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nangvliken, tedy rozmér fadu jednotek a a% stovek nanometni
a ve tfetim rozmé&ru maji velikost mikrometrckou.




25

30

35

40

45

50

CZ 302699 B6

Zpisob vyroby nanokapsli pFipravenych na bdzi nanovliken

Oblast techniky

Vynélez se tyké pfipravy a vyroby kompozitnich nanomateridlii, tak zvanych nanokapsli; které
mohou s sebou nést a distribuovat jak in vitro, tak i in vivo latky, zejména pak bioaktivni.

Dosavadni stav techniky

Pro distribuci bioaktivnich litek pro lékafské a veterinami icely se dosud zkousela fada systému.
Vzhledem k rozmérim bunék v fddech mikrometrii je viak zdsadni pro distribuci bioaktivnich
latek vyuZivat systémil, jejich? rozméry jsou s buiikami srovnatelné & spie jesté mensi. Jako
nosi¢e v rozmérech nanometrii pro bioaktivni latky se dosud vyuzivalo pfedev§im liposomi a
nanodastic, jejichZ rozméry tomuto pozadavku vyhovuji.

Liposomy jsou membrénové utvary tvofené amfifilnimi titkami v polamim prostfedi. Nejdastd]i
se jednd o lipidy aviak stéle 3ir3i aplikaci maji i povichovd aktivii latky a amfifilnl pepiidy.
Liposomalnich nosi¢ovych systémi je popsana cel4 fada od jednoduchych liposomovych systé-
mil, pfes stabilizované liposomy, asociované s Polyethylenglykolem, co? prodluZuje jejich reten-
¢i v organizmu, imunoliposomy — liposomy s vazanymi antigeny nebo protilatkami, nabité lipo-
zomy, pH senzitivni liposomy, ¢i termosenzitivni nosi€ové systémy. Pfes obrovské mnohaleté
usili se dosud nepodafilo naplnit pivodni optimistick4 otekavani o irokém pouZiti liposomii pro
fizené dodavani l€¢iv. Nejvétsim problémem se ukazala jejich nizka retence v organismu a rychla
degradace imunitnim systémem. Velkou nevyhodou je i jejich kfehkost a tendence k destrukei,
napfiklad zménou iontové sily.

Kompozitni nanocéstice pfedstavuji dalsi variantu nosi¢i, jejichZ velikost odpovidé predstavam o
velikosti pro fizené doddvani l€€iv. Nanoc¢astic byla piipravena celd fada. Bernardi, A. Bernardil,
ACCYV Zilberstein, E. Jiger, MM Campos, FB Morrone, JB Calixto, AR Pohlmann, SS Guterres
and AMO Battastinil: Effects of indomethacin-loaded nanocapsules in experimental model of
inflammation in rats British Journal of Pharmacology (2009) 158, 1104-1111, v roce 2009 pii-
pravil nanokapsle sloZené z polykaprolaktonu s obsahem indometacinu. PHi piipravé pouzil mezi-
plo3né nanaeni — interfacial deposition. Pozitivni uinek takto pfipraveného nosite ov&fil jak
in vitro pfi potladovéni ristu glioblastd, tak i in vivo na modelu potkana. Alternativnim zpiiso-
bem byly nanokapsle pfipravené z polyisobutylkyanoakrylatu s olejovitym vnittkem vyuivanym
na enkapsulaci hydrofébnich 1é8iv. Cournarie, Fabienne Cournariea, Moniques Che ronb,
Madeleine Bernarda and Christine Vauthiera: Evidence for restrictive parameters in formulation
of insulin-loaded nanocapsules European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 57
(2004) 171-179, v roce 2004 pfipravil nanokapsle meziplo&nou polymerizaci - interfacial poly-
merization. Dal3imi materidly, ze kterych byly piipravené nanokapsie jsou polyuretany a poly-
amidy pfipravené Montasserem, [. Montasser, S. Briancon and H. Festi: The effect of monomers
on the formulation of polymeric nanocapsules based on polyureas and polyamides Intemational
Journal of Pharmaceutics 335 (2007) 176179, v roce 2006 a smé&s chitosan — Polyethylenglykol,
ze které pfipravil nanokapsle Prego v roce 2006, C. Prego, D. Torres, E. Fernandez-Megia, R.
Novoa—Carballal, E. Quifiod, M. J. Alfonso: Chitosan-PEG nanocapsules as new carries for oral
peptide delivery Effect of chitosan pegylation degrese Journal of Controlled Release 111 (2006)
299-308.

