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Nazev vynalezu:

Zpisob pripravy povrchu substratu
obsahujiciho karboxybetainové funkéni
skupiny

Anotace:

Predkladané feseni se tykd zpisobu ptipravy povrchu
substratu obsahujiciho karboxybetainové funkéni skupiny
s navazanymi bioaktivnimi latkami a majiciho rezistenci
proti nezadouci depozici slozek biologickych médii na
povrchu substratu, obsahujiciho kroky chemické aktivace
karboxybetainovych funkénich skupin na povrchu
substratu prevedenim karboxylatové slozky
karboxybetainu na aktivni ester, kovalentniho navazani
bioaktivni latky na ¢ast aktivnich esterti a podrobeni
produktu z pfedchoziho kroku reakci s kyselinou (2-
aminoethoxy)octovou, pii¢emz s kyselinou (2-
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Zpisob pripravy povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové funkéni skupiny

Oblast techniky
Vynalez se tyka zpiisobu pfipravy povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové funkéni sku-

piny s navazanymi bioaktivnimi latkami, ktera zvy3uje rezistenci povrchu proti nezadouci biolo-
gické depozici pii kontaktu s biologickymi médii.

Dosavadni stav techniky

Pfi styku prakticky vsech béznych materiald s biologickym médiem dochazi na jejich povrchu
k biologické depozici, tzv. "fouling", zaginajici adsorpci biologickych molekul, hlavné proteind,
na které podle sloZeni daného média mohou adherovat buiiky a mikroorganismy nasledované
dalSimi biologickymi procesy, jako je koagulace krve, zanétlivé a imunitni reakce nebo tvorba
bakteridlnich biofilmi. Vysledné biologické depozity mohou zhorsovat funkci materialii a zafize-
ni, ktera pracuji v biologickych médiich, jako jsou t&Ini tekutiny, média obsahujici buiiky, potra-
viny a média z biologickych vyrob a z biologického prostiedi obecné. Problém je zvlasté kriticky
pro materialy pouzivané v kontaktu s krevnim sérem, plazmou nebo krvi. Proto jsou povrchy,
které v biologickych médiich brani nespecifické tvorb& biologickych depozitii a soudasné umoz-
fluji navazani bioaktivnich prvkii zprostiedkujicich specifickou interakci povrchu s cilovymi
slozkami biologického prostiedi, velmi dilezité pro mnoho biotechnologickych a Iékaiskych
aplikaci, napf. jako biosenzory, membrany a Castice pro separaci a akumulaci biologickych latek
a bunek, nosice lé¢iv a diagnostické Castice aplikované do krevniho ob&hu, materialy prichazejici
do kontaktu s krvi a nosi¢e bunék, tzv. scaffolds, pro tkanové inzenyrstvi.

Za nejvice odolné proti biologické deposici (tzv. "antifouling") jsou v soudasné dobé povazovany
povrchy pfipravené roubovanim hydrofilnich elektroneutralnich polymerd, jako jsou neionogenni
poly(oligo(hydroxyethylen glykol) methakrylat)) (polyHOEGMA), poly(2-hydroxyethyl meth-
akrylat) (polyHEMA), poly(3—hydroxypropyl methakrylat) (polyHPMA), poly(N—(2-hydroxy-
propyl) methakrylamid) (polyHPMAA) a zwitteriontové poly(karboxybetain methakrylat)
(polyCBMA) a poly(karboxybetain akrylamid) (polyCBAA), z povrchu substrati (tzv. "grafting
from") pomoci povrchem iniciované radikilové polymerizace s prenosem atomu (SI ATRP).
Vysledny karta¢ polymernich fetézci, tzv. "polymer brush”, je vrstva husté uspofadanych poly-
mernich fetézci navazanych jednim koncem k povrchu. Karta¢e z polyCBAA, polyCBMA
a polyHPMAA jako jediné u¢inné potlacuji i depozici z nefedéné krevni plazmy a séra.

Alternativni metodou je ptipojeni polymernich Fetézcl pfipravenych polymeraci v roztoku k po-
vrchu (tzv. "grafting to"). Mensi hustota polymernich fetézch dosahovana v kartadich piipra-
venych touto metodou oproti karta&iim pfipravenym metodou ,.grafting from" poskytuje povrchu
slabsi odolnost proti biologické depozici.

Jeste slabsi odolnost zejména proti depozici z krevni plazmy a séra poskytuji Easto pouzivané
vrstvy karboxymethyldextranu nebo povlaky ze samoorganizovanych monovrstev (SAMs) ze
smési molekul (CH,),1(EO)a (CH,),1(EO)sOOH, kde EO je ethylenoxid, jejichz povrch je tvoten
husté uspofadanymi oligoethylenoxidy obsahujicimi v nékterych pozicich karboxylové skupiny
pouzivané pro navazani bioaktivnich latek.

