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Predmétem feSeni je prostfedek pro mistni podani, obsahujici:
(a) konjugovanou kyselinu linolovou a/nebo jeji derivaty,
zahrnujici konjugované &asti kyseliny linolové, pfi¢emz
alespoil 50 % hmotn. konjugované kyseliny linolové a/nebo
jejich derivati je pFitomno jako trans-10, cis-12 isomer; a (b)
dermatologicky pfijatelny nosié. Vyrobek je zvlasté vhodny
pro zesvétleni lidské pokozky.
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Prostiedek pro mistni podani

Oblast techniky

Vynalez se tyka prostiedkd pro mistni podani na lidskou pokozku a jejich

pouziti ke zesvétleni lidské pokoZky.

Dosavadni stav techniky

Mnoho lidi se zajimé4 o stupeit pigmentace své pokozky. Napfiiklad lidé se
stafeckymi skvrnami nebo pihami si mohou piat, aby byly tyto pigmentové
skvrny méné vyrazné. Jini mohou chtit omezit ztmavnuti pokozky vyvolané
sluneénim svitem nebo zesvétleni své pfirozené barvy kize. Pro splnéni téchto
pozadavkd bylo uginéno mnoho pokusl o vytvofeni vyrobkd, snizujicich tvorbu
pigmentu v melanocytech. Oviem latky, rozpoznané az do nyn&jska, maji skion
vykazovat nezadouci vedlejsi ucinky, naptiklad drazdi pokozku. V dasledku
toho nejsou takové latky vhodné pro kosmetické pouZziti, anebo mohou byt
nanaieny jen v takovych koncentracich, pfi nichz je jejich ucinek na zesvétleni
pokozky men3i, nez by bylo pozadovano. Pro snizeni nezadoucich vedlejSich
G&inkd lze uvaZovat pouziti kombinace riznych latek zesvétlujicich pokozku.
Existuje viak zna&né riziko, Ze pouZitim takové kombinace se vzhledem ke
kompetitivnim u&inkGm sniZi zesvétleni pokozky. Proto pfetrvava potfeba

zlep$eni u&innosti kosmetickych vyrobki, zesvétlujicich pokozku.

GB 2 287 405 predklada kosmeticky piipreavek pro béleni pokozky,
ktery obsahuje kombinaci extraktu z Glycyrrhyza glabra nebo odpovidajicich
rostlinnych druh a o-hydroxy-, B-hydroxy- nebo keto-kyseliny ¢i amidu, soli
nebo esteru takové latky. Uvadi se, Ze kombinace pusobi synergicky k

inhibovani tyrosinazy, ¢imz inhibuje tvorbu melaninu.

WO 94/07462 piedklada prostfedky slouZici kromé jiného i k zesvétleni

pokozky, obsahujici retinol nebo jeho derivat a -diové kyseliny.
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WO 94/09756 navrhuje pouZiti retinolu nebo jého derivatu, spolu se
zvolenym &inidlem zesvétlujicim pokozku, k riznym ulelim vletné zesvétleni
barvy pokozky. Upfednostiovanym Cinidlem zesvétlujicim pokozku je
hydrochinon, oviem zmiflovana jsou i rGizna jind Cinidla, vCetné extraktu z

lékofice.

US 4 990 330 popisuje vyrobky bélici pokozku, obsahujici koji-kyselinu v
kombinaci s jingmi latkami, které jsou zvoleny z celé 3kaly litek, vSetnd
kyseliny azelaové. Je uvedeno, Ze kombinace synergicky inhibuje syntézu

melaninu.

JP 63284119 podle Derwentova abstraktu navrhuje externi &inidlo k
pouziti na pokozku, majici bé&lici G¢inky a chranici vi¢i UV-zafeni, ktere

obsahuje kyselinu isoferulovou nebo jeji sole a organickou kyselinu &i jeji sole.

JP 6199646 podle Derwentova abstraktu popisuje kosmeticky vyrobek k
b&leni pokozky, ktery obsahuje rostlinny extrakt, mocCovinu a stabilizator
mo&oviny. Extrakt miZe byt zvolen z Siroké $kaly rostlin vetné glycyrrhizae
radix (1ékoficového kofenu). Podobn& mize byt stabilizator moCoviny zvolen ze

Siroké skupiny, ktera zahrnuje alifatické dikarboxylové kyseliny.

