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Abstraktni

V oblasti nosniho podavani 1€ku patii mezi nejzajimave)si aplikace dodani z nosu do mozku, které se
pfimo zaméfuje na centralni nervovy systém a obchazi hematoencefalickou bariéru. Mezi jeho vyhody
patii snizeni davky a ptima distribuce silnych 1€kt v mozku, coz v kone¢ném dusledku snizuje systémove
vedlejsi ucinky. Nedavno nazalni podavani inzulinu ukéazalo slibné vysledky v klinickych studiich 1€¢by
Alzheimerovy choroby. Nanomediciny by mohly dale prispét k tomu, aby se dodavka z nosu do mozku
stala realitou. Aniz by byla ignorovana potreba zafizeni umoznujicich ukladani formulace v horni ¢asti
nosu, povrchova modifikace nanomedicint se jevi jako kliCova strategie pro optimalizaci dodavky léku z
nosni dutiny do mozku. V tomto ptrehledu je dodavka nanomediciny zalozena na ¢asticovém inzenyrstvi
vyuzivajicim povrchové elektrostatické naboje,
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Parkinsonova choroba
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1. Farmaceuticke nanotechnologie pro dodavani z nosu do mozku

Mezi nekonvenénimi zptusoby podavani [€¢iva se nosni dodavce bezpochyby dostava mensi pozornosti ve
srovnani s jinymi cestami, jako jsou plicni a transdermalni. Nosni podavani léku je tradi¢né spojovano s
lIe¢bou mensSich lokalnich onemocnéni, jako je vytok z nosu, ucpany nos, infekce nosu a alergicka nebo
chronicka rhinosinusitida [ 1]. Mezi vyhody nazalniho podavani vSak patii snadné podavani, neinvazivita,
dobra piijatelnost pro pacienta, rychly nastup ucinku, relativné velky a propustny absorpéni povrch,
snizena enzymaticka aktivita a vyhybani se jaternimu metabolismu prvniho pruchodu. Proto se na trhu
zvySuje pocet produkt vyuzivajicich nos k systtmovému dodavani malych a velkych molekul (v¢etné
peptidl, proteinu a vakcin). Aplikace piejit od koufe zastaveni (nikotin, Nicotrol ® NS, Pfizer, New York
City, NY, USA), aby o¢kovani proti chiipce (ziva oslabena vakcina proti chiipce, FluMist ® ¢tyfvalentni,
Astra Zeneca, Wilmington, DE, USA), od zvladani bolesti (fentanyl , Intstanyl ® , Takeda, Japonsko a
Pecfent / Lazanda ®, Archimedes Pharma Ltd., Reading, Velka Britanie; butorfanol tartrat sprej, Mylan
Inc., Canonsburg, PA, USA), aby postmenopauzalni osteopordzy (lososi kalcitonin, Fortical ® | Upsher-
Smith, Maple Grove, MN, USA), z léCeni migrény (zolmitriptanu, Zomig ® , AstraZeneca, Cambridge ,
UK, sumatriptan, Imigran, GSK, Brentford, Velka Britanie a Onzetra ™ Xsail ™, Avanir Pharmaceuticals,
Aliso Viejo, CA, USA), ktere jsou endometriozy (nafarelin, Synarel ® , Pfizer, New York, NY, USA) nebo
prostaty rakovina (buserelin, Suprecur ® , Sanofi-Aventis, Patiz, Francie) [ 2 |.

Zda se vSak, Ze to nejlepsi teprve prijde, protoze nosni dutina nabizi jedine¢nou prilezitost pro dodavani
farmaceuticky u¢innych latek (API) do centralniho nervového systému (CNS). Vzhledem k rostoucimu
vyskytu mozkovych onemocnéni a neurologickych poruch souvisejicich se starnutim populace je dosazeni
ucinného podavani Iékia do mozku prioritou modernich farmaceutickych véd. Dodavani lékti do mozku je
v8ak naro¢né, protoze CNS je chranén hematoencefalickou bariérou (BBB) a hematoencefalickou bariérou
(BCSFB), dvéma strukturami zajistujicimi selektivni mozkovou propustnost pro cirkulujici

molekuly. Tyto fyzikalni, metabolické a transportné regulované bariéry znaéné omezuji poc¢et API, které
jsou schopné vstoupit do CNS v terapeutickych koncentracich [ 3]. Bylo navrzeno n€kolik pfistupu ke



zlepSeni dodavky mozku napti¢ BBB [ 3, 4 ], v€etné nanocasticovych nosicu lé€iv zaméfenych na
transportéry vyjadiené na BBB [ 5, 6, 7 ]. Bohuzel procento injekéné podané davky Ieku, které se dostava
do mozku 1 pii cileni na BBB nebo pii strategiich zvySujicich permeaci, je pod 5%, obvykle méné nez 1%,
piicemz zbyvajicich 95-99% léku je mimo cil a je potencidln€ zodpovédné za systemove vedle)si

efekty. Déle v piipad€ nanonosi¢u musi byt peclivé hodnocena chronicka toxicita pro CNS a
imunogenicita polymeru, povrchovée aktivnich latek a dalSich slozek, zeyjména s ohledem na obecné
dlouhou dobu lécby [ 8 |.

Stale vice dukaz naznacuje, zZe intranazalni podavani 1€kt umoznuje malym 1 velkym molekulam obejit
BBB pies nervy nosni dutiny, tj. Cichové a trigeminalni nervy. Zejména ¢ichové ,,neuroepitel” je jedinou
oblasti CNS, ktera neni chranéna BBB, a tedy v kontaktu s vnéj§im prostiedim. V dusledku toho se jedna
o jedine¢ny pristupovy port do mozku [ 9 ]. Navic se zda, ze trigeminalni nerv se vyznamné podili na
dodavani urcitych latek z nosu do mozku (N2B), zeyjména do zadni oblasti mozku [ 10, 11]. Po nasalnim
podani se tedy léky mohou dostat do CNS tfemi1 hlavnimi cestami: (A) ¢ichovy nerv, ktery inervuje
¢ichovy epitel nosu a kon¢i v ¢ichove bance; (B) trigeminalni nerv, ktery inervuje respirac¢ni a (v mensi
mife) ¢ichovy epitel prostifednictvim svych oftalmickych a maxilarnich vétvi koncicich v mozkovém
kmeni a ¢ichovée bance; a (C) vaskulami draha. Mezi nimi ¢ichové a trigeminalni nervove drahy zajist'uji
dodavku mozku bud’ pomalym intracelularnim axonalnim transportem (hodiny nebo dokonce dny) nebo
rychlym perineurdlnim paracelularnim transportem (minuty) ze submuk6zniho prostoru do kompromisu
mozkomisniho moku (CSF) [ 12, 13]. Cévni draha poskytuje sekundarni, nepfimy mechanismus
dodavani, pificemz I€k je nejprve absorbovan do systémového ob&hu a nasledné vstupuje do mozku
kiizenim BBB [ 14 ].Obrazek | nastifiuje nosni inervaci a tii cesty nazalniho dodani zaméfené na mozek.

Obrazek 1

( ) Nosni mervace; ( b ) Cesty dodavani lé¢iva z nosu do mozku (N2B) (upravené z [ 15, 16 | se
svolenim).

Proto bylo navrzeno nazalni podavani pro 1é¢bu ruznych stavi CNS, jako je migréna [ 17 ], poruchy
spanku [ 18 ], virové infekce [ 19 |, mozkove nadory [ 20, 21 ], roztrouSena skleroza (MS) [ 22 |,
schizofrenie [ 23 ], Parkinsonova choroba (PD) [ 24 |, Alzheimerova choroba (AD) [ 25 | a dokonce 1
obezita [ 26]. Potencialni omezeni mohou vzniknout z malého objemu nosni dutiny (coz omezuje
mnozstvi formulace, kterou lze podat), Spatného ukladani olfaktorické oblasti z konven¢nich nosnich
zafizeni, kratké doby zdrzeni, nizké biologické dostupnosti hydrofilnich a / nebo velkych molekul,
podrazdéni sliznice a nedostatek validovanych transla¢nich zvifecich modelu [ 27 ]. To vie muze

negativné ovlivnit transport z nosu do mozku, a to az do té miry, ze néktefi autoii v poloving 20. let
zpochybnovali, ze N2B lze u lidi GspéSné vyuzit [ 28 , 29 |.

Od té doby byla vyvinuta nosni zafizeni umoznujici ukladani nosni formulace v oblasti ¢ichu nosu:
atomizér ViaNase (Kurve Technologies, Mill Creek, WA, USA), tlakové zatizeni Precision Olfactory
(Impel Neuropharma, Seattle, WA, USA), a systémy pro vydech tekutin a praska (OptiNose, Yardley, PA,
USA) jsou v soucasné dobe¢ k dispozici pro vyvoj novych le¢ivych piipravka [ 30 ].

Preklinické studie na zviratech stale ¢astéji pouzivaji specifické indexy ke kvantifikaci G¢innosti dodavky
do mozku po nasalnim podani, jako je u¢innost cileni I€éku z nosu do mozku (DTE, rovnice (1)) a procento
pifimeho transportu (DTP, rovnice (2) ) [ 31 ]. Prvni index vyjadiuje expozici mozku lé€ivu po nazalnim
podani ve srovnani s expozici ziskanou systtmovym (intravendéznim) podanim:

DTE = (A UCsrainA UCsioodl)JAN(A UCsrainA UCsioo df)J4PROTI - 100



(1)
kde AUC mozek a AUC krev jsou plocha pod koncentra¢nimi kiivkami 1€¢iva v mozku a v ob&hu (krev,
plazma nebo sérum) po intranazalnim (IN) a intravendéznim (IV) podani. Hodnoty DTE se pohybuji od 0
do + oo: hodnoty nad 100% naznacuji u¢inngjsi cileni mozku po IN nez po IV podani.

Index procenta pfimého transportu odhaduje zlomek davky IN, ktera se dostane do mozku pfimym
transportem z nosu do mozku, ve srovnani s celkovym mnozstvim lé¢iva, které se dostane do mozku po
intranasalnim podani:

DITP = BJan- BxBsan- 100

(2)
kde B IN je mozkova AUC po intranasalnim podani a B x je zlomek stejné AUC, coz odpovida léku, ktery
prosel BBB ze systémového obehu. B x lze vypocitat podle rovnice (3):

Bx= BJaProOTIPJaPROTI - PJaN

(3)
kde P IN a P IV jsou AUC v krvi po intranazalnim a intravendznim podani. Pozitivni hodnoty DTP az do
100% naznacuji prispévek piimych cest nosu k mozku na hladiny léku v mozku, zatimco DTP rovny 0
(nebo dokonce negativni) naznacuje, ze ¢k prednostné vstupuje do mozku prostiednictvim systémove
cirkulace po IV podani. Tyto kvantitativni pfedklinické farmakokinetické udaje (PK) spojené s
farmakodynamickymi tdaji (PD) umoznuji vytvaret pokrocilé translaéni modely PK a PK-PD pro predikci
koncentraci CNS u lidi [ 32 ].

Soubézné byly u lidi provedeny nékteré klinické studie nosniho podavani 1€kt pro cileni na mozek, véetné
inzulinu pro Alzheimerovu chorobu [ 33 , 34 |, oxytocinu pro autismus [ 35 ], schizofrenie a velké
depresivni poruchy [ 36 | a davunetidu. pro mirné kognitivni poruchy [ 37, 38 ] a progresivni
supranuklearni obrnu [ 39 |. Tyto studie dokazuji, ze farmaceuticke spole¢nosti skute¢né berou v tvahu
dodavku N2B jako slibny klinicky pristup [ 40 ].

Navzdory pokrokum v oboru vyzaduje dodavka lé¢iv vykazujicich nepfiznivé fyzikalné-chemickeé a
biofarmaceutické vlastnosti, jako je rychla chemicka nebo enzymaticka degradace, Spatna rozpustnost ve
vode, nizka permeabilita a nizka G¢innost, formulaci schopnou zvysit transport 1€¢iva do mozku, aniz by
naruseni struktury a fyziologie nosniho epitelu.

Farmaceutické nanotechnologie mohou byt strategické pro formulaci a dodavku N2B téchto latek, v¢etné
peptidu a proteinu. Ve skute¢nosti mohou nanosizované (1-1 000 nm) systémy pro dodavani 1€¢iv:

® Chraite zapouzdiené 1éCivo pred biologickou a / nebo chemickou degradaci

® Zvyste rozpustnost 1éCiva ve vodé

® Zvyste dobu zdrZeni v misté absorpce

® Podporujte pronikani sliznic a / nebo buné¢nou internalizaci

® Rid'te kinetiku uvoliiovani zapouzdfeného 1é¢iva

® Dosahnéte cileného podavani 1éku povrchovou modifikaci se specifickymi ligandy

® Snizte distribuci 1€kl na necilova mista a minimalizujte jeho systémové vedlejsi ucinky.

VSechny tyto vlastnosti jsou Zadouci pro efektivni dodavku N2B a predstavuji zasadni problémy pfii
ucinng aplikaci 1€k, které by samy o sobé€ (tj). Bez nosic¢e) nedosahovaly koncentraci CNS vedoucich k
farmakologickému ucinku. Proto byl studovan témér jakykoli farmaceuticky nanonosi¢ pro pfenos z nosu
do mozku, v€etné nanokrystalt [ 41,42 |, micel [ 43 , 44 ], liposomu [ 45 ], pevnych lipidovych
nanocastic (SLN) [ 46, 47 ], nanostrukturovanych lipidové nosi¢e (NLC) [ 48 , 49 ], polymerni



nanocastice [ 50, 51, 52], albuminové nanocastice [ 53 |, Zelatinové nanocastice [ 53 |, dendrimery | 54 |,
nanocastice mezoporézniho oxidu kemicitého [ 55 ], nanoemulze [ 56 |.