Pro navazani bioaktivnich latek na neionogenni polymerni fetézce je pouzivana aktivace
hydroxylovych skupin v jejich postrannich fetézcich. Zbytkové produkty této aktivace, které
zistavaji na polymerech po navazani bioaktivnich latek, do velké miry zhor$uji odolnost kartadt
proti biologické depozici. Povrchy s pozadovanou biologickou aktivitou a lepsi odolnosti proti
depozici byly pfipraveny navazanim bioaktivnich litek na kartade z polyCBMA nebo poly-
CBAA, majici karboxybetainové zwitterionty jako postranni skupiny polymernich fetézci. Karté-
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e z polyCBMA a polyCBAA s bioaktivnimi latkami navazanymi na karboxybetainové postranni
skupiny polymerd jsou zahrnuty mimo jiné v dokumentech US 2014/0 370 567
a US 2013/0 244 249. Patentova ptihlaska PV 2015-313 popisuje kartace z poly(HPMAA—co—
CBMAA) roubované kopolymerizaci monomeri HPMAA a karboxybetainakrylamidu
(CBMAA) z povrchu riiznych substrati v&etné polymernich nano¢astic a navazani bioaktivnich
latek na jejich aktivované karboxybetainové skupiny. WO 2016/177 354, kterd navazuje na
PV 2015-313, zahrnuje i piipravu kartacd z poly(HPMAA—co-CBMAA) piipravenych polyme-
raci v roztoku a kovalentné roubovanych na povrch substratu. Ke stavu techniky patii i hydrogely
z kopolymerii poly(HEMA—co-CBMAA) odolné proti biologické depozici (Kostina, et al., Bio-
macromolecules 2012, 13, 4164—4170) nebo sorbenty, jejichZ povrch je modifikovan pfipojenim
karboxybetainovych zwitterionti (WO 2014/165 421 Al).

Bioaktivni latky obsahujici jednu nebo vice aminoskupin se na karboxybetainové skupiny nava-
zuji prakticky vyhradng reakei s karboxylem karboxybetainového zwitteriontu, ktery se napfed
aktivuje na meziprodukt snadno reagujici s nukleofilni aminoskupinou navazované bioaktivni l4t-
ky. Tato aktivace se provadi prevazné reakei s riznymi N—substituovanymi karbodiimidy (DCI)
za vzniku aktivniho esteru O-acylisomo&oviny. Tento meziprodukt v§ak ma ve vodném prostiedi
extrémné nizkou Zivotnost a rychle se hydrolyzuje, takze vazebna reakce s aminoskupinou ma
nedostate¢ny vytézek. Z tohoto divodu se reakce provadi v pfitomnosti N-hydroxysukcinimidu
(NHS) nebo jeho derivatd, ktery rychle reaguje s O-acylisomocovinou za vzniku aktivniho
NHS—esteru. NHS—ester ma vy33i reaktivitu vii¢i aminoskuping nez O—acylisomocovinu a je sta-
bilngji viici hydrolyze, takze se lépe dosahuje pozadovaného vytézku. Reakce NHS-aktivniho
esteru i O—acylisomo&oviny s aminoskupinou vede v obou piipadech ke stejné vazbé bioaktivni
latky na karboxybetainovou skupinu amidickou vazbou.

Nezreagované NHS—aktivni estery vytvofené aktivaci I—ethyl-3—(3— dimethylaminopropyl)-
karbodiimid/N-hydroxysukcinimidem (EDC/NHS) pouze karboxylovych skupin (nikoli karboxy-
betaint), napt. na povrchu vy$e zminénych SAMs, se ve vodném prostfedi samovolné hydroly-
zuji zpét na karboxylové skupiny. Deaktivace NHS—aktivnich estert zlepSuje odolnost povrchu
viigi depozici biologickych latek, proto je Gasto pro lepsi zajidténi deaktivace aktivnich esterd,
zbylych po navazani bioaktivnich substanci na karboxylové skupiny v SAMs nebo karboxy-
methyldextranu, pouzivana inkubace s roztokem ethanolaminu (US 5 561 069 A). Popsana byla
také deaktivace aldehydovych skupin na modifikovaném polyethylenglykolu, PEG-CH=O0, reak-
¢i s ethanolaminem a glycinem (Wildling et al. Bioconjugate Chem. 2011, 22, 1239-1248), nic-
méné deaktivace glycinem vedla v porovnani s ethanolaminem ke zvy3eni nespecifické depozice,
zfejmé v diisledku zavedeni nadbyte¢ného naboje karboxylu.