Obecnym problémem nanotastic je pfedeviim jejich pomérné omezené mnoZstvi materidld, ze
kterych lze nanolastice pfipravit, a pfedeviim nebezpedi jejich priniku hematoencefalickou
bariérou.
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Kromé koaxiainiho elektrospinningu lze plnéna nanovlakna piipravit i alternativni technikou
s vyuZitim pfeplavovaciho elektrostatického zvlakiovani coZ je podstatou patentové piihlasky
PV 2009-425, o nazvu: , Zphsob a zatizeni k vyrobé nanovlaken pieplavovacim elektrostatickym
zvlikiovanim®*, Nevyhodou tohoto systému pfi tvorbé pInénych nanovliken je gradient poklesu
tlaku plnéné latky pii tvorbé plnénych nanoviaken.

Podstata vynalezu

S vyuzitim metody koaxialniho elektrostatického zvlaknovani, Core—shell elektrospinning, ¢i
preplavovaciho elektrostatického zvlakiovani v kombinaci s multikanalovym vsttikovanim, kiera
je soudasti tohoto vynalezu, piipravit nanovlakenné struktury typu jadro — plast’.

Tyto struktury déle napinit riznymi polymery &i jingmi latkami a dal rozdélit na mikroskopické
nebo submikroskopické struktury takzvané nanokapsle, coz je podstatou tohoto vynalezu.

Typické zafizeni, které lze pouZit pro vyrobu vliken typu jadro — plast’ je jehlové zatizeni pro
clektrostatické zvlakiovani, jehoz zvldkiovaci elektroda sestava ze dvou koaxidlnich kapilar,
které jsou nezivisle plnény dvéma riznymi kapalinami / polymemimi roztoky.

Dale je mozné pouzit i alternativnich metod tvorby koaxialnich nanovlaken spojujicich hladinove
a jehlové zvlakhovani, které jsou pfedmétem patentové prihlasky PV 2009425, o nazvu: . Zpa-
sob a zafizeni k vyrob& nanovliken pieplavovacim elektrostatickym zvlakiovanim* respektive
jeho modifikace dle zminéného vynalezu.

Podstatou tohoto vynalezu je kontrolované rozméInéni nanovlaken predeviim nanovlaken typu
jadro — plast, aniz by doslo k destrukei struktury nanovlaken. Nanovlakna, ktera jsou mechanicky
velmi malo odolna a plastickd, 1ze jen obtizné opracovivat.

Dalsi podstatou tohoto vynalezu je i uzavieni segmentid nanovlaken do uzavienych struktur —
nanokapsli, které ve dvou dimenzich maji rozmérové parametry nanovlaken, tedy rozmér fadu
jednotek nanometri aZ stovek nanometrii a v tietim rozméru maji velikost mikrometrickou &i
submikrometrickou.

Dalii podstatou tohoto vynalezu je i pFiprava nenaplnénych otevienych nanokapsli, jejich veli-
kostni roztfidéni a naplnéni. Takto utvofené struktury budou naplnény bioaktivnimi latkami, lze
je pouzit napfiklad pro Fizené dodavani l1é¢iv. Vyhodou tohoto pfistupu oproti dosud pouZivanym
technikdm je vyrazn& vétsi vybér materiald, ze kterych lze nanokapsle pfipravit a dale fizeni a
vybér velikosti nanokapsli, coz umozni regulovat fadu biologickych jevil, napiiklad prichod
haemato—encefaletickou bariérou. Vyhodou je i fyzikalni ¢i chemické modulovani vnéjsiho povr-
chu, caz umoziuje Fizené dodavani Iéciv.

Dal3i podstatou tohoto vynalezu je velikostni roztfidéni jiz naplnénych nanovidken.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Nanovidkna jsou vyrobena metodou koaxialniho spinningu nebo jinou dostupnou alternativni
metodou napfiklad s vyuzitim pieplavovaciho spinneru, nebo technologii NanospiderTM, a
podobné. Povrch nanovlaken mize byt fyzikalné nebo chemicky upraven a to napiiklad proti-
latkou, DNA/RNA aptamery, sacharidy, peptidy apod. a to tak, aby vyhovoval specifickym
pozadavkam pro fizené dodavani léCiv. Bioaktivni litka bude doddna v pribéhu tvorby nano-
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vlaken. Nasledné budou nanovlakna hluboce zmrazena, naptiklad v tekutém dusiku &i jinym zpo-
sobem v zavislosti na polymeru &i materialu, ktery tvofi vnéj$i obal, typicky pod bod gelového
ptechodu. Nasledné za této teploty budou nanovlakna mechanicky rozdrcena napiiklad mletim ¢i
jinym mechanickym zplisobem. Poté budou nové vytvofené struktury na svych koncich uzavieny
tak. aby udrzely sviij obsah. Typickym ptikladem je uzavfeni koncli nanokapsli pfenesenim do
dostateéné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem, gamma a UV zafenim
piipadné dal$imi vhodnymi sterilizadnimi metodami. Zminéné techniky umoZni spojeni polymer-
nich obald konct kratkych vidkennych dsekil. K uzavieni miize dojit i mechanicky, jako druhot-
ny ucinek kryogenniho mletf a drceni. Poté nasleduje zchlazeni.

