38; 44].

Optické imunosenzory vyuzivaji k detekci analytii metody zaloZené
na chemiluminiscenci, absorpci svétla, fluorescenci, fosforescenci, rozptylu

v temném poli, Ramanové rozptylu, polarizaci a rotaci svétla,
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priemZ nejrozsifenéjsi je povrchova plazmonova rezonance. Imunosenzory
na bazi optiky pozoruji zménu faze, rychlosti polarizace nebo frekvence
vstupniho svétla, kterd odpovida tvorbé komplexu antigen-protilatka. Optické
imunosenzory obvykle vyuZivaji svétlo pochdzejici bud z laseru, diody
nebo Zarovky s bilym svétlem a umoziuji pozorovani zmén vlastnosti svétla
odrazeného od senzoru nebo jim prochdzejiciho. Vyhodou toho typu biosenzoru
je energetickd tspora a moznost detekce v redlném case. Nejcastéji se pouZzivaji

k detekci nukleovych kyselin a antigenti [38; 44; 45].

Piezoelektricky imunosenzor vyuziva hmotnostni citlivost piezoelektrického
kfemenného krystalu v zavislosti na specifickou interakci protilatka-antigen.
Vyhodou piezoelektrického imunosenzoru je jeho schopnost detekovat analyty
v redlném case. Byly vyvinuty vysoce citlivé piezoelektrické biosenzory

pro detekci toxinu cholery, hepatitidy a potravinovych patogenti [38; 44].

Termometricky imunosenzor detekuje tepelné zmény, které nastavaji
jako dusledek specifické reakce analytu s protildtkou nebo antigenem
a odpovidaji koncentraci sledovaného analytu. Pfi reakci mtze byt teplo
uvolnéno nebo absorbovano. Zménu teploty lze pfimo prevést na elektricky
signdl. Termometricky imunosenzor byl vyuzit pfi detekci faktoru nadorové
nekrézy (TNF-a), proteinu spojeného s Alzheimerovou chorobou, rakovinou
a zanétlivymi onemocnénimi. Ve studii byl vyuZivan sendvicovy format
s enzymem glukézooxidazou, ktery byl konjugovan s protilatkami. Enzymaticka
reakce mezi glukdzooxiddzou a jejim substratem produkuje teplo, které je
nasledné termoelektrickym senzorem transformovano na elektricky signal.

Pomoci tohoto typu imunosenzoru Ize také detekovat hybridizace DNA [38; 44].
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3.6.2 Vyuziti biosenzortt na bazi funkcionalizovanych nanovlaken
v teranostice

Teranostika je termin, ktery vznikl integraci slov TERApie a diagNOSTIKA.
Zaclenéni nanotechnologii do oblasti diagnostiky pfedstavuje zcela nové
moznosti v terapii a diagnostice Siroké Skdly nemoci. Imunosenzory na bazi
funkcionalizovanych nanomateriali se pouZzivaji pro diagnostiku nemoci,
genetickych vad a detekci patogenti. Pouziti nanomaterialti vedlo ke zlepSeni
analytickych vlastnosti imunosenzord. Byla zaznamenana lepsi citlivost,
stabilita, Zivotnost, zesileni generovaného signalu a zaroven bylo umoznéno
opétovné pouziti a recyklace drahych enzymu. Funkcionalizaci se rovnéz zvysila
selektivita mnoha biosenzorti. Systémy na bazi nanovlaken byly témér desetkrat
vykonnéjsi oproti systémiim na tenké vrstvé. Dalsimi vyhodami imunosenzort
jsou biokompatibilita a relativné nizké naklady, diky tomu jsou schopné dobfe

konkurovat metodé ELISA [1; 2; 37; 38; 43; 44; 46; 47; 48].

Bylo také dokdzano, Ze imunosenzory na bdzi nanomateridlti 1ze pouzit
jako kvantitativni analytické nastroje pro detekci bioanalyt(i, které maji
souvislost s rakovinou. Mezi né patii nukleové kyseliny, geny, genové sekvence,
proteiny, hormony, dokonce i cirkulujici rakovinné bunky. Biomarkery pfitomné
v nadorech, krvi, modi, stolici nebo jinych télnich tekutindch a tkdnich maji tzky
vztah k detekci rakoviny, coz je zdsadni pro screening, diagnostiku
a terapeutickou stratifikaci pacienti. Biomarkery diky tomu, ze usnadnuji

kombinaci terapie s diagnostikou, budou hrat dtleZitou roli ve wvyvoji

personalizované mediciny [1; 37; 38; 41; 43; 46; 47].

3.7 Personalizovana medicina
3.7.1 Historie personalizované mediciny

Pojem personalizovand medicina (PM) poprvé pouzil K. K. Jain
ve stejnojmenné knize v roce 1998. Zaklady byly poloZeny o 90 let dfive

zavedenim pojmu gen, genotyp a fenotyp. V roce 1931 sir Garrod vyslovil
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myslenku, Ze genetika ma velky vliv pfi reakci organismu na lécbu. V roce 1953
Watson a Crick popsali strukturu DNA. Dalsi vyznamnou roli pro vznik PM hral
objev radioimunoanalyzy, poloZeni zakladi farmakogenetiky a objev
polymerazové retézové reakce (PCR). Mezi roky 1990 a 2000 byl zaznamenan
velky rozvoj genomiky a molekuldrnich nanotechnologii. Vrcholem bylo
dokonceni kompletni sekvenace lidského genomu v roce 2003. Diky témto
znalostem mohl byt poloZen zaklad PM. V CR je PM zaméfena piedevsim
na léébu onkologickych pacientti a znalosti PM se stale vice uplatiuji v rutinni
praxi. PM se déle uplatiiuje pfi diagnostice a 1é¢bé vzacnych genetickych
onemocnéni. Na zakladé specifickych genetickych znakti 1ze navrhnout
terapeutickou stratifikaci pro jednotlivé pacienty, coz muize v konecném

dtsledku vést ke zlepSeni lééebnych vysledkt [49; 50; 51].

3.7.2 Zefektivnéni lécby rakoviny pomoci personalizované mediciny

Rakovina je skupina onemocnéni, kterd se vyznacuje nekontrolovanou
bunéénou proliferaci, invazi do tkdni, nékdy metastazovanim a je jednou
z hlavnich pfi¢in umrti na svété. Selhani lé¢by u pacientd s primdrnim
i metastatickym nddorovym onemocnénim, zptisobenym chemorezistenci
a radiorezistenci, posililo vyzkum v oblasti 1é¢by rakoviny pomoci PM. Potencial
PM je obrovsky a ma za cil zlepSit soucasné lé¢ebné postupy, coz vede k diivéjsi
diagnostice, vyssi tspésnosti 1écby, zlepseni progndzy, prodlouzeni doby preziti
a zlepsSeni kvality Zivota pacienta. PM je lécebny postup zaloZeny na znalosti

genomického profilu pacienta [52; 53; 54; 55].

"Vize" PM zahrnuje méfeni nékterych zdasadnich charakteristik nadoru,
které napomahaji tomu, aby se lécba optimalizovala na miru kazdému
pacientovi, Uspésné suprimovala onemocnéni a zabranila relapsu. Vyuziti
novych molekuldrnich analyz vedlo v oblasti vyzkumu ke shromdzdéni

obrovského mnozstvi dat. S rozvojem sekvenovani byla objasnéna geneticka
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informace rtznych nadorti, ktera byla predpokladem pro vyvoj a vyzkum
molekuldrné cilenych chemoterapeutik. VSechny aspekty vedly k tomu, ze se PM

Vev /s

v této oblasti stala klinicky dostupnéjsi [52; 53].