Piestoze se obecné predpokladalo, Zze meziprodukty O-acylisomoCovina i NHS-aktivni estery,
které nezreagovaly s aminoskupinou, se po vazebné reakci mohou kvantitativné hydrolyzovat
zpét na karboxylové skupiny, k regeneraci karboxylovych skupin karboxybetainovych zwitterion-
ti po aktivaci metodou DCI/NHS samovolnou hydrolyzou nedochazi. NaSe studie zaloZené na
reflexni IC spektroskopii ukazaly, Ze v piipadé po aktivaci karboxybetaini reakei s 1-ethyl-3—
(3—dimethylaminopropyl)karbodiimidem (EDC), ktery je nejcastéji pouzivanym DCI, a NHS
nedochazi ke kvantitativni regeneraci karboxylovych skupin, a to ani dlouhodobym plsobenim
vodnych roztoki s riznym slozenim elektrolyti, iontovou silou a pH.

Vzhledem k mife a §ifi pouziti karboxybetainovych skupin pro navéazani biologicky aktivnich
latek na rizné povrchy se regenerace nezreagovanych aktivnich esterii na molekulu zakonCenou
karboxylovou skupinou jevi jako kli¢ova pro snizeni biologické depozice (fouling) na téchto
povrsich.

US 7 943 370 B2 popisuje piipravu povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové skupiny
pievedenim karboxybetainu na aktivni ester, kovalentnim navazanim bioaktivni latky a deakti-
vaci nezreagovanych aktivnich esterd pomoci glycinu nebo B-alaninu. Dokumenty Chou Y.—N.
a kol, Acta Biomaterialia 2016, 40, 31 — 37 a Vaisocherova H. a kol., Biosensors and Bioelectro-
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nics 2014, 51, 150 — 157 popisuji pripravu povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové sku-
piny pfevedenim karboxybetain na aktivni ester, kovalentnim navazanim bioaktivni latky a deak-
tivaci nezreagovanych aktivnich esteri pomoci glycinu. WO 2009/130 233 Al popisuje piipravu
halogenovanych povrchi s potencialnim obsahem karboxybetainovych skupin pievedenim karbo-
xylové skupiny na aktivni ester, kovalentni navazani bioaktivni latky a deaktivaci nezreagova-
nych aktivnich esterd pomoci glycinu. Vaisocherova H. a kol., Biosensors and Bioelectronics
2014, 51, 150 — 157 popisuji piipravu povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové skupiny
prevedenim karboxybetainu na aktivni ester, kovalentni navdzani bioaktivni latky a deaktivaci
nezreagovanych aktivnich esterti pomoci glycinu.

Podstata vynalezu

Piedkladany vynalez se tyka regenerace aktivnich esteri karboxybetainovych skupin zptisobem
pfipravy povrchu substratu, obsahujiciho karboxybetainové funkéni skupiny, ktery vede k nahra-
zeni nezreagovanych aktivnich esteri, zbylych po navazani bioaktivni latky na nékteré z aktivo-
vanych karboxybetainovych zwitteriontii, kyselinou (2-aminoethoxy)octovou. Casti vyrobku
nebo zafizeni, jejichz povrch ma vykonavat néjakou aktivni funkci v biologickém médiu, ktera
by mohla byt ovlivnéna biologickou depozici, a jejichz povrch obsahuje karboxybetainové skupi-
ny, mohou byt z organickych i anorganickych materiald, mohou mit libovolnou morfologii, napf.
Castice, membrany, trubky, hadicky, destiCky, porézni material, sit¢ vlaken, a rizné pouziti
v kontaktu s biologickym médiem, napf. jako biosenzory, afinitni astice a membrany pro sepa-
raci a akumulaci biologickych latek, cilené nosie pro dopravu 1é¢iv, biomaterialy pro tkafiové
inzenyrstvi, antitrombogenni materialy pro kontakt s krvi.

Predkladany vynalez spociva v tom, Ze ihned po aktivaci karboxybetainovych skupin a navazani
biologicky aktivnich latek se povrch substratu inkubuje s roztokem kyseliny (2-aminoethoxy)-
octové. Béhem této inkubace koncova aminoskupina této molekuly reaguje s aktivnimi estery,
které nebyly spottebovany pii pfedchozim navazani biologicky aktivnich latek. Volna karboxy-
lova skupina v ¢asti molekuly, ktera nahradila aktivni ester, vytvofi novy zwitteriont s kationtem
kvartérniho dusiku zbylym po aktivaci pivodni karboxylové skupiny. Uvedenym postupem je
neutralizovana reaktivita zbytkovych aktivnich esteri a soucasné kompenzovan kladny naboj
kationtd kvartérniho dusiku a tim opét zvySena odolnost povrchu proti biologické depozici.
Technicky efekt zplsobu piipravy povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové funkéni
skupiny se projevi zejména (ale nikoliv pouze) u polymernich karta¢d s vysokou hustotou poly-
mernich fetézcl obsahujicich karboxybetainové postranni skupiny. Malé molekuly aktiva¢nich
reagentl mohou pronikat mezi polymerni fetézce a reagovat s karboxybetainy v celém objemu
kartace, zatimco pro navazani velkych bioaktivnich latek, napf. proteini, jsou dostupné pouze
karboxybetainy blizko povrchu vrstvy.