Piiklad 2

Nanokapsle dle piikladu | jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle budou obaleny amfifil-
nimi lipidy — liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Priklad 3

Struktury vytvofené dle piikladu 1 a piikladu 2 jsou smichany s vhodnym pufrem é&i vodnym
roztokem a velikostné separovany sedimentacnimi a chronografickymi metodami, ¢imz lIze ziskat
velikostné homogenni frakce. V piipadé pouziti elektricky nabitého polymeru se pfi separaci
uplatni elektroforetické techniky. Tento separadni krok miiZze byt proveden i v dfivéjsi fazi pfi-
pravy, kdykoliv po rozdéleni nanovlaken.

Priklad 4

Nanovldkna jsou vyrobena metodou koaxiilniho spinningu nebo jinou dostupnou alternativni
metodou napiiklad s vyuZitim pieplavovaciho spinneru, nebo technologii NanospiderTM, a
podobné. Nanovlikna budou hluboce zmraZena, naptiklad v tekutém dusiku &i jinym zpisobem
v zavislosti na polymeru ¢i materidlu, ktery tvofi vnéjsi obal typicky pod bed gelového prechodu.
Za této teploty budou nanovladkna mechanicky rozdrcena napiiklad miletim &i jinym mechanic-
kym zpusobem. Vzniklé dtvary se pfenesou do pufru a povrch nanovlaken mize byt fyzikalné
nebo chemicky upraven, naptikiad protilatkou, DNA/RNA aptamery, apod. a to tak, aby vyhovo-
val specifickym pozadavkim pro fizené dodavani léciv. Dalsi latka, napiikiad bioaktivni, bude
dodana nasiedn& ve formé roztoku, ve kterém budou nanovlakna inkubovana. Po dosaZeni dosta-
teéné penetrace latky do nanovlaken budou nové vytvotené struktury na svych koncich vzavieny
tak, aby udrZely sviij obsah. Typickym piikladem je uzavfeni koncii nanokapsli pfenesenim do
dostatecné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem, gamma a UV zifenim
pfipadné daldimi vhodnymi sterilizaénimi metodami. Zminéné techniky umozni spojeni polymer-
nich obald koncd kratkych vldkennych useki. K uzavieni miZe dojit i mechanicky, jako druhot-
ny udinek kryogenniho mleti a drceni. Poté nasleduje zchlazeni.

Priklad 5

Nanokapsle dle piikladu 4 jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsie budou obaleny amfifil-
nimi lipidy - liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Priklad 6

Struktury vytvofené dle prikladu 4 a prikladu 5 jsou smichany s vhodnym pufrem ¢i vodnym roz-
tokem a velikostné separoviny sedimenta¢nimi a chromatografickymi metodami, ¢imz lze ziskat
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velikostné homogenni frakce. V piipadé pouZiti clektricky nabitého polymeru se pfi separaci
uplaini elektroforetické techniky. Tento separaéni krok miiZe byt proveden i v ditivéjsi fazi piipra-
vy, kdykoliv po rezdéleni nanovlidken.

Ptiklad 7

Nanovlakna jsou vyrobena metodou koaxialniho spinningu s pohyblivym kolektorem nebo rotu-
jicim kolektorem, nebo jinou alternativni metodou koaxialniho spinningu, jako je vyuZiti special-
niho strukturovaného kolektoru, elektrospinning, elektrospinning z tyéky, elektrospinning z
viledku, NanospiderTM a podobné. Povrch nanovldken miZe byt déle fyzikalné nebo chemicky
upraven a to napfiklad protilatkou, DNA/RNA aptamery, sacharidy, peptidy a podobné a to tak,
aby vyhovoval specifickym pozadavkiim pro fizené dodavani lé€iv. Bioaktivni latka bude dodana
v pribéhu tvorby nanovlaken. Nanovlakna pak budou lyofilizovana nebo prebytek vody odstra-
nén jinou dostupnou, alternativni metodou. Takto vznikla nanovlakna, pfedeviim paralelné ori-
entovana nanovlakna vytvofena metodou koaxiélniho spinningu s lateralné pohyblivym kolekto-
rem, budou nanesena na vhodnou podlozku a fezina optickym — laserovym paprskem. Alterna-
tivné je moiné pouzit jako podlozku i optickou mfizku. Poté budou nové vytvofené struktury na
svych koncich uzavieny tak, aby udrZely svij obsah. Typickym pfikladem je uzavieni konci
nanokapsli prenesenim do dostatedné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem,
gamma a UV zafenim pfipadné daldimi vhodnymi sterilizalnimi metodami. Zminéné techniky
umozni spojeni polymernich obalii koncili kratkych vldkennych dsekd. K uzavieni mizZe dojit i
mechanicky, jako druhotny u¢inek kryogennihio mleti a drceni. Poté nasleduje zchlazeni.