3.7.3 Uloha biomarkerti v personalizované mediciné

Cilem je zefektivnit stanoveni onkomarkerti a umoznit véasnou diagnostiku
nadorovych onemocnéni. Diky stanoveni nadorovych biomarkert lze ziskat
specifické informace o rakoviné, jako je agresivita, umoZznuji sledovat reakci
nadorové tkané na zvoleny typ lécby a pomahaji nam tak rozhodnout
o nejefektivnéjSim zptisobu terapie. Laboratorni stanoveni biomarkeri pomaha
personalizovat a zefektivnit tradiéni metody lécby rakoviny a je stdle vice
klinicky relevantni. Biomarkery pouzivané v PM mohou byt geny, genové
produkty, specifické burky, molekuly, enzymy nebo hormony, které lze
detekovat v krvi, moci, tkadnich nebo jinych télesnych tekutindch. PM se zabyva
standardizaci kritérii a pokyna pro diagnostiku, prognézu a lécbu na zakladé
novych biomarkert, coz vede ke zlepSeni postupu pfi 1écbé onemocnéni
s ohledem na proteomiku a metabolomiku. Konfirmacéni studie slouzi
k prokazani presnosti biomarkerd, poté je mozné spolehlivéji identifikovat
heterogenitu nadorového systému, zajistit lepsi stratifikaci nddord a vyvoj

efektivnéjsich agonist(i a antagonistu 1éciv [37; 47; 54; 56; 57; 58].

3.7.4 Vyznam organoidii v personalizované mediciné

V idedlnim pripadé by se PM méla fidit genomickym profilem s ohledem
na heterogenitu pacientova nadoru. Molekularni profilovani je stale uZzitecnéjsi
pfi hledani novych biomarkerti, vyvoji screeningovych metod a cilenych
terapeutickych 1é¢iv. Novy pokrok v oblasti PM predstavuji bunécné linie
odvozené od nadorti pacientti, které jsou velmi uzite¢né pro identifikaci
charakteristickych fenotypi a urceni citlivosti na protinddorové 1léky

i molekularné cilené terapie [52; 53; 58].
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Organoid je organové specificky shluk bunék, ktery vznikl samoorganizaci.
Autofi M. Shiihara a T. Furukawa ho alternativné nazyvaji ,, zmensenina organu”.
Organoid je in vitro model s kultivovanymi burikami, které tvofi trojrozmérnou
strukturu a dédi fenotyp a genové mutace primarniho nadoru. Organoidy maji
schopnost sebeobnovy a mohou se uspofadat tak, aby se strukturou i funkci
podobaly ptivodnimu orgdnu nebo nadoru, proto jsou vhodnéjsi nez konvencni
2D bunécné linie nebo xenografty, coz jsou stépy, které pochdzeji z jiného
organismu. Podle nejnovéjsich studii dochdzi u organoidd k malym genomickym
zménam, i po dlouhodobé kultivaci, stejné jako je tomu v téle pacienta.
Proto se ocekava, Ze organoidy, odvozené a kultivované ze vzork(i nadort
v raném i pozdnim stddiu, budou spolecné s biomarkery vyznamné

pfi navrhovani personalizované 1é¢by rakoviny [52; 53; 57; 59].

3.8 Antigeny

Antigen je latka, na kterou reaguje imunitni systém a ktera dokaze vyvolat
imunitni reakci organismu. Antigeny lze rozdélit na autoantigeny a exoantigeny,
které pochdzi ze zevniho prostfedi organismu. Chemickou podstatou antigenu
je protein nebo glykoprotein. Miizeme nachdazet i antigeny cukerné a tukové
povahy, které se mohou vyskytovat v rtiznych komplexech. Imunitni systém je
schopny reagovat na molekulu, jejiz relativni hmotnost je alespori 10 000. Nejprve
ji vyhledd, rozezna a nasledné na ni reaguje. Cast antigenu, kterou je schopny
identifikovat specificky receptor, se nazyva epitop. Pokud je kompatibilni
vazebné misto protilatky s antigenem, dojde mezi nimi k vytvofeni kovalentni
vazby, vysledny produkt se nazyva imunokomplex. Velmi specifické reakce
antigenu a protilatky se vyuziva v mnoha imunochemickych metodach [60; 61;

62; 63].
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3.9 Maligni proces v bunce

Maligni zvrat buriky mtiZe nastat v organismu z mnoha pficin. V burice mtze
dojit k mutaci genti, které kdduji vznik bilkovin nebo mohou byt naruseny dalsi
dtilezité procesy v burice. Jedna se tfeba o proces regulace adhezivity, transkripce
nebo apoptozy. Zmutované buriky se mohou zacit nekontrolovatelné délit.
Z tohoto divodu mizZe dochdzet ke tkanové zmeéné lokalizace buriky
a invazivnimu réistu. Je narusen imunitni dohled v organismu, coz znamen,
Ze imunitni systém neni schopen rozpoznat zménéné buriky a odstranit je.
Maligni bunky se v nékterych ohledech lisi od matefskych, proto by mély byt
eliminovany, ale v praxi je imunitnim systémem nedokdze rozpoznat. Jsou
bud velmi malé nebo si vytvofily obranné mechanismy, diky kterym zustavaji
skryté a imunitni systém je v této podobé neni schopen rozpoznat a degradovat

[60].

Molekularni mechanismy v burice vykazuji zmény v expresi vice gentl, mezi
néz vétsinou patfi onkogeny, tumor supresorové geny a geny pro opravu DNA,
které pfispivaji ke vzniku nddorového genotypu a fenotypu. Rakovinny proces
se vyznacuje dysregulaci bunécnych proliferacnich déjt, rezistenci k apoptdze,
indukci angiogeneze, aktivaci invaze do okolni tkdné nebo metastazovanim.
Vyskytuje se stdle vice diikazii, ze rakovina mtize byt vyvolana epigenetickymi
zménami, mezi néz patfi modifikace histonti a zména metylace DNA,
které zptisobuji zmény v kondenzacnim stavu chromatinu. Genetické zmény
nadorovych bunék, jako napt. bodové mutace, pfestavby nebo amplifikace genti
a nasledné poruchy déleni a proliferace bunék, se u vétsiny pacientti s urcitym
typem rakoviny projevi uvolnénim biomarkert téchto zmeén. Proto je Ize vyuzit
jako biomarkery pro detekci nddorovych onemocnéni nebo pro predikci
odpovédi na rtzné druhy lécby. Komplexni pochopeni zménénych
molekuldrnich mechanismt a bunéénych procesti, které jsou zdkladem

karcinogeneze nebo charakteristickych znakt rakoviny, muiZe propojit nadorové
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biomarkery a jejich klinickou vyuZitelnost u onkologickych pacientt. Genetické,
molekuldrni a metabolické biomarkery mohou byt identifikovany pomoci
sekvence dé&jii probihajicich v nadorovych burkach od mutace genti po jejich vliv

na bunécénou proliferaci a metabolismus [47].

Jednim z hlavnich ukold onkologického vyzkumu je stanovit jednoznacny
vztah mezi nddorovymi biomarkery a nddorovou patologii. Kromé vyvoje cilené
lécby zaméfené na presné zménény gen nebo bunéény proces, také odhalit

rakovinu v co nejranéjsim stadiu [47].

3.10 Onkomarkery

Nadorové markery, nazyvané jako onkomarkery nebo tumorové markery
(TM), jsou molekuly produkované maligné zménénymi bunkami
nebo organismem jako dtsledek nadorového bujeni. Lze je rozdélit na humoralni
a celularni. Celularni nachdzime v burikach a tkdnich tumoru. Humoralni

cirkuluji v télnich tekutindch a detekujeme je imunoanalytickymi metodami [64;

65].