Pfedmétem predkladaného vynélezu je zpiisob pfipravy povrchu substratu obsahujiciho karboxy-
betainové skupiny, se zvySenou odolnosti proti nezddouci depozici slozek biologickych médii na
povrch substratu, obsahujici kroky:

a) chemicka aktivace karboxybetainovych skupin na povrchu substratu prevedenim karboxylové
skupiny karboxybetainu na aktivni ester;

b) kovalentni navazani bioaktivni latky reakci jeji aminoskupiny s aktivnim esterem pfipravenym
v kroku a);

pii¢emz po kroku b) se provede krok c), ve kterém produkt z kroku b) reaguje s kyselinou (2—
aminoethoxy)octovou,
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kdy s kyselinou (2-aminoethoxy)octovou reaguji aktivni estery, na nichZ nedoslo v kroku b) ke
kovalentnimu navazani bioaktivni latky. S vyhodou se krok c) provede pfi zasaditém pH, vyhod-

oe e

n&ji pfi pH v rozmezi od 7,5 do 9, nejvyhodnéji pfi pH 8.

Karboxybetainové skupiny mohou byt bud’ pifimo soucasti materidlu substratu, nebo mohou byt
piipojeny k povrchu substratu, napf. jako sougast molekul naroubovanych na povrch substratu
nebo substrat mize byt pokryt vrstvou obsahujici tyto skupiny, napf. polymernim kartaem pfi-
pravenym povrchem iniciovanou polymeraci z povrchu substratu (grafting from) nebo pfiprave-
nym piipojenim polymernich fetézci piipravenych polymeraci v roztoku k povrchu (grafting to).

Karboxybetainové skupiny jsou odbornikovi v oboru dobfe zndmé a jsou obecné definované jako
neutralni chemické skupiny obsahujici kvartérni amoniovy kationt, ktery nenese zadny vodikovy
atom, a negativné nabitou karboxylovou skupinu, ktera nesousedi piimo s kvartérnim amonio-
vym kationtem (IUPAC, Compendium of Chemical Terminology).

Substratem se pro ucely piedkladaného vynalezu rozumi objekt, ktery je odolny proti depozici
slozek biologickych médii, nebo ktery je tieba pokryt polymerni vrstvou proptjcujici mu odol-
nost proti depozici slozek biologickych médii (Ize na n&j naroubovat polymerni kartac, nebo na
né&j lze nanést polymerni povlak). Substratem tak mize byt:

(1) objekt, jehoz povrch je pokryt vrstvou polymerniho kartaée roubovanou z povrchu (grafting
from) zivou radikalovou polymerizaci, viz PV 2015-313 a WO 2016/177 354,

(2) objekt, jehoz povrch je pokryt vrstvou polymera piipravenych v roztoku a nasledné pfipoje-
nych k povrchu kovalentni vazbou nebo fyzikalni adsorpci (grafting to), viz WO 2016/177 354,

(3) objekt, jehoz povrch je pokryt polymeraci iniciovanou radikaly vytvofenymi chemickou nebo
fyzikalni aktivaci povrchu objektu,

(4) objekt, jehoz povrch je povleden adherujici vrstvou polymeri nanesenou z roztoku (polymer-
ni povlak),

(5) objekt, jehoz povrch Ize modifikovat navazanim molekuly obsahujici karboxybetainove zwit-
terionty,

(6) objekt, ktery obsahuje karboxybetainové zwitterionty ve své struktufe, napf. polymerni gel,
kde nékteré monomerni jednotky obsahuji karboxybetainové zwitterionty.

Polymerni vrstvy vytvofené na objektech (1), (2), (3) a (4) vzdy obsahuji alespoi jeden homopo-
lymer nebo kopolymer obsahujici karboxybetainové zwitterionty v bo¢nich fetézcich. Ve vrst-
vach na objektech (2) a (4) mohou byt polymery obsahujici karboxybetainové zwitterionty ve
smési s hydrofilnimi polymery, s vyhodou vybranymi z polyHPMAA, polyHOEGMA, poly-
HEMA, a polyHPMA.