Piiklad 8

Nanokapsle dle pfikladu 7 jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle jsou obaleny amfifilni-
mi lipidy — liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Priklad 9

Struktury vytvorfené dle piikladu 7 a pfikladu 8 jsou smichany s vhodnym pufrem &i vodnym roz-
tokem a velikostné separovény sedimentacnimi a chromatografickymi metodami, ¢imz lze ziskat
velikostné homogenni frakce. V ptipadé pouziti elektricky nabitého polymeru se pii separaci
uplatni elektroforetické techniky. Tento separaéni krok muzZe byt proveden i v drivéjsi fazi pii-
pravy kdykoliv po rozdélent nanovlaken.

Ptiklad 10

Nanovlakna jsou vyrobena metodou koaxialniho spinningu s pohyblivym kolektorem nebo rotu-
jicim kolektorem, nebo jinou alternativni metodou koaxialniho spinningu, jako je vyuZiti special-
niho strukturovaného kolektoru, elektrospinning, elektrospinning z ty¢ky, elektrospinning z
vale¢ku, NanospiderTM a podobné. Nanovldkna pak budou lyofilizovana nebo piebytek vody
odstranén lyofilizaci nebo jinym dostupnym alternativnim pfistupem. Vznikla nanovlékna, pfe-
devsim paraleing orientovana nanovlikna vytvofend metodou koaxialniho spinningu s lateralné
pohyblivym kolektorem, nebo rotujicim kolektorem budou nanesena na vhodnou podlozku a
fezana optickym — laserovym paprskem. Alternativné je mozné pouzit jako podlozku i optickou
mrizku, Vzniklé atvary se prenesou do pufru a povrch nanovlaken muze byt fyzikalné nebo
chemicky upraven a to napfiklad protilatkou, DNA/RNA aptamery, sacharidy, peptidy podobné a
to tak, aby vyhovoval specifickym pozadavkim pro Fizené dodavani léciv. Dalsi latka, napfiklad
bioaktivni, bude dodana nasledn& ve formé roztoku, ve kterém budou nanovlakna inkubovana. Po
dosazeni dostateéné penetrace latky do nanovldken budou nové vytvoiené struktury na svych
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koncich uzavieny tak, aby udrzely sviij obsah. Typickym pfikladem je uzavieni koncii nanokapsli
pfenesenim do dostateéné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem, gamma a
UV zafenim ptipadné dal3imi vhodnymi sterilizadnimi metodami. Zminéné techniky umozni
spojeni polymernich obahi konei kratkych vldkennych tseki. K uzavieni mize dojit i mechanic-
ky, jako druhotny G&inek kryogenniho mleti a drceni. Poté nasleduje zchlazeni.

Piiklad 11

Nanokapsle die piikladu 10 budou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle jsou obaleny amfi-
filnimi lipidy — liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Priklad 12

Struktury vytvofené dle prikladu 10 a pfikladu 11 jsou smichany s vhodaym pufrem ¢&i vodnym
roztokem a velikostné separovany sedimentaénimi a chromatografickymi metodami, ¢imz lze zis-
kat velikostné homogenni frakce. V piipadé pouZiti elektricky nabitého polymeru se pfi separaci

uplatni elektroforetické techniky., Tento separaéni krok miize byt pnroveden i v dEivéjsi fazi

piipravy kdykoliv po rozdéleni nanovlaken.