Vyzkumna ¢innost v této oblasti byla rozsahle prezkoumana v nedavnych publikacich o pouziti
nanonosic¢u pro dodavku N2B, které pokryvaji jak obecna [ 57, 58 , 59, 60, 61 ] tak specificka
onemocnéni [ 62, 63 ] nebo témata souvisejici s nosi¢em [ 64 , 65 , 66]. Cilem tohoto piehledu neni

poskytnout vyCerpavajici zpravu o nasalnim pouziti nanoystemu k pfimému dodavani leku do

mozku. Naopak reviduje a kriticky hodnoti n€ktera fakta a ¢isla o hlavnich strategiich designu nanoc¢astic
(NP) pro porodu z nosu do mozku. Tento pirehled se zeyména zaméii na fyzikalné-chemické vlastnosti
nanocastic a jejich povrchovou modifikaci pomoci mukoadhezivnich, penetrace zvySujicich nebo cilenych
skupin, schopnych ovliviiovat a podporovat dodavani 1é¢iva do mozku.

Jit do:

2. Vliv fyzikalne-chemickych vlastnosti na dodavani nosu do mozku nanocasticemi

Mnoho ¢lankt popisuje lepsi dodani do mozku po nasalnim podani nanoenkapsulovanych Ieku ve
srovnani s volnymi [ékovymi formulacemi. Nékolik studii v§ak zkouma mechanismus, kterym nanocastice
zvySuji transport 1ékti do mozku. Lze zobrazit rizné scénare; nejjednodussi znamena, Zze nanonosice
interaguji s vrstvou hlenu a uvoliuji lé¢ivo v hlenu nebo na rozhrani sliz-epitelialni bunka. Z
,hejnaro¢néj$iho* scénare vyplyva, ze samotné nanocastice s obsahem lé¢iva prochazeji slizni¢ni bariérou,
jsou piijimany neurony a translokovany podél nervovych axonu (trigeminalni a ¢ichove), aby se dostaly
do mozku, kde se 1€¢ivo uvoliuje. Moznost mezi dvéma popsanymi zahrnuje vychytavani nano¢astic do
nasalniho respirac¢niho epitelu a / nebo ¢ichovym neuroepitelem, kde se uvolni uzite¢né zatizeni drog. Poté
volna droga difunduje perineuralnim prostorem do CNS. Je jasné€, Ze osud nanocastic zavisi na jejich
vlastnich fyzikalné-chemickych vlastnostech. Obecné slozeni, tvar, velikost, povrchovy naboj a povrchova
hydrofobicita / hydrofilnost ovliviiuji interakci nanonosice s biologickym prostredim. Pi1 dodavce N2B
tyto vlastnosti ovliviiuji interakci s hlenem, absorpci epitelidlnimi a neuroepitelialnimi bunkami,
translokaci do mozku diftzi podél axont a kinetiku uvolnovani lé¢iva. V této souvislosti je objasnéni
ulohy fyzikalné-chemickych vlastnosti nanoc¢astic zasadni pro konstrukci u¢innych a bezpe¢nych nosict
leCiv. Je jasné, Ze osud nanocastic zavisi na jejich vlastnich fyzikalné-chemickych vlastnostech. Obecné
slozeni, tvar, velikost, povrchovy naboj a povrchova hydrofobicita / hydrofilnost ovliviiuji interakci
nanonosice s biologickym prostiedim. Pf1 dodavce N2B tyto vlastnosti ovliviiyji interakci s hlenem,
absorpci epitelidlnimi a neuroepiteliadlnimi bunkami, translokaci do mozku diftzi podél axont a kinetiku
uvoliovani lé€iva. V této souvislosti je objasnéni tlohy fyzikalné-chemickych vlastnosti nanoc¢astic
zasadni pro konstrukci ac¢innych a bezpe¢nych nosicu l1€€iv. Je jasné, Zze osud nanocastic zavisi na jejich
vlastnich fyzikalné-chemickych vlastnostech. Obecné slozeni, tvar, velikost, povrchovy naboj a povrchova
hydrofobicita / hydrofilnost ovliviluji interakci nanonosice s biologickym prostiedim. Pfi dodavce N2B
tyto vlastnosti ovliviiuji interakci s hlenem, absorpci epitelialnimi a neuroepitelialnimi bunikami,
translokaci do mozku difuzi podél axonu a kinetiku uvolnovani léciva. V této souvislosti je objasnéni
ulohy fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic zasadni pro konstrukci u¢innych a bezpecénych nosicu
leciv. Pi1 dodavee N2B tyto vlastnosti ovliviiuji interakei s hlenem, absorpci epitelialnimi a
neuroepitelialnimi bunkami, translokaci do mozku difazi podél axont a kinetiku uvoliovani léciva. V této
souvislosti je objasnéni tlohy fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic zasadni pro konstrukci a¢innych
a bezpec¢nych nosicu léCiv. Pri dodavee N2B tyto vlastnosti ovliviiuji interakei s hlenem, absorpci
epitelialnimi a neuroepitelialnimi bunkami, translokaci do mozku difazi podél axont a kinetiku
uvolnovani lé€iva. V této souvislosti je objasnéni ulohy fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic
zasadni pro konstrukcei ac¢innych a bezpe¢nych nosicu le€civ.

Za ucelem objasnéni role NP charakteristik, jako je velikost ¢astic, povrchovy naboj, hydrofobicita na
jejich osudu, nékteii autoii studovali transport bud’ in vitro napfi¢ monovrstvy ¢ichovych bunék, ex vivo
pfes vyfiznutou nosni sliznici nebo in vivo s modely hlodavct .



V nedavném ¢lanku Gartziandia et al. [ 67 ] srovnavali propustnost nanocastic s ruznymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi napii¢ monovrstvy primarnich bun€k krysi ¢ichove sliznice. Do nanoc¢astic byla
vlozena fluorescen¢ni sonda (DiR; I-I'dioktadecyl-3,3,3 ', 3'-tetranethylindotikarbocyanin), aby bylo
mozne je sledovat, po prokazani, ze nedoSlo k uvolnéni sondy v transportnim pufru. Vyznamné rozdily v
nanocastic permeace byly pozorovany v zavislosti na materialu, ¢astice se z: nanostrukturnich nosice
lipida (NLCS) pronikly do vy$siho rozsahu ve srovnani s poly (lactic- ko-glykolova kyselina) (PLGA)
nanocastice se stejnym potencialem zeta (—23 mV). Zmeéna povrchového potencialu NLC z negativniho na
pozitivni chitosanovym potahem zvySila transcelularni transport témer trojnasobné ve srovnani s
nepotazenymi NLC. A kone¢né povrchova funkcionalizace pomoci peptidi pronikajicich bunikami
(zeyména Tat) dale zvysila transport nanocastic. I kdyz 1ze Glohu chitosanu vysvétlit s ohledem na
elektrostatickou interakci s negativné nabitymi bunkami, odlidna pozorovana uc¢innost si zaslouzi dalsi
zkoumani, nez ji piipsat slozeni nanocastic, tj. Polymer versus lipid. Studovane ¢astice mély skute¢né
ruzné¢ velikosti (pfiblizn€ 100 nm pro NLC a 220 nm pro PLGA nanocastice) a pro jejich ptipravu byly
pouzity ruzné povrchové aktivni latky, jmenovité: polysorbat 80 a poloxamer pro NLC (¢asti PEG byly
nalezeny na povrchu NP) a poly (vinylalkohol) (PVA) pro nanocastice PLGA. To mohlo prispét k
pozorovane rozdiln¢€ penetraci, s ohledem na u¢inek PEG na penetraci do hlenu (viz takéSekce 4.1 ) a

mukoadhezivni vlastnosti ¢astic potazenych PVA. Uvadi se, Ze tyto latky interaguji s hlenovymi slozkami
vodikovou vazbou a / nebo hydrofobnimi interakcemi [ 68 |.

Musumeci a spolupracovnici | 69] ptipravil PLGA, PLA a chitosanové nanocastice s pouzitim polysorbatu
80 (Tween 80) jako povrchové aktivni latky a rhodaminu jako fluorescenéni sondy. Zjistili vyssi absorpci
v ¢ichovych obalovych bunkach (extrahovanych z ¢ichovych cibuli krysich mlad’at) pro PLGA NP (132
nm, -15,8 mV) ve srovnani s chitosanem (bez povrchové aktivni latky, 181 nm, +34 mV) a PLA (152 nm, -
30 mV) nanocastice. Autot1 vysveétlili vyssi absorpcel nanocastic PLGA s ohledem na nizsi absolutni
povrchovy naboj, ale k tomuto vysledku mohla piispét také pritomnost PEG skupin na povrchu ¢astic
PLGA a PLA. Je v8ak obtizné porovnat udaje ze dvou diive citovanych studii, protoze byly pouzity rizné
bunky. Je znamo, Ze typ a fyziologicky stav buniky velmi ovliviiuji jeji chovani s ohledem na absorpci
nanocastic [ 70].

v rtwr

Mistry a kol. [ 71] zvolil slozitéjsi bariéru, tj. vyfiznuty ¢ichovy epitel prasete namontovany na difuznich
bunikach Franzova typu, pro srovnani chovani karboxylatem modifikovanych fluorescen¢nich
polystyrenovych nanocastic o rozmérech 20, 100 a 200 nm (C potencial: priblizné —42 mV) s povrchoveé
modifikovanymi nanoc¢asticemi ziskanymi potazenim chitosanem (48, 163 nebo 276 nm; ( potencial
pfiblizné +30 mV) nebo polysorbatem 80 ({ potencial pfiblizné —21 mV). Zadna z testovanych ¢astic
nepiekrocila nosni epitel po 90 minutach, ale ¢astice potazené polysorbatem 80 (PEGylované) pronikly
hloubéji do tkan€ ve srovnani s nepotazenymi a chitosanem potazenymi nanocasticemi. Na druhé strané
byl pocet ¢astic pritomnych na povrchu epitelu vyssi v pripadé€ ¢astic potazenych chitosanem a
histologické obrazy naznacCovaly lokalizaci uvnitt vrstvy hlenu.

Stejné nanocastice byly také hodnoceny in vivo na myS$im modelu [ 72]. Mnozstvi 15 pL formulace
obsahujici jeden typ NP, tj. 105 nm polystyrenové nanocastice (—42 V), 163 a 276 nm chitosanem
potazeny NP (C potencial +30 a +23 mV, v uvedeném poradi), nebo 107 a 180 nm polysorbat 80 potazené
NP (C potencial —21, —24 mV) byly aplikovany denné po dobu 3 dnii. VSechny nanocastice byly do ur¢ité
miry transportovany pies sliznici (jak ¢ichovou, tak respira¢ni) transcelularnim zpusobem. Pritomnost
potahu polysorbatu 80 nezlepsila absorpci tkan€ ve srovnani s nepotazenymi ¢asticemi, navzdory
narokovanym vlastnostem PEG pronikajicim do hlenu. Autoti vysvétlili tyto vysledky s ohledem na to, ze
fet¢zce PEG nebyly kovalentné navazany na Castice a Ze k ziskani relevantniho efektu pronikajiciho
hlenem je nutna presna délka a hustota fetézcu PEG [ 73], 74 ]. Byl zj18t€én vyznamny rozdil mezi NP a
potazenymi polysorbatem 80 o velikosti 107 a 180 nm a niz8§i akumulované mnozstvi méfené pro veétsi
&astice bylo pri¢itano jejich pomalejsi diftzi pies sit hlenu. Castice potazené chitosanem byly zadrzovany



hlavné uvniti hlenu a ve tkani byla zji$t€na niz8i mnozstvi ve srovnani s nepotazenymi a polysorbatem 80
potazenymi nanocasticemi. Navzdory dlouhé dob¢ aplikace (4 dny) nebyly nanocastice v ¢ichové bance
nikdy nalezeny, bez ohledu na jejich velikost a povrchové vlastnosti.

Ahmad [ 75 ] studovali stalost a nanoemulze vyrobené s Labrafac ® WL1349 / Labrafac ® CC (firmy
Gattefossé, Saint-Priest, Francie) a Solutol ®HS15 (BASF, Mumbali, Indie) v nosni dutiné potkanti od 0,5
do 16 hodin po aplikaci 100 ul formulace. Zeyména byly srovnavany nanoemulze s kapickami 80, 200, 500
a 900 nm (NES0, NE200, NE500 a NE900). Kapicky byly sledovany sondami reagujicimi na prostiedi
poskytujicimi fluorescenéni signal, kdyz byly rozptyleny v nanonosné matrici, ktera byla poté rychle
zastavena po uvolnéni. Bylo zjisténo, ze ¢im mensi je velikost kapicek, tim vys$3i je retencni ¢as v nosni
duting. Jesté delsi retence dosazena u pozitivné nabitych nanodroplett potazenych chitosanem (velikost
108 nm) byla pficitana elektrostatické interakci s hlenem a negativné nabitymi epitelialnimi

membranami. Dalsi studie byly provadény s NES0, NE900 nepotazenymi nanoemulzemi a 108 nm
chitosanem potazenou nanoemulzi. Po 1 hodin€ od nazalni instilace bylo v nosni sliznici pfitomno velké
mnozstvi kapi¢ek nanoemulze, pii¢emz nejvyssi signal byl dan nanoemulzi potazenou chitosanem, po niz
nasledovaly nepotahované nanoemulze NES0 a NE900. V trigeminalnim nervu byla translokace zavisla na
velikosti s NE80> Chitosan potazeny> NE900. Rovnéz byla hodnocena akumulace v mozku (a zeyména v
¢ichoveé bance): velmi malo kapi¢ek nanoemulze vstoupilo do mozku po 1 hoding€ a bylo viditelné pouze v
piipadé ¢astic malé¢ velikosti (NE80 a 108 nm, potazené chitosanem) , ve shodé s vysledky in vivo
ziskanymi Mistry [ V trigeminalnim nervu byla translokace zavisla na velikosti s NE80> Chitosan
potazeny> NE900. Rovnéz byla hodnocena akumulace v mozku (a zeyména v ¢ichove bance): velmi malo
kapic¢ek nanoemulze vstoupilo do mozku po 1 hodiné€ a bylo viditelné pouze v ptripadé ¢astic malé
velikosti (NE8O a 108 nm, potazene¢ chitosanem) , ve shodé s vysledky in vivo ziskanymi Mistry [ V
trigeminalnim nervu byla translokace zavisla na velikosti s NE80> Chitosan potazeny> NE900. Rovnéz
byla hodnocena akumulace v mozku (a zeyména v ¢ichoveé bance): velmi malo kapi¢ek nanoemulze
vstoupilo do mozku po 1 hodiné a bylo viditelné€ pouze v pripadé ¢astic male¢ velikosti (NE80O a 108 nm,
potazené chitosanem) , ve shodé s vysledky in vivo ziskanymi Mistry [72 ].

