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(57)  Anotace:
Predkladany vynalez se tyka mukoadhezivniho nosice
Castic, ktery obsahuje nanoscaffold, jimz mtze byt
napiiklad nanovlakenna vrstva o tloust'ce v rozmezi 0,1
az 1000 pum, nesouci latku ve formé ¢astic a dale
mukoadhezivni vrstvu, pfi¢emz mukoadhezivni vrstva
alespon v ¢asti svého povrchu presahuje nanoscaffold.
Dale se tyka zpusobu jeho piipravy a jeho pouziti pro
aplikaci vakcin a terapeutik na slizni¢ni povrchy.
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Mukoadhezivni nosice ¢astic, zptisob piipravy a pouziti

Oblast techniky

Predkladdany vynalez se tyka mukoadhezivnich nosi¢ti vhodnych pro podavani latek ve formée castic
na sliznici pacienta — ¢lovéka nebo zvifete.

Dosavadni stav techniky

Césticové nosi¢e vakein, 16¢iv a dalsich fyziologicky aktivnich latek (naptiklad plazmidova DNA,
siRNA, terapeutické peptidy a proteiny, antigeny, alergeny) jsou v rizném stupni vyvoje nebo se
uplatiuji v 1écbé a profylaxi fady onemocnéni u ¢loveka i zvitat. Preparaty na bazi nanocastic a
mikrocastic jsou podavany peroraln¢ i parenteraln€. Podani mikrocastic a nanocastic na riizné typy
sliznic pfedstavuje moderni zpiisob, ktery md fadu vyhod, a to predev§im neinvazivni a
bezbolestnou aplikaci, rychlé vstiebani latek, minimalizované riziko infekce, obejiti traviciho
systému a portalniho krevniho obéhu (De Jong WH, Borm PJ, Int. J. Nanomedicine. 2008; 3(2):
133-149., Micro- and nanoparticles--medical applications, Jatariu A, Peptu C, Popa M, Indrei A,
Rev. Med. Chir. Soc. Med. Nat. Iasi. 2009 Oct-Dec; 113(4):1160-9).

Celkova plocha oralni sliznice u €lovéka je okolo 100 cm?. Oralni sliznice se d&li na sliznici
bukalni, sublingudlni a patrovou. Jednotlivé typy sliznice se anatomicky lisi svoji tloustkou,
stupném keratinizace epitelu, a tedy i v prostupnosti pro 1éCiva, Castice a dalsi fyziologicky aktivni
latky. Tyto sliznice se také vyznamn¢ odliSuji zastoupenim jednotlivych typti imunitnich bun¢k. U
Clovéka je nejtenci sliznici bez zndmek keratinizace sliznice sublingualni, bukdlni sliznice je
siln&jsi bez znamek keratinizace. Nejsilngj$i a keratinizovana, a tedy nejméné prostupna pro 1é¢iva
a Castice, je sliznice patrova. Oralni sliznice se sklada z nékolika vrstev. Jde o vrstvu epitelu, jehoz
buiiky se smérem k povrchu oplostuji, bazalni membranu, vrstvu lamia propria a submukézni tkan,
ktera je prokrvena a obsahuje Cetnd nervova zakonceni. Vrchni vrstvy epitelu obsahuji mezi
buitkami material lipofilni povahy intracelularniho ptivodu tvofici bariéru pro prostup ¢astic a latek
ptes sliznici (Gandhi RB, Robinson JR, Adv. Drug Deliv. Rev., 1994; 13: 43-74).

Hlavnimi bariérami branicimi prostupu ¢astic a 1é¢iv do a ptes oralni sliznici jsou (1) vrstva mucinu
na povrchu sliznice (Cone RA. Adv. Drug Deliv. Rev., 2009; 61: 75-85), (2) vrstva keratinu, (3)
intercelularni lipidy epitelu (Chen LL, Chetty DJ, Chien YW. Int. J. Pharm. 1999; 184: 63-72), (4)
bazéalni membrana a (5) tzv. enzymaticka bariéra (Madhav NVS, Shakya AK, Shakya P, Singh K.
J. Control. Release. 2009; 140: 2-11) Vyznamnymi vnéj$imi faktory ovliviujicimi prinik castic
ptes sliznici je neustala produkce slin, které omyvaji povrch sliznic a vytvareji tenky film, dale
pohyb oralni sliznice a jazyka pti mluveni, jidle, piti ¢i zvykani. Vzhledem k podobnosti struktury
sliznice a stupn¢ keratinizace s ¢lovékem je v soucasné dobé nejuzivangjsi zvifeci model pro
sledovani prestupu latek a Castic pres oralni sliznici prasete (jak in-vivo, tak ex-vivo experimenty).
V soucasné dobé neni zcela jasné, zda uc¢innost n€kterych casticovych nosict mukéznich vakein
selhava kvili jejich nedostatecnému U¢inku na imunitni builky a imunitni systém, ¢i je zptisobena
nedostateénym prunikem téchto Castic pies sliznici zejména u zminénych modelovych druhii
zivocCichi.

Vzhledem k zminénym barieram a fyziologickym podminkam v duting ustni jsou dnes 1écivé latky
pfipraveny a aplikovany s vyuZzitim fady lékovych forem. Mezi tradi¢ni oralni 1¢kové formy patii
bukalni a sublingualni tablety, pastilky, sublingudlni spreje a oralni gely a roztoky. Tyto 1ékové
formy neumoziuji s ohledem na celkovou uvolnénou davku Iéciva béhem uvoliovani 1é¢iva jist,
pit a v pfipad¢€ sublingualnich sprejii ani mluvit. Soucasny stav techniky pomoci téchto 1ékovych
forem tesi aplikaci nizkomolekuldrnich latek a insulinu. Mezi moderni mukoadhezivni 1ékové
formy patii roztoky, které tvori viskdzni gel pfimo na sliznici, mukoadhezivni mikrocastice,
sublingualni Sumivé tablety, nanoc¢astice a mukoadhezivni bukalni a sublingualni filmy.
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Podstata vynélezu

Predmétem vyndlezu je mukoadhezivni nosi¢, ktery obsahuje nanoskafold, ve vyhodném
provedeni nanovlakennou vrstvu, nesouci latku (tj. jednu latku nebo smés latek) ve forme Castic a
mukoadhezivni vrstvu, pficemz mukoadhezivni vrstva alespon zCasti pfesahuje nanoskafold. Pti
pouziti nosice je nanoskafold pfivraceny ke sliznici a mukoadhezivni vrstva slouzi k pfichyceni
nosice ke sliznici.

Latka ve formé ¢astic zde zahrnuje samotnou latku, ktera ma byt nesena nosicem a dopravena tak
na cilovou sliznici, ve formé ¢astic (pokud je latka sama schopna tvofit ¢astice), nebo latku
s alespon jednim nosi¢em a/nebo pomocnou latkou, které tvoii dohromady ¢astici obsahujici tuto
latku, nebo smés latek urcenou pro dopraveni na cilovou sliznici, popiipade s alespoii jednim
nosic¢em a/nebo pomocnou latkou, které tvoii dohromady ¢astici obsahujici tuto smés latek.

Nanoskafold je trojrozméma struktura tvofena vrstvou biokompatibilnich polymerii nebo jejich
smési vyznacujici se obsahem porti o velikosti v fadu desitek nanometri az stovek mikrometra
(napt. 10 nm az 1000 pm, s vyhodou 0,1 az 100 um). Vrstva miZe mit strukturu nanovlaken,
peénovou strukturu, nebo je hmota usporadana do plati, krystalti, nebo jinych tvarg.

Nanovldkenna vrstva je vrstva nanovlaken o tloustce v rozmezi 0,1 az 1000 pm, ve vyhodném
provedeni 5 az 50 pm, jez je tvofena nanovlakny z biokompatibilnich polymert nebo jejich smési
s vyhodou o tloustce 20 az 2000 nm, ve vyhodném provedeni 100 az 800 nm, kterd vytvareji sit’
s velikosti ok tak, aby stericky neomezovaly pohyb nesenych nanocéstic a mikrocastic, ve
vyhodném provedeni s velikosti por 0,1 az 100 pm.

Latky vhodné k pfipraveé nanovlaken ¢i nanoskafoldu jsou polyamidy, polyuretan, polyethersulfon,
polyvinylalkohol, polyvinylbutyral, polyakrylonitril, polyethylenoxid, polystyren,
polyvinylidenfluorid, polyvinylpyrrolidon, jodovany povidon, alginat, silk fibroin, kyselina
polyakrylova, kyselina polyglykolova, kyselina polyakrylova, Zzelatina, chitosan, kolagen,
polyaramid, kyselina polymlécna, poly-e-kaprolakton, kyselina hyaluronova. Povrch nanovlaken
muze byt fyzikalné ¢i chemicky modifikovan pro ucely navazani a uvoliiovani castic latek, tedy
makromolekularnich cCastic (napf. proteiny, DNA/RNA konstrukty, polysacharidy) a/nebo
nanocastic ¢i mikrocastic nizkomolekularnich latek. Modifikacemi jsou naptiklad zmeéna
povrchového naboje a jeho hustoty, zména miry smacivosti povrchu, vazba ligandid pro selektivni
navazani, jako jsou naptiklad metalochelatacni komplexy, specifické ligandy — biotin,
monoklonalni protilatky a jejich fragmenty, peptidy atd.

Mukoadhezivni vrstva je vrstva pfipravena z biokompatibilnich latek nebo jejich smési, kterda ma
schopnost prilnout k povrchu sliznic diky interakcim s vrstvou mucinu pfitomnou na povrchu
sliznice. Vrstva mize byt tvotena latkou vybranou ze skupiny zahrnujici tyto latky: polyakrylaty
(karbomery, Carbopol, polykarbofil), kyanoakrylaty, tragant, xanthanova klovatina, hyaluronova
kyselina, guma guar, zelatina, pektin, polyvinylpyrrolidon, polyethylenoxid, alginat sodny,
chitosan, dextran, derivaty celul6zy (napt. hydroxypropylmethylceluldza, hydroxypropylceluloza,
hydroxyethylcelul6za, hydroxymethylceluldza, sodna stl karboxymethylcelulézy, oxyceluloza),
poloxamery, kopolymery esterdl akrylové a methakrylové kyseliny (Eudragit), lektiny, thiolované
polymery-thiomery (napf. chitosan-N-acethylcystein, chitosan-cystein, chitosan-thioglykolova
kyselina, karboxymethylcelul6za-cystein, alginat-cystein).