Ptiklad 13

Nanovlakna jsou vyrobena metodou koaxidlniho spinningu s lateralné pohyblivym kolektorem
nebo rotujicim kolektorem, nebo jinou alternativni metodou koaxialniho spinningu, jako je vyu-
ziti specidlniho strukturovaného kolektoru, elektrospinning, elektrospinning z tycky, elektro-
spinning z vale¢ku, NanospiderTM a podobné. Povrch nanovldken maze byt fyzikalné nebo
chemicky upraven a to napfiiklad protilatkon, DNA/RNA aptamery, sacharidy, peptidy a podobné
a to tak, aby vyhovoval specifickym pozadavkim pro fizené dodavani lééiv. Bioaktivni latka
bude dodana v pribéhu tvorby nanovidken. Nanovlikna pak budou lyofilizovana nebo prebytek
vody odstranén jinym dostupnym alternativnim ptistupem. Vznikld nanovlakna, predeviim para-
lelng orientovana nanovlakna vytvorena metodou koaxialniho spinningu s lateralng pohyblivim
kolektorem nebo rotujicim kolektorem, budou zalita do vhodného gelu a fezana s pouZitim mik-
rotomu ¢&i jiné podobné alternativni metody. Poté budou nové vytvofené struktury na svych kon-
cich uzavfeny tak, aby udrzely sviij obsah. Typickym pfikladem je uzavfeni konct nanokapsli
pienesenim do dostateéné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem, gamma a
UV zafenim pfipadné dal$imi vhodnymi sterilizaénimi metodami. Zminéné techniky umozni
spojeni polymernich oball konci kratkych vlakennych dsekl. K uzavieni mize dojit i mechanic-
ky, jako druhotny G&inek kryogenniho mleti a drceni. Poté nasleduje zchlazeni.

Priklad 14

Nanokapsle dle pfikladu 13 jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle jsou obaleny amfifil-
nimi lipidy — liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Pfiklad 15

Struktury vytvofené dle piikladu 13 a pfikladu 14 jsou smichany s vhodnym pufrem &i vodnym
roztokem a velikostné separovany sedimentanimi a chromatografickymi metodami, &imz lze
ziskat velikostné homogenni frakce. V piipadé pouziti elektricky nabitého polymeru se pfi sepa-

raci uplatni elektroforetické techniky. Tento separatni krok mize byt proveden i v diivejsi fazi
piipravy kdykoliv po rozdéleni nanovlaken.
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Priklad 16

Nanovlakna jsou vyrobena metodou koaxidlniho spinningu s lateralng pohyblivym kolektorem
nebo rotujicim kolektorem, nebo jinou alternativni metodou koaxialniho spinningu, jako je vyu-
ziti specialniho strukturovaného kolektoru, elektrospinning, elektrospinning z tycky, elektro-
spinning 2 valeku, NanospiderTM a podobné. Nanovlikna pak budou lyofilizovana nebo pre-
bytek vody odstranén lyofilizaci nebo jinym alternativnim pfistupem. Vznikla nanovlakna, pie-
devéim paralelné orientovana nanovlakna vytvofena metodou koaxidlniho spinningu s lateralné
pohyblivym kolektorem nebo rotujicim kolektorem, budou zalita do vhodného gelu a fezana
s pouzitim mikrotomu &i jiné podobné aiternativni metody. Poté bude gel rozpusién a vymyt
dialyzaénimi nebo jinou alternativni metodou a povrch nanovliken mbze byt fyzikilné nebo
chemicky upraven (napiiklad protilatkou, DNA/RNA aptamery, sacharidy, peptidy apod.) tak.
aby vyhovoval specifickym pozadavkim pro fizené dodavani IéCiv. Dalsi latka, naptiklad bio-
aktivni, bude dodana nasledné ve formé roztoku, ve kterém budou nanovlakna inkubovéana. Po
dosazeni dostateiné penetrace Yatky do nanovlaken budou nové vytvotené struktury na svych
koncich uzavieny tak, aby udrzely sviij obsah. Typickym piikladem je uzavieni konci nanokapsli
ptenesenim do dostateéné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem, gamma a
UV zafenim piipadné daliimi vhodnymi sterilizanimi metodami. Zminéné techniky umozni
spojeni polymernich obalii koncli kratkych vlakennych isekii. K uzavieni mize dojit i mecha-
nicky, jako druhotny G&inek kryogenniho mleti a drceni. Poté nésleduje zchlazeni.

Ptiklad 7

Nanokapsle die pfikladu 16 jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle jsou obaleny amfifil-
nimi lipidy — liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Priklad 18

Struktury vytvorené dle pfikladu 16 a pfikladu 17 jsou smichany s vhodnym pufrem &i vodnym
roztokem a velikostné separovany sedimenta¢nimi a chromatografickymi metodami, ¢imz lze
ziskat velikostné homogenni frakce. U elektricky nabitych nanokapsli se miiZzou pfi separaci
uplatnit elektroforetické techniky. Tento separacni krok miZe byt proveden i v diivéjsi fazi pfi-
pravy kdykoliv po rozdéleni nanovlaken.

