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(57)  Anotace:
Technické feSeni se tykd zpaisobu vyroby hybridni
nanovlakenné struktury s imobilizovanymi aktivnimi
latkami spo&ivajici v tom, Ze se provede pfiprava
vychoziho hybridniho solu metodou sol-gel, a to tak, ze
zakladni reakéni smés obsahujici tetraalkoxysilan je
obohacena o podil aminopropyltriethoxysilanu, nacez
takto pfipraveny hybridni sol je nasledné zvlaknén,
pfitemz dale vytvofena nanovlakenna struktura je tepelné
stabilizovana pfi specifickych podminkach, a to
pusobenim teploty do 200 °C, naceZ kone¢né takto
vytvofena nanovlakenna vrstva s aktivnim povrchem je
vystavena plisobeni roztoku k imobilizovéni vybrané
aktivni latky, kde tato aktivni latka je prostfednictvim
peptidickych a/nebo vodikovych vazeb vazana na povrch
uvedené nanovldkenné vrstvy. Technické feSeni se také
tyka hybridni nanovlakenné struktury, vytvofené jako
nanovlakenna prostorova struktura na bazi nanovléken
aktivovanych —~NH, skupinami, kde na povrch
nanovldken je navazana aktivni latka, a to vazbou
peptidickou nebo vazbou vodikovymi mistky, pfi€emz
prednostné se jedna o hybridni nanovldkennou strukturu
vyrobenou zpiisobem, jak vy$e uvedeno, kde pak aktivni
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latkou je piednostné lé¢iva latka €i lé€ivo.
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ZpUsob vyroby hybridni, povrchové aktivni nanovlakenné struktury s imobilizovanymi aktivnimi

latkami a nanovlakenna struktura, vyrobena timto zptisobem

Oblast techniky

Vynalez se tyka nanovlakenné struktury s povrchem aktivovanym jiz v procesu pripravy
polymernich fetézcl a nasledné opatfenym, resp. aktivovanym imobilizovanymi aktivnimi
latkami. Vynalez se tyka predev§im zpuUsobu vyroby hybridnich nanovlidkennych struktur a

imobilizace aktivnich latek, vazanych na téchto strukturach.

Dosavadni stav techniky

V soucasnosti se provadi nejcastéji aplikace lééivla tak i jejich nasledné plsobeni nikoliv
in situ, tedy na misto pozadovaného pusobeni, ale peroralné, coz pfinasi Fadu vedlejSich GCinkd
véetn& negativniho vlivu na Zivotné dileZité organy & dokonce véetné jejich trvalého podkozeni
pfi dlouhodobém uZivani. Uvedené negativni vedlej§i ucinky Ize sice omezovat sniZzovanim
davek légiva, ale tim se zase dochazi k davkovani pod minimalini G¢innou davkou léciva, ¢imz
se kone&ny uginek lé¢by omezuje ¢i dokonce zanika. Pfi aplikaci in situ jsou pak leCive latky
gasto uloZeny v hmoté Iékové formy, coZ s sebou nevyhnutelné nese uvolfiovani nejen aktivni,
tedy terapeutické latky, ale také materialu nosi¢e. Negativni reakce organismu miZe byt tedy
zpusobena nikoli aktivni latkou jako takovou, ale jako odezva na pfitomnost nosné latky, aditiv
&i jejich metabolittl. Z uvedenych davodl je snahou vazat aktivni latku na povrch nosige. PFi
aplikaci in situ s uvolfiovanim aktivni latky z povrchu takového nosi¢e dochazi potom k eliminaci
&i snizeni rizik uvedenych zde vyse. Problematickym momentem je zde krok aktivace povrchu
pfed samotnou imobilizaci aktivni, zpravidla terapeutické latky. V té&chto pfipadech je do
procesu Upravy nosi¢e vnesena minimalné jedna daldi chemicka latka, ktera s sebou nese
riziko toxického efektu & negativni reakce organismu. Kromé toho je zde také narust ceny
takového produktu, prodlouZeni doby pfipravy, a také ekologické aspekty spojené pouZitim
daldich chemickych latek a rozpoustédel a jejich likvidaci. Co se tyée dosavadniho stavu
techniky v oblasti nosi¢u aktivnich, resp. terapeutickych latek pro aplikaci in situ, je dalsi, jiz

déle feSenou problematikou pravé forma téchto nosi¢l, a to zejména ve vztahu k rozmérim
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nosiée, ktery pfimo ovliviiuje maximalni mozné mnoZstvi aktivni latky imobilizované na jeho
povrchu.