Mukoadhezivni vrstva dale mutze obsahovat tzv. plastifikatory, tj. latky zajistujici
deformovatelnost a plasticitu vrstvy (napf. glycerol, polyethylenglykol, propylenglykoly, latky ze
skupiny ftalat (napt. dibutylftalat), citratt (napt. triethylcitrat), popfipadé povrchové aktivni latky
(laurylsulfat sodny, deoxycholat sodny, cholat sodny, triton a podobné)

Soucasti mukoadhezivni vrstvy a/nebo nanoskafoldu mohou byt také pomocné latky usnadiujici
penetraci Castic do sliznice, ve vyhodném provedeni latky snizujici viskozitu hlenové vrstvy
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(mukolytika, napt. acethylcystein), a/nebo latky povrchové aktivni (deoxycholat sodny,
glykocholat sodny, glykodeoxycholat sodny, taurocholat sodny, taurodeoxycholat, cholat sodny,
laurylsulfat sodny, polysorbaty (TWEENSO), polyoxyethylen, cethyltrimethylamonium bromid,
cethylpyridinium chlorid, benzalkonium chlorid a podobn¢) a/nebo chelata¢ni latky (napf. kyselina
ethylendiamintetraoctovd, EDTA) a/nebo mastné kyseliny (napf. olejova kyselina, kaprinova
kyselina, laurova kyselina, methyloleat) a/nebo polyoly (napf. propylenglykol, polyethylenglykol)
a/nebo dextransulfat a/nebo sufoxidy (napt. dimethylsulfoxid) a/nebo Azone® (1-
dodecylazacykloheptan-2-on), fosfatidylcholin, lysofosfatidylcholin, methoxysalicylat, menthol,
aprotinin, dextransulfat, cyklodextriny, 23-laurylether a podobné.

Soucasti mukoadhezivni vrstvy a/nebo nanoskafoldu mohou byt také inhibitory proteolytickych
enzymil.

Dale mize mukoadhezivni nosi¢ obsahovat kryci vrstvu. V takovém piipad¢ je bud’ poradi vrstev
nanoskafold — mukoadhezivni vrstva piesahujici alespon v ¢asti svého povrchu nanoskafold —kryci
vrstva, nebo je s kryci vrstvou v €asti jejiho povrchu spojen nanoskafold a v €asti jejiho povrchu
mukoadhezivni vrstva.

Kryci vrstva je vrstva, kterd nema mukoadhezivni vlastnosti. Je tvofena filmotvornou latkou, nebo
latkou, kterou je mozno zvlaknit. Bud’ se pouzije latka samotnd nebo ve smési s dal§imi
vyjmenovanymi latkami a/nebo latkami upravujicimi vlastnosti vrstvy (plastifikatory, povrchové
aktivni latky, latky upravujici pH, iontovou silu apod.)

Piikladem vhodnych latek pro vytvotreni kryci vrstvy jsou derivaty celuldzy (ethylceluloza,
hydroxypropylmethylceluloza, hydroxypropylceluloza, hydroxyethylceluldza,
hydroxymethylcelul6za, sodnd st karboxymethylcelulozy, methylceluldza, oxyceluldza, ftalan a
octan celuldzy, celacefat), kopolymery esterd akrylové a methakrylové kyseliny (Eudragit®),
polyakrylaty (karbomery, Carbopol, polykarbofil), kyanoakrylaty, hyaluronova kyselina, Zelatina,
pektin, polyvinylpyrrolidon, polyethylenoxid, alginaty, arabska klovatina, Selak, chitosan, vosky,
kyselina stearova, dextran, poloxamery, polykaprolakton.

Jako plastifikatory lze pouzit napiiklad polyoly (glycerol, polyethylenglykol, propylenglykol),
latky ze skupiny ftalath (pt. dibutylftalat), citratl (pt. triethylcitrat).

Tloustka kryci vrstvy mize byt variabilni, ve vyhodném provedeni 0,1 az 100 um a je uspotradana
ve formé polymerniho filmu nebo nanovladken. Tato vrstva zabrafiuje penetraci ¢astic a molekul
smérem od sliznice a zajistuje dosazeni vysoké lokalni koncentrace ¢astic a molekul na sliznici po
dostate¢né dlouhou dobu (¢asovy interval v fadu desitek minut az hodin) Kryci vrstva mtze byt
nanesena naptiklad sprejovanim roztoku polymeru na mukoadhezivni vrstvu, nebo mize byt roztok
polymeru nanaSen metodou elektrostatického zvlaknovani. Kryci vrstva svymi vlastnostmi zabrani
ulpivani systému na aplikator nebo na prst b€hem procesu aplikace, a/nebo dodava potiebné
mechanické vlastnosti celému systému, které zajisti jednoduchou manipulaci s I€kovou formou,
a/nebo po aplikaci zabraniuje mukoadhezi na jiné nez zamyslené misto aplikace, a/nebo prodlouzi
interval adheze a zabrani uvolfiovani nanocastic z nanoskafoldu do dutiny stni.

Kryci vrstva miize byt zcela nerozpustna nebo se miize postupné rozpoustét. Zcela nerozpustna
vrstva prodlouzi interval adheze nosice a zabrani Uniku Castic b€hem setrvani nosi¢e na miste
aplikace. Ve vyhodném provedeni je kryci vrstva mukoadhezivniho nosi¢e pfipravena
zrozpustnych materiald, které se rozpoustéji takovou rychlosti, aby nedoSlo k rozpusténi
jednotlivych vrstev dfive, nez dojde k uvolnéni Castic z nosiCe. Po uvolnéni ¢astic a nasledné
dezintegraci nosi¢e mechanismem eroze a rozpousténi jednotlivych slozek jiz v tomto pfipadé neni
nutné nosi¢ odstranovat. V piipadé nedokonalého rozpusténi jsou po pozadovaném aplika¢nim
intervalu jednotlivé fragmenty posunuty do dalSich Casti travici soustavy spolecné se slinami,
ptipadné jidlem ¢i pitim.
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Kromé toho mtize mukoadhezivni nosi¢ ve vyhodném provedeni obsahovat mezivrstvu, ktera
ptiléha k nanoskafoldu. Pfi pouziti nosice je mezivrstva na té strané nanoskafoldu, ktera nepfiléha
ke sliznici.

Mezivrstva je vrstva polymeru nebo jiné latky, ktera nemd mukoadhezivni vlastnosti. Jeji tloustka
muze byt variabilni, ve vyhodném provedeni 0,1 az 100 um a je uspotadana ve formé polymerniho
filmu nebo nanovlaken. Je umisténa mezi nanoskafoldem a mukoadhezivni a/nebo kryci vrstvou,
s nimiz je pevn¢ spojena. Mezivrstva je neprostupna pro ¢astice nesené v nanoskafoldu a zabranuje
jejich vymyti z nosice smérem od sliznice. Nerozpustnd nebo pomalu rozpustnd mezivrstva je
ptipravend s vyhodou z polymernich filmotvornych latek bézné pouzivanych ve farmaceutické
technologii nebo je pfipravena ze zvlakiovatelnych polymerd uspotfadanych do nanovlaken.
Ptikladem vhodnych latek pro vytvofeni mezivrstvy jsou derivaty celulozy (ethylceluldza,
hydroxypropylmethylceluléza, hydroxypropylceluloza, hydroxyethylceluldza,
hydroxymethylceluloza, sodné stl karboxymethylcelul6zy, methylceluloza, oxyceluldza, ftalan a
octan celuldzy, celacefat), kopolymery esterti akrylové a methakrylové kyseliny (Eudragit®),
polyakrylaty (karbomery, Carbopol, polykarbofil), kyanoakrylaty, hyaluronové kyselina, zelatina,
pektin, polyvinylpyrrolidon, polyethylenoxid, alginaty, arabska klovatina, Selak, chitosan, vosky,
kyselina stearova, dextran, poloxamery, polykaprolakton.

Jako plastifikatory Ize pouzit napiiklad polyoly (glycerol, polyethylenglykol, propylenglykol),
latky ze skupiny ftalati (pt. dibutylftalat), citratd (pf. triethylcitrat).

Mezivrstva brani uniku ¢astic z nanoskafoldu do a/nebo pies mukoadhezivni vrstvu. Tento unik by
mohl nastat vlivem bobtnani mukoadhezivniho polymeru, ptisobenim osmotickych sil a difuzi
castic.

Jednotlivé vrstvy jsou pfedem pripraveny a spolu navzajem pevné spojeny, nebo jsou naneseny ve
formé spreje roztoku latky, pevnych castic dané latky, nebo latky ve formé nanovlaken, pti¢emz
spojeni tak probihd zarovei s tvorbou vrstvy.

Latka je ve form¢ Castic, které jsou do nanoskafoldu vloZeny po jeho vytvoreni (nejsou tedy
soucasti nanovldken nebo soucasti vlastniho nanoskafoldu), tedy ukotveny ¢i naadsorbovany.
Césticemi mohou byt liposomy, nanoéastice, mikro&astice nebo makromolekuly. Nano&astice jsou
castice o velikosti 1 az 1000 nm tvofené biokompatibilni latkou. Latky nejcastéji pouzivané pro
pfipravu nanocastic jsou naptiklad alifatické polyestery (kyselina polymlé¢na, polyglykolova a
kopolymery kyseliny mlééné a glykolové, poly-e-kaprolakton), polyalkylkyanoakrylaty,
polyhydroxyalkanoaty, hydroxymethylmetakrylaty, polystyrensulfonova kyselina, polystyrene-
poly(ethylenglykol), poly(organofosfazen), polyethylenoxid, Zelatina a polysacharidy (chitosan,
hyaluronova kyselina, alginova kyselina). Pro pfipravu liposomti se pouziji lipidy a fosfolipidy.

Tyto ¢astice mohou nést 1é¢ivo, antigen, alergen, fyziologicky aktivni latku, nukleovou kyselinu,
protein, peptid, polysacharid. Castice mohou byt tvofeny piimo nékterou z vyjmenovanych latek
(napt. 1éCivo, antigen, protein, polysacharid, nukleova kyselina), nebo jsou casticemi napiiklad
viry, virim podobné castice (virus-like particles), polymerni Castice, lipidové ¢astice. Vhodnymi
Casticemi jsou zejména liposomy, polymerni nanocastice, dendrimery, niosomy, konjugaty
nizkomolekularnich latek a polymerti, komplexy latek s cyklodextriny, nanoemulze, bakterialni
obaly. Nanocésticemi se rozumi i micely pfipravené z povrchové aktivnich latek nebo jejich smési.
Mikrocastice jsou ¢astice o velikosti 1 az 20 um tvofené biokompatibilni latkou vhodnou
k ptipraveé mikroc€astic a mohou nést 1é€ivo, antigen, alergen, fyziologicky aktivni 1atku, nukleovou
kyselinu, protein, peptid, polysacharid, nebo mohou byt nanocéstice tvofeny piimo nékterou
z vyjmenovanych latek (napt. 1é¢ivo, antigen, protein, polysacharid, nukleova kyselina) nebo jsou
Casticemi bakterie, jiné patogeny ¢i jejich ¢asti/fragmenty. Latky vhodné pro pfipravu mikrocastic
jsou napiiklad alifatické polyestery (kyselina polymlécna, polyglykolova a jejich kopolymery,
poly-¢-kaprolakton), polyalkylkyanoakrylaty, polyhydroxyalkanoaty, hydroxymethylmetakrylaty,
polystyrensulfonova kyselina, polystyren-poly(ethylenglykol), poly(organofosfazen),
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polyethylenoxid, Zelatina a polysacharidy (chitosan, hyaluronova kyselina, alginova kyselina). Pro
piipravu liposomu se pouziji lipidy a fosfolipidy.