WO 98/17269 piedklada prostfedky, obsahujici zineéné sole konjugovane
kyseliny linolové, k 1é&b& koznich onemocnéni jako jsou ekzém, lupenka a
dermatitidy. Popsané prostfedky nejsou pouZivany k inhibici syntézy melaninu,
ani nejsou obohaceny specifickym trans 10, cis 12 isomerem konjugované

lyseliny linolové.

US 4 393 043 popisuje kosmetické pfipravky pro mistni aplikaci vitaming
na pokozku, zejména vitaminu F, ktery sestava zejména z kyseliny linolové.
Piipravky jsou stabilizovany pfidanim rostlinného oleje. Nejsou zde nikde
zmin&ny prostfedky obohacené jednim specifickym isomerem kyseliny linolové,

ani ptipravky nejsou pouZzivany k inhibici syntézy melaninu.




Vyse zminéné vyrobky dosud nenalezly Siroké pfijeti a v této oblasti tak

zustava potfeba zlepSeni.
Autofi vynalezu nyni zjistili, Ze rostouci redukci melaninového produktu
lze ziskat aplikaci na kzi takovych kosmetickych prostfedki, které obsahuji

specificky isomer konjugované kyseliny linolové, nebo jeho derivaty.

Podstata vyndalezu

Podle prvniho aspektu piedkladaného vynalezu je zde poskytovan

prostfedek pro mistni podani, zahrnujict:

(a) konjugovanou kyselinu linolovou, a/nebo jeji derivaty, zahrnujici
tastice konjugované kyseliny linolové, kde alespoit 1 % hmotn. konjugované

kyseliny linolové a/nebo &astic je pfitomno jako trans 10, cis 12 isomer; a

(b) dermatologicky pfijatelné vehikulum (pojidlo, nosic).

Takové prosttedky jsou zvla§t& vhodné k mistnimu nanaSeni na lidskou
pokozku k posileni redukce tvorby melaninu a tim k zesvétleni pokoZzky, na niz

byly naneseny.

Podle druhého aspektu poskytuje ptedkladany vynalez kosmeticky postup
pro zesvétleni lidské pokozky, zplsob, zahrnujici naniSeni prostfedku pro

mistni podani, jak byl popsan vySe, na kizi.

V dalsim aspektu vynalez rovnéz poskytuje pouZziti konjugované kyseliny
linolové, a/nebo derivatd této latky, obsahujicich astice konjugované kyseliny
linolové, v prostfedku pro mistni pouziti k zesvétleni lidské pokozky, v némz
alespofi 1 % hmotnosti konjugované kyseliny linolové a/nebo &astic je pfitomno

jako trans 10, cis 12 isomer.




V jestd daldim aspektu vynalezu, se zvrat zesvétleni kiiZe, vyvolaného
pisobenim vyse popsané konjugované linolové kyseliny a/nebo jejich derivatd,
zabrafiuje zadlenénim ochrany va&i sluneénimu zafeni, absorbujici ultrafialové
zateni, do prostfedkll podle prvniho aspektu pfedkladaného vynalezu. Vyrazem
"ochrana viéi slunednimu zafeni" se mini jakykoli material, at organicky nebo
anorganicky, ktery miZze chranit pokozku pfed ultrafialovym zafenim v rozmezi

290 az 400 nm.
Trans10, cis12 isomer, obsahujici konjugovanou linolovou kyselinu

Konjugovana kyselina linolova (zde oznafovana jako CLA) zahrnuje
skupinu polohovych a geometrickych isomerd kyseliny linolové, u nichZ jsou
mo¥né razné konfigurace cis a trans dvojnych vazeb v polohach (6, 8), (7, 9),
(8, 10), (9, 11), (10, 12) nebo (11, 13). Existuje tedy 24 odliSnych isomerd
CLA.