V soudasnosti jsou znama sama o sobé kfemicita nanoviakna, téZz povrchové
funkcionalizovana nanovldkna a také i nékteré metody povrchové funkcionalizace kifemicitych
povrch(. Napfiklad se jednad o tzv. metodu ,one pot‘, ktera ale byla dosud vyuZita pouze
k modifikaci kiemicitych nanocastic a nikoli nanovlaken. Vyznamna odliSnost ve stavbé a
vlastnostech kfemicitych nanocastic a nanovlaken je zcela jasné prokazatelnym faktorem, ktery
ma za nasledek, Ze i pfes podobnost reakénich smési se lisi reakéni podminky, které vyznamneé

ovlivriuji pribéh polymeraéni reakce a typ vznikajiciho polymerniho fetézce.

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstrafiuje hybridni nanovlakenna struktura s imobilizovanymi
aktivnimi latkami, jejiz podstata, celkové v obecné roving, spociva vtvorbé kremicitych
nanovlaken modifikovanych —NH, skupinami jiz v procesu jejich pfipravy. Na jejich povrch jsou
nasledné, a to bez nutnosti pouziti dalSich povrchovych funkcionalizaci zavadeéjicich —NH,
funkéni skupinu, tedy tzv. silylace, imobilizovany aktivni latky prostfednictvim peptidické vazby
a/nebo vodikovych mustk{.

Nanovlakenné struktury jsou znamy fadou vyjime€nych vlastnosti, pfimo souvisejicich
s pruméry jednotlivych vlaken, jsoucich v Fadech desitek az stovek nanometrd. Jejich hlavnimi
pfednostmi pro aplikaci v této oblasti jsou vysoky mérny povrch a velice dobré adhezivni
vlastnosti, pfedev8im muko-adheze. Tyto vlastnosti umozZniuji jejich snadnou aplikaci in situ a
zaruCuji nékolikanasobné vys8i mnoZstvi latky imobilizované na jejich povrch ve srovnani se
stejnou plochou struktur s niZ§im mérnym povrchem, jako jsou mikrovlakenné struktury, apod.

Pouziti hybridnich nanovlaken na bazi oxidu kfemiCitého jako hlavni sloZky zaruluje
biokompatibilitu, projevujici se jako inertni chovani ve styku s bunéénym materidlem a také
rozpustnost v télnich tekutinach. Ta je zaru€ena tepelnou stabilizaci pfi teplotach pod 200fC.
Rozpustnost nanovlaken na bazi oxidu kiemicitého zaru€uje aplikaéni bezpe€nost, nebot
v pfipadé dlouhodobéjsiho vystaveni aplikacniho mista pUsobeni hybridnich nanoviaken a
kompletnimu uvolnéni imobilizované aktivni latky dochazi k rozpousténi samotného nosice a
nemuze dojit k poSkozeni &i iritaci aplikaéniho mista. Dal§i vyhodou hybridnich nanovlaken je,
Ze kromé zavedenych —NH, skupin obsahuje jejich povrch také fadu —OH skupin, které mohou
byt vyuZity k dal§im modifikacim &i doprovodnym reakcim s aktivnimi latkami.

V souladu s pfedkladanym vynalezem potom vlastni podstata zpusobu vyroby hybridni

nanovlakenné struktury s imobilizovanymi aktivnimi latkami spociva v tom, Ze se provede
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- pfiprava vychoziho hybridniho solu metodou sol-gel, a to tak, Ze zakladni reak&ni smes,

obsahuijici tetraalkoxysilan, je obohacena o podil aminopropyltriethoxysilanu, nacez

- takto pfipraveny hybridni sol je nasledné zvlaknén, pfi¢emz dale

- vytvofena nanovliakenna struktura je tepelné stabilizovana pfi specifickych

podminkach, a to plsobenim teploty do 20(1"C, nacez konecné

- takto vytvofena nanovlakenna vrstva s aktivnim povrchem je vystavena ptisobeni roztoku

imobilizované aktivni latky, kde tato aktivni latka je prostfednictvim peptidickych a/nebo

vodikovych vazeb vazana na povrch uvedené nanoviakenne vrstvy.