Naproti tomu nedavny ¢lanek uvadél vyznamnou mozkovou akumulaci nano¢astic PLGA po nazalnim
podani krysam. Autoi1 piipravili rhodaminem naplnéné nanocastice PLGA (povrchovée aktivni latka:
polysorbat 80, velikost 118 nm, { potencial —26 mV) a nanocastice chitosan-PLGA (213 nm, +69 mV) a
analyzovali distribuci fluorescence v mozku po 8, 24 nebo 48 hodin od intranazalniho podani. Vysledky
prokazaly, ze jak kladné, tak zaporn€ nabité ¢astice dosahly mozku a byly lokalizovany hlavné v cytosolu
nervovych bunék. OdlisSnou lokalizaci (kaudalni versus rostralni oblast) lze ziskat upravou povrchoveého
naboje. Rovnéz byla popsana distribuce ¢astic v zavislosti na dobé po aplikaci, s pomalejsi absorpci
mozku pro kladné nabité ¢astice, coz bylo piipisovano interakcim hlenu a nanocastic v nosni dutiné a
ruznym draham z nosu do mozku. Autof1 predpokladali, ze pomalejsi translokace pozitivnich ¢astic
vyuzivala intra-neuronalni drahu (trigeminalni nerv), zatimco extra-neuronalni draha, spoléhajici se na
transport hromadného toku, byla zodpovédna za rychly transport zaporné nabitych ¢astic. Pres zajimave
vysledky tuto hypotézu nepodporoval zadny experimentalni dikaz, s vyjimkou odlisného nacasovani
vzhledu mozku, a nebylo mozné vyloucit zapojeni riznych (systtmovych) cest. spolé¢hat se na hromadny
transport, byl zodpovédny za rychly transport zaporné€ nabitych Castic. Pres zajimavé vysledky tuto
hypotézu nepodporoval zadny experimentalni dikaz, s vyjimkou odlisneho nac¢asovani vzhledu mozku, a
nebylo mozné vyloucit zapojeni riznych (systémovych) cest. spoléhat se na hromadny transport, byl
zodpoveédny za rychly transport zaporné nabitych Castic. Pres zajimavé vysledky tuto hypotézu
nepodporoval zadny experimentalni dikaz, s vyjimkou odlisné¢ho na¢asovani vzhledu mozku, a nebylo
mozné¢ vyloucit zapojeni riznych (systémovych) cest.

Vztah mezi distribuci mozku a vlastnostmi nanonosice popsal také Kanazawa et al. [ 76 | pouzitim nosicu
na bazi peptidu. Oligopeptid bohaty na arginin (navrzeny tak, aby mél adhezivitu a propustnost) byl



konjugovan bud’ s hydrofobni ¢asti (kyselina stearova), nebo s hydrofilnim (blokovy kopolymer PEG —
PCL), aby se ziskaly dvé stabilni micelarni formulace. Komplex Alexa-dextran (M W10 000 Da) byla
pouzita jako fluorescen¢ni sonda k hodnoceni biodistribuce. Stearat-peptid a PEG-PCL-peptidové micely
metily velikost 100 a 50 nm a mély { potencial +20, respektive +15 mV. Po intranazalni aplikaci u potkant
urcili oba nosi¢i mnohem vyssi absorpci nosni sliznici a mozkem ve srovnani se samotnym Alexa-
dextranem. Hydrofobni stearat — peptid stanovil vyznamné vyS$si fluorescenci v nosnim epitelu ve srovnani
s hydrofilnim PEG — PCL — peptidem, ale niz8i fluorescenci v trigeminalnim nervu. Navic pii analyze
intracerebralniho distribu¢niho vzorce Alexy (Obrazek 2) jako funkci ¢asu po intranasalnim podani lze

ocenit vyznamny rozdil mezi t€émito dvéma nosic¢i: hydrofobni stearat — peptid vykazoval po 15 minutach,
30 minutach a 1 hodiné silnou fluorescenci v pfednim mozku a zadny transport zadni mozek byl
prokazan. Naproti tomu po podani PEG-PCL-peptidu bylo patrné Sifeni fluorescence po 30 minutach a 1
hoding, coz naznacuje distribuci Alexa v celém mozku. Tento vysledek spole¢né s vyssi fluorescenci
trigeminu naznacuje, ze nanonosi¢e PEG — PCL — peptidu pronikly pfes nosni sliznici a transportovaly
sondu jak do ¢ichového bulbu (pfedniho mozku), tak do zadniho mozku pres ¢ichové a trigeminalni nervy.
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Obrazek 2

Dynamika Alexa-dextranu v mozkove tkani po nasalnim podani hydrofobnich (STR — CH2R4H2C) a
hydrofilnich (MPEG — PCL — CH2R4H2C) povrchovych nanonosicu v: ( a ) celém mozku a (b ) 2 mm
rezech v mozkovych fezech (pretiSténo se svolenim) z [ 76 ]).

Gabal a kol. [ 77] vyhodnotil dopad na dodavku N2B povrchového naboje nanocastic piipravou
aniontovych a kationtovych NLC, které maji velmi podobné velikosti (175 nm, respektive 160 nm) a
opaéné hodnoty { potencialu (—34, +34 mV). Castice obsahovaly stejné mnozZstvi 1é¢iva (ropinirol HCI,
ucinnost enkapsulace EE% 53, respektive 50%) a vykazovaly velmi podobnou kinetiku uvoliiovani in
vitro. Tyto nanocastice byly dispergovany v termosenzitivnim gelu vyrobeném z poloxameru (407 a 188) a
hydroxypropylmethylcelulozy (HPMC) a intranazalné podavany albinskym krysam. Zvirata byla
usmrcena 3 az 360 minut po intranasalni aplikaci a pro vypocet farmakokinetickych parametru byly
meétfeny hladiny 1€¢iva v plazmé a mozku. Celkové nebyl zadny vyznamny rozdil mezi negativnimi a
pozitivnimi nanoc¢asticemi, a oba fungovaly mnohem lépe nez 1€kove feSeni. Skutecny prispévek
nanonosice v8ak neni jasny, protoze zlepSena biologicka dostupnost se objevuje hlavné v dusledku
zvySene doby zdrzeni vyplyvajici z pfitomnosti gelu a / nebo latky zvySujici penetraci (deoxykolat sodny)
ve formulaci nanocastic. Autofi skute¢né porovnali také toxicitu aniontovych NLC, kationtovych NLC a
stejnych nanonosi¢u dispergovanych v gelu po dennich 10 ul aplikacich po dobu 14 dntiu

potkant. Vysledky zdtraznily nejvyssi toxicitu pro kationtové NLC, nasledované aniontovymi NLC,
zatimco u zvifat oSetfenych gely napInénymi kationtovymi nebo aniontovymi ¢asticemi nebyly zjistény
zadné histopatologické zmény. Autoii prisuzovali toto zjisténi pfimému ochrannému mechanismu
poloxameru 188 proti oxida¢nimu stresu a zanétu. Za skute¢né duvody pozorované snizené toxicity vSak
Ize povazovat branéni difuzi nanocastic gelovou siti a naslednou omezenou interakci mezi nanoc¢asticemi a
epitelem.

Potencidlni toxicita nanocastic pro nosni sliznici a také pro struktury CNS je kritickym bodem, ktery je
tieba vzit v uvahu pii1 aplikacich z nosu na mozek. Ve shodé s vyse uvedenymi vysledky popsali také dalsi
autor1 vysS$i toxicitu pozitivné nabitych nanocastic: nanocastice potazené chitosanem aplikovane v



citratovem pufru s pH 6,0 mély poSkozujici u€inek zavisly na velikosti na vyfiznutém ¢ichovém epitelu
prasat: nanocastice 20 nm zpusobily podstatnou tkan poSkozeni ve srovnani s nanocasticemi 100 a 200 nm
| 71]. Tento Gc¢inek lze Castecné piipsat pufru, ale také vysokeé relativni povrchové ploSe v kombinaci s
pritomnosti pozitivniho povrchového naboje. Je vSak tfeba zminit, Ze studie toxicity na zvitrecich
modelech prokazaly zna¢nou bezpecnost nanocastic vyrobenych nebo potazenych chitosanem [ 78 ]. To
naznacuje, ze In vivo pritomnost siln€jsi vrstvy hlenu muze snizit toxické u¢inky nanocastic,
pravdépodobné snizenim interakce mezi nanocasticemi a epitelem.

Rozsahla nanotoxikologicka literatura prokazala schopnost zne€istujicich latek a kovovych nanocastic
dosahnout parenchymu mozku po instilaci nebo inhalaci nosu a v nékterych pripadech vyvolat toxicke
ucinky vCNS [ 79, 80, 81 ]. Peclivy vybér pouzitych pomocnych latek je tedy povinny a rychla a a¢inna
biodegradace v absorp¢ni tkani se jevi jako nejlepsi strategie, jak zabranit nezadouci akumulaci a
potencialni toxicité CNS inovativnich nanonosicu.

Jit do:

3. Mukoadhezivni nanocastice

Mukociliarni clearance je hlavnim fyziologickym faktorem, ktery vyznamné ovlivituje nosni podavani
I€kt a transport N2B. Tento ochranny mechanismus dychaciho pfistroje a¢inné a rychle eliminuje Skodlivé
latky, ¢astice a mikroorganismy zachycené ve vrstveé hlenu (10-15 pm silné) po pifijmu vzduchem
(clearance t 1/2 20 min u lidi). Tento systém vSak vyrazné¢ omezuje dobu zdrzeni latek podavanych uvnitf
nosni dutiny. V dusledku toho tradi¢ni nosni formulace vyuzivaji excipienty schopné zvySovat viskozitu

a / nebo poskytovat bioadhezi, jako jsou hydrofilni polymery, k potlacovani mukociliarni clearance,
prodlouzeni doby zdrzeni formulace, zlepSeni systémové biologické dostupnosti a snizeni variability
nazalni absorpce | 82]. Hlen lemujici nosni epitel je vylu¢ovan poharkovymi bunkami epitelu a hlavné
submukdznimi zlazami pfitomnymi v lamina propria. Sklada se z piiblizné¢ 90-95% vody, 2—5% mucinu
(bilkovin), 1% soli a rizného mnozstvi bunéénych produktu a zbytku, jako je DNA, albumin,
imunoglobuliny, lysozym, laktoferin a lipidy [ 73 , 83]. Za vlastnosti hlenu jsou odpovédné zeyména
vysoce glykosylované muciny (10-40 MDa). Diky své molekulové hmotnosti, hydrataci a zapleteni
poskytuji tyto glykoproteiny nosni sekreci typickou viskozitu a pruznost (nenewtonsky tixotropni

gel). Muciny navic obsahuji vysoké hladiny zbytkt kyseliny sialové a sirant, které polymernim fetézcim
poskytuji €isty negativni naboj, coz piispiva k rigidité jejich siti [ 73]. V ptipad€ polymernich pomocnych
latek byla mukoadheze popsana jako cela rada udalosti, které spole¢né vedly ke skute¢né adhezi:
hydratace polymernich fetézcu, intimni kontakt s hlenem, difize a zapleteni s mucinovymi vlakny,
dynamické vytvareni a naruSeni labilnich vazeb, jako je jako disulfidové mustky, elektrostatické pfitazlivé
sily, hydrofobni interakce, vodikové a van der Waalsovy vazby [ 84 ]. Nékolik pfirodnich (gumy, alginaty,
Skrob a zelatina), polosyntetickych (derivaty celulozy, jako je methyl-, hydroxylpropyl-,
hydroxypropylmethyl- a karboxymethylcelul6za) a plné syntetickych polymert (polyakrylaty,
polymethakrylaty, krospovidon) bylo pouzito ke zlepSeni nosni podavani léku [ 83]. Pokud jde o transport
N2B, bylo napfiklad prokazano, ze chitosan a pektiny s nizkou molekulovou hmotnosti prodluzuji dobu
pobytu nosnich formulaci v ¢ichové oblasti u lidi [ 85 ]. Hyaluronat sodny zlep$il dodavani hydrofilni
modelové slouceniny s vysokou molekulovou hmotnosti (4 kDa dextran znaceny fluoresceinem) do mozku
po nasalnim podani krysam [ 86 |.

Jsou-li tyto polymery hlavnimi slozkami nebo povrchovymi modifikatory nanonosic¢u, zakladni adhezni
mechanismy se nemeéni, ale vysoky pomér povrchu k objemu nosice se promita do rozsahlého rozhrani pro
stabiln€)3i a del$i interakce s hlenem ve srovnani s vét§imi struktur. Kromé toho velikost pod 500 nm
umoznuje nanocasticim vtlacit nevisk6zni vodné pory do zapletené mucinové sité, coz dale zvySuje
interakci s hlenem na molekularni trovni. A kone¢né¢, pozitivni a hydrofobni povrchy mohou piispét k
maximalizaci adheze nanocastic k hlenu na zaklad¢ elektrostatické pritazlivosti a hydrofobnich interakci
se zaporn¢ nabitymi a hydrofobnimi doménami mucinu [ 84]]. Nékteré povrchové Gpravy v8ak snizuji
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mukoadhezi a tuto vlastnost vyuzivaji nanonosice pronikajici hlenem, jak je popsano v nasledujici ¢asti
tohoto piehledu (Obrazek 3).
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Obrazek 3

Povrchova chemie nanocastic ovliviujicich mukoadhezi (upraveno se svolenim [ 84 |).