Zakladni aktivni latkou prostiedkid podle pfedkladaného vynalezu je trans
10, cis 12 (dale zde uvadény jako t10, c12) isomer. Tento konkrétni isomer

volné kyseliny ma strukturu (I), zndzornénou nize:

/\/\/W/M CO, H

(I)

Vynalez rovnéz obsahuje derivaty volné kyseliny, které tak obsahuji
konjugované &astice kyseliny linolové. Derivaty s vyhodou zahrnuji ty, jeZ jsou
ziskany substituci karboxylové skupiny kyseliny, jako jsou estery (napf.
retinylové estery, triglyceridové estery, monoglyceridové estery, diglyceridové
estery, fosfoestery), amidy (napi. ceramidové derivaty), sole (napf. sole
alkalického kovu a sole kovl alkalickych zemin, amonné sole); a/nebo ty, jez
jsou ziskany substituci na C18 uhlikového fetézce, jako o-hydroxy- a/nebo

B-hydroxyderivaty.




V piipadé triglyceridovych esterovych derivatd jsou zahrnuty veskeré
polohové isomery CLA substituentl na glycerolové kostie. Triglyceridy museji
obsahovat alespoil jednu CLA &astici. Naptiklad ze tfi esterifikovatelnych poloh
glycerolové kostry mohou byt polohy 1 a 2 esterifikovany CLA a jinym tukem v
poloze 3, anebo v jiném ptipadé miZze byt glycerolova kostra esterifikovana

CLA v polohach 1 a 3 a jinym tukem v poloze 2.

Kdekoli je v tomto popisu vynalezu pouZity vyraz "konjugovana kyselina
linolova" nebo "CLA", je tfeba ho chapat tak, Ze jsou v ném rovnéz zahrnuty

derivaty, obsahujici CLA &astice.

Vyraz "CLA &astice" se vztahuje k acylové &asti (Castim) dlouhého

alifatického retézce CLA derivatu.

Vyraz "t10, c12 isomer obsahujici CLA" znamena, ze alespon 1 % hmotn.
celkové CLA a/nebo CLA &astic, pfitomnych v prostfedku, je ve formé trans 10,
cis 12 isomeru. S vyhodou je ve formé& t10, c12 isomeru alespodi 20 %, lépe pak
alespofi 50 % hmotn. celkové CLA a/nebo Castic pfitomnych v prostfedku. Ve
zvl4§té upiednostiiovaném zt&lesnéni je ve formé t10, c12 isomeru alespoil 70

%, hmotn. celkové CLA a/nebo ¢astic.

CLA a/nebo jeji derivaty obsahujici CLA &astice podle pfedkladaneho
vynalezu mohou byt piipraveny zplsobem, popsanym ve WO 97/18320.

Uptednostiiovany zpisob pfipravy je uveden nize v Ptikladu 1.

Aktivni latka, isomer t10, c12 obsahujici CLA, pro pouziti podle
ptedkladaného vynalezu, je v prostfedku pro mistni podani pfitomna v u€inném
mno¥stvi. B&zné& je celkové mnoZstvi aktivni latky piitomno v mnoZstvi od
0,00001 % do 50 % hmotnostnich prostfedku. Jesté lépe je toto mnozstvi v
rozmezi od 0,01 % do 10 % a nejlépe od 0,1 % do 5 % pro maximalni pfinos pri

nejmensich nakladech.




Dermatologicky pfijatelné vehikulum

Prostiedek podle vynéalezu rovnéz obsahuje dermatologicky/kosmeticky
piijatelné vehikulum, pusobici jako fedidlo, dispersni latka nebo nosi¢ pro
aktivni latku, t10, c12 isomer, obohaceny CLA. Vehikulum méZe obsahovat
materialy b&zné pouZivané u vyrobkd pro pééi o pokozku jako jsou voda,
kapalné nebo pevné zméklovadlo, silikonové oleje, emulgatory, roz;;.(—)‘;étédla,-

zvlh&ovadla, zahustovadla, pragky, hnaci latky (propelanty) a podobné.