Castice mohou byt upraveny tak, aby mély schopnost penetrovat vrstvou mucinu, aniz by byla
rychlost jejich difuzniho pohybu vyrazn€ omezena vzhledem k rychlosti difuzniho pohybu ¢astice
ve vodném prostiedi o viskozité blizké vodé. Nejcastéji je takové vlastnosti dosazeno povrchovou
modifikaci castice pomoci polyethylenglykolu nebo jiného hydrofilniho elektroneutralniho
polymeru, ktery castici udili povrchovy naboj blizky nule a povrch ¢astice ma hydrofilni charakter
(Frohlich E, Roblegg E. J. Nanosci. Nanotechnol. 2014 Jan; 14(1): 126-36).

Nanoskafold mize krom¢ aktivni latky obsahovat, poptipade i urychlovace absorpce a/nebo
pomocné latky, zejména pomocné latky usnadnujici uvolnéni nesenych ¢astic k povrchu sliznice
a/nebo priinik ¢astic pfes vrstvu mucinu a/nebo prinik ¢astic do sliznice. Urychlovace absorpce
(naptiklad acethylcystein) v misté aplikace rozvolni strukturu ptiléhajici vrstvy mucinu a/nebo
rozvolni mezibunécné struktury epitelu, zejména extracelularnich lipidii obsazenych ve vrchni
tretiné epitelu. Pomocné latky zahrnuji dale naptfiklad kryoprotektivni latky, antioxidanty,
stabilizatory, antimikrobni pfisady, povrchove aktivni latky, napt. detergenty, tenzidy, emulgatory,
mukolytika, sachar6zu, deoxycholat. Kryoprotektivni latky umozni stabilizaci Castic v procesu
lyofilizace. Formulace ¢4stic a nanocastic do mukoadhezivniho nosi¢e umoziuje kombinovat celou
fadu latek nutnych pro funk¢nost preparatu a stabilitu komponent v pribehu vyrobniho procesu a
skladovani produktu.

Nanoskafold slouzi jako rezervoar pro mikrocastice nebo nanocastice, které jsou k nanovlaknim
reverzibilné adsorbovany fyzikalng, chemicky a/nebo jsou volné rozprostieny mezi vlakny. Céstice
jsou samovolné uvoliovany z nanoskafoldu po aplikaci mukoadhezivniho nosi¢e na sliznici.
Nanoskafold slouzici jako rezervoar pro ¢astice ma vhodné rozméry port ve struktute nebo ok
mezi jednotlivymi nanovlakny, které neomezuji difuzni pohyb nesenych ¢astic. Vyhodou je, ze
viskozita roztoku uvnitf nanoskafoldu, v némz se ¢astice pohybuji, neni ovlivnéna vlastnostmi
nosice. S timto problémem se setkdvame u soucasnych systémii, které vyuzivaji mukoadhezivni
gely s vysokou vnitini viskozitou. Pro uvolnéni Castic z gelové vrstvy je také nejprve nutna
hydratace gelu a rozvolnéni jeho struktury, coz snizi efektivitu pienosu nesenych ¢astic ke sliznici.
Rychlost difuzniho pohybu castic v nanoskafoldu je zavisla pouze na viskozité vnéjsiho vodného
prostfedi. Soucasné¢ velmi velky povrch nanovldken nebo porii pfedstavuje matrici s velkou
kapacitou pro adsorpci ¢astic. Zaroven je k dispozici velky prostor pro umisténi nanocastic.

Mira a rychlost uvoliiovani ¢astic z mukoadhezivniho nosi¢e Castic je ovlivnéna jednak
povrchovymi vlastnostmi nanovlaken ¢i portt v nanoskafoldu, jednak povrchovymi vlastnostmi
nesenych castic. Mezi tyto vlastnosti patii hydrofilni/hydrofobni charakter povrchu nanocastic a
nanovlaken ¢i pord, povrchovy naboj nanocastic a nanovldken ¢i pori, tvar a velikost ¢astic, a
struktura nosnych nanovlaken ¢i porti. Rychlost a mira uvoliiovani nanocastic z nanoskafoldu je s
vyhodou zvySena povrchovou tpravou nanovlaken ¢i pér (napiiklad zvySeni miry smacivosti
oxidaci povrchu nanovlaken ¢i pérd v plasmé, oSetienim nanoskafoldu roztokem hydroxidu
sodného, nebo adsorpci vhodnych povrchove aktivnich latek (naptiklad soli zlucovych kyselin,
laurylsulfat sodny, a dalsi) a také povrchovou Upravou nanocastic, naptiklad ovlivnénim naboje
¢astic nebo s vyhodou povrchovou modifikaci ¢astic polyethylenglykolem. Povrch ¢astic mize byt
modifikovan adsorpci povrchove aktivni latky.

Predmétem vynalezu je rovnéz zplsob piipravy mukoadhezivniho nosice, jehoZ podstata spociva
v tom, Ze se pfipravi nanoskafold, nasledn¢ se spoji s mukoadhezivni vrstvou a/nebo kryci vrstvou.
Ve vyhodném provedeni se pted spojenim mezi nanoskafold a mukoadhezivni a/nebo kryci vrstvu
viadi mezivrstva. V jednom vyhodném provedeni se mukoadhezivni a/nebo kryci vrstva a/nebo
mezivrstva vytvoii napiiklad sprejovanim roztoku polymeru a suSenim rozpoustédla. V dal$im
vyhodném provedeni se mukoadhezivni vrstva a/nebo mezivrstva a/nebo kryci vrstva vytvoii ve
formé nanovlaken (naptiklad elektrostatickym zvlaknovanim), a poté se pevné spoji s prislusnymi
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vrstvami v pozadovaném potadi. V jiném provedeni zplisobu piipravy se nanoskafold pfipravi in
situ na mukoadhezivni a/nebo kryci vrstvé a/nebo mezivrstve.

Je-li nanoskafoldem nanovlakenna vrstva, miize se piipravit napiiklad elektrostatickym
zvlakiiovanim.

Na nanoskafold se bud’ po jeho pripraveni nebo az po zkompletovani vSech vrstev
mukoadhezivniho nosice nanese latka, s vyhodou ve formé roztoku, koloidu nebo suspenze.

Ve vyhodném provedeni mtize byt mukoadhezivni nosi¢ s nanesenou latkou nasledné lyofilizovan.
To umoziuje dlouhodobé bezproblémové skladovani, dilezité v piipad€, napt. vakcin.

Predmétem vyndlezu je ddle neinvazivni zptisob aplikace latky ve formé castic na sliznice, zejména
na sublingualni, bukalni oralni a/nebo vaginalni sliznici, jehoz podstata spociva v tom, Ze se
mukoadhezivni nosi¢ podle predkladaného vynalezu aplikuje manualn€ nebo pomoci aplikacni
pomucky piimo na cilovou sliznici pfiloZzenim, nebo pfitlacenim po dobu 1 az 30 sekund,
s vyhodou 3 az 10 sekund tak, ze nanoskafold je pfivraceny ke sliznici. Po odstranéni tlaku nosic¢
adheruje k slizni¢nimu povrchu pomoci mukoadhezivnich sil vzniklych mezi mukoadhezivni
vrstvou a vrstvou mucinu na sliznici.

V porovnani s bézn¢€ pouzivanymi postupy a nosici (zejména aplikace ¢astic s mukoadhezivnimi
vlastnostmi) umoziuje tento zpisob neinvazivni aplikace nosi¢e dosahnout vysoké lokalni
koncentrace nanocastic a mikrocastic v tésné blizkosti povrchu sliznice po dostate¢nou dobu, aby
se dosdhlo pozadovaného ucinku aktivni latky. Tyto faktory jsou rozhodujici pro efektivnéjsi
pienos Castic do sliznice, coz umozni navozeni terapeutického ¢i profylaktického u¢inku pii podani
nizsi celkové davky Castic i substanci nesenych ¢asticemi. Diky aplikaci ¢astic pomoci uvedeného
nosice je eliminovan vliv pohybu sliznice a jazyka na odstranéni Castic ze sliznice pti béznych
¢innostech jako je pfijem potravy, piti a mluveni a je vyrazn¢ omezen vliv fedéni aplikovanych
Castic slinami a pfijimanymi tekutinami. Tim je feSen problém zajisténi rovnomérného davkovani
Castic a substanci nesenych ¢asticemi, nebot’ jsou vyrazné potlaceny mechanismy eliminace ¢astic
z mukoézniho povrchu. Navrzené feSeni odstranuje nedostatky soucasnych systémi pro aplikaci na
slizni¢ni povrchy. Tyto systémy jsou zalozeny na aplikaci Castic s mukoadhezivni tUpravou
povrchu, ktera na druhou stranu diky interakcim s mucinem negativné ovlivni prinik Castic
k povrchu sliznice. Tim ¢astice sice zustava na misté aplikace, kde miiZze uvolnovat nesenou latku,
ale neni schopna efektivné pronikat do sliznice ptes vrstvu mucinu. V dosavadnim stavu techniky
jsou v nékterych pripadech aplikovany tzv. mucin penetrujici Castice, ale ty se naopak neudrzi po
delsi Casovy interval na misté aplikace, protoze mohou byt pohyby jazyka a tekutinami pfitomnymi
v duting ustni odstranény a neseny do dalSich ¢asti travici soustavy. Podminkou rovnomérného
davkovani, stejn¢ jako u dalSich oralnich lékovych forem, je omezeni piijmu potravy, piti, nebo
omezeni pohybl jazyka v uritém casovém intervalu po aplikaci lékové formy. Vyuziti
mukoadhezivnich geli, které se vyznacuji vysokou viskozitou, miize zbrzd’ovat prostup nanoc¢astic
timto gelem ke sliznici.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 ukazuje n€kolik provedeni mukoadhezivniho nosice ve tvaru kulatého terce podle ptikladu
1.