Z vySe uvedenych diavodu byly mukoadhezivni nanonosi¢e rozsahle studovany pro dodavani 1é¢iv pomoci
N2B.

V roce 2000 navrhli Betbeder a spolupracovnici nanoc¢astice Biovector ™ pro nosni dodavku morfinu
vyuzivajici pfimou cestu mezi ¢ichovou sliznici a CNS. Nanonosice byly kationtové nanocastice na bazi
maltodextrinu obklopené fosfolipidovou dvojvrstvou (prumérna velikost 60 = 15 nm). Prodlouzili
morfinovou antinociceptivni aktivitu pii sou¢asném podavani s opioidem u mys$i ve srovnani s roztokem
morfinu. Je zajimaveé, ze vysledek nebyl replikovan, kdyz byl morfin podavan s latkou zvySujici penetraci,
jako je deoxycholat sodny. Navzdory tomu, Zze morfin ve skute¢nosti nebyl nanoenkapsulovan,
nanocastice skute¢né zlepSily jeho transport z nosu na mozek, zatimco hladiny v krvi nebyly vyznamné
ovlivnény. To bylo pravdépodobné zptisobeno interakci pozitivnich nano¢astic s vrstvou nosniho

hlenu,87 |.

Dalsi pristup navrhla skupina Silvie Guterresoveé a Adriany Pohlmannove, ktefi vyvinuli polyfunk¢ni
nano-kapsle funkcionalizované amfifilnim metakrylovym kopolymerem jako mukoadhezivni systém pro
N2B dodavku olanzapinu, atypického antipsychotika [ 88]. Nanokapsle vykazovaly hodnoty velikosti a
povrchového naboje zavislé na pH v rozmezi od 324,3 do 235,2 nm a od +55 do +22,7 mV. Interakce
nanokapsle - mucin byla prokazana na zakladé¢ zvétSeni velikosti ¢astic a snizeni koncentrace nanocastic
pozorovan¢ pomoci Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Mukoadheze polymeru byla testovana z
hlediska maximalni sily, prace adheze a prodlouzeni doby zdrzeni nanokapsli s obsahem olanzapinu na
nosni sliznici prasat. In vivo studie na potkanech potvrdily 1,55krat vyssi akumulaci olanzapinu v mozku
po nazalnim podani mukoadhezivnich nano¢astic ve srovnani s roztokem léciva pouzitym jako

kontrola. Dale amfifilni metakrylové kopolymerem funkcionalizované poly (e-kaprolakton) nanokapsle
naplnéne olanzapinem prekonaly kontroly (roztok 1€¢iva a prazdné nanokapsle) také v pre-pulznim
modelu inhibice symptomu kognitivniho poSkozeni typickych pro schizofrenii. Zajimavé je, ze autofi
poznamenali, Zze akumulace mozku byla vy$8i nez akumulace uvadéna v literatufe pro nanocastice PLGA s
obsahem olanzapinu a toto zlepSeni piisuzovali kationtovému mukoadhezivnimu potahu nanokapsli [ 88 .

Bez ohledu na moznosti, které nabizeji nové syntetické polymery, pattily polysacharidy mezi
nejoblibené)si materialy pouzivané k vyrobé mukoadhezivnich nanonosi¢t. Ve skute¢nosti jsou
polysacharidy idealni pro vyrobu nanocastic pro nosni podani nejen kvuli jejich mukoadhezivnim
vlastnostem, ale také kvuli jejich jedinenym vlastnostem, jako je biomimetické rozpoznavani sliznic,
biokompatibilita a biologicka rozlozitelnost a snadnost chemické modifikace s cilovymi skupinami. V
tomto ohledu lze polysacharidy zac¢lenit do farmaceutickych nanonosicu tfemi zptisoby: absorpci do
predem vytvorenych nanocastic, kopolymeraci nebo kovalentnim roubovanim vedoucim k povrchove
modifikaci nebo pfimou vyrobou nanocastic na bazi polysacharida [ 89]. Napiiklad albuminové
nanocastice ziskané koacervaci a tepelnym zesitovanim byly pfipraveny v pritomnosti derivatu p-
cyklodextrinu za Gcelem vyvoje inovativniho nosniho systému pro dodavani léciva pro 1€k proti
Alzheimerové chorobé tacrin. Zahrnuti derivatia -cyklodextrinu ovlivnilo mnozstvi 1é¢iva a modulovalo
mukoadhezivitu nanocastic. Nakonec pronikani takrinu pres nosni sliznici ovci z nanocastic naplnénych
takrinem modifikovanych derivaty B-cyklodextrinu vzrostlo ve srovnani s nemodifikovanymi



albuminovymi nanocasticemi, ale byla niz8i nez ta ziskana roztokem léciva. To lze vysvétlit s ohledem na
prodlouzené uvoliovani takrinu pozorované v pripadé nanocastic [ 90 ].

Byly navrzeny povrchove upravené nanostrukturované lipidové nosice potazené gumou Delonix

regia (DRG — NLC) jako pfirodnim mukoadhezivnim polymerem pro N2B dodavku ondansetronu (OND),
centralné aktivniho lé€iva pouzivaného k 1é¢bé nevolnosti a zvraceni vyvolanych chemoterapii. OND
mukoadhezivni formulaci byl vyroben vysokotlakou homogenizaci za pouziti glycerolmonostearat a
Capryol ® 90 jako pevnych a kapalnych lipidi, zatimco sojovy lecitin a poloxamer 188 byly pouzity jako
stabilizatory. Nanostrukturni lipidové nosi¢e byly nasledné potazeny disperzi OND zatizenych nanocastice
v 0,75% ( hmotnost / objem) Vodny roztok DRG. Optimalni formulace nanocastic vykazovala primérmou
velikost 92 nm, negativni povrchovy naboj a piijatelnou u¢innost zapouzdieni. Mukoadheze byla
hodnocena in vitro stanovenim vazebné u¢innosti (%) DRG-NLC k mucinu (72%). In vivo studie na
potkanech prokazaly G¢innost cileni na mozek (DTE) 506% a pfimé procento transportu (DTP) 97% pro
intranasalni podani OND-naplnéné DRG-NLC oproti IV podani komeréni OND injekce (Emeset ®) jako
kontrola. Navzdory pozoruhodnym vysledkiim postradala tato studie nosni kontrolu (bez mukoadhezivni
formulace) a neobjasnila dopad pritomnosti volné gumy a neenkapsulovaného léCiva, jakoz 1 zpracovani
nanocastic (lyofilizace) na in vivo mozkova distribuce ziskana po DRG — NLC nazalnim podani [ 91 ].

Alginatove nanocastice byly vyrobeny pro dodavku N2B venlafaxinu, inhibitoru zpétného vychytavani
serotoninu a norepinefrinu, pouzivan¢ho k depresi. Alginatoveé nanocastice byly piipraveny ionotropni
gelaci s 1onty vapniku a naslednym zesit€nim s polykaci, konkrétné s nizkomolekularnim chitosan
glutamatem. Optimalizované nanocastice vykazovaly prumérnou velikost mirn€ pod 175 nm a pozitivni
povrchovy naboj, s vysokou ucinnosti zapouzdieni a naplni léCiva témer 27%. Mukoadheze nebyla
studovana piimo, ale ex vivo permeace pies praseci nosni sliznici béhem 24 hodin byla dvakrat vyssi u
nanocastic s obsahem venlafaxinu ve srovnani s roztokem 1é¢iva. Test nucen¢ho plavani a test pohyboveé
aktivity byly pouzity jako testy chovani k posouzeni u¢innosti nasalniho podavani antidepresivni
nanoformulace pomoci dvou kontrol: (1) roztok lé¢iva podavany intranazalné a (2) suspenze 1éCiva
ziskana drcenim komer¢nich tablet podavané oraln€. Formulace alginatovych nanocastic fungovala 1épe
nez ob¢€ kontroly u depresivnich zvirat, 1 kdyz parametry Splhani a imobility nebyly obnoveny na troven
naivnich zvifat. Je tfeba také poznamenat, ze vzhledem k relativné vysokému objemu suspenze nanocastic
podanych intranazaln€ (100 ul) nelze vylou¢it moznou inhalaci nebo polykani ¢asti této nanoformulace. To
by nakonec poskytlo matouci t¢inky na kone¢né vysledky. V kazdém pripadé¢, Farmakokinetické studie
provadeéne s pouzitim injekce venlafaxinu IV jako reference a roztoku venlataxinu IN jako kontroly
ukazaly snizené hladiny v krvi a zvySenou koncentraci mozku pro antidepresivum formulované v
nanocasticich alginatu. Konkrétné DTE a DTP vypocitané pro nanonosi¢ s obsahem venlafaxinu byly
426%, respektive 76%. Moznymi mechanismy vysvétlujicimi farmakokinetické tidaje je zvySeni absorpce
v dusledku snizené nazalni mukociliarni clearance, zvySené prostupnosti sliznici a modulace efluxnich
transportéru P-gp [ DTE a DTP vypocitané pro nanonosi¢ s obsahem venlafaxinu byly 426%, respektive
76%. Moznymi mechanismy vysvétlujicimi farmakokinetické tidaje je zvySeni absorpce v dusledku
snizen¢é nazalni mukociliarni clearance, zvySené prostupnosti sliznici a modulace efluxnich transportéru P-
gp [ DTE a DTP vypocitan¢ pro nanonosi¢ s obsahem venlafaxinu byly 426%, respektive 76%. Moznymi
mechanismy vysvétlujicimi farmakokinetické udaje je zvySeni absorpce v dusledku snizené nazalni
mukociliarni clearance, zvySené prostupnosti sliznici a modulace efluxnich transportéra P-gp [92 ]. Je
vSak pozoruhodné, Ze nanocastice zvySily hodnotu DTP pouze ze 63% na 76% ve srovnani s nosnim
roztokem a ze vyznamny piispévek ke zvySeni DTE pochazel z BBB kiizeni lé€iva po systémove
absorpcl. To neni neo¢ekavane, protoze toto antidepresivum je jiz prodavano jako tablety s okamzitym a
kontrolovanym uvoliovanim a prochazi BBB. Skute¢né zlepSeni nabizen¢ dodavkou N2B by tedy
spoc¢ivalo hlavné ve snizeni systémovych vedlejSich ucink.



Z polysacharidi byl chitosan prokazan jako velmi slibny a univerzalni material pro dodavani N2B. Je to
kopolymer glukosaminu a N- acetylglukosaminu a ziskava se deacetylaci chitinu. Chitosan je nejen
biokompatibilni, biologicky odbouratelny, mukoadhezivni a pozitivn€ nabity pi1 mirné kyselém pH nosu,
ale je takeé u¢innym ¢inidlem zvySujicim permeaci schopnym prechodné otevirat té€sné spoje mezi
epitelidlnimi bunkami v tkanich sliznice [ 78 , 93 |. Je zajimavé, ze bylo prokazano, Ze tato vlastnost je
zachovana, kdyz se chitosan pouziva jako hlavni slozka nebo prostiedek pro povrchovou tpravu
nanonosicu [ 84 , 94 1.

Wang a spolupracovnici nalozili estradiol do nano¢astic chitosanu produkovanych ionotropni gelaci pro
nasalni podavani u Alzheimerovy choroby. Chitosanové nanocastice byly ziskany pomoci
tripolyfosfatovych aniontu (TPP) a chitosanu s Mw 50 000 Da, s velikosti ¢astic priblizné 270 nm a
kladnym povrchovym nabojem (+25 mV). U¢innost zapouzdieni byla pfiblizné 60% (koncentrace
estradiolu 1,9 mg / ml). MenSi (pod 100 nm) nebo vétsi (500 nm) nanocastice bylo mozné ziskat s
chitosanem 6000 Da, respektive 200 000 Da, ale byly povazovany za nevhodné pro zamyslenou
aplikaci. Studie in vivo na potkanech ukazaly DTE 320% a DTP 68% na zdkladé méteni koncentrace
estradiolu v mozkomisnim moku (CSF) po IN nebo IV podani chitosanovych nano¢astic s obsahem
estradiolu. Vysledky byly vysvétleny schopnosti chitosanovych nanoc¢astic vazat muciny a zvySovat
paracelularni transport [ 95]. V té€chto experimentech v§ak byla nosni dutina izolovana z respira¢niho a
gastrointestinalniho traktu, coz je chirurgicka praxe, ktera snizuje pravdépodobnost naruseni absorpce z
jinych organt, ale také méni retencni ¢as, a tedy absorpci z nosni sliznice. Kromé toho se neocekava, ze by
paracelularni transport vyznamné ovlivitoval slizni¢ni permeaci vysoce lipofilnich slou¢enin, jako je
estradiol.

Podobné chanosanové nanocastice ziskané ionotropni gelaci pomoci TPP navrhlo né€kolik autorti pro
dodavku velmi odlisnych 1€kt N2B , tj. Rivastigmin [ 96 ] a thymochinon [ 97 ] pro Alzheimerovu
chorobu, bromokriptin [ 98 |, ropinirol [ 99 ], rasagilin [ 100 ]. a pramipexol [ 101 | pro Parkinsonovu
chorobu a tapentadol pro 1é¢bu chronické bolesti [ 102 ]. Navzdory rozdilnym fyzikalné-chemickym
charakteristikam studovanych 1€kt vysledky sdilely napadné podobnosti.