Daéle je podstatou jesté hybridni nanovlakenna struktura, vytvofena jako nanovlakenna
prostorova struktura na bazi nanovldken, aktivovanych —NH, skupinami, kde na povrch
nanovlaken je navazana aktivni latka, a to vazbou peptidickou nebo vazbou vodikovymi mustky.
S vyhodou tato uvedena hybridni nanovliakenna struktura s imobilizovanymi aktivnimi latkami je
vyrobena vySe uvedenym  zpusobem. V takovém pfipadé je zvladsté vyhodné, jestlize
imobilizovana aktivni latka je vybrana z rozsahu: |é€iva latka, 1&€ivo, aktivni agens, terapeuticky
agens.

Celkové tedy jde o to, Ze se vytvofi nanoviakenna struktura s povrchem aktivovanym —NH,
pficemZ latka obsahujici tuto funkéni skupinu je pfidavana do reakéni smési pfimo v procesu
pfipravy zvlakhovaciho solu metodou sol-gel za kyselé katalyzy/a je tedy zabudovana pfimo do
tvofenych molekularnich fetézclh. Dalsi, nasledné provadéné zpracovani solu elektrostatickym
zvlakfiovanim umoziuje ziskani povrchové aktivni nanoviakenné struktury ve formé vrstvy i
jiné. Univerzalnost vzniklého aktivniho povrchu nanovlaken umoZiuje imobilizaci
prokazatelného a relativné vysokého mnoZstvi fady Iékarsky a biochemicky aktivnich Iétel; ¢imz

je nasledné pak umozZnéna jejich vysoce u€inna aplikace in situ..

Ptiklady uskuteénéni vynalezu

Vynalez bude popsan na prfikladu vytvofeni hybridni nanovlakenné struktury
funkcionalizované zabudovanim funk&nich amino skupin, na kterazto nanoviakna jsou dale
prostfednictvim reakce s touto skupinou imobilizovany aktivni latky. Dale uvedené priklady
uskute¢néni vynalezu ukazuji pouze jednu moznost z celého spektira moznych realizaci a
aktivnich molekul. Tento fakt, stejné jako zde blize nepopsané daldi moznosti uskutecnéni
vynalezu museji byt primérnému odbornikovi zfejmé bez vynaloZeni dal3i vynalezecké
¢innosti.

V uvedeném piikladu bylo jako aktivni molekula zvoleno antibiotikum tetracyklin

umoznujici rychlou a G€innou imobilizaci a prokazani aktivity.

A&



Priklad 1 — zplsob vyroby

Vychozi sol pro pfipravu funkcionalizovanych kiemicitych nanovidken byl pfipraven
specialné upravenou metodou sol-gel. Pfiprava zvlakiiovaciho roztoku metodou sol-gel byla
provedena zpracovanim 370 ml smési zakladnich prekurzorl tetraethoxysilanu (TEOS) a
aminopropyltriethoxysilanu (APTES) v molarnim poméru [TEOS]/[APTES] = 18. Rozpoustédlem
pro ob& komponenty byl izopropylalkoho! v molarnim poméru [IPAJ/[TEOS] = 2,75. Kysela
hydrolyza probé&hla za pfitomnosti vody pfi pocate¢nim molarnim poméru [H2O)[TEOS] < 3. Po
zakoné&eni hydrolyzy a polykondenzaéni reakce byl zvldkfiovaci sol upraven na finalni
koncentraci 33% hmotnostnich.

Hybridni kiemigity sol byl nasledné zpracovan metodou elektrostatického zvlakiovani pfi
napéti 40 kV a vzdalenosti elektroda-kolektor 13 cm. Takto pfipravena homogenni
nanovlakenna vrstva se vyzna&ovala stfedni hodnotou priméru viaken 230 nm. Pfipravena
nanovlakenna vrstva byla nasledné tepelné zpracovana po dobu 2 hodin pfi teploté 18(¥’C.
Timto postupem byla ziskana stabilni, ale biodegradabilni, hybridni kfemiCita nanovidkna
funkcionalizovana amino skupinami. Takto pfipravena nanovlakenna vrstva nevyZadovala dalSi
povrchovou funkcionalizaci a umoziiovala pfimou imobilizaci antibiotika na povrch nanovlaken.
Ta byla dosaZena smod&enim nanovliakenné vrstvy v 3% roztoku tetracyklinu v etanolu jako
hlavnim rozpoustédle po dobu 1 hodiny, a to pfi laboratorni teploté. Nanoviakna
s imobilizovanou aktivni latkou byla nasledné opakované promyta v bezvodém ethanolu a
vysusena.