Vehikulum bude obvykle tvofit od 5 % do 99,9 % a s vyhodou od 25 %
do 80 % hmotnosti prosttedku a miZe, v nepfitomnosti jinych kosmetickych

piidavnych latek, vytvaret ztstatek prostiedku.
Volitelné latky piinosné pro pokozku a kosmetické pfidavné latky

Kromé aktivni latky, t10, ¢12 isomeru s obsahem CLA, mohou byt
zatlenény do prostredku i jiné specifické aktivni latky pfinosné pro pokozku,
jako jsou ochranné latky vi&i sluneénimu zafeni a/nebo jind Cinidla zesvétlujici
pokozku.Pokud je ochrannou latkou vi&i sluneCnimu zafeni organicka latka,
bude obvykle obsahovat alespofi jedno chromoforni &inidlo absorbujici v
ultrafialové oblasti od 290 do 400 nm. Chromoforni organicka &inidla chranici
pfed slunednim zarenim lze rozdélit do nésledujicich kategorii (se specifickymi
ptiklady), zahrnujicich: kyselinu p-aminobenzoovou, jeji sole a derivaty
(ethylové, isobutylové, glycerylové estery; kyselinu p-dimethylamino-
benzoovou), anthranilaty (o-aminobenzoaty; methylové, fenylové, benzylove,
fenylethylové, linalylové, terpinylové a cyklohexenylové estery); salicylaty
(oktylové, amylové, fenylové, benzylové, menthylové, glycerylové a dipropylen-
glykolové estery); derivaty kyseliny skoficové (menthylové a benzylové estery,
a-fenylcinnamonitril; butylcinnamoylpyruvat); derivaty kysliny
dihydroxyskoficové (umbelliferon, methylumbelliferon, methylaceto-

umbelliferon); derivaty kyseliny trihydroxyskoficové (esculetin, methylesculetin,




daphnetin, a glukosidy, esculin a daphnin); uhlovodiky (difenylbutadien,
stilben); dibenzalaceton a benzalacetofenon; naftolsulfonaty (sodné sole
2-naftol-3,6-disulfonové kyseliny a 2-naftol-6,8-disulfonové kyseliny); kyselinu
dihydroxynaftoovou a jeji sole; o- a p-hydroxybifenyldisulfonaty; kumarinové
derivaty (7-hydroxy, 7-methyl, 3-fenyl); diazoly (2-acetyl-3-bromoindazol,
fenylbenzoxazol, metylnaftoxazol, rizné arylbenzothiazolaty; chininové sole
(bisulfat, sulfat, chloridoleat a tanat), chinolinové derivaty
(8-hydroxychinolinové sole, 2-fenylchinolin); hydroxy- nebo -Eégilgxy-'
substituované benzofenony; kyselinu mocovou a vilourovou; kyselinu tfislovou

a jeji derivaty (napf. hexaethylether); (butylkarbityl) (6-propylpiperonyl)ether;

hydrochinon,; benzofenony (oxybenzon, sulisobenzon, dioxybenzon,
benzoresorcinol, 2,2',4,4'-tetrahydroxybenzofenon, 2,2'-dihydroxy-4,4'-
-dimethoxybenzofenon, oktabenzon; 4-1sopropyldibenzoylmethan,

butylmethoxydibenzoylmethan; etocrylen; a 4-isopropyl-dibenzoylmethan).

Zvlasté vhodné jsou: 2-ethylhexyl-p-methoxycinnamat, 4, 4'-t-butyl-
methoxydibenzoylmethan, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon, oktyldimethyl-
-p-aminobenzoova kyselina, digalloyltrioleat, 2,2-dihydroxy-4-metho-
xybenzofenon, ethyl-4-[bis(thydroxypropyl)]aminobenzoat, 2-ethylhexylsalicylat,
glyceryl-p-aminobenzoat, 3,3,5-trimethylcyklohexylsalicylat, methylanthranilat,
p-dimethylaminobenzoova kyselina nebo aminobenzoat,
2-ethylhexyl-p-dimethylaminiobenzoat, 2-fenylbenzimidazol-5-sulfonova
kyselina, 2-(p-dimethylaminofenyl)-5-sulfoniobenzoxazolova kyselina a smési

takovych latek.

Vhodnéa obchodné dostupnéd organicka &inidla, chranici viéi sluneénimu

zafeni, jsou ta, popsana v nasledujici tabulce.
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nazev podle CTFA

firemni nazev

dodavatel

benzofenon-3

UVINUL M-40

BASF Chemical Co.

benzofenon-4

UVINUL MS-40

BASF Chemical Co.

benzofenon-8

SPECTRA-SORB UV-24

American Cyanamid

DEA-methoxyskofi¢nan

BERNEL HYDRO

Bernel Chemi_ga_l

ethyldihydroxypropyl-PABA

AMERSCREEN P

Amerchol Corp.

glyceryl-PABA

NIPA GM.P.A.