S vyhodou jsou vrstvy na objektech (1), (2), (3) a (4) vytvorené z homopolymeru vybraného ze
skupiny zahrnujici polyCBMAA, polyCBMA a polyCBAA nebo z kopolymeru poly(A—co-B),
kde A je monomerni jednotka vybrand ze skupiny obsahujici HPMAA, HOEGMA, HEMA,
HPMA a B je monomerni jednotka v koncentraci 1 az 99 mol. %, vybrana ze skupiny obsahujici
CBMAA, CBMA, CBAA.

Tvar, rozméry, morfologie a chemicka povaha substratu neni rozhodujici, mize se jednat o pla-
narni &i riiznd tvarované objekty, trubice, vlakna, Castice, membrany, mikro&astice, nanocastice,
porézni materialy, kovy, kiemik, materidly na bazi kiemicitani ¢i hlinitokiemicitani (napf. sklo),
polymery, anorganické materialy, apod.
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Biologické médium je pro Gcely predkladaného vynalezu tekutina obsahujici biologické latky,
tj. biomolekuly a jejich asociaty (proteiny, sacharidy, polysacharidy lipidy, nukleové kyseliny,
lipoproteiny, glykoproteiny, organely atd.), viry, buiiky, mikroorganismy a jejich fragmenty. Bio-
logickym médiem je tedy napf. krev a ostatni t€Ini tekutiny, krevni plazma a sérum, tkatiové
extrakty, bunéné lyzaty a suspense, potravinové extrakty.

Bioaktivni (biologicky aktivni) latkou v piedkladaném vynalezu je latka, obsahujici alespoti
Jjednu NH, skupinu, selektivné interagujici s cilovou slozkou biologického média. Bioaktivni lat-
ka miize mit afinitu k cilové slozce, typicky je bioaktivni latkou pirodni protilatka, antigen, lek-
tin a bunéény receptor a jejich umélé analogy a Easti pfipravené rekombinantni technikou a synte-
tické oligopeptidové sekvence, nukleové kyseliny a jejich Casti a syntetické oligonukleotidové
sekvence a aptamery. Bioaktivni latka mize katalyzovat chemickou pfeménu cilové latky, napf.
enzym, koenzym a jejich syntetické analogy. Nebo mize bioaktivni latka vyvolavat biologickou
odezvu, jako napf. antikoagulant, napf. heparin, proteiny a oligopeptidové sekvence reagujici
s bunéCnymi integriny, ristové faktory, hormony, a derivaty lé¢iv a vitaminii. Bioaktivnimi latka-
mi mohou byt také napfiklad nanocastice funkcionalizované NH, skupinou, zejména kovové,
polymerni, silikonové nanoCastice, nanocdstice na bazi oxidd kovi & polymerni nanolastice
s magnetickym jadrem.

Aktivni ester karboxybetainu je produkt reakce karboxylové skupiny karboxybetainu s N—
substituovanymi karbodiimidy, tj. O—acylmoCovina, a/nebo produkt reakce karboxylové skupiny
karboxybetainu s N-substituovanymi karbodiimidy a N-hydroxysukcinimidem (NHS) nebo jeho
derivaty, s vyhodou je aktivnim esterem NHS—ester nebo sulfo NHS—ester.

Ve vyhodném provedeni se krok c) provede tak, Ze se nejprve produkt z kroku b) oplachne
pufrem, ktery byl pouzit jako rozpoustédlo v kroku b), nasledné se oplachne pufrem, ktery bude
pouZit v nasledujicim kroku k inkubaci, s vyhodou je takovym pufrem pufr o pH 8, nasledné se
produkt inkubuje s roztokem kyseliny (2—aminoethoxy)octové v pufru, nasledné se oplachne
pufrem piedtim pouzitym k inkubaci, a nasledné se oplachne roztokem, do kterého je pak vlozen
pro skladovani, nebo vodou a vysusi se.

V jednom provedeni jsou karboxybetainové skupiny obsaZeny v polymerni vrstvé na povrchu
substratu jako polymerni karta¢, pfipraveny polymeraci z povrchu nebo roubovanim polymerii na
povrch substratu, nebo polymerni povlak, s vyhodou ma tato vrstva tloustku v rozmezi od 5 nm
do 5 um.

Ve vyhodném provedeni je polymerni vrstvou obsahujici karboxybetainové skupiny polymerni
karta¢ z polyCBMAA, polyCBMA, polyCBAA nebo poly(HPMAA—<co—-CBMAA/x mol. %) kde
X (molarni koncentrace CBMAA) je v rozmezi od 1 mol. % do 99 mol. %. S vyhodou ma tato
vrstva tloustku v rozmezi od 5 nm do 5 pm.