3.10.1 Vlastnosti idedlniho nddorového markeru

Idedlni nddorovy marker by mél spliiovat fadu kritérii. Jeho produkce by méla
byt organové specifickd a pfitomnd pouze u malignich onemocnéni, hladina
by méla byt vysoka a korelovat s velikosti nadoru, se stddiem onemocnéni,
s prognozou i s ucinnosti terapie. TM, ktery by pozadavky splhoval zatim
neexistuje. Specifita a senzitivita se zatim ani zdaleka nepfibliZuji stim procent.
Proto jsou vySetfeni casto limitovana a zvySené hladiny nemusi definitivné
znamenat onemocnéni. Pfesto jsou vyuzivany, jelikoz umoznuji posouzeni
dynamiky nadorové aktivity, stanoveni diagnoézy, progndzy, sledovani recidivy,
metastdz i hodnoceni tcinki chemoterapie. V praxi se stanovuji hladiny vice
markerti a v pribéhu onemocnéni se méfeni provadi opakované. Klinicka

diagndza je schopna odhalit nador o velikosti 10° bunék, v pfipadé nadorovych
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markerti je tato hodnota o tfi fady nizsi a v idedlnich p¥ipadech 1ze odhalit atvar

vazici 1 mg [64; 66; 67].

3.10.2 Klasifikace

Nadorové markery lze délit do 5 skupin, na markery bunéénych adhezi,
proliferacni nddorové markery, hormonalni nddorové markery, enzymové

nadorové markery a na ostatni nddorové markery [66].

Markery bunécnych adhezi zajistuji komunikaci v mezitkdniovém prostoru
a jsou aktivovany v pripadé ohroZeni buriky Skodlivinami. MtiZeme je rozdélit
na mucindzni, mezi které fadime CA 19-9, CA 15-3, CA 72-4 a CA 125. Priklady
nemucinoznich jsou karcinoembryondlni antigen (CEA), HE4 protein, S-100
protein a antigen skvamoznich nadorovych bunék (SCCA). Pro integritu bunék
je diilezita sit tvofena z cytokeratinovych filament, soucasti téchto filament jsou
proliferaéni nddorové markery. Tyto cytokeratiny se dostavaji do krevniho
obéhu, pokud se maligni buiika zacne intenzivné délit. V tento moment
se cytokeratiny pfeménuji na rozpustné fragmenty pronikajici do cirkulace.
Klinicky = vyznamnymi jsou tkanovy polypeptidicky antigen (TPA)
a cytokeratinovy fragment 21-1 (CYFRA 21-1). Hormondlni nddorové markery
nachdzime u pacientd s tumory endokrinnich 714z nebo jsou produkovany tkani,
ktera fyziologicky tyto hormony netvofi. Jako piiklad lze uvést hormony
placenty, které jsou v organismu detekovatelné pouze béhem téhotenstvi, jedna
se tfeba o lidsky choriovy gonadotropin (hCG) u bronchogenniho karcinomu.
Do skupiny enzymovych naddorovych markerti lze zafadit neuron-specifickou
enolazu (NSE), tymidinkinazu (TK) nebo laktatdehydrogenazu (LD). Jako ostatni
onkomarkery muZeme zaradit alfa-fetoprotein (AFP) nebo beta-2-mikroglobulin

(B2M) [64; 66].
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3.10.3 Klinické vyuziti

Konvencné pouzivané nadorové markery mohou byt bud proteiny, nebo
glykoproteiny, které se pravdépodobné nepodileji na karcinogenezi nebo rozvoji
nadorového procesu, spise se jedna o vedlejsi produkty maligni transformace.
Slibné jsou nizkomolekularni markery nebo markery nukleovych kyselin,
genové mutace nebo polymorfismy a kvantitativni analyza genové exprese,

peptidy, proteiny, metabolity lipidi a dalsi malé molekuly, které jsou v posledni

dobé hodnoceny jako potencialni klinicky uZitecné nadorové markery [47].

Byla navrZena klasifikace molekul s diirazem na klinickou vyuZitelnost,
biomarkery byly rozdéleny na predikéni biomarkery — biomolekuly DNA,
detekéni biomarkery — molekuly RNA, diagnostické biomarkery — proteinové
biomarkery a prognostické biomarkery — glykobiomarkery. V klinické praxi maji
biomarkery Siroké uplatnéni, které zahrnuje screening, casnou detekdi,
diagnostické potvrzeni onemocnéni, prognozu, predikci lé¢ebné odpovédi,

monitorovani a recidivu onemocnéni (Obrazek 4) [47].

Diagnéza

Hodnoceni

Prognéza ... ik
VyuZiti L

biomarkert
Staging Screening

Monitorovan{ Stratifikace
terapie pacientti

Obrazek 4 - Klinické vyuziti biomarkerti [47; upraveno]

Dalsi vyuziti zahrnuje monitoring markerd, které maji souvislost s nachylnosti

k rakoviné a dochdazi k hodnoceni rizika. Jsou vyhledavany osoby s vysokym
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rizikem vzniku rakoviny nebo kandidati pro screeningové programy a vcéasné
preventivni studie. Mezi markery hodnoceni rizika nebo nachylnosti patii
markery zanétu, oxidacniho stresu, jednonukleotidovych polymorfismu

a mutaci v uréitych genech [47].

3.10.4 Karcinoembryonalni antigen

Karcinoembryondlni antigen (CEA) je fazen mezi onkofetdlni antigeny
a je jednim z dalezitych nadorovych markertt v klinické praxi. Jedna se
o nemucindzni glykoprotein zapojeny do bunéénych adhezi, ktery zajistuje
adhezi mezi epitelidlnimi burikami tlustého stfeva a kolagenem. Je prfitomen
na endoluminalni strané bunééné membrany normalnich bunék a predpoklada
se, Ze inhibuje apoptozu a podili se na patogenezi nadort. Molekulova hmotnost

se pohybuje kolem 200 kDa [46; 66; 68].

Tento antigen patii mezi nejpouzivanéjsi nddorové biomarkery a je
prognostickym ukazatelem v klinickych testech, v onkologické praxi je bran jako
uziteény a ndkladové efektivni ndstroj pro sledovani a hodnoceni pribéhu
onemocnéni. CEA je stabilni molekula, kterd se nejcastéji stanovuje v krvi
(plazmeé), ptilezitostné ho lze stanovit i v jinych télesnych tekutindch, z pleuralni
tekutiny, peritonedlni tekutiny nebo vzacné z mozkomisniho moku. CEA
se nachdzi v tkani traviciho traktu plodu. V krvi zdravych dospélych osob by
mély byt hodnoty minimdlni, zatimco abnormdlni hladina CEA muze byt
znamkou nddorového onemocnéni. Hladina CEA méfend pfed operaci
a po ni indikuje tuspésnost chirurgického zakroku a prognozu pacientova
uzdraveni. Hladina CEA miize byt méfena také béhem chemoterapie, aby bylo

mozné vyhodnotit priibéh a vysledek 1é¢by [46; 66; 68; 69].

CEA je nespecificky sérovy biomarker, ktery je zvySeny u rtiznych malignit,
jako je kolorektalni karcinom, mucindzni karcinom vaje¢nikii, karcinom prsu,

délohy, jater, Zzaludku, bronchti a meduldrni karcinom S$titné Zzlazy. Je to
36



nadorové asociovany antigen, jenz byl poprvé izolovan z bunék karcinomu
tlustého stfeva Goldem a Freedmanem v roce 1965. Poté byl nalezen v rtiznych
dalich tumorovych burikach plic, ledvin, zaludku, pankreatu, jicnu, Zlu¢ovych
cest, délozniho ¢ipku a prostaty. Vzhledem k tomu, Ze je spojen s riznymi typy
malignich i nemalignich onemocnéni, neni zvysena hladina CEA v séru
definitivnim markerem konkrétniho mista vzniku nadorového onemocnéni.
Vyzkum ukdazal, Ze obsah CEA koreluje se zadvaznosti onemocnéni [46; 64; 67; 68;

69; 70; 71; 72].