Obr. 2 ukazuje graf rychlosti rozpousténi kryci vrstvy (ptiklad 1).

Obr. 3. Impregnace liposoml povrchové modifikovanych polyethylenglykolem (PEG liposomy)
do nanovlakenné vrstvy pfipravené ze smési polymerti chitosan/polyethylenoxid (PEO) (ptiklad
4). A) Snimek z transmisni elektronové mikroskopie ukazuje liposomy adsorbované na povrchu
nanovlaken. B) Ilustrativni snimek z rastrovaci elektronové mikroskopie ukazuje liposomy
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adsorbované na povrchu nanovlaken. C) Prifez mukoadhezivnim nanovldkennym nosi¢em castic
s impregnovanymi liposomy v nanovlakenné vrstvé. D) Detail nanovlakenné vrstvy penetrované
PEG liposomy (snimek z rastrovaci elektronové mikroskopie ve zmrazeném stavu).

Obr. 4. Penetrace a adsorpce liposomi s povrchové vazanym modelovym zelenym fluorescencnim
proteinem (GFP) do nanovldkenné vrstvy pfipravené z polykaprolaktonu (PCL). Snimky liposomt
a nanovlaken byly pofizeny metodou konfokalni mikroskopie (ptiklad 4). A) Nanovlakna znacena
pomoci fluorescencniho markeru lyssamin-rhodamin. B) Adsorbované liposomy s povrchove
vazanym GFP. C) Prekryv obrazkl A a B. D) detailni zobrazeni liposomti s GFP.

Obr. 5. Velikost a zeta-potencial nanocastic tvorenych kopolymerem kyseliny mlééné a glykolové
povrchové modifikovanych polyethylenglykolem (PLGA-PEG) (pfiklad 4). A) Velikost
nanocastic (Z-primér 135 nm, index polydisperzity: 0,144). B) Zeta potencial PLGA-PEG
nanocastic (-2,21 mV).

Obr. 6. Penetrace hydrofilniho nizkomolekuldrniho fluorescenéniho markeru 6-karboxyfluorescein
a znaCenych PLGA-PEG nanocastic do nanovlakenné vrstvy (pfiklad 4). A) Penetrace
fluorescencniho markeru 6-karboxyfluorescein do nanovladkenné vrstvy pfipravené ze smeési
chitosan/PEO  znacené fluorescenénim markerem lyssamin-Rhodamin. B) Penetrace
fluorescencniho markeru 6-karboxyfluorescein do nanovlakenné vrstvy vyrobené z PCL. C)
Penetrace PLGA-PEG nanocastic znacenych chloristanem 3,3’-dioktadecyloxakarbokyaninem
(DiOC18) do nanovldkenné vrstvy PCL.

Obr. 7. Penetrace a adsorpce PLGA-PEG nanocastic do nanovlakenné vrstvy (piiklad 4). A)
Nanovlakenna vrstva piipravena ze smesi polymert chitosan/PEO. B, C) adsorbované PLGA-PEG
nanocastice na nanovldknech. D) Detailni zobrazeni. E) PLGA-PEG nanocastice znacené
fluorescencni znackou lyssamin-rhodamin adsorbované na nanovldknech. F) PLGA-PEG
nanocastice impregnované v nanovlakenné vrstvé, Castice jsou umistény v prostoru mezi
nanovlakny, nejsou adsorbovany piimo na nanovlakna.

Obr. 8. Vliv pouzitého materialu, modifikace povrchu nanovlaken a vliv pfitomnosti povrchove
aktivnich latek na mnozstvi uvolnénych PLGA castic z nanovlaken (%) (priklad 5).

Obr. 9. Vliv pouzitého materialu, modifikace povrchu nanovlaken na mnozstvi uvolnénych
lyssamin-rhodamin liposomt z nanovlaken (%) (ptiklad 5).

Obr. 10. Adsorpce mikrocastic typu ,,bacterial ghosts* (BG) na nanovldkenné vrstvé vyrobené
z PCL (ptiklad 6). A) Mikrocastice typu ,,bacterial ghosts* impregnované v nanovlakenné vrstveé
(skenovaci elektronova mikroskopie, SEM). B) Detailni snimek mikrocéstice adsorbované na
povrchu nanovldkna (SEM). C) Fluorescentné¢ znacené mikrocastice typu ,bacterial ghosts*
impregnované v nanovlakenné vrstvé (konfokalni mikroskop). D) Pti¢ny pohled, 1ze pozorovat
impregnaci Castic v celé Sifce nanovlakenné vrstvy.

Obr. 11. Pri¢ny fez sublingualni praseci sliznici. Lze pozorovat penetraci PEG liposomil do praseci
sublingualni sliznice (ptiklad 7). A) Jadra, B) Fluorescenéné znacené liposomy, C) Piekryv A) a
B), déle je oznacen actin.

Obr. 12. Pri¢ny fez mukoadhezivnim nosi¢em ¢astic aplikovanym na sliznici — lze pozorovat
jednotlivé vrstvy nosice a penetraci PEG liposomt do praseci bukalni sliznice (kryo-SEM) (ptiklad
7). A) Mukoadhezivni nanovlakenny nosi¢ adherovany na bukalni sliznici. B) Detail A), vrchni
odchlipujici se vrstva je mukoadhezivni vrstva pfipravena ze smési polymert
hydroxypropylmethylcelulozy (HPMC) a Carbopol 934P, spodnéjsi odchlipujici se vrstva je
nanovlakenna vrstva slouzici jako rezervoar pro nanocastice, pod obéma vrstvami je vrchni ¢ast
sliznice. C) Detail mukoadhezivni vrstvy. D) Detail nanovlakenné vrstvy. E) Na snimku lze
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pozorovat tésny kontakt nanovldkenné vrstvy se sliznici. F) Detail E), na snimku l1ze pozorovat
nanocastice adherované k nanovlakntim a ¢astice prochazejici pies vrstvu mucinu.

Obr. 13. Pri¢ny fez bukalni praseci sliznici. Lze pozorovat penetraci PEG liposomt do praseci
bukalni sliznice (ptiklad 7). A) Jadra, B) fluorescencné znacené liposomy, C) piekryv A) a B), dale
je oznacen actin.

Obr. 14. Pricny fez sublingualni praseci sliznici. Lze pozorovat penetraci PLGA-PEG nanocastic
do praseci sublingudlni sliznice (formulace pfipravena s obsahem 1% deoxycholatu sodného jako
urychlovace absorpce nanocastic) (ptiklad 7). A) Jadra, B) fluorescencné znacené liposomy, C)
prekryv A) a B), dale je oznacen actin.

Obr. 15. Pricny fez sublingudlni praseci sliznici. Lze pozorovat vliv pfidavku 1% deoxycholatu
sodného na prinik PLGA-PEG nanocastic do sublingudlni praseci sliznice (ptfiklad 7). A)
Penetrace PLGA-PEG nanocastic z nanovlakenné vrstvy do sublingualni sliznice. B) Penetrace
PLGA-PEG nanocéstic znanovldkenné vrstvy s pfidavkem 1% deoxycholdtu sodného do
sublingualni sliznice.

Obr. 16. Nanovlakenny mukoadhezivni nosi¢ ¢astic pouzity pro experimenty na mysich (priklad
8). A) Cely systém s nanovldkennou vrstvou uprostied a ptekryvajicim adhezivnim okrajem. B)
Detail nanovlakenné vrstvy s adsorbovanymi PLGA-PEG nanocasticemi.

Obr. 17. Pri¢ny fez mysi sublingualni sliznici po aplikaci PLGA-PEG nanocastic in-vivo (ptiklad
8). A) Specializované bunky imunitniho systému jsou ptitomné ve velkém mnozstvi v sublingualni
oblasti. Buiiky jsou oznacené anti HLA-DR protilatkou (zluta barva). B) Bilé Sipky naznacuji
PLGA-PEG castice (Cervend), které byly pohlceny fagocytujicimi buitkami (modra — jadra bunék).
C) Detailni snimek potvrzuje internalizaci ¢astic uvnitt fagocytujici bunky.

Obr. 18. Mnozstvi nanocastic uvolnénych z lyofilizované nanovldkenné vrstvy (ptiklad 9). Vliv
20% sachar6zy, 1% deoxycholatu a smési sachardzy a deoxycholatu (finalni koncentrace 20% a
1%) ptitomné v nanaseném roztoku na pocet castic uvolnénych z nanovlakenné vrstvy po
lyofilizaci.

Obr. 19. Celkovy pohled na mukoadhezivni systém s nanovlakennou vrstvou pro aplikaci
nanocastic (piiklad 1). A — V pravé Casti obrazku je patrny presahujici adhezivni okraj systému pro
aplikaci nanocastic. Nanovlakennd vrstva uprostfed slouzi jako rezervoar pro nanocastice. B —
Detail nanovlakenné vrstvy nanesené na povrchu mukoadhezivniho filmu.

Obr. 20. Prifez mukoadhezivnim nosi¢em Castic s nanovlakennou vrstvou fixovanou na adhezivni
vrstvu polymeru (ptiklad 1). Snimky jsou potizeny metodou kryoelektronové mikroskopie. Snimky
ukazuji pficny fez systémem, ktery byl pozorovan po zlomeni pii -170 °C. A) Celkovy pohled na
pricny lom zobrazuje vSechny tii vrstvy systému — kryci vrstvu, mukoadhezivni vrstvu a
nanovlakennou vrstvu B) Detail kryci polymerni vrstvy z ethylcelulozy na povrchu mukoadhezivni
vrstvy (Cerna Sipka), C) detail spojeni nanovlakenné vrstvy a mukoadhezivni vrstvy, ¢erna Sipka
ukazuje pevné t€sné spojeni, zaroven ukazuje, ze pii zvoleném zpisobu spojeni vrstev nedochazi
k priniku ani poSkozeni obou vrstev.

Obr. 21. Aplikace mukoadhezivniho nosice ¢astic na sublingualni sliznici u ¢lovéka (ptiklad 2).
Snimek byl pofizen 3 hodiny po aplikaci, pohyby jazykem pfi mluveni ani pii jidle neovlivnily
adhezivni vlastnosti.

Obr. 22. Pti¢ny fez sublingualni praseci sliznici a pfilehlym mukoadhezivnim nosi¢em nanocastic
(priklad 3). A), B) Prehledny snimek, na povrchu sublingudlni praseci sliznice je patrna
nanovlakenna vrstva po 4 hodinové inkubaci. Na povrchu nanovlakenné vrstvy jsou patrny zbytky
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mukoadhezivni vrstvy. C) Detail povrchu epitelu s nanovlakennou vrstvou, mezi nanovlakennou
vrstvou a epitelialni sliznici je patrna vrstva mucinu.