Nipa Labs.

homosalate

KENESTER HMS

Humko Chemical

menthylanthranilat

SUNAROME UVA

Felton Worldwide

octocrylene UVINUL N-539 BASF Chemical Co.
oktyldimethyl-PABA AMERSCOL Amerchol Corp.
oktylmethoxyskofi¢nan PARSOL MCX Bernel Chemical

oktylsalicylat

SUNAROME WMO

Felton Worldwide

PABA

(kys. paraaminobenzoova)

PABA

National Starch

2-fenylbenzimidazol-5-sulfono-

va kyselina

EUSOLEX 6300

EM Industries

TEA-salicylat SYBARINE W Felton Worldwide
2-(4-methylbenzyliden)kafr EUSOLEX 6300 EM Industries
benzofenon-1 UVINUL-400 BASF Chemical Co.
benzofenon-2 UVINUL D-50 BASF Chemical Co.

benzofenon-6

UVINUL D-49

BASF Chemical Co.

benzofenon-12

UVINUL 408

BASF Chemical Co.

4-isopropyldibenzoylmethan

EUSOLEX 8020

EM Industries

butylmethoxydibenzoylmethan

Parsol 1789

Givaudan Corp.

etocrylene

UVINUL N-35

BASF Chemical Co.

DEA = diethanolamin, TEA = triethanolamin




Pouzity mohou byt 1 anorganické latky, chranici pfed slune&nim zafenim,
jako mikromlety oxid titani€ity, oxid zine€naty, polyethylen, polyamidy (napf.
nylon) a razné jiné polymery. Mnozstvi ¢inidel, chranicich pfed sluneénim
zafenim (at organickych nebo anorganickych), se bude obecné pohybovat od

0,1 do 30 %, lépe od 2 do 20 % a optimalné od 4 do 10 % hmotnostnich.

Vehikulum muize rovnéz dale obsahovat pfidavné latky jako jsou parfémy,

antioxidanty, znepruhlednujici latky, konzervaéni latky, barviva a pufry.
Priprava vyrobku, formovéni, pouziti a baleni

Pro ptipravu prostfedku pro mistni podani podle pfedkladaného vynalezu
muze byt pouZito obvyklého zplsobu pfipravy vyrobkd pro pééi o pokozku.
Aktivni slozky jsou obecné zallenény do dermatologicky pfijatelného nosice
béZznym zpasobem. Aktivni slozky mohou byt vhodné nejprve rozpustény nebo
dispergovany v ¢asti vody &1 jiného rozpoustédla nebo tekutiny, kterd ma byt
za&lenéna do prostfedku. Upfednostiovanymi prostfedky jsou emulze typu oleje

ve vodé nebo typu vody v oleji.

Prostiedek mize byt také ve formé bé&znych vyrobkd pro pééi o pokozku
jako je krém, gel &1 plefova voda a podobné. Prostfedek mize byt rovnéZz ve
form& tak zvaného "smyvatelného" vyrobku, naptiklad koupelového <&i
sprchového gelu, ktery mize obsahovat davkovaci zatizeni pro aktivni latky k
podpofe pfilnavosti na pokozku b&hem oplachovani. Nejvice se upfednostiiuje
vyrobek ve formé "nesmyvaného" vyrobku, uréeného pro naneseni na pokozku

bez zamérného oplachnuti brzo po naneseni.