Referen¢ni hodnota se pohybuje do 5 ng/ml, hodnoty vy3si jsou povaZovany
za patologické. Pokud je u pacienti koncentrace abnormalné zvySena
(pétinasobné i vice oproti horni referenéni hodnoté) je velka pravdépodobnost
vyskytu tumoru v organismu. Nékterd benigni onemocnéni mohou
také zvySovat CEA, jedna se o jaterni choroby, Crohnovu chorobu, onemocnéni
ledvin, plic, Zlucovych cest a zluéniku a pankreatitidy. Koufeni minimalné
zdvojnasobuje normdlni koncentraci CEA, béznd hodnota je 10 ng/ml. Hladiny

koncentraci CEA jsou uvedeny v Tabulce 1 [65; 69; 71].

Tabulka 1— Hladiny koncentraci CEA

K
oncentrace Prediktivni onemocnéni
[ng/ml]
Referencni hodnota <5 X
Hrani¢ni hodnota 5-25 Benigr.li o/nemocnéni, progrese
maligniho procesu, kufaci
Velka dépodobnost vyskyt
Abnormalni hodnota >25 clka pravaepodo no's vyskytu
tumoru v organismu
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CEA je zakladni marker pfi sledovani kolorektalniho karcinomu (CRC),
ktery je tfetim nejcastéjSim zhoubnym nddorem na svété, CRC predstavuje
vaznou hrozbu vzhledem k jeho vysoké morbidité a mortalité. Soucasna
doporuceni, Americkou spolec¢nosti klinické onkologie (ASCO), jsou rutinné
provadét vysetreni CEA v tfimési¢nich intervalech béhem pooperacniho
sledovani a v jednomésicnich az tfimésicnich intervalech béhem systémové lécby
metastazujictho CRC. Vysoka produkce CEA nadory je spojena se zvySenym
rtstem nadoru a horsi prognézou. Hladiny CEA se vyrazné zvysuji u dobfte

diferencovaného kolorektalniho karcinomu [66; 67; 69].

3.10.5 Detekce CEA

Metod pro kvantitativni stanoveni CEA existuje opravdu mnoho, patfi
mezi né fluorometricka analyza, imunoanalyza s povrchovym Ramanovym
rozptylem, elektrochemicka, fotoelektrochemicka, fluorescenc¢ni
a chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, které jsou citlivé a specifické. Z nich si
elektrochemické a optické imunosenzory v posledni dobé ziskavaji stale vétsi
oblibu pfi kvantitativni detekci CEA diky nizkym ndkladtim, rychlé odezvé,

snadné manipulaci a miniaturizaci [46].

Efektivni detekce CEA je pfedmétem mnoha studii. Byl navrzen imunosenzor
sendvic¢ového typu pro stanoveni CEA. Pro pfipojeni primarni protilatky byly
pouzity zlaté nanocastice, diky své elektrické vodivosti a biokompatibilité.
Jako nosi¢ ionti olova a druhé protilatky byl pouzit nanohybrid disulfidu
molybdenicitého a oxidu ceriéitého (CeO2-MoSz). Elektrochemicky imunosenzor
méril elektricky signal Pb%*. Nanosonda byla pouzita k detekci antigenu CEA
v séru, kdy byl elektricky signdl iimérny koncentraci. Detekéni rozsah byl
0,001-80 ng/ml a minimalni detekcni limit 0,3 pg/ml, selektivita, specifi¢nost

a reprodukovatelnost byly také dobré [43].
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Pro detekci CEA byl zkonstruovan chemiluminiscenéni (CL) aptasenzor
zalozeny na CL systému luminol-H:0:-NaOH. Magnetické uhlikové
nanotrubicky pouZité jako nosi¢ byly modifikovany CEA-aptamérem a DNAI,
dale byly kombinovany s Ag@ZIF-67, ktery byl modifikovan DNA2, k interakci
doslo prostiednictvim komplementdrniho pdrovani bazi. Aptamer je
jednoretézcovy oligonukleotid vyrobeny metodou obohacovani ligandu. CEA se
specificky vazal s aptasenzorem, pokud byl pfitomen v roztoku. CL senzor
prokazal vysokou selektivitu a citlivost pro CEA ve vzorku lidského séra,
kdy detekéni limit byl 4,53 pg/ml v pfipadé, Ze detekéni rozsah byl
0,05-500 ng/ml [73].

Pro detekci CEA byla vyvinuta jednoduchd a citlivd elektrochemicka
imunoanalyticka elektroda. Protildtka proti CEA byla kovalentné navazana
na monovrstvu glutathionu modifikovanou zlatou nanodastici (AuNP)
a vysledny biokonjugat byl imobilizovan na Au elektrodu elektrokopolymeraci
s o-aminofenolem. Takto byla ziskdna jednoduchd a citlivd neznacena
elektrochemickd imunoanalyticka elektroda, pomoci které bylo mozné stanovit

CEA s detek¢énim limitem 0,1 ng/ml v rozsahu 0,5-20 ng/ml [74].

Tyto studie prokdazaly, Ze imunosenzory maji dobrou vypovédni hodnotu
pri detekci screeningu lidskych naddorovych markerti a navrhované metody maji
velky potencidl pro diagnostiku rakoviny. Diky vcasné detekci 1ze dosdhnout

lepsich vysledkt 1écby [43; 46; 73].

3.11 Vybrané metody detekce bilkovin
3.11.1 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) je technika
spektroskopie, kterd zachycuje vibra¢ni energii molekularnich vazeb. Vibrace se
vytvareji diky dopadajicimu infracervenému zafeni. Vzniklé spektrum

biologického vzorku se béZné oznacuje jako otisk prstu, protoze poskytuje
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jedineény spektralni podpis vzorku a umoznuje identifikaci a kvantifikaci
organickych funkénich skupin. Vyhodnou vlastnosti technik zaloZenych
na infracerveném zafeni je, Ze se fidi principy Lambert-Beerova zdkona,
coz umoznuje kvantifikaci vzhledem k absorbanci svétla ve vzorku,
kterym prochazi. Koncentraci bilkovin lze stanovit, jelikoz podil svétla

absorbovaného vzorkem bude korelovat s koncentraci molekul ve vzorku [75; 76;

77; 78].

3.11.2 Biuretova reakce

Ke stanoveni celkové bilkoviny se obvykle pouziva biuretovd metoda. Je to
klasicka kolorimetrickd metoda, kterd je rychld a jednoduchd na provedeni.

Dal$imi vyhodami jsou vynikajici specificnost a citlivost [79; 80].

Princip této metody spociva v tom, Ze peptidova vazba aminokyselinovych
zbytkd a dvou médnatych iont (Cu?) v alkalickém prosttedi vytvofi fialovy
komplex. Sytost fialové barvy je pak pfimo umérnd koncentraci bilkovin
ve vzorku (detekce peptidovych vazeb), ktera se stanovuje fotometricky

p¥i 540 nm [79; 80].
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4 METODIKA

V této kapitole jsem shrnula metodiku navrZeni a vyroby biosenzoru
pro detekci karcinoembryondlniho antigenu. Nejprve bylo zapotfebi pfipravit
kvalitni nanovlakna a provést funkcionalizaci (imobilizaci protilatky na jejich

povrch).

V laboratofi jsem pfipravila pufrovany fyziologicky roztok, ktery simuloval
umélou plazmu. Do pufru jsem pridala karcinoembryonalni antigen v réiznych
koncentracich. Karcinoembryondlni antigen ve fosfatovém pufru jsem

detekovala pomoci pfipraveného bionanosenzoru.

Pfipraveny roztok o zndamé koncentraci antigenu jsem inkubovala

s nanovlakny funkcionalizovanymi protilatkou.

Nanovldkna jsem prenesla v Petriho miskdch na transiluminator
a prosvitila je pfi 254 nm. Vzhledem k tomu, Ze je PAN opticky aktivni v dané
oblasti vlnovych délek, dochazi k tomu, Ze navazané CEA, absorbuiji
v téZe oblasti vlnovych délek. Diky tomu se sniZuje mnoZstvi excita¢ni energie

a nasledné také emisni energie PAN, zaznamenana v podobé luminiscence.