Ptiklad 19

Nanovlakna jsou vyrobena metodou koaxidlniho spinningu s lateralné pohyblivym kolektorem
nebo rotujicim kolektorem, nebo jinou alternativni metodou koaxialniho spinningu, jako je vyuZi-
ti specialniho strukturovaného kolektoru, elektrospinning, elektrospinning zty&ky, elektro-
spinning z véle¢ku, NanospiderTM a podobné. Povrch nanovlaken mize byt fyzikalné nebo
chemicky upraven a to napfiklad protilatkou, DNA/RNA aptamery, sacharidy, peptidy a podobné
a to tak, aby vyhovoval specifickym poZadavkiim pro Fizené dodavani 1é¢iv. Bioaktivni latka
bude dodana v priibéhu tvorby nanovliken. Nanovlakna pak budou lyofilizovana nebo piebytek
vody odstranén jinym alternativnim piistupem. Vznikla nanovlakna, predeviim paralelné orien-
tovana nanovlakna vytvofena metodou koaxialniho spinningu s lateralné pohyblivym kolektorem
nebo rotujicim kolektorem, bude nanesena na masku neboli vhodnou podlozku s podélnymi
vrypy, jejichz vzdalenost odpovida délce nanokapsli — podéinému rozméru nosice. Takto pfipra-
veny preparat bude vystaven fyzikalnimu piisobeni mezi jinymi napfiklad teplotnimu vlivu, nebo
dale chemickému pésobeni mezi jinymi napfiklad film rozpoustedla a to tak, aby doslo
k materiadlovému naru$eni polymeru, ze kterého je konstruovano nanovlakny a to v mistech
vrypi. Vzniklé Gtvary se pfenesou do pufru a povrch nanovliken mize byt fyzikainé nebo
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chemicky upraven napfiklad protilatkou, DNA/RNA aptamery, sacharidy, peptidy podobné a to
tak, aby vyhovoval specifickym poZadavkiim pro tizené dodavani lé€iv. Poté budou nové vytvo-
fené struktury na svych koncich uzavfeny tak, aby udrzely sviij obsah. Typickym ptikladem je
uzavieni koncl nanokapsli pfenesenim do dostateéné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plas-
mou, etylénoxidem, gamma a UV zafenim pfipadné dal$imi vhodnymi sterilizaénimi metodami.
Zminéné techniky umoZni spojeni polymernich obali koncil kritkych vldkennych {seki.
K uzavieni mize dojit i mechanicky, jako druhotny Géinek kryogenniho mileti a drceni. Poté nas-
leduje zchlazeni.

Priklad 20

Nanokapsle dle ptikladu 19 jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle jsou obaleny amfifil-
nimi lipidy — liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Priklad 21

Struktury vytvofené dle pfikladu 19 a pfikladu 20 jsou sm v £ vhodnym P nym
roztokem a velikostné separovany sedimentaénimi a chromatografickymi metodami, ¢imZ lze
ziskat velikostné homogenni frakce. U elektricky nabitych nanokapsli se mZou pii separaci
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pravy kdykoliv po rozdéleni nanovlaken.

Ptiklad 22

Nanovldkna jsou vyrobena metodou koaxidlniho spinningu pfedeviim s lateralngé pohyblivym
kolektorem nebo rotujicim kolektorem, nebo jinou aiternativni metodou koaxialniho spinningu,
Jjako je vyuZiti specidlniho strukturovaného kolektoru, elektrospinning, elektrospinning z tycky,
elektrospinning z vale¢ku, NanospiderTM a podobné&. Nanovidkna pak budou lyofilizovana nebo
pfebytek vody odstranén lyofilizaci nebo jinym alternativnim pfistupem. Vznikla nanovlakna,
pfedeviim paralelné orientovana nanovlakna vytvofena metodou koaxialniho spinningu s lateral-
né pohyblivym kolektorem nebo rotujicim kolektorem, bude nanesena na masku neboli vhodnou
podlozku s podélnymi vrypy, jejichz vzdalenost odpovida délce nanokapsli — podélnému rozméru
nosi¢e. Takto pFipraveny preparit bude vystaven fyzikalnimu plsobeni mezi jinymi naptiklad
tepfotnimu vlivu, nebo dale chemickému pasobeni mezi jinymi nap#iklad film rozpoustédla a to
tak, aby doslo k materidlovému narudeni polymeru, ze kterého je konstruovano nanovlakny a to
v mistech vrypua. Vzniklé nanostruktury budou vymyty pufrem a dal3i latka, naptiklad bioaktivai,
bude dodina nasiedné ve formé roztoku, ve kterém budou nanokapsle inkubovany. Po dosaZeni
dostatené penetrace latky do nanokapsli budou nové vytvofené struktury na svvch koncich
uzavieny tak, aby udrzely sviij obsah. Typickvm ptikladem je uzavieni koncii nanokapsli
pfenesenim do dostateéné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem, gamma a
UV zafenim ptipadné dalSimi vhodnymi sterilizaénimi metodami. Zminéné techniky umozni spo-
jeni polymernich obalii konci kritkych vildkennych dsekil. K uzavieni miaze dojit i mechanicky,
jako druhotny uinek kryogenniho mleti a drceni. Poté nasleduje zchlazeni.