Chitosan ptredstavuje zadouci vlastnosti, ale také néktera omezeni; napriklad je nerozpustny pii
fyziologickeém pH a je kladné€ nabity pouze v kyselych podminkach. Tyto vlastnosti mohou potencidlng
naruSovat bioadhezi. N€kolik autorti se proto rozhodlo pracovat s nanonosi¢i zalozenymi na derivatech
chitosanu. Napiiklad trimethylchitosan (TMC) je ve vodé€ rozpustny, trvale kladné€ nabity derivat chitosanu
a byl pouzit k zapouzdreni analgetick€ho neurotransmiteru leucin-enkefalin (Leu-Enk) 1onotropni

gelaci. Nanocastice TMC byly schopny zvySit 35krat permeabilitu peptidu pies nosni sliznici prasat a po
nasalnim podani zpusobily vyznamné zvySeni antinociceptivniho t¢inku u mysi (testy na svraceni
vyvolané horkou deskou a kyselinou octovou) [ 103]. Thiolovany chitosan muze zvyS$it mukoadhezi
tvorbou kovalentnich vazeb, konkrétné disulfidovych mustkt, mezi jeho thiolovymi skupinami a
hlenovymi glykoproteiny [ 104 ]. Cyklobenzaprin (CB) a tizanidin (TZ), dvé centralné pusobici léky na
uvolnéni svalt pouzivané k 1e¢bé bolesti, byly vlozeny do thiolovanych chitosanovych nanocastic
ziskanych gelovaténim alginatem sodnym. Thiolované nano¢astice vykazovaly zvySenou permeaci a
snizenou toxicitu v bunééném modelu RPMI2650 lidského nosniho epitelu, zvySenou absorpci mozkem a
vyznamne¢ zvyS$ily antinociceptivni aktivitu obou l€€iv ve srovnani s netoilovanymi nanoc¢asticemi
podavanymi nazalné [ 105 , 106]. V jiné studii, ve které byl antidepresivum selegilin HCI zapouzdien v

"""

neuroprotektivni u¢inky pro samotny thiolovany polysacharid. V experimentech in vivo u potkant
vyvolanych depresi byly thiolované nanocastice lepsi nez kontrolni nanoc¢astice chitosanu, pokud byly
podavany ve stejné davce (10 mg / kg). Rozdily ve farmakodynamickych t¢incich v§ak nebyly vyznamné
ve srovnani s kontrolami, kdyz byla podana davka sniZzena na polovinu (5 mg / kg) [ 107]. V dalSim
vyzkumu D1 Gioia a spolupracovnici hodnotili schopnost nanocastic vyrobenych z jin¢ho derivatu



chitosanu dodavat dopamin do striata. Glykol chitosan, ve vodé rozpustny derivat chitosanu, byl pouzit k
vyrob¢ nanocastic ionotropni gelaci s TPP spolu se sulfobutylether-p-cyklodextrinem ke zlepSeni obsahu
dopaminu. Pf1 intranazalnim podani v jedné davce ananocastice nezménily hladiny v mozku
neurotransmiteru, zatimco opakované intranasalni podani vyznamné zvysilo hladiny dopaminu v
ipsilateralnim striatu [ 108 |.

Stoji za zminku, Ze témer ve vSech téchto studiich nanonosice zlep$ily u¢innost leku, které jiz vykazovaly
ptiznivy transport N2B, pokud byly podavany nazaln€ ve formé konvencénich kapalnych formulaci, jako
jsou roztoky.

Jiné formulaéni piistupy pouzivaji chitosan jako povrchovy modifikator nanonosi¢u vyrobenych z jinych
materiali. Ve vodeé rozpustny antipsychoticky chlorpromazin HCI byl vloZen do chitosanem roubovanych
nanocastic PLGA pro nazalni [€¢bu schizofrenie s cilem poskytnout mozkove cileni a trvalé uvoliovani
I€ku, snizit davku a frekvenci podavani a snizit vedlejsi u¢inky. Nanocastice PLGA byly piipraveny
kombinovanou metodou vlastni montaze — nanoprecipitace v piitomnosti dextran-sulfatu, po ktere
nasledovalo roubovani chitosanu na povrch nanoc¢astic PLGA. Vybrana formulace, charakterizovana
prumeérnou velikosti 464 nm a 37% ucinnosti enkapsulace, vykazovala dobrou mukoadhezi na nosni
sliznici ovci a vedla k piiblizné 9% permeaci chlorpromazinu po dobu 4 hodin,109 ]. Pro nazalni podavani
ghrelinu byly navrzeny liposomy potazené derivatem chitosanu. Ghrelin je centralné pusobici peptidovy
hormon schopny stimulovat piijem potravy. Z tohoto divodu je potencidlnim kandidatem na lé¢ivo pro
le¢bu kachexie, t]. Plytvani patologickym syndromem spojenym s nékterymi chronickymi chorobami, jako
je rakovina, srdce nebo selhani ledvin. Ghrelinem nabité liposomy byly pripraveny technikou rehydratace
lipidového filmu - extruze s naslednym potazenim N- ([2-hydroxy-3-trimethylamonium] propyl)
chitosanchlorid. Vysledné liposomy potazené chitosanem vazaly mucin efektivné)i nez nepotazené
aniontove liposomy (63% oproti 40%) a zlepSily permeaci pies buné¢nou jednovrstvou Calu-3 pouzitou

jako model epitelialni bariéry hornich cest dychacich (10,8% oproti 3,6% nepotazenych liposomu versus
0% volného peptidu) [ 110 |.

Nakonec Clementino a spolupracovnici vyvinuli hybridni chitosan-lipidové nanokapsle pro dodavku
simvastatinu v N2B. Statiny byly navrzeny jako potencialni neuroprotektivni léky z divodu jejich
pleiotropnich u¢ink, tj. Protizanétlivych, antioxida¢nich a imunomodula¢nich [ 111, 112 ]. Nanokapsle se
ziskaly samostatnym sestavenim smési fosfolipidu a kapalnych lipidi pfidanych do vodného roztoku
chitosanu. Ziskané nanokapsle mély nejen malou velikost ¢astic (200 nm), pozitivni povrchovy naboj a
vysokou uc¢innost zapouzdieni, ale také se ukazalo, ze jsou u¢inné biodegradovany enzymy pfitomnymi v
nosnich sekretech, jako je lysozym. Biodegradace muize zajistit i¢inné€jsi uvolnovani zapouzdieného

Ié¢iva po ulozeni na nosni sliznici. 99mPotkantim byly intranazalné podany nanokapsle naplnéné
simvastatinem naplnéné Tva a porovnany se statinem znac¢enym 99m Tc v suspenzi. Studie gama
scintigrafie prokazaly vyznamné vy$8i akumulaci izotopu v mozku (nad 20% podané radioaktivity)

podavaného s nanokapslemi (Obrazek 4) [ 113 ].
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Obrazek 4
Frakce celkové radioaktivity ziskana na organ 90 minut po nasalnim podani krysam ( a ) nanocastic

obsahujicich simvastatinem naplnénych 99m Tc¢; ( B ) 99m Tc-znacenych simvastatin suspenze [ 113 |.

Nedavno né€kolik védct navrhlo zahrnuti riznych nanoformulaci (mikro / nanoemulze, lipidové nebo
polymerni nanoc¢astice) do mukoadhezivnich gelt (xantanova guma, chitosan) [ 114, 115 | nebo gelovych

systéemu 1in situ ziskanych pomoci termosenzitivnich (poloxamery 407) [ 116 ], citlivé na pH (Carbopol



934) | 117 ] a citlivé na ionty (gellanova guma) [ 118, 119] polymery. I kdyz je pfistup zdanlive pritazlivy
(kombinace zapouzdieni / ochrany nanocastic s viskdznim vehikulem k prodlouzeni doby pobytu v nose),

viskozita gelové matrice muze branit migraci nanocastic, vést ke Spatn¢ interakci s nosnim epitelem a

v rtwr

Stru¢né fe¢eno, mukoadhezivni nanocastice patii mezi nejvice prozkoumavané platformy pro dodavani

leciv N2B. Dostupné udaje obecné prokazuji nadiazenost mukoadhezivnich nanoformulaci nad kapalnymi

formulacemi lé¢iva podavanymi nazaln€ a / nebo intraven6zng, a to 1 pres jen nékolik studii pfimo
srovnavajicich mukoadhezivni nanonosice s potencialné konkuren¢nimi formulacemi, jako jsou kapalné

nebo dokonce pevné davkové formy obsahujici mukoadhezivni pomocné latky nebo latky zvySujici

permeaci. .

Podrobngjsi experimentalni podrobnosti tykajici se mukoadhezivnich nanonosi¢i uvedené v této asti

naleznete v stul 1.

stul 1

Mukoadhezivni nanonosic¢e studovaly dodavku z nosu do mozku.

Nanonosic

Methakryl-PCL Ncps

B CD albumin NP

Delonix regia guma
NLC

Alginatové NP
Chitosanové NP
Chitosanové NP
Chitosanové NP
Chitosanové NP
Chitosanové NP
Chitosanové NP
Chitosanové NP

Chitosanové NP

Trimethylchitosanové
NP
Thiolované
chitosanové NP
Thiolované
chitosanové NP
Thiolované
chitosanové NP

Lék
Olanzapin
Takrin
Ondansetron
Venlafaxin
Estradiol
Rivastigmin
Thymochinon
Bromokriptin
Ropinirol
Rasagilin
Pramipexol
Tapentadol
Leu-Enk
Tizanidin
Cyklobenzaprin

Selegilin

aplikace

Schizofrenie

INZERAT
Nevolnost
Deprese
INZERAT
INZERAT
INZERAT
PD
PD
PD

PD

Chronicka
bolest
Chronicka
bolest
Svalova
bolest
Svalova
bolest

Deprese

Velikost

(nm)
2549 +
12,1
189,3 +
10,0
92,3 +
13,0
173,7 +
2,5
269,3 +
31,6
185,4 +
8,4
172,4 +
7,4
161,3 +
4,7
173,7 +
2,3
151,1 +
10,3
292,5 +
8,8
201,2 +
1,5

443,0 +

23,0
276,2 +
13,9
272,1 +
11,5
215,0 +
34,7

(-potencial EE DL . .. .
PDI (mV) (%) (%) Biodistribuce D
0,030 +22,0+1,2 99,0 - HPLC-UV
0,228 -10,2+0,6 - 125 -

0,360 -11,5+2,3 39.5 5.6 HPLC-UV
0,391 +37,4+ 1,7 81.3 26.7 CFEM
- +254+0,764.7 1.9 HPLC-Fluo

0,391 +38,4 +2,8 85.3 43.4 CFM

5

4.

3.

3!

0,130 +30,3 £ 2,2 63.3 31.2 y scintigrafie 33

0,440 +40,3 + 2,7 84.2 37.8 y scintigrafie
0,390 +32,7 £1,5 69.6 13.8 vy scintigrafie
0,380 - 96,4 - HPLC-UV
0,292 +14,0+2,9 93.3 - .
0,201 +49,3+1,2 63.5 17.2 HPLC-UV
0,317 +15,0 + 2,0 78,3 14.0 -

- +18,3+1,4 75.6 - vy scintigrafie

- +20,9+1,7 70.4 5.4 vy scintigrafie

0,214 +17,1 70,0 - -

6.

3.

3.

8.

2.



Velikost (-potencial EE DL

Nanonosic Lék aplikace (nm) PDI mV) (%) (%) Biodistribuce
GC SBE ( CD NP Dopamin PD 3;21’%i 0,260 +9,3+1,3 54.5 - FM
: : : . 463,9 £
Chitosan-PLGA NP Chlorpromazin Schizofrenie 120 0,187 +21+2 36.7 4.6 .
Liposomy potazene iy Kachexie 0T 0,198 +6,0+04 56.1 - .
chitosanem 6,1
LS IL ;lgtosano"e Simvastatin ~ INZERAT 20;;,? 0,098 +48.4 +4,1 98,5 - vy scintigrafie

Otevrit v samostatném okné

Zkratky: AD, Alzheimerova choroba; CFM, konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie; EE, ucinnost
zapouzdreni; GC SBE p CD NP, glykolchitosan sulfobutylether-p-cyklodextrin nanocastice; Leu-
Enk, leucin-enkefalin; FM, fluorescencni mikroskopie; NCL, nanostrukturované lipidové

nosicCe; PCL Ncps, poly (e-kaprolakton) nanokapsle; PD, Parkinsonova choroba.

Jit do:
4. Kromé bioadheze: nanorosice, které pronikaji hlenem a zlepSuji jeho prunik

4.1. Nanonosice pronikajici hlenem

Popularni mukoadhezivni ptistup byl nedavno zpochybnén dikazy o mnoha bariérovych vlastnostech
poskytovanych vrstvou hlenu. Hlen ptsobi jako dynamicka semipermeabilni bariéra prostfednictvim dvou
hlavnich synergickych mechanismu: filtrovani interakci a filtrovani velikosti (Obrazek 5) [ 120 ].

O TR ” Re P B R E

Obrazek 5

Hlavni mechanismy zabranujici difuzi ¢astic hlenem: ( a ) Filtrovani velikosti, pomoci kterého mohou
prochazet pouze Castice mensi nez pory sité sit€¢ mucinovych vldken, zatimco vetsi objekty jsou
blokovany; ( b ) Filtrovani interakci, kdyz se chovani ¢astic 1i8i podle jejich povrchovych vlastnosti:
oranzove Castice silné interagujici se slozkami hlenového gelu jsou zachyceny, zatimco zelene Castice
vykazujici slab¢ interakce mohou prochazet (reprodukovano se svolenim od [ 121 | ).

K filtrovani interakci dochazi u molekul, supramolekularnich struktur a ¢astic bez ohledu na jejich
velikost. Tento jev omezuje difiizi hlenem prostirednictvim pfimych nespecifickych interakci, jako je
elektrostaticka, vodikova a hydrofobni vazba s glykosylovanymi a neglykosylovanymi oblastmi mucint a
také s lipidovymi sloZzkami hlenu. Tyto interakce byly prokazany pro nabité a / nebo hydrofilni molekuly,
peptidy a proteiny a lipofilni Iéky [ 121 |.

Hlen je husta molekularni sit’ s charakteristickym rozteci ok, ktera brani difizi vétSich ¢astic skrz ni. Ruzni
autori uvadeéji, ze tento rozte¢ ok se pohybuje od 20 do 200-500 nm [ 120, 122 ].