Vysledek jsem zdokumentovala. Zeslabeni zafeni by mélo nelinedrné

odpovidat mnoZzstvi navazané protilatky.

Provedla jsem prtikaz peptidové vazby pomoci biuretové reakce. Poté jsem
stanovila absorbanci povrchu PAN nanovldkna s navdzanym antigenem.

Absorbanci jsem zméfila pomoci spektrofotometru.
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4.1 Vyroba biosenzoru pro detekci karcinoembryonalniho
antigenu

4.1.1 Priprava nanovlaken pomoci elektrostatického zvlaknovani

Instruktaz o vyrobé a vlastnostech nanovlakennych nosi¢ti probihala
v Univerzitnim centru energeticky efektivnich budov CVUT (UCEEB).
Pod odbornym vedenim Ing. Anny Novotné jsem v laboratofi pokrocilych

biomaterial(i vyrobila nanovlakna metodou elektrostatického zvladknovani.

Pfipravila jsem roztok poly-e-kaprolaktonu (PCL) rozpusténim 24 g PCL
(s molekulovou hmotnosti 45 000) v 90 ml chloroformu, ktery jsem smichala

s 10 ml ethanolu.

Nanospider™ (Obrazek 5) NS 1WS500U (Elmarco Company, CR) jsem
pfipravila pro elektrostatické zvldknovani. Do stroje jsem umistila netkanou

spunbond textilii, na kterou jsem oznacila start.

Obrazek 5 — NanospiderTM [vlastni tvorba]
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Sestavila jsem jezdec a zasobnik naplnila polymerem (Obrazek 6).

Jezdec rovnomeérné nandsel polymer na tenkou strunu, aby dochazelo

k rovnomérnému davkovani, musel byt polymer homogenni, idealné zcela

bez vzduchovych bublin.

Jezdec jsem zaaretovala a pfidala jsem zavlacku a kryci plech.

Obrazek 6 — Jezdec se zdsobnikem na polymer [vlastni tvorba]

Nanospider jsem spustila a nastavila hodnoty pro zvlaknovani.

Pfed zvldknovanim jsem zkontrolovala vlhkost vzduchu.

Vyroba nanovlaken probihala pfi proudu 0,14 mA a pfi napéti 30,1 kV.
Spunbond textilie, ktera se posouvala konstantni rychlosti (15 mm/min), slouzila

k zachytavani vytvofenych nanovlaken.

Jeden cyklus vyroby probihal 20 minut, poté jsem textilii pfevinula zpét

do pozice start, tento proces jsem pétkrat opakovala. Na textilii se vytvofila

siln&jsi vrstva nanovlaken.
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4.1.2 Kontrola nanovlaken pomoci SEM mikroskopie

Po ukonceni vyrobniho procesu jsem zkontrolovala kvalitu nanovldken.
Vzorek spunbond textilie s vrstvou nanovlaken jsem sejmula z Nanospideru,
nastfihala a pfipevnila k oboustranné lepici uhlikové pasce tak, aby vrstva

s nanovlakny byla umisténa smérem vzhtiru.

Vzorky odebrané z rtiznych mist textilie jsem pfipevnila na hlinikové nosice
vzorku typu Pin-Type Mount o priméru 12,7 mm (Obrazek 7 A). Vzorky jsem

pozlatila pomoci pristroje Q150R S (Quorum Technologies Ltd., Ringmer, UK) viz
Obrazek 7 B.

Obrazek 7 — A) Hlinikové nosice vzorku s pfipevnénymi nanovlakny, B) Pfistroj

QI50R S, slouzici k pozlaceni vrstvy nanovlaken [vlastni tvorba]

Po pozlaceni jsem kvalitu nanovldken pozorovala a vyhodnotila pomoci
rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Typ elektronového mikroskopu

byl VEGA 3 TESCAN (Obrazek 8 A).



Pfi kontrole nanovlaken jsem kladla diraz na homogenitu priiméru vlaken,
plosnou hmotnost, hustotu, prostorové usporadani a kvalitu vlaken (hladky

povrch bez kuliéek) viz Obrazek 8 B.

Obrazek 8 — A) Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM) VEGA 3 TESCAN,

B) Kontrola kvality nanovlaken [vlastni tvorba]

4.1.3 Parametry vyrobniho procesu nanovlaken

Vyrobu nanovldken jsem demonstrovala na polymeru PCL. K vyrobé
biosenzoru jsem vsak pouzila polyakrylonitrilovda (PAN) nanovlakna,
ktera se rozpoustéla v tvrdSich rozpoustédlech. Jelikoz by mohlo dojit
k poskozeni nékterych plastovych ¢asti Nanospideru a zarovern je velmi narocné
nasledné cisténi stroje po zvlaknovani PAN nanovldken, byla tato nanovlakna

vyrobena firmou SINDAT podle nasledujicich parametrd.

Prasek polyakrylonitrilu (PAN) (Sigma Aldrich) byl rozpustén
v N,N-dimethylformamidu (DMF) a michan po dobu 2 h na magnetickém

michadle pfi 35 °C. Proces elektrostatického zvlakniovani (electrospinningu) byl
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proveden na laboratornim pristroji Nanospider NS 1WS500U (Elmarco
Company, CR). Jako zvlakiiovaci elektroda byl vyuzit drat z oceli o priiméru
0,2 mm. Vzdalenost mezi elektrodami byla nastavena na 20 a 25 cm
a potencialovy rozdil byl v rozsahu od 50 kV do 90 kV. Nanovlakna byla sbirana
na polypropylenové (PP) netkané spunbondové textilii. Vyroba byla provadéna
pri laboratorni teploté (20 °C) a relativni vlhkosti vzduchu 20 %. Po procesu

electrospinningu byla nanovlakna uchovana na vzduchu pfi laboratorni teploté.

4.1.4 Redukce nanovlaken

Nanovldkna byla modifikovana ve dvou krocich. Prvnim byla redukce,

nasledovala funkcionalizace.

Redukce byla provedena na pracovisti Draslovka a.s. Kolin, jelikoZ se jedna
o velmi nebezpecnou reakci, pri které pfitomnost i stopového mnozstvi vlhkosti

zplsobi vybuch.

Redukovana nanovlédkna byla transportovana v atmosféte dusiku a uzavér byl

utésnén parafilmem.

4.1.5 Funkcionalizace nanovldken protilatkami a wurceni jejich
koncentrace metodou FTIR

Presny postup funkcionalizace nanovldken je pfedmétem patentového fizeni.

Vlastni funkcionalizaci provadéla firma NanoProgress, s.r.o. Kovalentni
vazbou byly navazany anti-CEA protilatky (Sigma-Aldrich, Rabbit monoclonal,
clone RM326, USA) na povrch modifikovanych PAN nanovlaken.

Priblizna koncentrace anti-CEA protilatek na povrchu PANovych nanovlaken
byla 112 + 8 pM/g. Koncentrace bilkovin (protilatek) byla zjiSténa pomoci

infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR).
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Pfed samotnym meéfenim koncentrace je tfeba vzorek homogenizovat.
Homogenizace se provadi ve vibraénim mlynku. Vzorek se nasledné piemisti
do specidlni evakuacni formy v lisu. Lis je zobrazen na Obrazku 9 A, vzorek

se v ném homogenizuje vysokym tlakem.

FTIR spektrofotometr (Shimadzu, Japonsko) je zobrazen na Obrazku 9 B.

IRAffinity-1

Eenmanzy

Obrazek 9 — A) Lis pro homogenizaci vzorku, B) FTIR spektrofotometr

[vlastni tvorba]

Na Obrazku 10 je schéma vyrobeného bionanosenzoru pro detekci

karcinoembryonalniho antigenu.