Priklad 23

Nanokapsle dle prikladu 22 jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle jsou obaleny amfifil-
nimi hipidy (liposomovy obal}, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.
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Priklad 24

Struktury vytvoiené dle piikladu 22 a pfikladu 23 jsou smichany s vhodnym pufrem €i vodnym
roztokem a velikostné separovany sedimentacnimi a chromatografickymi metodami, ¢imz lze zis-
kat velikostné homogenni frakce. U elektricky nabitych nanokapsli se miZou pii separaci uplatnit
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kdykoliv po rozdéleni nanoviaken.

Priklad 25

Nanovldkna jsou vyrobena metodou koaxidlniho spinningu nebo jinou alternativni metodou
naptiklad s vyuZitim p¥eplavovaciho spinneru, nebo technologii NanospiderTM a podobné.
Povrch nanovlaken miize byt fyzikalné nebo chemicky upraven napiiklad protilatkou, DNA/RNA
aptamery, sacharidy, peptidy a podobné a to tak, aby vyhovoval specifickym pozadavkim pro
Fizené dodavani lé¢iv. Bioaktivni litka bude dodana v prabéhu tvorby nanovlaken. Nasledné
budou nanovlakna hluboce zmraZena, napiiklad v tekutém dusiku ¢i jinym zpisobem v zdvislosti
na polymeru ¢i materialu, ktery tvoii vnéjsi obal, typicky pod bod gelového piechodu. Nasledné
za této teploty budou nanovlakna rozdrcena homogenizaci. Poté budou nové vytvotené struktury
na svych koncich uzavreny tak, aby udrZely svij obsah. Typickym pfikladem je uzavieni konci
nanokapsli prenesenim do dostateéné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem,
gamma a UV zafenim pfipadné daliimi vhodnymi sterilizaénimi metodami. Zminéné techniky
umozni spojeni polymernich obalii konci kratkych vlakennych Gsekii. K uzavieni muze dojit
mechanicky, jako druhotny ii¢inek kryogenniho mieti a drceni. Poté nasleduje zchlazeni.

Priklad 26

Nanokapsle dle piikladu 25 jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle jsou obaleny amfifil-
nimi lipidy — liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Priklad 27

Struktury vytvorené dle piikladu 25 a piikladu 26 jsou smichany s vhodnym pufrem & vodnym
roztokem a velikostné separovany sedimentaénimi a chromatografickymi metodami, ¢imz lze
ziskat velikostné homogenni frakce. U elektricky nabitych nanokapsli se mdZou pit separaci
uplatnit elektroforetické techniky. Tento separa¢ni krok mize byt proveden i v diiv€jsi fazi pri-
pravy kdykoliv po rozdéleni nanovlaken.

Priklad 28

Nanovlakna jsou vyrobena metodou koaxidlniho spinningu nebo jinou alternativni metodou
vyroby nanovlaken, napiklad technologii NanospiderTM a podobné. Nanovlakna jsou hluboce
zmrazena, napiiklad v tekutém dusiku &i jinym zpdsobem v zavislosti na polymeru &i materialu,
ktery tvoii vnéjsi obal, typicky pod bod gelového prechodu. Za této teploty budou nanovlakna
rozdrcena homogenizaci. Vzniklé Otvary se pienesou do pufru a povrch nanovlaken miZe byt
fyzikalné nebo chemicky upraven a to napfiklad protilatkou, DNA/RNA aptamery, podobné a to
tak, aby vyhovoval specifickym pozadavkim pro fizené dodavani légiv. Dalsi latka, naptiklad
bioaktivni, bude dodana nasledné ve formé& roztoku, ve kterém budou nanovlakna inkubovana. Po
dosazeni dostateiné penetrace latky do nanovlaken budou nové vytvoiené struktury na svych
koncich uzavieny tak, aby udrzely sviij obsah. Typickym pfikladem je uzavieni konci nanokapsli
ptenesenim do dostateéné vysoké teploty nebo sterilizaci a to plasmou, etylénoxidem, gamma a
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UV zifenim piipadné dal$imi vhodnymi sterilizaénimi metodami. Zminéné techniky umoZni
spojeni polymernich obald konca kratkych vlidkennych tsekd. K uzavieni mize dojit i mechanic-
ky, jako druhotny €inek kryogenniho mleti a drceni. Poté nasleduje zchlazeni.