Proto se pfedpoklada, ze pouziti dostate¢né malych nanonosi¢t potazenych polymery, jako je poly
(ethylen) glykol (PEG), které minimalizuji interakce s muciny, muze zvySit difuzivitu hlenu a
upiednostiovat blizky kontakt s podkladovym epitelem. Je zajimaveé, ze od roku 2004 skupina Maria José
Alonso pozorovala, ze kdyz byly krysam intranazalné aplikovany fluorescen¢né znacené¢ PEG — PLA



nanocastice, pifitomnost PEG, mala velikost (175 nm) a vysoka hustota PEG povlaku byly ve prospéch
¢astic akumulace v nosni sliznici [ 123 ]. Pozdéji, s pouzitim vice sledovani ¢astic, skupina na John
Hopkins University prokazano, ze 100 a 200 nm ¢astic potazenych nizkou M WPEG (2 nebo 5 kDa) pii
vysoké hustoté byly schopny rychle proniknout do lidského dychaciho [ 124 ] a hlenu chronické
rhinosinusitidy [ 125 ] a navrhly nanoc¢astice PEG — PLGA pronikajici hlenem [ 126, 127 ]. Tyto vysledky
vSak nebyly replikovany v nasledujicich experimentech, ve kterych PEG potazené magnetické
nanocastice, navzdory jejich nizké adhezi k hlenovym slozkam, nepronikly nativnim respiraénim hlenem
ani pi1 aplikaci magnetickeho pole [ 128 |.

Ve dvou ruznych studii, diazepam a midazolam, dvé benzodiazepiny pouzivaji pro lé¢bu status

epilepticus , byly zapouzdieny v PLGA nanoc¢astice potazeny poloxamerta 407 (Pluronic ® F127), blok
kopolymer povrchové aktivni dfive hlaSeny pro zvySeni hlenu pronikani nanocastic [ 125 ]. V obou
piipadech byla optimalni velikost ¢astic niz8i nez 200 nm, mély negativni povrchovy potencial ({ potencial
mez1 -15 a -30 mV) a vykazovaly kontrolovanou kinetiku permeace lé€iva pies ov¢i nosni sliznici, ptimy
transport mozku (DTP kolem 60% ) a vynikajici t€innost cileni na mozek ve srovnani s lékovym
roztokem po nasalnim podani krysam (235-260% vs. 125-160% DTE) [ 51, 129]. Autof1 netvrdili ani
nestudovali penetraci hlenu nanocastic, ale charakteristiky nanonosi¢t odpovidaly charakteristikam nosict
pronikajicich hlenem.

Nedavno Sekerdag a spolupracovnici navrhli lipidové / PEG — PLGA nanocastice jako nosice kyseliny
farnesylthiosalicylové (FTA) pronikajici hlenem pro neinvazivni 1€¢bu glioblastomu z nosu do mozku. Po
nazalnim podani nano¢astice vyznamné¢ snizily objem nadoru vyvolaného implantaci bunék RG2 do
mozku krysy (55% snizeni pomoci MRI analyzy). Ziskany protinadorovy u¢inek byl srovnatelny s
ucinkem ziskanym se stejnymi nanoc¢asticemi podavanymi intravendzné. Studie biodistribuce prokazaly,
ze procento davky lé¢iva dosahujici do mozku bylo 0,04% injikované davky normalizované na hmotnost
tkané (ID / g) pro oba zpuisoby podani, ale pii nazadlnim podani byl vyznamné snizen davkovy podil
akumulovany v jatrech a slezin€ , coz naznacuje vyssi bezpecnost lécby nosu [130 |.

Stoji za povSimnuti, ze v nékterych pripadech byly jako mukoadhezivni nosi¢e pouzity nanocastice
potazen¢ PEG [ 131 ], ale je to kvuli jemnému doladéni velikosti ¢astic a vlastnosti potahu, které jsou
nutne k ziskani ¢astic schopnych proklouznout pies vrstvu hlenu [ 132 |. PEG povlak byl navic spojen se
snizenou interakci s epitelidlnimi bufikkami a naslednou sniZzenou absorpci ze stejného diivodu penetrace
hlenem, tj. SniZenou interakci s proteiny a biomolekulami [ 133 , 134 ]. Je zfejmé, Ze Castice pronikajici
hlenem do nosu do mozku vyzaduji dikladné€j$i studie k prokazani dikazu konceptu, pokud jde o lepsi
cileni CNS ve srovnani s jinymi pristupy zalozenymi na povrchové modifikaci.

4.2. Nanonosice zvySujici penetraci

Alternativng k ,,tajnym* ¢asticim pronikajicim hlenem vyvinuli n€ktefi autof1 ¢astice, jejichz slozky
mohou pusobit jako latky zvySujici penetraci. Ve skute¢nosti se klasifikace Casto piekryvaji (napiiklad
chitosan puisobi jak jako mukoadhezivni ¢inidlo, tak jako zesilova¢ penetrace), ale pro ucely tohoto
prehledu se za Castice zlepSujici penetraci povazuji ¢astice vyrobené ze slozek, ¢asto povrchoveé aktivnich
latek, o nichz se tvrdi, Ze umoziuji zmény bariérove vlastnosti nosni sliznice.

Zolmitriptan a sumatriptan, dva selektivni agonisty serotoninu v pouziti pro léCeni akutni migrény, byly
zapouzdieny do micel slozenych z PEG 400, benzylalkohol, vitamin E TPGS, Pluronic ® F127, a
Trascutol P ® . K solubilizaci a zvySeni absorpce 1€€1v nosni sliznici byl pouzit zeyména Transcutol P® |
t]. Diethylenglykolmonoethylether, a vitamin E TPGS [ 135 ]. Micely, jejichz velikost byla mensi nez 25
nm, vyznamng¢ zvyS$ily dodavani triptanu do mozku (az o 3—7% podan¢ davky) ve srovnani s IN nebo IV
podanim roztoku léCiva a nevykazovaly lokalni toxicitu ani po delsi dobé€ nazalni podani ve srovnani s
kontrolami (28 dni) [ 136, 137 |.




Nanokubicke vacky nabité olanzapinem, ziskané za¢lenénim povrchové aktivniho triblokového
kopolymeru poloxamer 188 (jedna se o hydrofobni polypropylenoxidovy blok uzavieny hydrofilnimi
polyethylenoxidovymi ¢astmi) do fosfatidylcholinovych dvojvrstev, byly porovnany s odpovidajicimi
liposomy ve studiich biodistribuce u potkanti po nasalnim podani . Nanokubické vezikuly (velikost 363
nm, PDI 0,088, EE% 67) zlepsily absolutni biologickou dostupnost (37,9% vs. 14,9%) a DTE (100% vs.
80%) ve srovnani s kontrolni lipozomalni formulaci. ZlepSeni bylo pri€itano pfitomnosti poloxameru ve
formulaci, které¢ vackum poskytly jak vyssi pruznost, tak vlastnosti zvySujici penetraci [ 138]. V této
studii, kterd jako jedna z mala pomoci LC —MS / MS kvantifikovala lé¢ivo ve studiich biodistribuce,
nebyl nosni nosi¢ nanonosice lepsi nez IV kontrola pi1 dodavani lé€iva do mozku, jak dokazuje hodnota
DTE . Podobné, v praci Albdelrahmana a spolupracovnikii, byla pruznost spanlastics nanovesicles
narokovanym mechanismem zlepSujicim dodavani N2B antipsychotického léku risperidonu. Vezikuly
Spanlastics, vyroben¢ vstiitkovanim ethanolového roztoku Span 60 a risperidonu do vodného roztoku PVA
(velikost 103 nm, PDI 0,34, EE% 64), vykazovaly relativné vysokou newtonovskou viskozitu, zlepSenou

permeaci ex vivo nosni ov¢i sliznici a zlepSeny mozek akumulace [é€iva ve srovnani s nezapouzdienym
lec¢ivem (DTE 469% oproti 217%). Ta v8ak vedla k vy$Simu DTP (55% oproti 79%),139 |.

Zelatinové nanostrukturované lipidové nosi¢e byly pouzity pro dodavani neurotrofického faktoru z nosu
do mozku, tj. Zakladniho rastového faktoru fibroblasti (bFGF), navrzeného k ochrané dopaminergnich
neurontl pfi Parkinsonové nemoci. Zelatinové nanoéastice byly pfipraveny emulzi voda ve vodé v
pritomnosti poloxameru 188 a fosfolipidu, zesiténim glyceraldehydem a naslednym lyofilizaci. Nosni
podavani zZelatinové NLC vyznamné zvysilo exogenni bFGF v ¢ichovém bulbu a striatu bez ovlivnéni
integrity nosni sliznice. Povrchové modifikované nanonosi¢e pirekonaly kontrolni Zelatinové nanocastice
také ve studiich s hemiparkinsonskymi krysami, coz vyvolalo funkéni zotaveni po IN, ale ne po IV
podani.140 ]. Tvrdilo se, Ze polysorbat 80 (Tween 80) ma podobne t¢inky u SLN s obsahem kyseliny
rozmarinove a je vyroben z glycerylmonostearatu (GMS) a hydrogenovaného sdjového
fostatidylcholinu. Tyto ¢astice byly navrzeny tak, aby zvladly pfiznaky Huntingtonovy

choroby. Polysorbat 80 potazeny SLN zleps$il abnormality chovani a vyrovnal oxidac¢ni stres u potkanu
lIeé¢enych kyselinou 3-nitropropionovou ve vét§i mife ve srovnani s kyselinou rosmarinovou podavanou
intranazalné€ nebo stejnymi nanocasticemi injikovanymi intravenozné | 141 |.

Mastné kyseliny byly tradi¢né ozna¢ovany jako latky podporujici absorpci pii nosnim podani

| 142 ]. Nedavno byl zolmitriptan formulovan v novasomech, tj. Strukturach obohacenych
nanovesikularnimi mastnymi kyselinami. Optimalizované novasomes formulované s kombinaci

rozpéti ® 80, cholesterol, a kyselina stearova, ukazala zvySené akumulaci v mozku ( C max 1,27% ID / g)
s piimym dopravni procentech 99,2% ve srovnani s intravendzni roztok 1é¢iva. U¢inky byly pfi¢itany
moznému naruSeni nosni membrany a schopnosti téchto vezikul ,,protlacit se* ¢ichovym otvorem epitelu
| 143]. Skutec¢ny prispévek tohoto posledniho mechanismu k dodani z nosu do mozku zdaleka neni
podporovan podstatnymi udaji prokazujicimi narokovanou schopnost prenosu elastickych vezikul ptes
nosni sliznici. Podobné okluzivni G¢inek, ktery tvrdi jini autofi pro nazalné dodavany alprazolam SLN, se
jevi jako velmi nepravdépodobny | 144 ].

Obecné plati, ze recenzované studie nanonosi¢u zvySujicich penetraci postradaji klicovou kontrolu
predstavovanou podavanim konvenéni formulace stejného 1é¢iva obsahujiciho samotny zesilovac
penetrace. Pouze pii prokazani lepSiho pfenosu z nosu na mozek nad touto kontrolou by mohlo byt pln¢
zaruc¢eno pouziti nanonosicu.

Podrobné¢jsi experimentalni podrobnosti tykajici se nanonosicu, které pronikaji hlenem a zvySuji penetraci,
jsou uvedeny v této ¢asti Tabulka 2.




Tabulka 2

Nanocastice pronikajici hlenem a zvySujici penetraci byly studovany na dodavani z nosu do mozku.

. , . Velikost (-potencial EE DL _. .. .
Nanonosic Lék aplikace ) PDI mV) (%) (%) Biodistribuce DTE DT
Pluronic ® F127 . q . e o
PLGA NP Diazepam  Epilepsie  183.2 <0,200 <-15 87.8 - yscintigrafie 258,0 61,
Pluronic ® F127 . : . 164,0 + L .
PLGA NP Midazolam Epilepsie 45 0,099 -16,6 £2,5 87,4 5.3 yscintigrafie 234,7 -
Lipidové / PEG- : 164,3 +
PLGA NP FTA Glioblastom 10.3 0,192 -12,0+1,3 97,7 3.5 HPLC-MS - -
Micely TPGS Zolmitriptan Migréna 24(1)’27 * 0,064 - - - yscintigrafie - -
Micely TPGS Sumatriptan Migréna 2?(:),zi 0,046 - - -y scintigrafie - -
Poloxamer 188 . : . 363,0 + HPLC-MS /
kubosom Olanzapin Schizofrenie 318 0,088 - 67.3 - MS 100 -
Spanlasty Risperidon Schizofrenie 103,4 0,341  -4592 63,9 - HPLI\(/:I-SMS / 468,9 55.
Jelatinovi NLC  bFGF PO '/20% 0105 -27,6+1,1 867 46 Westernblot - -
Polysorbat 80 Kyse!lna , HD 149,2 + 0290 3827 619 - HPLC-UV ) )
SLN rosmarinova 18,2
Novasomes  Zolmitriptan Migréna 11%’%i 0,477 -55,6 £1,0 92,9 - vy scintigrafie - 99.

Otevrit v samostatném okneé

Zkratky: bFGF, zakladni rastovy faktor fibroblastti; EE, u¢innost zapouzdieni; FTA, kyselina
farnesylthiosalicylova; HD, Huntingtonova choroba; NLC, nanostrukturované lipidové nosice; PD,
Parkinsonova choroba; SLN, pevné lipidové nanocastice.

Jit do:

5. Cileni na nosni epitel pro optimalizaci porodu z nosu do mozku

Jednim z nejzajimaveé)Sich aspektu farmaceutickeé nanotechnologie je bezpochyby takzvané ,,aktivni*
cileni nanocastic, tj. Rozpoznani nemocnych bunék nebo tkani povrchovymi ligandy schopnymi
specificky interagovat s receptory a / nebo jinymi biomolekulami ptritomnymi na biologickém

cili . Specifické dodavani davky terapeutického 1€¢iva do mista jeho pusobeni, vyhybani se vedlej§im
ucinktim a optimalizace u¢innosti, bylo od tsvitu modernich farmaceutickych véd [Grail Quest]
farmakoterapie [ 145 |.