Anti-CEA protilatka CEA

S
Yo
Ny W gy N

Spunbond textili < Nafunkcionalizované Naviézany CEA na
punbond textilie FAR NSRRI IR PAN nanovldkno protilatku

anti-CEA protilatkou

Obrézek 10 — Schéma vyrobeného bionanosenzoru pro detekci CEA

[43; upraveno]
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Funkcionalizovana nanovldkna jsem uchovavala v pufru s pfidavkem azidu

sodného (<0,01 %), ktery se musi pfed pouzivanim fadné vymyt.

4.1.6 Priprava potfebnych roztoku
1x koncentrovany PBS s Tweenem 20 (0,1 %)

Roztok byl smichan v poméru 20 : 1. Do kadinky jsem nalila 20 ml
10x koncentrovaného PBS se 180 ml destilované vody a poté pridala 200 ul
Tweenu 20. Experiment probihal ve fosfatovém pufrovaném fyziologickém

roztoku.

Biuretové ¢inidlo

Roztok jsem pfipravila odvazenim na vaze (Kern EMB 2000-2) 03 g
pentahydratu siranu draselného (CuSOs-5H20 (M = 249,68)), 1,2 g tetrahydratu
vinanu sodnodraselného (KNaCiHiOs (M = 282,23)), 6 g hydroxidu sodného
(NaOH (M = 39,997)) a smichanim s 200 ml destilované vody.

Kalibrac¢ni fada antigenu CEA

Smichala jsem 8 ml roztoku (Ix koncentrovany PBS a Tween 20) s 2 pl antigenu
CEA (Sigma-Aldrich, Source SLCL6136, USA). Vznikl roztok o koncentraci
250 ng/ml, poté jsem roztok 10x nafedila Ix koncentrovanym PBS s Tweenem 20.
Roztok o konecné koncentraci 25 ng/ml jsem homogenizovala na vortexu (Velp
Scientifica, ZXClassic). Z tohoto roztoku jsem nésledné pripravila kalibra¢ni

radu.

Do zkumavky 1 jsem dala kontrolu — Ix koncentrovany PBS s Tweenem 20.
Roztok antigenu o koncentraci 25 ng/ml jsem 2x nafedila kontrolou a promichala
na vortexu. Vznikly roztok jsem dale nafedila 4x na koncentraci 3,125 ng/ml

a opéet promichala. Pfipravila jsem kalibracni fadu antigenu CEA o koncentracich
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25 ng/ml, 12,5 ng/ml a 3,125 ng/ml. Jako kontrolu jsem pouzila 1x koncentrovany
PBS s Tweenem 20.

Druha kalibra¢ni fada vznikla fedénim roztoku o koncentraci 25 ng/ml.

Roztok byl nafedén 10x, 100x a 1000x.

4.1.7 Detekce CEA

Z lednice jsem vyndala nanovldkna, ktera byla uchovana v pufru PBS
s pfidavkem azidu sodného. Nanovldkno jsem pomoci pinzety vyjmula z pufru

s pfidavkem azidu sodného a ditkladné ho promyla (Obrazek 11).

K jednomu kusu oddéleného nanovldkna jsem do kadinky nanesla pipetou

5 ml PBS (promyvaci roztok), obsah kadinky jsem promichala na vortexu.

Roztok PBS jsem slila do odpadni kadinky tak, aby nanovlakno zistalo

v kadince. Proplach jsem 3x opakovala.

Obrazek 11 — Manipulace s nanovlaknem pomoci pinzety [vlastni tvorba]
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Jeden kus nanovldkna s navazanou anti-CEA protilatkou jsem pridala
do predem pripravenych a oznacenych kadinek s 5 mililitry roztoku kalibracni

fady o koncentracich CEA antigenu:

1. 0ng/ml v kadince byl jen PBS (kontrola);
25 ng/ml;
12,5 ng/ml;

L

3,125 ng/ml.

Nésledné jsem vSechny kadinky homogenizovala na vortexu, aby doslo
k navéazani antigenu na protildtku. Inkubovala jsem 30 min pfi laboratorni
teploté, kazdych 10 min inkubace jsem kddinky promichala na vortexu. Provedla
jsem 2x proplach 5 ml PBS. Nanovldkna jsem pomoci pinzety pfenesla na pfedem
oznacené Petriho misky. Nanovldkna jsem opatrné rozprostfela pomoci pinzety

a preparacni jehly (Obrazek 12).

Obrazek 12 — Rozprostfena nanovlakna na Petriho miskach [vlastni tvorba]
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Nanovldkna v Petriho miskach jsem prfenesla na transilumindtor (Biostep
GmbH USTD-20SM-8K) s fotodokumentaci (Cleaver Scientific microDOC)
a prosvitila pfi vinové délce 254 nm. Transiluminator s fotodokumentaci je
zobrazen na Obrazku 13. Fotoaparat jsem nastavila a vysledky jsem

zdokumentovala. Jako idedlni se ukazalo nastaveni fotoaparatu na ISO 3200.

Obrazek 13 — Transiluminator s fotodokumentaci [vlastni tvorba]

Poté jsem nanovldkna vlozila zpatky do predem popsanych uzaviratelnych
zkumavek s 5 ml PBS a uchovala v lednici do dal$iho méfeni. Postup byl totozny
i v pfipadé druhé kalibra¢ni fady, kde jsem pouZila roztoky o koncentracich CEA

antigenu:

1. 0ng/ml v kaddince byl jen PBS (kontrola);
2,5 ng/ml;
0,25 ng/ml;

W N

0,025 ng/ml.
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4.1.8 Meérfeni absorbance

Do Petriho misky jsem rozprostfela nanovlakno a pridala 5 ml biuretového

¢inidla (Obrazek 14 A).

Nechala jsem reagovat 20 minut pfi laboratorni teploté. Slila jsem biuretové

¢inidlo do odpadni kadinky a nanovldkna dvakrat promyla 5 ml destilované

vody. Promyta nanovlakna jsem rozprostfela na Petriho miskach (Obrazek 14 B).

Obrazek 14 — A) Nanovlakna po pridani biuretového cinidla, B) Nanovlakna

po promyti [vlastni tvorba]
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K fotometrickému stanoveni bylo tfeba rozptilit kyvetu, tak vznikl hranol

s trojuhelnikovou podstavou.

Nanovlakna jsem peclivé a v jedné vrstvé napnula na kyvetu (Obrazek 15).

Obrézek 15 — Rozptilend kyveta s napnutym nanovldknem [vlastni tvorba]

Absorbanci nanovldken jsem proméfila na UV-VIS-NIR spektrofotometru viz

Obrazek 16 (Shimadzu UV-3600, Japonsko) a nasledné jsem vysledky zhodnotila.

Obrazek 16 — UV-VIS-NIR spektrofotometr Shimadzu UV-3600 [vlastni tvorba]
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledna spektra FTIR

Spektra byla ziskdna pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci. FTIR spektrofotometr automaticky pfepocital FTIR spektrum
na hodnoty absorbanci. Na Obrazku 17 je zobrazené spektrum PAN nanovlakna
pfed funkcionalizaci, tudiz bez navéazané protilatky anti-CEA. Spektrum
na Obrazku 18 znazornuje PAN nanovldkno s navazanou bilkovinou, kterou je
protildtka anti-CEA. Vyznaceny pik je dtkazem peptidové vazby

v analyzovaném vzorku.

ElsHmanzu

Absnorbance [-]
o

_____________________________________________________

_____________________________________________________

i
I I I | |

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2350 2000 1750 1500 1250 1000 750
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VInocet [em™]

Obrazek 17 — FTIR spektrum PAN nanovldkna bez protilatky [vlastni tvorba]
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Obrazek 18 — FTIR spektrum PAN nanovlaken s protilatkou [vlastni tvorba]
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5.2 Vysledna intenzita PAN nanovlaken

Intenzitu svétla jsem stanovila z fotografii pofizenych na transiluminatoru
s fotodokumentaci. Nanovldkna jsem prosvitila pfi vlnové délce 254 nm.

Na Obrazku 19 jsem zdokumentovala nanovldkna na transiluminatoru.