Ptiklad 29

Nanokapsle die ptikladu 28 jsou obaleny v roztoku polymeru. Nanokapsle jsou obaleny amfifii-
nimi lipidy — liposomovy obal, amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

Priklad 30

Struktury vytvorené die prikladu 28 a ptikladu 29 jsou smichany s vhodnym pufrem &i vednym
roztokem a velikostné separovany sedimentatnimi a chromatografickymi metodami, ¢imz lze
ziskat velikostné homogenni frakce. U elektricky nabitych nanokapsli se miizou pfi separaci

uplatnit elektroforetické techniky. Tento separaéni krok miZe byt proveden i v diivej3i fazi pii-
pravy kdykoliv po rozdéleni nanovidken.

Priklad 31

Pii vyrobé nanovliken a jejich separovani do nanokapsli dle pfiklada | az 30 je také vyuzit alter-
nativni piistupu tvorby plnénych nanovlaken s vyuZitim piepravovaciho elektrostatického zvlak-
iovani dle patentové pfihlasky PV 2009423, o ndzvu: ,.Zpisob a zafizeni k vyrobé nanovliken
pfeplavovacim elektrostatickym zvlakiiovédnim®, ve kterém je pfepadova duta trubka s otvory
nahrazena piepadovou hranou, kde misto otvoril v duté trubce je série trysek napojenych na cent-
ralni pist. V piepadové hrané je série trysek, které jsou multikandlové plnény z centralniho pistu
¢imz je zajistén staly a definovany tiak ve viech otvorech. V diisledku toho jsou také vytvofena
homogenné plnéna nanovlakna.

Priimyslova vvuZitelnost

Podle vynalezu je mozna produkce, piiprava a vyroba trojrozmémych nanovliakennych struktur
mikrometrovych, submikrometrovych a nanometrovych rozméri, takzvanych nanokapsli. Nano-
kapsle lze pouzit ve viech oblastech, ve kterych lze vyuZit liposomy nebo nano&dstice. Mezi
jinymi jde o oblast fizené¢ho dodavani lééiv in vivo, kde G¢inna litka je umisténa napfikiad
v jadru nanokapsle. V jiném pfipadé je tato GCinnd latka pFipevnéna vnéj$n&. Nanckapsle je
moZné pouZzit pro vnitini i pro vnéjii distribuci bioaktivnich latek. Pro jejich vngji pouziti |ze
vyuzit jejich adhezni vlastnosti a aplikovat napfiklad jako element pii kryti ran nebo pro distri-
buci bioaktivnich latek pro kozni pouziti. Vniténi aplikace nanokapsli je mozna jak perorainég, tak
i injek&né Ci ve formé spreji, roztoki a podobné. Nanokapsle vyrobené podle vynalezu jsou také
vhodné pro aplikace in vivo pro tkafové inZenyrstvi, napiiklad v podobé nosita z biologicky
odbouratelnych materiald pro péstovani Zivych tkani s pfedem uréenymi vlastnostmi a pouzitim.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby nanokapsli pfipravenych na bazi nanovlaken, vyzna&ujici se tim,
7¢ nanovlakna jsou vyrobena metodou koaxialniho spinningu a povrch nanovlaken je fyzikalng,
nebo chemicky upraven bioaktivni latkou ze skupiny DNA/RNA aptamery, sacharidy, peptidy a
to 1ak. Ze bioaktivni latka je dodana v pribéhu tvorby nanovliken, nasledné jsou nanovlakna
hluboce zmrazena v tekutém dusiku pod teplotu gelového piechodu, a za této teploty mechanicky
rozdreena, takto nové vytvoiené struktury jsou na svych koncich uzavieny plazmou, etylenoxi-
dem, gamma a UV zafenim, nebo mechanicky jako druhotny @einck kryogenniho mleti a drceni
tak, aby udrzely sviij obsah.

2. Zpisob podle naroku 1. vyznadujici se tim, Ze nanokapsle jsou obaleny v roz-
toku polymeru, amfifilnimi lipidy nebo amfifilnimi peptidy a polysacharidy.

3. Zpisob podle naroku | nebo 2, vyznadujici se tim, Zc bioaktivni latky ze sku-
piny DNA/RNA aptamery, sacharidy. peptidy jsou dodany nasledné ve formé roztoku, ve kterém
jsou nanovlakna inkubovana.

Konec dokumentu
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