Obr. 23. Penetrace PLGA-PEG nanocastic do praseci sublingudlni sliznice a do regionalni mizni
uzliny po in vivo aplikaci (pfiklad 10). A) PLGA-PEG nanocéstice ve vrstve epitelu sublingualni
sliznice, Al) — jadra, A2) - fluorescen¢né znaCené castice, A3) — piekryv. B) PLGA-PEG
nanocastice v submukozni vrstvé, B1) — jadra, B2) — fluorescencné znacené ¢astice, B3) — prekryv.
C) PLGA-PEG nanocastice v regionalni mizni uzlin¢, C1) — jadra, C2) — fluorescencné znacené
Castice, C3) — prekryv.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1: Ptiprava nanovlakenného mukoadhezivniho nosice ¢astic

Mukoadhezivni nanovladkenny nosi¢ pro aplikaci ¢astic na mukdzni povrch se skladd z nékolika
vrstev. Mukoadhezivni vrstva 2 je vrstva zajist'ujici adhezi celého systému na sliznici a je tvofena
filmem o rizné tloustce pfipravenym z latek s mukoadhezivnimi vlastnostmi, nebo jejich smési.
Zpravidla je tato vrstva ze strany ur¢ené pro orientaci do dutiny ustni kryta kryci vrstvou 3, ktera
je bud’ pozvolna rozpustnd, nebo nerozpustna v prostredi dutiny stni a nemé adhezivni vlastnosti.
Je tvotfena nékterou z filmotvornych latek pouzivanych ve farmacii. Filmotvorna latka se na
mukoadhezivni vrstvu nanasi ve forme spreje smési polymerniho roztoku a dalSich latek (napf.
zmékcovadla). Nanovlakenna vrstva 1 slouzi jako rezervoar pro nanocastice, kde jsou nanocastice
umistény v prostoru mezi nanovlakny a/nebo na povrchu nanovlaken, odkud jsou uvolnovany do
sliznice. Nanovlakenna vrstva je nanesena na adhezivni vrstvu a) in sifu vytvorenim s vyuzitim
procesu elektrostatického zvlaknovani, b) nanesenim predem pfipravené nanovldkenné vrstvy na
mukoadhezivni vrstvu.

Obr. 1 ukazuje nékolik provedeni mukoadhezivniho nosice ve tvaru kulatého terce, pfiCemz pro
prvni dvé provedeni je v fezu A-A, resp. v fezu B-B ukazano ne€kolik moznosti sesazeni vrstev (1
— nanovlakenna vrstva, 2 — mukoadhezivni vrstva, 3 — kryci vrstva, 4 — mezivrstva). Tieti a ¢tvrté
provedeni (fezy C-C a D-D) ukazuji situaci, kdy je nanovldkennd vrstva nanesena pfimo na kryci
vrstvé a mukoadhezivni vrstva je nanesena rovnéz pfimo na kryci vrstve, v téch ¢astech, kde neni
nanesena nanovlakenna vrstva.

Ptiprava mukoadhezivni vrstvy. Vrstva zajiStujici adhezi celého systému k cilové oralni sliznici
byla pfipravena ze smé&si biokompatibilnich mukoadhezivnich polymer Carbopol 934P (Noveon,
Inc., USA) a Methocel K4M (HPMC) (Colorcon, GB). 300 mg Carbopolu 934P a 100 mg HPMC
se rozpustilo ve 25 ml vody. Do roztoku polymerti bylo ptidano 20 pl glycerolu slouzici jako
zmé&kcovadlo. Metodou odpafeni rozpoustédla z polymerniho roztoku se pii 45 °C pfipravil
adhezivni film s vhodnymi mechanickymi vlastnostmi. Tloustka takto pfipravené¢ho filmu je
ptiblizné 85 pm (viz obr. 4A).

Pfiprava nanovlakenné vrstvy: Jako ptiklad lze uvést vyrobu dvou typti nanovlakennych vrstev:
Chitosan/polyethylenoxid (PEO):

Roztok 8% chitosanu a 4% roztok PEO byly pfipraveny oddélené. Chitosan byl rozpustén v 10%
kyseling citronové a PEO byl rozpustén v destilované vodé. Oba roztoky byly michany oddélené
(po dobu 10 hodin) na elektromagnetickém michadle. V nasledujici operaci se do roztoku PEO
ptidal chlorid sodny v koncentraci 0,85 mol/l. Nasledné se polymerni roztok chitosanu a PEO
smichal tak, aby se ziskal roztok v hmotnostnim poméru 8:2 chitosan/PEO. Polymerni roztok byl
nasledné elektrostaticky zvlaknovan jednak na netkanou textilii typu spun-bond (PEGATEX
S 30 g/m?, antistatickd, modrd), tak na mukoadhezivni vrstvu a to tak, aby se vytvofila
nanovldkenna vrstva ve tfech rtiznych plosnych hmotnostech a to 5, 10 a 15 g/m?. K ziskani
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ruznych plosnych hmotnosti nanovlakenné vrstvy bylo zapotiebi elektrostaticky zvlaknovat
polymerni roztok po rtznou dobu. Podminky elektrostatického zvlaknovani byly: vzdalenost
uzemnéného sbérného kolektoru od elektrody 10 cm, elektrické napéti 50 kV, teplota 21 °C,
vlhkost 60 %.

Polykaprolakton (PCL):

Komercné dostupny PCL byl rozpustén ve smési rozpoustédel aceton/ethanol (7/3 v/v)
v koncentraci 16%. Elektrostatické zvlakiiovani probihalo za téchto podminek: vzdalenost
uzemnéného sbérného kolektoru od elektrody 10 cm, elektrické napéti 50 kV, teplota 21 °C.
Elektrostatické zvlakfiovani probihalo na netkanou textilii typu spun-bond (PEGATEX S 30 g/m?,
antistatickd, modrd). Plosnd hmotnost vysledné nanovlakenné vrstvy dosahovala 5 g/m? nebo
15 g/m%. Tloustka nanovlékenné vrstvy polykaprolaktonu s plo$nou hmotnosti 15 g/m? se
pohybuje v rozmezi 55 az 70 um. Tloustka nanovlakenné vrstvy polykaprolaktonu s plosnou
hmotnosti 5 g/m? se pohybuje v rozmezi 10 az 18 um.

Nanaseni kryci neadhezivni vrstvy: Piipravena mukoadhezivni vrstva byla z jedné strany potazena
kryci neadhezivni vrstvou. Kryci neadhezivni vrstva zlepSila mechanické vlastnosti, diky ni se
zamezilo adhezi nanovlakenného mukoadhezivniho nosice na jiné nez cilové misto pii aplikaci.
Kryci vrstva usnadni aplikaci celého systému na cilové misto a manipulaci s nim, prodlouzi interval
setrvani systému na sliznici a omezi nebo zcela zabrani difuzi nanocastic z mista aplikace smérem
do prostoru dutiny ustni.

Kryci vrstva mize byt tvofena polymerem rozpustnym v prostiedi dutiny ustni anebo polymerem
nerozpustnym. Mechanické vlastnosti a rychlost rozpousténi nosice jsou ovlivnény volbou kryci
VIStvy.

Jako priklad v prostfedi dutiny stni rozpustného potahu s vhodnymi mechanickymi vlastnostmi
byl zvolen Eudragit® 100-55L. Eudragit® 100-55L byl nanesen sprejovanim ve formé& 1%
ethanolového roztoku s pridavkem propylenglykolu jako zmékcovadla (0,25 g Eudragit 100-55L,
35 ul propylenglykol, 25 ml ethanol (96%)). Vysledna tloustka potahu se v zavislosti na mnozstvi
naneseného roztoku polymeru pohybovala v fadu nékolika set nanometrti az jednotek um (viz obr.
20).

Pro ptipravu v prostiedi dutiny ustni nerozpustné kryci vrstvy se jako piiklad pouzil polymer
ethylceluldza. Polymer byl nanesen ve formé spreje 2,5% roztoku ethylcelulozy v ethanolu (0,25 g
ethylceluloza, 17,5 pl propylenglykol, 10 ml ethanol (96 %)) na povrch mukoadhezivni vrstvy. Pro
rychlejsi odpareni rozpoustédla byla mukoadhezivni vrstva umisténa na vyhiivanou desku o teploté
50 °C. Ethylceluloza i Eudragit® 100-55L se b&Zn& pouzivaji pii piipravé huménnich
farmaceutickych formulaci, jsou netoxické a bezpecné.

Stanoveni rychlosti rozpousténi kryciho polymerniho filmu: Pro stanoveni rychlosti rozpous§téni
kryciho polymerniho filmu byla do roztoku polymeru ptidana fluorescen¢ni hydrofilni znacka 6-
karboxyfluorescein, kterou byla oznacena kryci vrstva nanovlakenného mukoadhezivniho nosice.
Nosi¢ byl umistén na dno nadoby o objemu 100 ml. Jako disoluéni médium byl zvolen
fosforecnanovy pufr o pH 6,0. Rychlost rozpousténi kryci vrstvy se stanovila jako zvySujici se
koncentrace 6-karboxyfluoresceinu v pufru v Case.

Zatimco potah pfipraveny z Eudragitu 100-55L se kompletné rozpustil ptiblizné€ za 30 minut, potah
pfipraveny z ethylcelulozy se béhem sledovaného ¢asového intervalu témeét nerozpoustél. (viz obr.
2).

Spojeni nanovldkenné vrstvy a mukoadhezivni vrstvy: Nanovldkenna vrstva tvofend smeési

polymert chitosan/PEO o tloust’ce cca 10 um byla pfipevnéna pfitlaCenim na mukoadhezivni
vrstvu (sm€s HPMC a Carbopol 934P v hmotnostnim poméru 1:3) po mirném navlhceni
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mukoadhezivni vrstvy pomoci vodni pary. Nedochazi k primiku mukoadhezivni vrstvy do vrstvy
nanovlaken, ale k jejich t€snému a mechanicky odolnému spojeni. Pruznost obou vrstev zajisti
tésny kontakt s cilovou tkani.

Ptiprava nanovlakenné vrstvy procesem elektrostatického zvlaknovani na mukoadhezivni vrstvu:
Nanovldkennou vrstvu Ize pfipravit procesem elektrostatického zvlaknovani polymerniho roztoku
ptimo na mukoadhezivni vrstve.

Mukoadhezivni vrstva byla umisténa na sbérny kolektor, pod kterym byla umisténa zvldknovaci
elektroda. Polymerni roztok byl naddvkovan na zvlédknovaci elektrodu v objemu 1,5 ml a zvlaknén
ptimo na mukoadhezivni vrstvu za téchto podminek: vzdalenost uzemnéného sbérného kolektoru
od elektrody 10 cm, elektrické napéti 30 kV.