Jak bylo zdiraznéno ve vynikajicim ¢lanku Alexandra Florencie, existuje in vivo nékolik piekazek (Casto
podcenovanych nebo ignorovanych védci) pro cilené nanonosi¢e (agregace nanonosicu, pied¢asné
uvolnovani léku z nosice, absorpce retikuloendotelidlnim systémem, dodavka mimo cil, degradace ) a

IIIII

Co se ty¢e dodavky z nosu do mozku, zajimaveé neni pifistup zameéfen na dodavku samotnych ¢astic do
konkrétni buniky nebo receptoru v CNS, ale na jejich interakci s buiitkami nosni oblasti, ktera bude
upiednostiovat translokace nosice do mozku, tj. ¢ichovy epitel. Bylo navrzeno n€kolik povrchovych
ligandu a dvéma nejvice studovanymi strategiemi byly lektiny a peptidy pronikajici buiikami pro cilené
nanonosice.



5.1. Lektinem modifikované nanonosice

Lektiny jsou proteiny nebo glykoproteiny extrahovane z rostlin, schopné rozpoznat a vazat se s vysokou
specificitou glykanovych poli glykosylovanych lipidi a proteint ptitomnych na povrchu raznych
bunéénych typu. Z tohoto duvodu byly od roku 1988 navrzeny jako cilené ligandy pro systémy pro
dodavani léciv, pivodné k dosazeni zvySeni absorpce v gastrointestindlnim traktu [ 147 ]. Potencial lektina
pro dodani z nosu do mozku byl kvalitativné a kvantitativné prokazan ve dvou klicovych dilech
Broadwella a Balina [ 148 | a Thorne et al. [ 149]. Tyto prace ukazaly, Zze aglutinin z pSeni¢nych klicku -
konjugat kienové peroxidazy (62 kDa) muze vazat buné¢ny povrch ¢ichovych senzorickych bunék,
podstoupit adsorpéni endocytdézu a anterogradni axonalni transport a nakonec se akumulovat v ¢ichoveé
bance v koncentracich (140 nM) vice nez stokrat vys$i nez u ziskaného intravendznim podanim stejného
konjugatu a 700krat vyssi nez u dosazene¢ho enzymem nekonjugovanym s WGA. Ve skute¢nosti se WGA
ziskana z Triticum vulgare specificky vaze na hojné zbytky N- acetyl- D- glukosaminu a kyseliny sialové v
nosnich strukturach. V disledku toho bylo WGA nejvice prozkouméavanym cilovym ligandem pro
nanonosice pro dodavani z nosu do mozku.

WGA bylo konjugovano s PEG — PLA nanoc¢asticemi, aby se ziskaly nanoc¢astice cilen¢é na 85-90 nm
naplnéné fluorescenénim barvivem 6-kumarinem. Nanocastice cilené na WGA podavané intranazalné
zlepSily jak koncentraci fluorescen¢niho barviva v krvi (1,4ndasobné¢), tak v mozku (dvojnasobn¢) ve
srovnani s necilenymi nanoc¢asticemi PEG — PLA, bez znatelné ciliotoxicity v nose [ 150 ]. Dalsi studie, ve
kterych byly PEG — PLA konjugované s WGA radioaktivné zna¢eny pomoci 125 I, odhalily, ze po
nasalnim podani krysam byly nanocastice rychle (5-30 min) transportovany do CNS extracelularni cestou
podél ¢ichovych a zejména trigeminalnich nervi , zatimco se zda, ze mozkomiSni mok pfispiva k procesu
mene [ 151 |.

Stejna skupina z Fudan University v Sanghaji (PR Cina) zapouzdfila vasoaktivni intestinalni peptid (VIP),
neuroprotektivni peptid potencialné uzite¢ny u nékolika neurodegenerativnich poruch, v¢éetné AD, do
nanocastic PEG — PLA konjugovanych s WGA. Ve studiich biodistribuce po nasalnim podani mySim bylo
v CNS nalezeno 30-50% radioaktivné znac¢ené¢ho VIP a konjugace nanocastic WGA zleps$ila cileni na
mozek (5,66—7,71nasobne¢ zvySeni) ve srovnani s necilenymi PLA nanocasticemi (3,57—4,74— nasobné
zvySeni) a ovladejte VIP feSeni. Kromé toho v in vivo modelu cholinergniho poskozeni zlepSil WGA-NP s
obsahem VIP prostorovou pamét krys pi1 niz§ich davkach ve srovnani s necilenymi nanoc¢asticemi (12,5
oproti 25 ng / kg) | 152]. V dalsi praci byly nanoc¢astice PEG — PLA zamérené na W GA nacteny
kvantovymi teCkami, jejichz cilem bylo vyvinout specificka ¢inidla pro zobrazovani mozku pro
onemocnéni CNS. Opét byla prokazana kapacita cileni na mozek WGA s relativni intenzitou fluorescence
zjisténou ti1 hodiny po nazalnim podani u mysi (40 mg / kg, 5 ul kazdé nosni dirky), ktera byla hodnocena
nasledovné: mozek > plice> jatra> ledviny> srdce> slezina (Obrazek 6) [ 153 ].

Obrazek 6

Distribuce nanocastic naplnénych kvantovymi teCkami s aglutininem z pSeni¢nych klicka (WGA) v
ruznych organech, 3 hodiny po intranasalnim podani: ( a ) opticky obraz ( b ) kvantifikace
luminiscen¢nich signalu (upraveno se souhlasem [ 153 |. Copyright 2008 American Chemical
Spolecnost).

Nanocastice PEG — PLA nebo PEG — PLGA byly konjugovany s jinymi lektiny, jako je lektin Solanum
tuberosum (STL), aglutinin I z Ulex europeus (UEA I) a odorranalectin (OL). Prvni se vaze



na N- acetylglukosamin [ 154 ] a zbyvajici dva se vazi na L-fukozu, kterd je z velké ¢asti pritomna v
¢ichovém epitelu [ 155, 156 ]. Nanocastice PEG — PLGA funkcionalizované STL, naplnéné
haloperidolem, byly podany intranazalné a zvySily koncentrace 1€¢iva v mozku 1,5-3krat ve srovnani s

nefunkénimi ¢asticemi a jinymi zpusoby podani [ 157 |.

Protoze imunogenicita je jednim z hlavnich problému lektint a odorranalektin (OL) je neymensi peptid s
aktivitou podobnou lektinu, byla tato molekula identifikovana jako potencidlni cilovy ligand se sniZzenou
imunogenicitou. Nanoc¢astice PEG — PLG konjugované s OL byly naplnény urokortinem, peptidem, ktery
obnovuje nigrostriatalni funkci u PD. Studie in vivo u hemiparkinsonskych potkant prokazaly zlepSeni
symptomu dopaminergni léze nano¢asticemi konjugovanymi s OL ve srovnani s kontrolou. Ukazalo se, ze
to souviselo s ¢aste¢nym, ale netplnym zotavenim hladin monoaminovych neurotransmitera [ 158 ].

Nicméné lektiny stale Celi kritice souvisejici s jejich potencidlni toxicitou a imunogenicitou. Je povinné
provadét toxikologické hodnoceni nosi¢e zaméfeného na lektin, a to systémové 1 lokalné [ 159 .

5.2. Peptidy pronikajici buiikami jako povrchove ligandy pro cilené nanonosice

Buné¢né penetracni peptidy (CPP) jsou kratké kationtové sekvence aminokyselin, schopné prochazet
bunéénymi membranami a translokovat se do intracelularniho prostoru podle ,,modelu* piedstavovaného
HIV transaktivatorem transkripéniho (Tat) proteinu [ 160 ]. Ukazalo se, ze CPP nejsou specifickée pro
bunécny typ a jsou schopné translokovat rizné naklady (malé molekuly, proteiny, nukleové kyseliny,
nanonosice) pies ruzné biologické bariéry, jako je strevni sténa, BBB, kuize [ 161 ].

Tyto vlastnosti ¢ini CPP atraktivni jako ligandy pro dodavani nanonosi¢u z nosu do mozku. Ve studii
provedené Gartziandii zlepSila konjugace CPP (Tat nebo Penetratin) na povrch polymernich a lipidovych
nanocastic jejich schopnost prekonat in vitro model monovrstvy ¢ichovych bunék primarnich potkant

[ 67 ]. V jiné studii bylo zji§téno, ze nanocastice PEG — PLA funkcionalizované nizkomolekularnim
protaminem se hromadi v 16HBE14 - lidskych bronchialnich epitelialnich bunkach ve vétsi mife nez
nemodifikované ¢astice. Po naplnéni fluorescenénim barvivem kumarin-6 a nasalnim podani krysam
zvysili fluorescenci v ruznych mozkovych strukturach vice nez dvojnasobné ve srovnani s
nemodifikovanymi ¢asticemi [ 162]. V podobném experimentu se micely ziskané pomoci Tat konjugovane
s amfifilnimi blokovymi kopolymery methoxypoly (ethylenglykol) -poly ( € -kaprolakton) (mPEG-PCL) a
naplnén¢é kumarinem nahromadily vice nez puvodni micely v buiikach gliomu krys C6 a potkanech
nesoucich intrakranialni nadory C6. V posledn€ uvedeném experimentu in vivo nebyl zjistén zadny rozdil
mez1 micelami v distribuci fluorescence v mozku 1 hodinu po nasalnim podani. AvSak po 4 hodinach se
fluorescen¢ni signal u nemodifikovanych micel snizil, zatimco u zvifat léCenych mPEG-PCL micelami
konjugovanymi s Tat se zvySil. To bylo pravdépodobné zptisobeno jejich vétsi schopnosti pronikat
intracelularné [ 163]. V nasledujicich pracich stejna skupina z Tokijské univerzity farmacie a biologickych
véd naplnila vySe uvedené micely kamptothecinem k 1€¢bé mozkovych nadorti a malou interferujici RNA
(siRNA) k potlaceni genti zapojenych do poruch CNS. Kamptotecinem naplnéné micely Tat-mPEG-PCL
vykazovaly vyssi cytotoxicky ucinek na gliomove bunky C6 potkana in vitro ve srovnani s micelami, ktere
nebyly modifikovany CPP. Jesté zajimavé)si je, ze po nazalnim podani prodlouzili preziti potkanu
nesoucich intrakranidlni gliom C6 ve srovnani s kontrolnimi micelami a roztokem lé¢iva (1,2 mg / kg,
jednou denné po dobu jednoho tydne) [ 164]. V pripadé siRNA byla nukleova kyselina kondenzovana s
Tat-mPEG-PCL za ziskani polyplexti 50—-100 nm. Studie distribuce mozku po nazalnim podani, provedené
po naplnéni micel Alexa-dextranem 10 kDa jako modelu siRNA, prokazaly zvySeni akumulace v mozku
ve srovnani s kontrolami (IV Tat-mPEG — PCL micely nebo IN mPEG — PCL micely ). To bylo vysledkem
prostupu micely podporované Tat na nosni sliznici a zvySene absorpce v ¢ichovych a trigeminalnich
nervech [ 165 |.



[ pies transloka¢ni schopnosti maji CPP urcité nevyhody, jako je sekvestrace v endosomech, omezena
intracelularni lokalizace a nedostatek ¢inného transportu do cytoplazmy [ 160 ]. Tyto nevyhody podnitily
vyvo] ruznych pfistupt k dorucovani.

Napriklad skupina Paola Giunchediho z University of Sassari navrhla systém pro dodavani 1é¢iv pro N2B
dodavku komplexu mezi peptidem o 29 aminokyselinach odvozenym od glykoproteinu vztekliny (RVG) a
siRNA interferujici s expresi BACEIL. . Tato 3 sekretaza je zodpovédna za zpracovani prekurzorového
proteinu amyloidu v 3 amyloidnim peptidu, hlavni slozce extracelularnich plak, které jsou
charakteristickym znakem AD. Komplex RVG — siRNA byl vlozen do SLN potazeného

chitosanem; pifedbézné experimenty ukazaly, ze RVG — siIRNA zapouzdiena v SLN, zvlasté pokud je
potazena, piekrac¢uje monovrstvu bun€k Caco-2 efektivnéji nez nahy komplex. Tim

padem, mukoadhezivni nanonosi¢ chrani komplex RVG — siRNA a pomaha mu piekonat slizni¢ni bariéru
umoznujici interakci peptidu pronikajiciho do bunék RVG s receptory acetylcholinu umisténymi v
zakonceni trojklanného nervu a ¢ichové bulbé. Tento pfistup musi byt jesté oveéfen experimenty in vivo
[166 .

5.3. Dalsi pristupy k cileni

Nékolik dalSich ligandi mtize byt potencialné pouzitelnych ke zvySeni dodavky z nosu do mozku. Tato
¢ast poskytuje nékolik piikladi nejzajimavéjSich alternativ k lektinim a peptidim pronikajicim do bunék.

Jeden z prvnich pfistupt k cilenému podavani léku, ktery se také navrhuje pro jin€ zptsoby podavani,
pouziva viroveé vektory. Frenken a Solomon s1 vybrali vlaknité bakteriofagy jako vektory pro nazalni
podavani anti-ff amyloidovych (Ap) protilatek, uréenych ke sledovani amyloidnich plakt u Zyjicich
pacientu s AD. Bakteriofag f88 byl geneticky upraven tak, aby kdédoval protein I1I na svém povrchu. Tento
protein je jednofetézcova protilatka odvozena z variabilnich tsekl lehkého a tézkého fetézce anti-Ap IgM
508 protilatky. Po tiech dennich nasalnich podanich vlaknitého bakteriofagoveho vektoru byly amyloidni
plaky uspésné zacileny a vizualizovany pomoci fluorescen¢né znac¢enych antifagovych protilatek v
¢ichoveé bance a oblasti hipokampu transgennich mysi nesoucich dvojitou mutaci v proteinu prekurzoru
amyloidu (APP). Prichod nosni bariérou byl piicitan linearni struktufe faga, jehoz penetracni vlastnosti jiz
byly prokazany. Nedostate¢né Sifeni do dalSich ¢asti mozku naznacovalo transport pies ¢ichové

neurony. Ukazalo se, Ze vektor je inertni a netoxicky, nicméné spousté¢ mechanismi imunitni obrany, jako
je aktivace bun€k zachycujicich mikroglie, muze byt jednou z moznych nevyhod [167 |. Zajimavé je, Ze
tento pristup je predmétem podané patentove piihlasky [ 168 .