V jednom provedent je substrat vybrany ze skupiny zahrnujici ¢astice, porézni membrany, nosice
bunék ("scaffolds") a biosenzory.

Castice jsou s vyhodou z materidlu vybraného ze skupiny obsahujici zlato, stfibro, magnetické
materialy, kiemik, SiO,, polymery, spadaji do definice substratu (1) aZ (6) a maji s vyhodou pra-
mér od 5 nm do 1 mm. Castice s bioaktivnimi latkami navazanymi na aktivované karboxy-
betainové skupiny na povrchu ¢astic véetng vnitiniho povrchu poréznich &astic jsou aplikovatelné
jako nosice pro cilenou terapii a diagnostiku in vivo, separaci a akumulaci biologickych latek
a enzymatickou katalyzu v bioreaktorech.

Porézni membrany jsou membrany uréené pro afinitni separaci biologickych latek z biologickych
médii.
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Nosite bungk ("scaffolds") jsou odbornikovi v oboru dobfe znamé, jejich vyuziti je napi. pro
tkarové inZenyrstvi (viz napf.
http://ww.wikiskripta.eu/index.php/Tk%C3%Al%C5%880v%C3%A9_in%C5%BEen%C3%BDr
stv%C3%AD).

V jednom provedeni je substratem detekéni povrch biosenzoru pro pfimou detekei nebo vice-
stupfiovou detekci analytii v komplexnich biologickych médiich, napt. pomoci optickych nebo
hmotnostnich biosenzori. S vyhodou je detekéni povrch pokryt polymernim karta¢em z poly-
CBMAA, polyCBMA, polyCBAA nebo poly(HPMAA-co-CBMAA) s navazanymi biorecepto-
ry. Bioreceptory v této aplikaci jsou bioaktivni laky majici selektivni afinitu k cilovym slozkam
analyzovaného média.

V jednom provedeni je substrat ureny pro kontakt s krvi in vitro, ex vivo a in vivo.
Zpiisob piipravy povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové skupiny podle predkladaného
vynalezu, ktery ma zvySenou odolnost proti nezadouci depozici slozek biologickych médii na

povrch substratu, poskytuje velmi rychlé, levné a efektivni zmirnéni problémi s depozici neza-
doucich slozek biologickych médii oproti feSenim nabizenym v dosavadnim stavu techniky.

Piiklady uskute¢néni vynalezu

Piiklad 1: Obecny zplisob Upravy povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové funkéni
skupiny

V kroku (a) dochazi k chemické aktivaci ptitomnych karboxybetainovych skupin tim, Ze se
karboxylové skupiny karboxybetainu prevedou na aktivni NHS—ester nebo sulfo-NHS-ester
reakei s 1—ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl)karbodiimidem (EDC) a N-hydroxysukcinimidem
(NHS) nebo sulfo-NHS. V kroku (b) dojde k inkubaci vzorku s roztokem obsahujicim bioaktivni
latky (BAL), béhem které jsou tyto latky kovalentn& navazany na nékteré z aktivnich estert
vytvofenych v kroku (a). V kroku (c) probiha reakce téch aktivnich NHS-esterd nebo sulfo—
NHS—estert, které nezreagovaly s bioaktivni latkou, s molekulami kyseliny (2-aminoethoxy)-
octové. V pribéhu inkubace vzorku svodnym roztokem kyseliny (2—-aminoethoxy)octové jsou
tyto molekuly kovalentné navazany na povrch stalou amidickou vazbou.

Ptiklad 2: Odolnost karboxybetainovych polymernich kartati proti biologické depozici z nefedé-
né krevni plazmy a potravinovych vzorkii po EDC/NHS aktivaci, a po reakei s deaktiva¢nimi
Cinidly