Kontrola P : Vzorek 1

NS Vzorek 3

Obrazek 19 — Nanovldkna na transiluminatoru pfi 254 nm [vlastni tvorba]

Obrazek byl nejprve zkonvertovan do cernobilé, ¢imz se secetly vSechny RGB
barvy do jedné hodnoty. Nasledné se zméfila hodnota intenzity bilé barvy

z pofizenych fotografii. Uprava fotografii byla provedena v softwaru FIJI.
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V Tabulce 2 a 3 jsou uvedeny naméfené intenzity PAN nanovlaken, které byly

inkubovany v kalibracni fadé od 3,125 ng/ml do 25 ng/ml CEA. Data PAN

nanovldken po inkubaci v fedéné kalibracni fadé CEA jsou zaznamendana

v Tabulce 4.

Tabulka 2 — Intenzita PAN nanovlaken po inkubaci v kalibracni fadé CEA

Oznaceni vzorku Koncentrace CEA Vysledna intenzita
[ng/ml]

Kontrola PBS 0 14,879
Vzorek 3 3,125 12,784
Vzorek 2 12,5 11,794
Vzorek 1 25 11,625

Tabulka 3 — Intenzita PAN nanovliken po inkubaci v kalibracni fadé CEA

Oznaceni vzorku Konc;e:;/r;fﬁ CEA Vysledna intenzita
Kontrola PBS 0 35,177
Vzorek 3.1 3,125 29,743
Vzorek 2.1 12,5 28,272
Vzorek 1.1 25 24 087
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Tabulka 4 — Intenzita PAN nanovldken po inkubaci v fedéné kalibracni fadé CEA

Oznaceni vzorku Koncentrace CEA Vysledna intenzita
[ng/ml]

Kontrola PBS 0 20,705
Vzorek 3 0,025 20,519
Vzorek 2 0,25 20,260
Vzorek 1 2,5 19,798
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5.3 Vysledna absorbance PAN nanovlaken

Na Obrazku 20 jsou vyobrazena absorpéni spektra PAN nanovladken

s navazanym CAE. Absorbance byla méfena pri vlnové délce od 240 nm

do 650 nm.

2.5
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(&)
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2 1,0 A
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0
<C ——— ) 5

0,5 1

0,0 -
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Vinova délka [nm]

Obrézek 20 — Absorp¢ni spektra PAN nanovldken s navazanym CEA

[vlastni tvorba]

59



Absorbance PAN nanovldken byla zméfena na UV-VIS-NIR spektrofotometru

pfi vlnové délce 280 nm. V Tabulce 5 jsou uvedeny namérené hodnoty absorbanci

kalibra¢ni fady od 3,125 ng/ml do 25 ng/ml CEA. Absorbance nanovldken

inkubovanych v fedéné kalibracni fadé CEA jsou zaznamenany v Tabulce 6.

Tabulka 5 — Absorbance PAN nanovlaken 1. sarZe po inkubaci v kalibracni fadé CEA

Oznaceni vzorku Koncentrace CEA Absorbance [-]
[ng/ml]

Kontrola PBS 0 1,700
Vzorek 3 3,125 1,736
Vzorek 2 12,5 1,750
Vzorek 1 25 1,809

Tabulka 6 — Absorbance PAN nanovliken 2. sarZe po inkubaci v fedéné kalibracni fadé

CEA
Oznaceni vzorku Koncentrace CEA Absorbance [-]
[ng/ml]

Kontrola PBS 0 0
Vzorek 3 0,025 0,012
Vzorek 2 0,25 0,053
Vzorek 1 2,5 0,262
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6 DISKUZE

NavrZeny biosenzor byl vyuzit k in vitro imobilizaci karcinoembryonalniho
antigenu v tekutinach. Vyroba bionanosenzoru zahrnovala pfipravu kvalitnich
PAN nanovldken a naslednou modifikaci jejich povrchu, ktera probihala ve dvou
krocich. Nanovldkna musela byt nejprve redukovana, poté probéhla

funkcionalizace, pfi které byly na jejich povrch navazany protilatky anti-CEA.

Pomoci FTIR spektroskopie byla dokdzana tspésnd imobilizace anti-CEA
protilatek na PAN vrstvu nanosenzoru (bioreceptor). Na Obrazku 18 je
zvyraznén pik, ktery je diikazem peptidové vazby ve vzorku. Tato vazba vznikla

mezi povrchem PAN nanovldkna a anti-CEA protilatkou.

Kalibra¢ni fada byla zvolena na zakladé znalosti referen¢ni hodnoty, ktera je
5 ng/ml. Vzorek 1 obsahoval fyziologickou koncentraci CEA, ktera byla zvolena
3,125 ng/ml. Na koncentraci ma vliv koufeni, které hodnotu zvysuje minimalné
dvakrat, proto byla koncentrace dalsiho vzorku CEA 10 ng/ml. Velmi vysoka
hodnota (pétindsobné zvysend) znamena velkou pravdépodobnost pfitomnosti

nadoru v organismu. Z toho dtivodu byla koncentrace 3. vzorku 25 ng/ml.

Druha kalibracni fada vznikla fedénim 3. vzorku, ktery byl fedén desetkrat,
stokrat a tisickrat. Tato kalibra¢ni fada méla dokazat schopnost biosenzoru

detekovat i velmi nizké koncentrace antigenu v tekutiné.

Rozmezi koncentrace CEA, které jsme detekovali ve vzorcich bylo
0,025-25 ng/ml. Podobné rozmezi vyuzili autofi clanku, ,An aptasensor
for carcinoembryonic antigen based on upconversion fluorescence resonance energy
transfer”, ktefi navrhli aptasenzor na bazi uhlikovych nanocastic. Senzor

detekoval CEA ve vzorcich lidského séra v rozmezi 0,1-40 ng/ml.

61



Pfi manipulaci a rozprostirani nanovlaken v Petriho misce se htife pracovalo
s nanovlakny, ktera byla proplachnuta v destilované vodé. Destilovana voda
zvySovala povrchové napéti. PBS, ktery byl ve vzorku pfed promytim, slouzil

jako detergent, proto se s nanovlakny snadnéji zachazelo.

Na Obrazku 19 je fotografie pofizena z transiluminatoru. Z fotografii
z jednotlivych méfeni byly po tpravach v softwaru FIJI urc¢eny hodnoty intenzit
pro PAN nanovldkna s navdzanym antigenem. Radové rozdily v hodnotach
intenzit byly zptisobeny rozdilnymi parametry fotografii, které byly potfizeny
pfi rozdilnych nastavenich fotoaparatu. Nakonec se jako idedlni ukdazalo
odlisSné hodnoty intenzit. Opakovat méfeni nebylo mozné, jelikoz naklady
na vyrobu bionanosenzoru jsou pomérné vysoké. Hodnoty intenzit tak nebylo
mozné vzdjemne porovnat napfi¢ meéfenimi. Porovnat lze pouze hodnoty

intenzit stanovenych z jedné fotografie, na které jsou parametry totozné.

Bilkoviny (protilatka i antigen) absorbuji v UV oblasti. V Tabulce 2 jsou
uvedeny vysledné hodnoty intenzit PAN nanovldken. Z vysledki je patrné,
Ze intenzita klesa se stoupajici koncentraci CEA. PBS kontrola fluoreskuje nejvice,
jelikoZ nanovldkna pohltila nejméné UV zafeni. Naopak vzorek 1, ktery byl
inkubovdn v koncentraci 25 ng/ml CEA fluoreskuje nejméné, nebot doslo
k vétsimu pohlceni zafeni. Z Obrazku 19 by tento trend mél byt patrny.
Z dtvodu, Ze je porovnani pouhym okem velmi subjektivni a rozdily nejsou

markantni, byly fotografie upraveny a intenzity kvantifikovany.