Laktoferrin (Lf), pfirodni kationtovy glykoprotein vazajici se na zelezo z rodiny transferint, byl pouzit
jako cilovy ligand nanonosicu, protoze receptory Lf jsou vysoce exprimovany na povrchu respirac¢nich
epitelialnich bungk, stejn€ jako na neuronech a mozkovych endotelialnich bunkach [ 169 , 170]. Z tohoto
divodu byly vyvinuty nanocastice PEG — PCL modifikované laktoferinem, které umoziuji dodavku do
mozku po intranazalnim podani neuroprotektivniho NAP peptidu, fragmentu neuroprotektivniho proteinu
zavislého na aktivité. Nanocastice byly pripraveny pomoci techniky odparovani emulze / rozpoustédla s
naslednou konjugaci s thiolovanym Lf. Nanoc¢astice zamétené na Lf zvySily akumulaci mozku vice nez

dvojnasobné ve srovnani s nemodifikovanymi nano¢asticemi. Kromeé toho vykazovaly zlepSené
neuroprotektivni t¢inky v modelu AD, tj. MySim intracerebroventrikularné€ podavanym spole¢né s
kyselinou ibotenovou a f3-amyloidem 1-40, jak ukazuji experimenty s chovanim, jako je tikol Morrisova
vodniho bludisté. Souviselo to se zlepSenim zhorSené cholinergni neurotransmise snizenim aktivity
acetylcholinesterazy a snizenym vycerpanim cholin acetyltransferazy [ 171 ]. Stejna strategie cileni byla
uspésné piijata pro nanocastice PEG — PLGA s obsahem rotigotinu pro 1é¢bu PD [ 172 ] a pro nanocastice
mPEG — PLA zapouzdiujici a-asaron. Tato slou¢enina se ziskava z byliny tradi¢ni ¢inské mediciny Acorus
tatarinowii Schott, ktera byla nedavno navrzena pro 1éc¢bu epilepsie [ 173 ].



Nanocastice PEG — PLA naplnéné analgetickym peptidem a-cobrotoxinem byly modifikovany
protilatkami OX26 na ciloveé receptory transferinu v BBB. Vysledky ukazaly, Ze dodavani peptidu
zna¢eneho fluorescein isothiokyanatem do mozku bylo zvySeno intranasalnim dodanim nanocastic ve
srovnani s intramuskularnim podanim a ze toto zvySeni bylo vyrazné;si v pfipad€ nanocastic zaméienych
na protilatky. Roztok peptidu stézi pronikl do mozku. Piestoze autofi tento vysledek piisuzovali
schopnosti nanocastic prekro¢it BBB, hypoteticky mechanismus transportu, tj. Intaktni nanocastice
prochézejici nosni dychaci sliznici, vstupujici do kapilar a nakonec prochazejici BBB, nebyl podporovan
zadnymi experimentalnimi dukazy [ 174 |.

A kone¢né, v zajimavém piistupu ze skupiny Rodneyho Ho z Washingtonské univerzity (USA) byly
liposomy cilené pomoci liginu zaméfeného na integrin Arg — Gly — Asp (RGD) spojeny se zafizenim pro
dodavani stlacen¢ho ¢ichového Ieku (POD) k zlepsit podavani analgetického opioidu fentanylu z nosu do
mozku. RGD muze zvysit vazbu a zvysit propustnost pies epitelidlnich bunék exprimujicich

alfa V B 3integriny. Tudiz liposomy s obsahem fentanylu integrujici palmitoylovany peptid byly pouzity k
prodlouzeni doby zdrzeni a zvySeni absorpce opioidu nasalniho podani. Intranazalni dodavaci zatizeni
POD je nove zarizeni umoznujici prednostni ukladani aerosolizované formulace v ¢ichove oblasti. Pokusy
prokazaly, ze liposomy konjugované s RGD vydrzi aerosolizaci zatizenim POD bez zmény velikosti,
naruseni fosfolipidové dvojvrstvy nebo poSkozeni vlastnosti cileni. Je zajimavé, ze kdyz byly liposomy
podavany krysam pomoci zatizeni POD, byly plazmatické koncentrace fentanylu 1 koncentrace méfené v
mozku 5 minut po podani niz8i nez koncentrace ziskané¢ pomoci volného fentanylu (i kdyz ne vyznamné
odlisn¢). Kdyz v§ak byl méfen analgeticky ucinek,175 ]. Rozhodnuti pouzit u malych zvirat zafizeni
optimalizované pro ukladani v lidské nosni duting je sporné. Vhodnéjsi by byl vétsi zvireci model, jako
Jsou ovce.

Dalsi podrobnosti o cilenych nanonosi¢ich pro dodavani z nosu do mozku jsou uvedeny v Tabulka 3.

Tabulka 3
Cilené nanonosice studovaly dodavku z nosu do mozku.
. , : Velikost (-potencial EE DL _. .. .
Nanonosic Lék aplikace (um) PDI (mV) (%) (%) Biodistribuce DTE DTP
Radioaktivni
VELIERGT VIP INZERAT 100-120 - - 70.1 1.4 znaceni - -
PLA NP
(1251)
WGA PEG- Kvantové Zobrazovani 95,3 + y .
PLA NP tecky Hozky 41.0 - =22,7+12 - - Svétélkovani - -
AN Haloperidol Schizofrenie 132 + 20 0,174 -144+0,1 73.2 0,85 HPLC - -
PEG-PLGA P 2 =00 FELL 2.2
OL PEG- : 1148 + Fluorescenc¢ni
PIGA NP Urocortin PD 5.6 0,193 - 75,5 0,14 ~obrazovani - -
Tat mPEG- 88.5 +
PCL Kamptotecin Gliom T - 104+28 625 - - - -
. 20,2
Micelles
Tat MPEG- Poruch Fluorescenc¢ni
PCL siRNA Y 510 - 11.3 - A - -
. CNS zobrazovani
Micelles
RVGSLN  GpNa INzZerRAT 32847 0028 +105+08 755 0,14 i A
Chitosan 25,9
Laktoferin v . . , 88,4 + Fluorescencni
PEG-PCL ZDRIMNUTI INZERAT > 70,220 -23,6 +1,0 47,61 0,62 , - -
7,8 zobrazovani

NP



Velikost (-potencial EE DL

Nanonosic Lék aplikace (nm) PDI (mV) (%) (%) Biodistribuce DTE DTP

Laktoferin .

PEG-PCL  Rotigotin pp  1229% 5494 213120 926 ~7 Fluorescentm
NP 19,3 zobrazovani

Laktoferin

PEG-PCL o-asaron Epilepsie S 0,165 -21,8+1,0 86.3 7.3 UPLC-MS gl > 80
NP 3,7 734

mAb 0X26 .

PEG-PLA o-kobrotoxin  Bolest ~ “22% 0,112 -334+12 821 . lluorescencal
NP 6,3 analyza

s Fentanyl Bolest 2% : ~80 14 HPLC-MS - -

liposomy 6,1

Otevrit v samostatném okné

Zkratky: AD, Alzheimerova choroba; EE, ucinnost zapouzdreni; NAP, NAPVSIPQ peptid; OL,
Odorranalectin; STL, Solanum tuberosum Lectin; PD, Parkinsonova choroba; RVG, glykoprotein
rabiesviru; VIP, vazoaktivni intestinalni peptid.

Jit do:

6. Budouci perspektivy dodavky nosu nosu nositeli

Dodavka z nosu do mozku je fascinujici védecké téma. Ve snaze dosahnout neinvazivni, efektivni,
bezpecné a potencialné rusivé inovace v lé¢bé poruch CNS a onemocnéni mozku se aplikace nanonosict
jevi jako pfinos s nékolika vyhodami, ale také né€kolika riziky, ktera je treba fesit jiz brzy ve vyvoji
le¢ivych piipravki. Navzdory slibnym vysledkim s nékolika l€ky, riznymi materialy a cilenymi pfistupy
neni podle naSich nejlepSich znalosti farmaceuticka spole¢nost aktivné vyvijena ani jedna a zadna
technologie nebyla prenesena z laboratote do klinické faze. Za nedostatkem tspéchii v translacnim
vyzkumu nanomedicin stoji ruzné duvody, mezi nimiz je zvétSeni rozsahu vyroby a vyzvy v oblasti
bezpecnosti a kvality tykajici se téchto nebiologickych komplexnich 1é¢ivych pripravku. Dalsi duvody je
tieba urcit v nékterych nedostatcich védeckych studii, které v n€kolika piipadech zduraznily potencial
pristupu a piehlédly slaba mista nebo chybé€ly nalezité kontroly, aby prokazaly skute¢nou prevahu nad
,.konven¢nimi* formulacemi. Kromeé toho jsou ¢asto vybrané léky jiz do urcit€é miry schopné prekonat
BBB a / nebo vyvolat farmakologické u¢inky na CNS. V takovych pfipadech muze nanoenkapsulace
pouze zlepsit vykon. Nanomediciny, zejména v piipadé kritické aplikace, jako je lécba stavii CNS, nejsou
vyzadovany Dalsi diivody je tieba urcit v nékterych nedostatcich védeckych studii, které v nékolika
ptipadech zduraznily potencial pristupu a prehlédly slaba mista nebo chybély nélezité kontroly, aby
prokazaly skute¢nou pfevahu nad ,.konven¢nimi* formulacemi. Kromé toho jsou ¢asto vybrané léky jiz do
ur¢ité miry schopné piekonat BBB a / nebo vyvolat farmakologické u¢inky na CNS. V takovych piipadech
muze nanoenkapsulace pouze zlepS$it vykon. Nanomediciny, zeyména v piipadé kritické aplikace, jako je
lé¢ba stavi CNS, nejsou vyzadovany Dalsi divody je tieba urcit v nékterych nedostatcich védeckych
studii, které v nékolika ptipadech zduraznily potencial pfistupu a piehlédly slaba mista nebo chybély
nalezité kontroly, aby prokazaly skute¢nou prevahu nad ,,konven¢nimi* formulacemi. Kromé toho jsou
¢asto vybrané 1éky jiz do urcité miry schopné piekonat BBB a / nebo vyvolat farmakologické u¢inky na
CNS. V takovych pripadech muze nanoenkapsulace pouze zlepsit vykon. Nanomediciny, zejména v
pripad¢ kritické aplikace, jako je 1€¢ba stavi CNS, nejsou vyZzadovany casto jsou vybrané léky jiz do
ur¢ité miry schopné piekonat BBB a / nebo vyvolat farmakologické u¢inky na CNS. V takovych piipadech
muze nanoenkapsulace pouze zleps$it vykon. Nanomediciny, zeyména v piipadé kritickée aplikace, jako je
le¢ba stavii CNS, nejsou vyzadovany Casto jsou vybrané l€ky jiz do ur¢ité miry schopné prekonat BBB a /
nebo vyvolat farmakologické ucinky na CNS. V takovych pfipadech muze nanoenkapsulace pouze zlepSsit



vykon. Nanomediciny, zejména v piipadé kritické aplikace, jako je lécba stavii CNS, nejsou
vyzadovanyzlepSit , ale umoznit terapie, které by nebyly mozné bez pouziti nanoenkapsulace [ 111 |.

Z téchto duvodu by planovani budoucich protokolt vyzkumu nosu k mozku u nanonosic¢t drog mélo vzit v
uvahu nasledujici body, aby se prokazala nadfazenost navrzenych nanomedicin a poskytly idaje nezbytné
pro dalsi vyvoj 1é¢iveého pripravku:

® Vyberte silny 1€k s neptiznivymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi pro N2B;

® Navrhnéte Castice s biokompatibilnimi, biologicky odbouratelnymi, obecné uznavanymi jako
bezpecné materialy (GRAS);

Ptijméte robustni, ovéfenou a rozsifitelnou metodu vyroby;
Urcete uvolinovani lé¢iva z nanonosicu v biorelevantnich podminkach;

Zavest véas model bezpecnosti a biologicke rozlozitelnosti nanonosice;

Je-11 to mozné / vhodné, piijméte Castice o velikosti 100—400 nm, protoze u menSich je vétsi
pravdépodobnost, Ze se dostanou do CNS s naslednymi obavami souvisejicimi s nanotoxikologii
téchto materialu;

® Pokud je to mozné, vyvinout bioanalytické metody schopné detekovat drogu namisto
fluorescencnich nebo radioaktivnich znacek ve studiich biodistribuce;

® Vyvinout metody umoznujici sledovat ¢astice ve tkanich za u¢elem rozliSeni biodistribuce volnych
1éC1v a nanomaterialu;

® Proved'te in vivo experimenty prokrvujici organy pted pitvou, aby se vyloucila kontaminace krve
analytickou kvantifikaci;

® Stanovte farmakokinetiku volného a nanoenkapsulovaného [é¢iva pomoci vice a relevantnich
kontrol (IV a IN podavané roztoky nebo formulace v¢etné pomocnych latek podporujicich
absorpci);

® Urcete relevantni parametry, jako je u¢innost cileni na léky (DTE) a procento piimého transportu
(DTP);

® Vytvorit terapeuticky dukaz konceptu prostfednictvim farmakodynamickych studii na modelu
onemocnéni co nejblize lidskému stavu;

® Zkombinujte data PK a PD, abyste kriticky predpovédéli proveditelnost 1é¢by, pokud jde o davku
Iéku, mnozstvi podavané formulace, davkovani atd .;

® Vyberte vhodnou formulaci pro preklinicky / klinicky vyvoj.
Zavérem lze ficl, ze porod z nosu do mozku se vyvinul ze série zajimavych pozorovani skepticky
pohlizenych do slibné, 1 kdyz naro¢né oblasti vyzkumu. Nanomediciny se jevi jako st€zejni nastroj
umoznujici pfisun silnych 1€kt do mozku, které nejsou schopny piekonat BBB, a pokud budou pouzity
jako takové, naplni potencial prokazany v mnoha dosud provedenych védeckych studiich.
Jit do:
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