Prosttedek miZe byt balen jakymkoli vhodnym zpisobem jako v nadobce,
v lahvi, v tubé, v nadobce s kuli¢kovym rolerem a podobné, a to béznym

zplisobem.
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Vyrobek mize byt nanaSen na pokozku stejnym zplsobem jako béZné
vyrobky pro pé¢i o pokozku, napf. mize byt nanaSen 1 aZ 3 krat denné na
pokozku napf. tvafe a/nebo rukou a pazi. V pripadé pigmentovych skvrn maze
uzivatel naptiklad zvolit nana$eni vyrobku pouze na postizena mista. Zesvétleni
kiize se obvykle stane viditelnym po 2 az 3 mésicich v zavislosti na stavu
pokozky, koncentraci aktivnich slozek ve vyrobku a mnozstvi nanaSené¢ho
vyrobku a &etnosti jeho nanaseni. Pfedkladany vyrobek je zvlast€ vhodny pro
obecné zesvétleni pokoZky, zejména pokud obsahuje také ochranné éin'i’;lllo_ ﬁroti .

slunednimu zafeni v tom pfipadé, Ze vyrobek je uréen pro denni pouZivani.

Pro lepsi pochopeni predkladaného vynélezu jsou uvedeny, pouze pro

jeho dokresleni, nasledujici pfiklady.

Priklady provedeni vynilezu

Priklad 1

Tento piiklad ozfejmuje syntézu CLA, obsahujici 80,5 % hmotnostnich

t10, c12 isomeru vzhledem ke hmotnosti celkovych ¢astic CLA.

Smésné isomery CLA se pfipravuji alkalickym pdsobenim za vysoké
teploty na saflorovy olej, pfi¢emz vznika CLA se stejnymi mnoZstvimi isomeru
c9, t11 a isomeru t10, c12. CLA obohacena isomerem c9, t1l se ze smési
odd&luje selektivni esterifikaci s laurylalkoholem za pouziti Geotrichum
Candidum jako katalyzatoru. Po kroku esterifikace a oddg&leni jsou zbyvajici

volné kyseliny CLA obohaceny isomerem t10, c¢12 a isolovany.

Vyroba smésnych isomeru CLA

Hydroxid sodny (0,6 kg) jako vysoce &isté analytické ¢inidlo (oznaceni
Analar®, AR) byl rozpuitén v 6 kg propylenglykolu o farmaceutické Cistoté

smisenim a zahfatim na 80 az 85°C. Vzorek byl ochlazen a poté byly pfidany 2
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kg saflorového oleje. Za pouziti zafizeni pro pokusnd mnostvi byla sm&s
udrzovana ve varu pod zpétnym chladi¢em (pfi refluxu) po dobu 3 hodin za
rychlého michéni a pfi teplot€ 170°C. Pak byla reak&ni smés ochlazena piiblizné
na 95°C, michani bylo zpomaleno na stfedni rychlost a sm&s byla neutralizovana
za pouziti 1,28 litru 35,5 % kyseliny chlorovodikové, rozpusténé v

demineralizované vodé (8 1), pfi udrzovani teploty pfiblizn& na 90°C. Reaké&ni

smés byla ponechina se usadit a vodnd fize byla slita. Olejova faze byla

dvojnasobné promyta vzdy 1 litrem 5 % AR solného roztoku a dvojnasobng
promyta vidy 1 litrem demineralizované vody pti 90°C, pii¢emz byl
odstrafiovan jakykoli mydlovity material. Olej obohaceny CLA byl suSen pii
100°C ve vakuu pfed odvodnénim pii teploté ptiblizng 50°C a zfiltrovan na
Blichnerové nalevce pres filtrani papir Whatman a tenkou vrstvu celitového
hyflo-filtru. Olej s obsahem smésnych isomerd CLA byl do své spotieby

uchovavan pod dusikem pti -25°C.

Vyroba CLA, obohacené ¢9, t11 isomerem

(I) Ptiprava laurylestert:

CLA, pfipravena ze svétlice (2,0 kg), byla pfidana ke 2 molarnim
ekvivalentiim laurylalkoholu (1-dodekanol; 98 % od Aldrich chem.) spolu s 5,96
kg demineralizované vody. Teplota byla upravena na 25°C a 1 % (hm./hm.)
Geotrichum Candidum (od Amano Pharmaceuticals, Japonsko) bylo pfidano po
pfedchozim smisenim s malym mnoZstvim vody a dikladné michano. Reakce
byla ukondena po 44 hodinach. Nadoba byla zahfata na 80 az 90°C, vodna
vrstva byla odCerpéna a olej byl promyt demineralizovanou vodou a su3en ve
vakuu 30 minut pfi 100°C. Poté byl olej zchlazen na 50°C a =zfiltrovan na
Bichnerové nalevce pies filtrani papir Whatman a tenkou vrstvu celitového

hyflo-filtru.