Uginnost inkorporace funkénich skupin do nanovlakenné vrstvy stejné jako ucinnost
imobilizace antibiotika byla ov&fena mikroskopicky fluorescenénim barvenim. Ovéfeni aktivity
imobilizovaného antibiotika bylo provedeno sérii antibakterialnich testd na spektru bakterialnich
kmend, konkrétné Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa.
Hodnoceni antimikrobialni aktivity bylo provedeno dotykovou metodou, kdy byl vzorek
nanovldkenné vrstvy s imobilizovanym antibiotikem umistén na agarovy substrat s inokulem
piislusného bakteridlniho kmene. Hodnoceni bylo provedeno po 24 hodindch inkubace pfi
standardnich podminkach. U v8ech vzork(l byly pozorovany vyrazné inhibiCni zony. Uginnost u
testovanych kmenii dosahovala minimalné 80%. Testy antibakteriaini aktivity tak prokazaly
vysokou antibakterialni Gg&innost imobilizace” a imobilizovaného antibiotka ve srovnani

s prazdnym vzorkem, tzn. hybridnimi kiemiitymi nanovidkny bez imobilizované aktivni latky.



Pfiklad 2 — nanovlakenna struktura

Pfikladn& se uvadi nanoviakenna struktura, vyrobend na bazi prostorové struktury
nanovlaken, a to zplisobem podle pfikladu 1, kde na povrch nanovldken je vazana aktivni latka,

ktera je zde volena jako I&civo, a to konkrétné Ié€ivo ve formé tetracyklinu.

Primyslova vyuzitelnost

ZpUsob podle vynalezu je pouzitelny pro ziskani nanoviakenné struktury, nesouci aktivni
latku, kde pak tato struktura je s vyhodou vyuZitelna pfednostné k aplikaci aktivni latky in situ.
Nanoviakenna struktura podle vynalezu je analogicky pouZitelna pro aplikaci aktivni latky,

nejcastéji [éCiva, apod., in situ.



PATENTOVE NAROKY

ZpUsob vyroby hybridni nanovldkenné struktury s imobilizovanymi aktivnimi latkami
spocivajici v tom, Ze se provede

ptiprava vychoziho hybridniho solu metodou sol-gel, a to tak, Ze zékladni reakéni smes
obsahujici tetraalkoxysilan je obohacena o podil aminopropyltriethoxysilanu, nacez

takto pfipraveny hybridni sol je nasledné zviaknén, pfiemz dale

vytvofend nanovldkennad struktura je tepelné stabilizovana pfi  specifickych
podminkach, a to plsobenim teploty do ZO(i‘C, nacez konecné

takto vytvofena nanoviadkenna vrstva s aktivnim povrchem je vystavena plsobeni roztoku
k imobilizovani vybrané aktivni latky, kde tato aktivni latka je prostfednictvim peptidickych

a/nebo vodikovych vazeb vazana na povrch uvedené nanovldkenne vrstvy.

ZpUsob vyroby podle naroku 1, kde piima imobilizace aktivni latky na povrch nanoviaken
je dosazena smalenim nanoviakenné struktury v roztoku aktivni latky v ethanolu za
normainiho tlaku a pfi teploté 18 az 2%0, s naslednym promytim v bezvodém ethanolu a

koneénym vysusenim.

Hybridni nanovidkenna struktura, vytvofena jako nanovlakenna prostorova struktura na
bazi nanovlaken aktivovanych —NH, skupinami, kde na povrch nanovlaken je navazana

aktivni latka, a to vazbou peptidickou nebo vazbou vodikovymi mustky.

Hybridni nanoviakenna struktura s imobilizovanymi aktivnimi latkami, podle naroku 3,

vyrobena zplsobem podle naroku 1 nebo 2.

Hybridni nanoviakenna struktura podle naroku 4, kde imobilizované aktivni latky jsou

vybrany z rozsahu: léciva latka, 1é¢ivo, aktivni agens, terapeuticky agens.
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