V obou prikladech spojeni vrstev nosi¢e je dosazeno mechanicky odolného spojeni bez vlivu na
strukturu a funkci obou vrstev.

Obr. 19 znazornuje systém nanovlakenné vrstvy a mukoadhezivni vrstvy, obr. 20 priiez systémem
nanovlakenné vrstvy, nanovlakenné vrstvy a kryci vrstvy.

Ptiklad 2: Zpiasob aplikace mukoadhezivniho nosice na sliznici

Mukoadhezivni nanovlakenny nosi¢ ¢astic se aplikuje na oralni sliznici, zejména sublingualni a
bukalni, ktera neni u ¢lovéka keratinizovand. Nanovlakenny mukoadhezivni nosic ¢astic se umisti
na prst neadhezivni stranou a lehkym tlakem se pfitiskne na cilové misto v dutiné Gstni, naptiklad
na spodni stranu jazyka (sublingualni sliznici) nebo na bukalni sliznici, po dobu cca 5 sekund, nez
dojde k vytvoreni adheze mezi mukoadhezivni stranou systému a sliznici. Alternativné je mozné
pouzit vhodnou aplika¢ni pomuicku. Aplikacni pomticka je zvlasté vyhodna v ptipadé veterinarnich
aplikaci. Bylo ovéfeno, Ze jesté 3 hodiny po aplikaci pohyby jazyka pii mluveni ani pii jidle
neovlivnily adhezivni vlastnosti nosice (obr. 21).

Priklad 3: Ex-vivo aplikace mukoadhezivniho nosicCe na sliznici

Sublingualni praseci sliznice piedstavuje model, ktery je svym vlastnosti velmi blizky ¢loveku.
Sublingualni a bukalni sliznice byla po vyjmuti ¢erstvé usmrcenému zviteti omyta fyziologickym
roztokem a byla bezprostfedné pouzita pro aplikaci nanoc¢astic pomoci nosice. Nejprve se
nanovldkenna vrstva nosi¢e nasytila roztokem liposomii nebo nanocastic pfipravenych ze
smeési polymert PLGA a PLGA-PEG o koncentraci 20 mg/ml. Déle se nosi¢ s liposomy nebo
nanocasticemi umistil na prst neadhezivni stranou a mirnym tlakem po dobu asi 5 sekund se
pfitisknul na cilové misto. Pro studium priniku liposom@ a PLGA nanocastic do tkan¢ se takto
aplikovany systém na sliznici inkuboval ve vlhké komirce pti 37 °C po dobu 4 hodin. Povrch
sliznice byl pribézné vlhéen fyziologickym roztokem tak, aby simuloval tvorbu slin. Stav po 4-
hodinové inkubaci je znazornén na obr. 22.

Priprava liposoml: Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace lipidniho filmu. Finalni
velikosti liposomu bylo dosazeno extruzi pies polykarbonatové filtry s pory definované velikosti
100 nm.

SloZzeni  liposom  (fluorescenéné znacCené): 10% mol 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
fosfoethanolamin-N-[amino(polyethylenglykol)-2000] (DSPE-PEG); 89,5% mol vajecny
fosfatidylcholin (EPC); 0,5 %mol lyssamin-Rhodamin.

Priklad 4: Impregnace nanovlakenné vrstvy nanoc¢asticemi

Do nanovlakenné vrstvy se impregnovala suspenze nanocastic (liposomy nebo PLGA-PEG
nanocastic). V zavislosti na vlastnostech nanoc¢astic, nanovldkenné vrstvy a metod¢ pripravy se
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nanocastice adsorbovaly na povrch nanovlaken, nebo tvotily inkluze v prostoru mezi nanovlakny.
Takto pfipraveny nosi¢ pro nanocastice se aplikuje ihned po naneseni nanocastic. Mozna je i
stabilizace ¢astic v nanovlakenné vrstvé pro dlouhodobé skladovéni. Castice jsou v nanovlakenné
vrstvé uchovany po odpafeni kapaliny, jako vyhodné&jsi se vSak jevi stabilizace ¢astic pomoci
procesu lyofilizace s ptidavkem kryoprotektivnich latek do roztoku nanocastic.

Jednim ze zplisobil nanaseni nanoc¢astic na nanovlakennou vrstvu je nanaSeni nanocastic v roztoku
po spojeni nanovlakenné vrstvy s vrstvou adhezivni. To bylo provedeno tak, ze byl systém otocen
svoji neadhezivni stranou dold a roztok nanocastic byl aplikovan na povrch nanovldkenné vrstvy.
Timto zptsobem dojde samovolné k rovnomérnému rozprostieni a impregnaci nanocastic do
nanovlakenné vrstvy. Pro impregnaci nanovlakenné vrstvy o plose 0,5 cm? a tloust'ce 15 um bylo
pouzito 2 pl suspenze castic. Koncentrace nanocéstic (liposomt nebo PLGA-PEG) byla 20 mg/ml.

Druhym zptisobem nanédseni je namaceni nanovlakenné vrstvy v roztoku nanocastic. To bylo
provedeno tak, ze nanovlakenna vrstva byla ponofena do roztoku nanocastic o pozadované
koncentraci. Tam, kde to vyzaduji vlastnosti nanovlaken, 1ze pouzit vanickova ultrazvukova lazen
pro usnadnéni impregnace &astic. Pro impregnaci nanovlakenné vrstvy o plose 0,5 cm? a tloust'ce
15 um bylo pouzito 100 ul roztoku nanocastic (liposomi, liposomt s povrchové vazanym
modelovym proteinem nebo PLGA-PEG nanocéstic) o koncentraci 20 mg/ml. Do tohoto roztoku
byla ponofena nanovlakenna vrstva po dobu 5 minut. V ptipadé€ penetrace PLGA-PEG nanocastic
byla nadobka s roztokem nanocastic ponofena do vani¢kové ultrazvukové 1azn¢ pro usnadnéni
impregnace.

Usnadnéni impregnace Castic do nanovlakenné vrstvy a ovlivnéni miry adsorpce nanoc¢astic na
povrch nanovlaken lze také dosahnout fyzikalni nebo chemickou modifikaci povrchu nanovlaken.

Priprava liposoml: Liposomy byly piipraveny metodou hydratace lipidniho filmu. Finalni
velikosti liposomt bylo dosazeno extruzi pies polykarbonatové filtry s pory definované velikosti
100 nm. V piipad¢ piipravy liposomli s povrchové vazanym proteinem se pfipravené liposomy
smichaly v definovaném poméru s rekombinantnim His-tagovanym proteinem GFP. Protein se
navazal na povrch liposomt pomoci metalochelatace.

Slozeni PEG liposomt: 10 % mol DSPE-PEG; 90 % mol EPC.

SloZeni liposomu pro povrchovou modifikaci proteinem GFP: 5 % mol 1,2-di-(9Z-octadecenoyl)-
sn-glycero-3-[(N-(5-amino-1-karboxypentyl)iminodiaceticacid)sukcinyl] (stl niklu) (DOGS-
NTA-Ni); 19 % mol 1-hexadekanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-fosfo-(1'-rac-glycerol)
(POPG); 76 % mol EPC.

Ptiprava PLGA-PEG nanocastic: Nanocastice byly pfipraveny rozpusténim 25 mg polymeru
PLGA (mlécna kyselina: glykolova kyselina (50:50), Mw 30,000 az 60,000) (Sigma-Aldrich) a 25
mg polymeru PLGA-PEG (PEG Mw 5,000, PLGA Mw 55,000) (Sigma-Aldrich) v1 ml
dichlormethanu. 1 ml organické faze byl emulgovéan v 5 ml 0,7% roztoku cholatu sodného pomoci
ultrazvuku o amplitudé 70 %, 1 sekundové pulzy po dobu 5 min. Takto pfipravena emulze byla
ziedéna do 20 ml 0,5% roztoku cholatu sodného a organicka faze byla z emulze odstranéna na
odparce za snizeného tlaku. Velké agregované castice byly odstranény centrifugaci pii 500
otaCkach/min. Ze vzniklé suspenze nanocastic byl prebytecny cholat odstranén metodou diafiltrace
(Spectrum). Stejnym zpusobem byly ¢astice zkoncentrovany na pozadovanou koncentraci.
Velikost (A) a zeta-potencidl (B) PLGA-PEG nanocastic byly méfeny metodou dynamického
rozptylu svétla, vysledek je uveden na obr. 5.

Priklad 5: Uvolnovani nanocastic z nanovlakenné vrstvy — vliv pouzitého materialu a vliv
povrchové modifikace nanovlaken na uvolnovani nanocastic
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Interakce nanocastic a nanovldken v nosné matrici je ovlivnéna povrchovymi vlastnostmi
nanocastic i nanovlaken. Rychlost uvoliiovani i uvolnitelné mnozstvi nanocastic je mozné ovlivnit
polymerem pouzitym pro vyrobu nanovléken i jeho naslednou povrchovou modifikaci. Povrchové
vlastnosti nanocastic je také mozné modifikovat pro lepsi uvoliiovani z nanovlakenné vrstvy.
Nanocastice musi splnit fadu kritérii pro to, aby byly schopny projit pfes mukozni bariéry, a proto
je velmi vyhodné upravit povrchové vlastnosti nanovlaken chemickou nebo fyzikalni cestou. Jako
priklady moznych modifikaci jsou uvedeny:

1) chemicka tiprava nanovlaken ptipravenych z PCL
2) fyzikalni adsorpce povrchové aktivnich latek na povrch nanovlaken ptipravenych z PCL

Byl sledovan uvolnény pocet PLGA-PEG nanocastic a PEG liposomt z nanovlakenné vrstvy
penetrované danym typem nanocastic.

Nekteré povrchové latky (napt. laurylsulfat sodny, deoxycholat sodny a dalsi tzv. urychlovace
absorpce) maji navic pozitivni vliv na zvyseni propustnosti sliznice pro 1é¢iva a nanocastice.

Pak ptitomné povrchove aktivni latky mohou plnit dvé funkce — zvySeni pruniku nanesenych
nanocastic do sliznice jak vlivem zmény bariérovych funkci sliznice, tak zlepSenym uvoliiovanim
nanocastic z nanovladkenné vrstvy.

Chemicka tprava nanovldken: Nanovlakna ptipravena z PCL maji hydrofobni charakter. Pro
zvySeni smacivosti a omezeni hydrofobnich interakci s nanocésticemi se jejich povrch upravil
namocenim nanovlakenné vrstvy do 3 molarniho roztoku hydroxidu sodného po dobu 10 min. Po
ukonéeni byla nanovlakenna vrstva nékolikrat proplachnuta vodou.