V Tabulce 3 jsou uvedeny intenzity, které byly naméfeny pifi opakovaném
méfeni. Mezi hodnotami byl pozorovan stejny trend, jenz byl jiz popsan vyse.
V Tabulce 4 jsou zaznamenany hodnoty intenzit PAN nanovldken, které byly

inkubovany v fedéné kalibracni fadé CEA. Trend intenzit je opét klesajici.
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Obecné 1ze konstatovat, Ze plati nepfimd iméra mezi intenzitou a koncentraci

CEA ve vzorku.

Na Obrazku 20 jsou patrna absorpc¢ni spektra PAN nanovlaken s navazanym
antigenem. Biuretova reakce detekuje peptidové vazby ve vzorku tak, Ze dojde
k vytvofeni komplexni slouceniny s Cu?, kterd absorbuje svétlo pfi 540 nm.
Z grafu je patrné, ze pfi této vinové délce doslo k disperzi, jeZ byla natolik velka,
Ze jsme nebyli schopni detekovat zmény absorbance po biuretové reakci.
Z tohoto diivodu jsme museli absorbanci stanovit ptfi vinové délce 280 nm,

pfi niz rovnéz absorbuji bilkoviny.

Hodnoty absorbanci jsou uvedeny v Tabulce 5 a 6. Vysledky ukazuji,
Ze absorbance stoupad s rostouci koncentraci CEA, tento trend mtiZeme pozorovat
v obou kalibrac¢nich fadach. U méfeni pfi vlnové délce 280 nm bylo tieba aplné
eliminovat disperzi, coZ jsme provedli posunutim celych spekter tak, aby jejich
absorbance pfi 650 nm byly stejné. Absorbance rtiznych kalibrac¢nich fad nebylo
mozné vzajemné porovnat, jelikoZ nanovlakna pochdzela z jiné vyrobni SarZe.
Hodnoty intenzit, které byly ziskany z fotografii, koreluji s hodnotami absorbanci

zméfenymi na spektrofotometru.

Nejnizsi ndmi stanovend koncentrace CEA byla 0,025 ng/ml. Vzhledem
k tomu, Ze jsme méli omezené mnozstvi nanovlaken, nizs§i hodnoty nebylo
mozné stanovit. Navazujici vyzkum by mohl byt zaméfen na urceni meze

detekce bionanosenzoru.

Nanovldkna jsou velmi citliva diky jejich velkému povrchu. Bylo zjiSténo,
Ze jsou vhodna ke spolehlivé detekci antigenu. V nasem pfipadé stacilo promérit
pouze nanovldkna makroskopicky odectem z obrazku nebo vyhodnotit pomoci
absorbance. Témito metodami jsme byli jsme schopni zaznamenat zmény

v rozsahu koncentrace CEA.
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Yang a kol. ve svém clanku predstavili elektrochemicky imunosenzor
pro detekci CEA, ktery byl zaloZeny na trojrozmérnych nanocasticich zlata.
Povrch nanokompozitu, ktery vykazoval dobrou stabilitu, biokompatibilitu
a vodivost, slouzil jako matrice pro imunosenzor. Autofi uvadi, Ze mez detekce

byla 0,01 ng/ml s rozsahem stanoveni 0,05-40 ng/ml CEA [8]1].

Autofi clanku ,A robust electrochemical immunosensor based on core—shell
nanostructured silica-coated silver for cancer (carcinoembryonic-antigen-CEA)
diagnosis” z roku 2021 navrhli imunosenzor na bazi stfibrnych nanocastic,
které pokryli oxidem kfemicitym. Dosli k zavéru, Ze linedrni rozsah detekce byl

0,5 az 10 ng/ml s mezi detekce 0,01 ng/ml.

Pro véasnou diagnostiku a monitorovani vyvoje nadorového onemocnénti je
v praxi zapottebi stanovit obvykle vice markerti. Dalsi vyzkum by se mohl
zaméfit na vyvoj bionanosenzoru, jenz by dokdazal soucdasné detekovat vice

biomarkerti.
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7 ZAVER

V teoretické casti bakaldfské prace jsem shrnula poznatky o vyrobé
a funkcionalizaci nanovldken, biosenzorech a moZnostech efektivnéjsi 1écby
rakoviny prostfednictvim personalizované mediciny. Dale jsem charakterizovala
onkomarkery a wuvedla jejich klinické vyuziti se zaméfenim
na karcinoembryonalni antigen, ktery je charakteristicky pro néktera

onkologicka onemocnéni.

V experimentalni ¢asti jsem prakticky provedla vyrobu nanovldkna. Dale jsem
se seznamila s vyrobnim procesem pripravy biosenzoru na bazi
polyakrylonitrilovych nanovldken, kterd byla modifikovana ve dvou krocich.
Nanovlakna byla funkcionalizovéna navazanim anti-CEA protilatky. Uspésnost
funkcionalizace jsem ovéfila pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou

transformaci.

Zhotoveny bionanosezor jsem in vitro testovala v kalibracnich fadach
karcinoembryondlniho antigenu, ktery jsem imobilizovala na bioreceptor.
Zmeéfila jsem absorbanci pfi 280 nm a vyhodnotila tispéSnost navazani. Rozsah
detekce antigenu v tekutinach byl 0,025 aZ 25 ng/ml. V diskuzi jsem porovnala
ziskané vysledky s dlanky, které se rovnéz zabyvaly detekci

karcinoembryonalniho antigenu.

Vysledky ukézaly, Ze bionanosenzor lze efektivné vyuzit jiz pfi detekci velmi
nizké koncentrace karcinoembryondlniho antigenu v télnich tekutinach.
Funkcionalizovand nanovldkna maji velky potencidl najit uplatnéni v oblasti
laboratorni imunodiagnostiky pfi stanoveni nddorovych onemocnéni. Vysledky
mohou prispét k dalSimu vyzkumu vyuziti senzoru ve screeningovych

programech a pfi monitorovani 1é¢by, kde jsou pfesné detekéni metody klicové.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC Stridavy proud (Altering current)

AFP Alfa-fetoprotein

ASCO Americka spolecnost klinické onkologie
AuNP Zlata nanocastice (Au nanoparticle)
B2M Beta-2-mikroglobulin

CA 125 Carbohydrate antigen

CA15-3 Carcinoma antigen 15-3

CEA Karcinoembryondlni antigen

CL Chemiluminiscence

CRC Kolorektdalni karcinom

CRP C-reaktivni protein

CYFRA 21-1 Cytokeratinovy fragment 21-1

DC Stejnosmérny proud (Direct current)
DCM Dichlormethan

DMF Dimethylformamid

FISH Fluorescen¢ni in situ hybridizace

FTIR Infradervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
hCG Lidsky choriovy gonadotropin

HPMC Hydroxypropylmethylceluloza

LD Laktatdehydrogenaza

MSCs Mezenchymalni kmenové bunky
LiAIH4 Tetrahydridohlinitan lithny

NSE Neuron-specificka enoldza

PAA Kyselina polyakrylova

PAN Polyakrylonitril

PCL Poly-e-kaprolakton

PCR Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
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PEO
PHBV
PLA
PLGA
PM
POCT
PSA
PVA
pvp
SCCA
SEM

THF
TK

™
TNF-a
TPA
UCEEB

Polyethylenoxid
Poly(B-hydroxybutyrat-B-hydroxyvaleratu)
Kyselina polymlécna

Poly(kyselina mlé¢na a glykolova)
Personalizovana medicina

Testovani v misté péce (Point of care testing)
Prostaticky specificky antigen

Polyvinylalkohol

Polyvinylpyrrolidon

Antigen skvamdznich nddorovych bunék
Rastrovaci elektronovy mikroskop (Scanning electron
microscope)

Tetrahydrofuran

Tymidinkinaza

Tumorové markery

Faktor nddorové nekrézy (Tumor necrosis factor)
Tkanovy polypeptidicky antigen

Univerzitni centrum energeticky efektivnich budov CVUT
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