Zlaty povrch &ipu pro méfeni rezonance povrchovych plasmoni (SPR), sklenéna desti¢ka s napa-
fenou vrstvou zlata o tloustce 50 nm, byl metodou SI ATRP pokryt karta¢em z polyCBMAA
nebo karta¢em z kopolymeru obsahujictho 15 mol. % CBMAA (poly(HPMAA—o-
CBMAA/15 mol. %)s tloutkou v rozsahu 19 az 31 nm dle protokolu popsaného v PV 2015—
313. Nasledng byl &ip oplachnut vodou a upevnén do komory SPR senzoru s 6 pritokovymi
mikrofluidnimi kanaly. Karboxybetainové skupiny kartd¢e byly v 2. az 6. kanalu aktivovany
reakci svodnym roztokem N-hydroxysukcinimidu (NHS; 0,1 M) a 1-ethyl-3—(3—dimethylamino-
propyl)karbodiimidu (EDC; 0,5 M) 20 min pti 2 °C (krok (a) v piikladu 1). Po oplachovani
vodou po dobu 5 min a PBS a vodou pH 8 (10 mM Na,HPO,, 1,8mM KH,PO,, 137 mM NaCl,
2,7mM KC1, pH 7,4) 10 min byl aktivovany karta¢ vystaven plsobeni roztoku glycinu (1 M,
voda pH 8) 30 min v 3. kanalu, roztoku kyseliny (2—aminoethoxy)octové (0,1 M, voda pH 8)
30 min v 4. kanalu, roztoku ethanolaminu (1 M, voda pH 8) 30 min v 5. kanalu a deaktivaénimu
pufru (10mM borét sodny + 10mM imidazol + 10mM NaCl, pH 8) 40 min v 6. kanalu pfi 20 °C
(krok (c) v piikladu 1). Timto zptisobem byl pfipraven SPR senzor, ve kterém 1. kanal obsahoval
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neaktivovany karta¢, 2. kandl karta¢ po aktivaci, 3. kanal karta¢ po deaktivaci glycinem, 4. kanal
karta¢ po deaktivaci kyselinou (2-aminoethoxy)octovou, 5. kanal kartaé po deaktivaci ethanol-
aminem a 6. kanal karta¢ po deaktivaci deaktivaénim pufrem. Vzdy po modifikaci kartage prove-
dené v piislusném kanale byl karta¢ oplachnut vodou 5 min a PBS 10 min, zméfena SPR rezo-
nanéni vinova délka (A;) povrch byl inkubovan s nefed&nou krevni plazmou po dobu 10 min,
oplachnut PBS a opét zméfena L. Velikost biologického depositu v ng/cm’ byla vypottena z roz-
dilu Ap—A,.

Stejnym zplisobem byly na dalsich ¢ipech zméfeny biologické deposity z komplexnich vzorki
potravin pfipravenych homogenizaci dle protokolu popsaného v CSN ISO 7251 a CSN EN ISO
6579. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1 a 2.

Tabulka I: Depozice z komplexnich biologickych roztoki na karta¢ z poly(HPMAA—co—
CBMAA/15 mol. %) aktivovany EDC/NHS a deaktivovany deaktiva¢nimi &inidly.

Depozit [ng/cm®]

Deaktiva¢ni &inidlo Krevni plazma | MIéko | Hamburger | Okurka
Pied aktivaci 49+20 3,1 0,0 0,0
Po aktivaci 135,5 74,3 55,3 21,4
Glycin ' 5,1 1,9 1,4 0,2
Kyselina (2-aminoethoxy)octova " 5,9 1,9 0,7 1,4
Ethanolamin 14,8 11,4 6,6 1,4
Deaktivaéni pufr * 12,5+ 3,1 58 2,4 3,4

*! 1M glycin, pH 8, 30 min

*2 100mM kyselina (2—aminoethoxy)octova, pH 5, 30 min

*3 |M ethanolamin, pH 8, 30 min

** 10mM borat sodny + 10mM imidazol + 10mM NaCl, pH 8, 40 min
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Tabulka 2 Depozice z komplexnich biologickych roztokii na karta¢ z polyCBMAA aktivovany
EDC/NHS a deaktivovany deaktivaénimi ¢inidly

Depozit [ng/cm’]

Deaktivadni &inidlo Krevni plazma | Mléko | Hamburger | Okurka
Pfed aktivaci 96+1,3 | 10,7 4,1 10,9
Thned po aktivaci 222,7 897,6 | 73,1 135,5
Glycin ' 75,7 3179 11,2 13,6
Kyselina (2-aminoethoxy)octova 71,9 316,1 14,6 11,1
Ethanolamin 90,4 364,6 16,3 15,1
Deaktiva¢ni pufr - 92,9 3808 | 63,9 43,4

*! M kyselina

*2 100mM kyselina (2-aminoethoxy)octova, pH 5, 30 min

*3 M ethanolamin, pH 8, 30 min

** 10mM borat sodny + 10mM imidazol + 10mM NaCl, pH 8, 40 min

Tabulky 1 a 2 ukazuji signifikantné sniZenou depozici ze viech testovanych biologickych vzorki
na oba typy karboxybetainovych polymernich kartacli po deaktivaci kovalentnim navazanim
aminokyselinovych ¢&inidel (glycin nebo NH,~CH,~CH,-O-CH,-COOH) oproti zavedené
deaktivaci hydrolyzou v deaktivaénim pufru nebo navazanim ethanolaminu.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob ptipravy povrchu substratu obsahujiciho karboxybetainové skupiny, se zvySenou
odolnosti proti nezadouci depozici slozek biologickych médii na povrch substratu, obsahujici
kroky:

a) chemické aktivace karboxybetainovych skupin na povrchu substratu pfevedenim karboxylove
skupiny karboxybetainu na aktivni ester;

b) kovalentni navazani bioaktivni latky reakci jeji aminoskupiny s aktivnim esterem ptipravenym
v kroku a),

vyznadeny tim, Ze po kroku b) se provede krok c), ve kterém produkt z kroku b) reaguje
s kyselinou (2—aminoethoxy)octovou,

kdy s kyselinou (2-aminoethoxy)octovou reaguji aktivni estery, na nichz nedoslo v kroku b) ke
kovalentnimu navazani bioaktivni latky.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznaéeny tim, Ze krok c) se provede tak, Ze se nejprve
produkt z kroku b) oplachne pufrem, ktery byl pouZit jako rozpoustédlo v kroku b), nasledné se
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oplachne pufrem, ktery bude pouzit v nasledujicim kroku k inkubaci, nasledné se produkt inku-
buje s roztokem kyseliny (2-aminoethoxy)octové v pufru, nasledné se oplachne pufrem pouZzitym
k inkubaci, a nasledné se oplachne roztokem, do kterého je pak vlozen pro skladovani, nebo
vodou a vysusi se.

3. Zpisob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich nérokdi, vyznaé&eny tim, Ze bioaktivni
latka je latka obsahujici alesponi jednu NH, skupinu a selektivné interagujici s cilovou slozkou
biologického média, s vyhodou je bioaktivni latkou latka s afinitou k cilové slozce, vybrana ze
skupiny zahrnujici protilatku, antigen, lektin, bun&cny receptor a jejich analogy, &asti pripravené
rekombinantni technikou, syntetické oligopeptidové sekvence, nukleové kyseliny a jejich &asti,
syntetické oligonukleotidové sekvence, aptamery; latka katalyzujici chemickou pteménu cilové
latky, vybrana ze skupiny zahrnujici enzymy, koenzymy a jejich syntetické analogy; latka vyvo-
lavajici biologickou odezvu, vybrana ze skupiny zahrnujici antikoagulanty, proteiny a oligopepti-
dové sekvence reagujici s buné¢nymi integriny, riistové faktory, hormony a Ié¢iva.

4. Zpisob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokii, vyzna&eny tim, Ze biologické
médium je tekutina obsahujici biomolekuly a jejich asociaty, vybrané ze skupiny zahrnujici pro-
teiny, sacharidy, polysacharidy, lipidy, nukleové kyseliny, lipoproteiny, glykoproteiny, organely;
bufiky, viry a mikroorganismy a/nebo jejich fragmenty.

5. Zpisob podle kteréhokoliv z piedchazejicich narokii, vyzna&eny tim, Ze karboxy-
betainové skupiny jsou obsazeny v polymerni vrstvé na povrchu substratu, vybrané ze skupiny
obsahujici polymerni karta¢, pfipraveny polymeraci z povrchu nebo roubovanim polymeri na
povrch substratu, a polymerni povlak, pfi¢emz s vyhodou mé tato vrstva tlou$tku v rozmezi od
5nmdo 5 pm.

6. Zpisob podle naroku 5, vyzmaéeny tim, Ze polymerni vrstva obsahuje alespoii
Jjeden polymer obsahujici karboxybetainové skupiny.

7. Zpisob podle naroku 5, vyznaéeny tim, Ze polymerni vrstvou obsahujici karboxy-
betainové skupiny je polymerni karta¢ z poly(karboxybetain methakrylamid)u, poly(karboxy-
betain methakrylat)u, poly(karboxybetain akrylamid)u nebo kopolymeru poly(A—co-B), kde A je
monomerni jednotka ze skupiny N—(2-hydroxypropyl) methakrylamid, 2-hydroxyethyl meth-
akrylat, 3-hydroxypropyl methakrylat a oligo(hydroxyethylen glykol) methakrylat a B je mono-
merni jednotka ze skupiny karboxybetain methakrylamid, karboxybetain methakrylat a karboxy-
betain akrylamid v koncentraci od 1 do 99 % mol.

8. Zpisob podle kteréhokoliv z predchazejicich narokéi, vyznaéeny tim, Ze substrat je
vybrany ze skupiny zahrnujici &astice s vyhodou o velikosti v rozmezi od 5 nm do 1 mm, porézni
membrany, nosi¢e bunék a biosenzory.

9. Zpisob podle ndroku 8, vyznadeny tim, Ze substritem je detekdni povrch biosenzo-
ru pro piimou detekcei nebo vicestupiiovou detekei analyt v komplexnich biologickych médiich.

Konec dokumentu
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