Naneseni roztoku nanoc¢astic na nanovlakennou vrstvu: Nanovlakenna vrstva PCL se penetrovala
ponofenim do roztoku PLGA-PEG nanocastic nebo PEG liposoml o koncentraci 20 mg/ml po
dobu 5 min.

Uvolnéni nanocastic z nanovlakenné vrstvy do roztoku: Nanovlakennd vrstva PCL kruhového
tvaru o plose 0,5 cm? penetrovana roztokem PLGA-PEG nanodastic se bezprostfedné umistila do
0,5 ml vodného roztoku. Za mirného tfepani se nanovladkenna vrstva inkubovala po dobu 30 minut.
Takto ziskany roztok se nafedil podle potieby tak, aby odpovidal parametrim pro méfeni
koncentrace nanocastic zvolenou metodou.

Stanoveni poctu uvolnénych nanocastic: Uvolnéné mnozstvi a velikost PLGA-PEG nanocastic
byla stanovena metodou ,,Nanoparticle tracking analysis*“ (NanoSight, Malvern, UK). Uvolnéné
mnozstvi liposomi se stanovilo jako intenzita fluorescence roztoku po inkubaci nanovlakenné
vrstvy mefena pti excitaci 560 nm a emisi 583 nm. Ziskana data se pfepocetla podle faktoru fedéni
meéfeného roztoku a vypocitalo se mnozstvi uvolnénych ¢astic (%).

Adsorpce povrchové aktivnich latek: VIliv adsorpce povrchové aktivnich latek na povrch
nanovlaken byl studovan po penetraci nanovlakenné vrstvy roztokem nanocastic, ktery navic
obsahoval deoxycholat sodny o koncentraci 1%. Pfi druhém zplsobu provedeni byla
nanovlakenna vrstva nejprve namocena do roztoku 1% deoxycholatu sodného, nékolikrat
oplachnuta vodou a osusena. Poté byla impregnovana roztokem nanocastic.

Ptiklad 6: Adsorpce mikrocastic typu ,,bacterial ghosts*

Jako vakcinaéni systémy jsou aplikovatelné i mikrocastice. Jednim takovym typem mikrocastic
jsou tzv. bakterialni prazdné obaly ,,bacterial ghosts* (BG).

BG jsou nepatogenni ¢astice odvozené od bakteridlni buniky. Obsahuji buné¢nou sténu bakterii
veetné antigennich struktur, proti kterym se indukuje specificka imunitni odpovéd’. Intracelularni
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obsah je odstranén napiiklad osmotickym Sokem, a proto jsou takto pripravené Castice neschopné
se dale mnozit. Diky pfirozené pritomnosti celé fady latek, které rozpoznava imunitni systém, jako
takzvané signaly nebezpeci, poskytuje takova castice komplexni signal pro vyvolani specifické
imunitni odpovédi proti pfitomnym antigennim strukturam. Bacterial ghosts mohou byt
potencialné vyuzity jako vakcina¢ni ¢astice pro mukoézni aplikace.

Fluorescen¢ni znaceni ,,bacterial ghosts®: Bacterial ghosts (ptipravené z Escherichia Coli) byly
pomoci ultrazvuku dispergovany ve vodé. Fluorescencni marker DiOC18 rozpustény v ethanolu
byl pfidan k suspenzi bakteridlnich Castic, smés se ultrazvukovala po dobu 1 min tak, aby se
fluorescencni marker inkorporoval do stény ¢astic. Centrifugaci a promytim se odstranil pfebytek
fluorescencniho markeru.

Fluorescen¢ni znaceni nanovlaken: Nanovlakenna vrstva piipravena z PCL byla oznacena
fluorescencni znackou lyssamin-rhodamin. Oznacené bakterialni ¢astice byly penetrovany do
nanovlakenné vrstvy. Adsorpce bakteridlnich ¢astic na nanovladkenné vrstvé byla potvrzena
technikou rastrovaci elektronové mikroskopie a konfokalni mikroskopie (obr. 10).

Pfiprava nanovlakenné vrstvy s mikrocasticemi typu ,bacterial ghosts“: Suspenze ,,bacterial
ghosts® se pripravila z 1 mg lyofilizatu BG v 1 ml vody pomoci vanickového ultrazvuku. Do takto
ptipravené suspenze byla ponofena nanovldkenna vrstva a lahvicka byla umisténa do vanickového
ultrazvuku na 5 minut.

Ptiklad 7: Priinik nanocastic (PLGA nebo liposomt) do sublingualni a bukalni praseci sliznice po
uvolnéni z nanovlakenného mukoadhezivniho nosice ¢astic

Priinik nanocéstic z nanovlakenného mukoadhezivniho nosice do sliznice byl potvrzen na pti¢nych
fezech po inkubaci nosi¢e adherovaného na Cerstvé vyjmuté praseci sublingualni a bukalni sliznici.

Ptiprava nosice nanocastic: Nosi¢ pro nanocastice byl ptipraven tak jak je popsano v ptikladu 1.
Nanovldkenna vrstva byla impregnovana roztokem PLGA-PEG nanocastic nebo PEG liposomti
znacenych lyssaminem-rhodaminem. Pro usnadnéni priniku nanocastic do sliznice byla pro
impregnaci nanovldkenné vrstvy pouzita suspenze PLGA-PEG nanocastic v 1% deoxycholatu
sodném.

Aplikace nanocastic pomoci mukoadhezivniho systému: Na Cerstvé vyjmutou sublingualni sliznici
byl mirnym dotykem aplikovan nanovlakenny mukoadhezivni nosi¢ s fluorescen¢né znacenymi
nanocasticemi (PLGA-PEG rhodamin nebo PEG liposomy barvené lyssaminem-rhodaminem) (viz
obr. 4). Vzorky tkané byly inkubovany pii 37 °C po dobu 4 hodin. Poté byly rychle zmrazeny
v tekutém dusiku a byly uchovavény pfi teploté -75 °C.

Ptiprava pri¢nych fezi tkané: Pficné fezy byly nafezany na pfistroji Cryo-cut (Leica) na tloustku
10 um, fixovany acetonem a podle potieby byly obarveny jadra (modra, znac¢ka Sytox Blue) a aktin
(zelena, Alexa Fluor® 488 Phalloidin)

Priklad 8: Penetrace PLGA-PEG nanocastic do sublingualni mysi sliznice

Sublingualni sliznice obsahuje fadu typli imunitnich bunék zodpovédnych za vyvolani obranné
imunitni odpovédi organismu nebo za navozeni tolerance vuci piitomnym antigenim. Rada typu
¢astic (nanocastice/mikrocastice) jsou vhodnym nosic¢em antigend. Castice umoziuji kombinovat

antigeny s imunomodula¢nimi latkami schopnymi ovlivnit vyslednou imunitni odpovéd'.

Struktura sublingualni sliznice hlodavct je odlisna od lidské a praseci. Lisi se zejména ve stupni
keratinizace, ktery predstavuje bariéru pro penetraci nanocastic do sliznice.

-14 -
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Na in-vivo mys$im modelu nebyla pozorovana spontanni penetrace PLGA nanocastic do
sublingualni sliznice tak, jak bylo pozorovano u praseci sliznice (viz obr. 17). Pti in-vivo
experimentu nejsou potlaceny fyziologické funkce bunck imunitniho systému jako v pfipadé
experimentll provadénych ex-vivo na prase¢i sliznici (viz obr. 14) a je mozné pozorovat
internalizaci ¢astic fagocytujicimi bunikami zodpovédnymi za fizeni imunitni odpovédi/navozeni
tolerance.

V experimentu byl potvrzen vyskyt velkého mnozstvi MHC II pozitivnich bunék schopnych
fagocytozy v sublingualni oblasti u mysi, kam se aplikoval mukoadhezivni systém pro nanocastice
(obr. 17A). Byla také potvrzena fagocyt6za PLGA-PEG nanocéstic specializovanymi buiikami.

Priprava PLGA-PEG nanocastic: viz ptiklad provedeni 3

Aplikace nanocastic pomoci nosice do sublingualniho prostoru mysi: Adhezivni systém o pruméru
4 mm byl mirnym pfitlaceni aplikovan na sliznici mysi v sublinguélni oblasti. Doba aplikace byla
4 hodiny. Po uplynuti této doby byla my$ usmrcena a zamrazena v n-heptanu o teploté — 70 °C.

Ptiprava pti¢ného fezu tkan¢: viz ptiklad provedeni 7

Vyhodnoceni experimentu: Internalizace nanocastic ve specializovanych buiikdch byla
lokalizovana metodou konfokalni mikroskopie.

Ptiklad 9: Lyofilizace nanovlakenné vrstvy s impregnovanymi nanocasticemi

Pokud to povaha nanocastic a/nebo jimi nesenych fyziologicky aktivnich latek vyzaduje, mize byt
pomoci lyofilizace nebo prostym vysusenim dosazeno dlouhodobé stability nanocastic a/nebo jimi
nesenych fyziologicky aktivnich latek penetrovanych v nanovlakenné vrstve.

Mnozstvi uvolnitelnych Castic z nanovlakenné vrstvy miize byt v zavislosti na povaze nanocastic
vyrazné ovlivnéno ptidavkem dalSich latek do roztoku nanocastic. Jako vyhodny se jevi ptidavek
kryoprezervacnich latek (napiiklad sacharidy jako sachardza, trehaléza) a/mebo povrchove
aktivnich latek (obr. 18).

Ptiprava suspenze PLGA-PEG nanocastic: PLGA-PEG nanocastice (pfiprava nanocastic viz
priklad provedeni 3) byly pfipraveny jako suspenze ve vodé¢, 1% deoxycholatu sodném, 20%
sachardze ¢i smési 1% deoxycholatu sodného a 20% sachar6zy.

Pfiprava nanovlakenné vrstvy: Mnozstvi uvolnitelnych castic z matrice po lyofilizaci bylo
sledovano na nanovldkennych vrstvach pfipravenych z PCL.

Penetrace PLGA-PEG nanocastic do nanovldkenné matrice: Nanovlakennd matrice z
polykaprolaktonu o tloustce vrstvy 15 um a ploSe 0,5 cm? byla penetrovana PLGA-PEG
nanocasticemi ponofenim do piipravené¢ho roztoku a sonikaci v ultrazvukové lazni po dobu 5
minut.

Lyofilizace nanovlakenné vrstvy s PLGA-PEG nanocésticemi: Po penetraci byly jednotlivé vzorky
okamzit¢ zmraZeny na suchém ledu tak, aby bylo zabranéno vyschnuti roztoku. Vzorky ve
zmrazeném stavu byly lyofilizovany. Byl testovan vliv kryoprezervantii a surfaktantti na mnozstvi
uvolnitelnych nanocastic z nanovlakenné vrstvy.

Uvolnéni PLGA-PEG nanocastic z nanovlakenné vrstvy: Jednotlivé lyofilizované nanovlakenné

vrstvy s nanoc¢asticemi byly pfeneseny do 500 ul MilliQ filtrované vody (filtr 20nm Anotop,
Millipore). Uvoliiovani nanocastic probihalo po dobu 30 min za stalého michani pomoci tiepacky.

-15-
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Stanoveni poc¢tu uvolnénych nanocastic: Uvolnéné mnozstvi a velikost PLGA-PEG nanocastic
byla stanovena metodou ,,Nanoparticle tracking analysis* (NanoSight, Malvern, UK).

Ptiklad 10: Prinik nanoc¢astic (PLGA a liposomil) do sublingualni sliznice selete in vivo po jejich
aplikaci pomoci nanovlakenného mukoadhezivniho nosice

Ptiprava nosi¢e nanocastic: Nosi¢ pro nanoc¢astice byl pfipraven tak jak je popsano v piikladu
provedeni 1. Nanovlakenna vrstva byla impregnovana roztokem PLGA-PEG nanocastic nebo PEG
liposomii znacenych lyssaminem-rhodaminem. Pro usnadnéni priniku nanocastic do sliznice byla
pro impregnaci nanovlakenné vrstvy pouzita suspenze PLGA-PEG nanocastic v 1% deoxycholatu
sodném.

Aplikace nanoc¢astic pomoci mukoadhezivniho systému: Seleti (15 kg) se na sublingudlni sliznici
nebo bukalni sliznici mirnym tlakem prstu aplikoval nanovldkenny mukoadhezivni nosic
s fluorescencné znacenymi nanocasticemi (PLGA-PEG rhodamin nebo PEG liposomy). Prase bylo
po dobu aplikace v celkové anestezii (injek¢ni aplikace kratkodobé plisobiciho anestetika). Po dvou
hodinach bylo prase opét uvedeno do celkové anestezie a utraceno. Prilehla tkan s nosi¢em ¢astic
a regionalni mizni uzlina byla vyjmuta a pfipravily se pfi¢né fezy tkani pro hodnoceni.

Prunik ¢astic in-vivo: Prunik nanocastic z nanovlakenného mukoadhezivniho nosic¢e do sliznice a

regionalnich miznich uzlin byl potvrzen na pti¢nych fezech po oralni mukoézni aplikaci nosice na
sublingualni nebo bukalni sliznici prasete (obr. 23).
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PATENTOVE NAROKY

1. Mukoadhezivni nosi¢ pro podavani latek vybranych ze skupiny zahrnujici 1é¢ivo, antigen,
alergen, fyziologicky aktivni latku, nukleovou kyselinu, protein, peptid, polysacharid, ve formé
¢astic na sliznici pacienta, vyznaceny tim, Ze sestava znanoskafoldu tvofeného vrstvou
biokompatibilnich polymerd nebo jejich smési, s obsahem pori o velikosti v rozmezi 10 nm az
1000 wm, nesouciho latku ve formé¢ ¢astic, a mukoadhezivni vrstvy, pficemz mukoadhezivni vrstva
alesponi z¢asti pfesahuje nanoskafold, a pficemz je nosi¢ upraven pro aplikaci na cilovou sliznici
tak, ze nanoskafold je pfivraceny ke sliznici.

2.  Mukoadhezivni nosi¢ podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze nanoskafoldem je nanovlakenna
vrstva o tloust’ce v rozmezi 0,1 az 1000 um.

3.  Mukoadhezivni nosi¢ podle naroku 1 nebo 2, vyznaleny tim, Ze mukoadhezivni vrstva
ptekryva nanoskafold a okraje mukoadhezivni vrstvy pifesahuji okraj nanoskafoldu nebo
mukoadhezivni vrstva nanoskafold obklopuje po jeho okrajich, pficemz mukoadhezivni vrstva
obsahuje latky vybrané ze skupiny zahrnujici polyakrylaty, kyanoakrylaty, tragant, xanthanova
klovatina, hyaluronova kyselina, guma guar, zelatina, pektin, polyvinylpyrrolidon,
polyethylenoxid, alginat sodny, chitosan, dextran, derivaty celuldézy, poloxamery, kopolymery
esteri akrylové a methakrylové kyseliny, lektiny a thiolované polymery-thiomery a jejich
kombinace.

4. Mukoadhezivni nosi¢ podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokt, vyznaceny tim, ze dale
obsahuje kryci vrstvu nemajici mukoadhezivni vlastnosti a nedovolujici prostup latky, prficemz je
potadi vrstev bud’ nanoskafold — mukoadhezivni vrstva — kryci vrstva, nebo je s kryci vrstvou z¢asti
spojen nanoskafold a z¢asti mukoadhezivni vrstva, a piicemz kryci vrstva obsahuje latky vybrané
ze skupiny zahrnujici derivaty celuldzy, kopolymery esterd akrylové a methakrylové kyseliny,
polyakrylaty, kyanoakryldty, hyaluronova kyselina, zelatina, pektin, polyvinylpyrrolidon,
polyethylenoxid, alginaty, arabska klovatina, Selak, chitosan, vosky, kyselina stearova, dextran,
poloxamery, polykaprolakton a jejich smési, ptipadné kryci vrstva dale obsahuje plastifikatory
vybrané ze skupiny zahrnujici polyoly, ftalaty, citraty.

5. Mukoadhezivni nosi¢ podle kteréhokoliv z predchazejicich naroki, vyznaceny tim, ze dale
obsahuje mezivrstvu nemajici mukoadhezivni vlastnosti a nedovolujici prostup latky, umisténou
mezi nanoskafoldem a mukoadhezivni a/nebo kryci vrstvou, s nimiz je pevné spojena, a piicemz
mezivrstva obsahuje latky vybrané ze skupiny zahrnujici derivaty celuldzy, kopolymery esteri
akrylové a methakrylové kyseliny, polyakrylaty, kyanoakrylaty, hyaluronova kyselina, Zelatina,
pektin, polyvinylpyrrolidon, polyethylenoxid, alginaty, arabska klovatina, Selak, chitosan, vosky,
kyselina stearova, dextran, poloxamery, polykaprolakton.

6. Mukoadhezivni nosi¢ podle naroku 4 nebo 5, vyznaceny tim, Ze kryci vrstva a/nebo
mezivrstva jsou nerozpustné nebo s prodlouzenym uvoliiovanim.

7. Mukoadhezivni nosi¢ podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroki, vyznaceny tim, ze ¢astice
jsou ve formé& liposomt, nanocastic, mikrocastic nebo makromolekul vybranych ze skupiny
zahrnujici proteiny, DNA/RNA konstrukty, polysacharidy, a jsou naadsorbované na nanovlaknech
nanoskafoldu nebo umisténé v prostoru mezi nanovlakny nanoskafoldu.

8. Mukoadhezivni nosi¢ podle naroku 7, vyzna€eny tim, Ze kterakoliv z jeho soucésti obsahuje
pomocné latky, vybrané ze skupiny zahrnujici urychlovace absorpce, jako je acethylcystein,
kryoprotektivni latky, antioxidanty, stabilizatory, antimikrobni pfisady, povrchové aktivni latky,
emulgatory, mukolytika.
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9. Mukoadhezivni nosi¢ podle kteréhokoliv z ptedchéazejicich narokt, vyznaceny tim, ze povrch
nanovlaken nanoskafoldu je upraven oSetienim fyzikalnim ¢i chemickym oxida¢nim ¢inidlem ¢i
postupem, vybranym ze skupiny zahrnujici oSetfeni plasmou, roztokem hydroxidu sodného,
potazenim polyethylenglykolem, adsorpci povrchové aktivnich latek a/nebo ovlivnénim
povrchového nédboje ¢i miry smacivosti ¢astic.

10. Mukoadhezivni nosi¢ podle kteréhokoliv z ptfedchéazejicich narokii, vyznaceny tim, Ze
biokompatibilni polymery jsou vybrané ze skupiny zahrnujici polyamidy, polyuretan,
polyethersulfon, polyvinylalkohol, polyvinylbutyral, polyakrylonitril, polyethylenoxid,
polystyren, polyvinylidenfluorid, polyvinylpyrrolidon, jédovany povidon, alginat, silk fibroin,
kyselinu polyakrylovou, kyselinu polyglykolovou, kyselinu polyakrylovou, zelatinu, chitosan,
kolagen, polyaramid, kyselinu polymlécnou, poly-e-kaprolakton, kyselinu hyaluronovou.

11. Zptsob ptipravy mukoadhezivniho nosice podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd,
vyznaceny tim, Ze se ptipravi nanoskafold, nasledné se spoji s mukoadhezivni vrstvou a/nebo kryci
vrstvou, s vyhodou se pfed spojenim vrstev mezi tyto vrstvy viadi mezivrstva.

12. Zpusob piipravy mukoadhezivniho nosice podle naroku 11, vyznafeny tim, Ze se nejprve
vytvoii mukoadhezivni vrstva a/nebo mezivrstva a/nebo kryci vrstva, s vyhodou ve formé
nanovlaken metodou elektrostatického zvlakiiovani, a poté se pevné spoji v pozadovaném potadi,
a nanoskafold se pfipravi in sifu na mukoadhezivni a/nebo kryci vrstvé a/nebo mezivrstve.

13. Zpuasob podle naroku 11 nebo 12, vyzna€eny tim, Ze se na nanoskafold bud’ po jeho pfipraveni
nebo az po zkompletovani vSech vrstev mukoadhezivniho nosi¢e nanese latka a pfipadné i

pomocné latky, s vyhodou ve formé roztoku, koloidu nebo suspenze.

14. Zptsob podle naroku 13, vyznaceny tim, Zze mukoadhezivni nosi¢ s latkou se nasledn¢
lyofilizuje.

15. Mukoadhezivni nosi¢ podle kteréhokoliv z narokti 1 az 10, vyznaéeny tim, Ze je upraven pro
aplikaci manualné nebo pomoci aplikacni pomicky piimo na cilovou sliznici pfitlacenim tak, ze

nanoskafold je privraceny ke sliznici.

16. Mukoadhezivni nosi¢ ¢astic podle kteréhokoliv z narokt 1 az 10, pro pouziti pro aplikaci
vakcin na muko6zni povrchy, zejména pro sublingualni vakcinaci a imunoterapii.

11 vykresi
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Obr. 3
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Obr. 12
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Obr. 15
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Obr. 22
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Obr. 23
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