(IT) Oddéleni obohacené t10, ¢12 CLA:
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Zbyly laurylalkohol byl odstran&n pfi 130°C rychlosti 25 a¥ 35 ml za
minutu molekularni destilaci. Zbytek byl hrub& rozdélen na laurylestery
(obohacené ¢9, t11 CLA) a volné kyseliny (obohacené t10, cl12 CLA)

odparenim pii 158°C a rychlosti toku 25 a% 35 ml za minutu.

Isolace obohacené t10, c12 CLA

Volné kyseliny CLA z kroku (II) uvedeného vyse byly opét c{estilovény
pii 160-165°C a rychlosti toku 20 az 30 ml za minutu ke sni¥eni obsahu esteru.
Obsah zbytkového laurylalkoholu byl dale sniZen destilaci pii 131°C a rychlosti
toku 25 az 30 ml za minutu. Pro odstranéni veSkerého zbytkového
laurylalkoholu byly volné alkoholy esterifikovany na mastné kyseliny ptitomné v
reakéni smési za pouziti SP392 Mucor miehei lipazy (5%, $arze 0110 od Novo
Nordisk). Obohacené t10, c12 CLA, obsahujici mastné kyseliny, byla oddélena
od laurylesterl za pouziti molekularni destilace ve vakuu pti 155°C a rychlosti
toku 15 az 20 ml za minutu. SloZeni obohacené t10, c12 CLA, vyrobené timto

zpisobem, je uvedena nize v Tabulce 1.

Tabulka 1
sloZeni typ. preparatu mastnych kyselin B
CLA, obohaceného t10, c12 (hm. %)
c9, tl1 8,3
t10, c12 53,9 (80,5 % celkové CLA)
c9, cll & ¢cl0, c12 2,9
t9, t11t & t10, 12t 1,1
jind CLA 0,7
celkova CLA 66,9
mastné kyseliny 16:0 13,6
16:1 -
18:0 4,6
18:1 10,3
18:2 (ne CLA) 3,1
jiné mastné kyseliny 1,5
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Priklad 2

Priprava t10, ¢12 CLA triglyceridd

CLA obohacena t10, c12 isomerem (10 g), pfipravena podle piikladu I,
byla smisena s 1,01 g (10,1 %) glycerolu (Pricerine 9083 glycerin CP od firmy

Ellis and Everards) a pfidano bylo 0,5 g (ptiblizn& 5 %) nespecifické lipazy z

SP392 Mucor Miehie (Mucor Miehie od firmy Novo Nordisk, Sarze 0110).
Smichané latky byly michany ve vakuu v rotalni odparce pii 60°C za slabého

unikani dusiku.

Po 96 hodinach byla reakce zastavena filtraci smési pfes tenkou vrstvu
filtratni pomiicky celite super-cel na Bilichnerové nélevce, &imz byla

shromazdéna olejova faze s obsahem CLA triglyceridl. Jeji slozeni je uvedeno

nize v Tabulce 2.

Tabulka 2

slozeni mastnych kyselin v

pomérné proc. udaje z

c9, cll & ¢l10, cl12
t9, t11t & t10, 12t
jind CLA
celkovd CLA
mastné kyseliny 16:0
16:1
18:0
18:1
18:2 (ne CLA)
jiné mastné kyseliny

triglyceridech celkovych mastnych kyselin
lipidu

9, t11 8.3

t10, c12 54,8 (81,7 % celkové CLA)

2,7
1,3
0
67,1
13,5
0,1
4,9
10,3
3.4
0,7

2
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Priklad 3

Metodologie stanoveni

Uchovavani bunék

Buiiky melanomu B16-F1 mys$i (Americka sbirka typl kultur, American

Type culture Collection, Maryland, USA) byly uchovavany v kultivaénich
lahvich o objemu 75 cm® v médiu RPMI 1640 (ICN-Flow, katalog. ¢&islo
12-60-54), dopln&ném L-glutaminem (4 mmol.I"") a 10% fetalnim hovézim
sérem (FBS) pft 37°C ve vodou nasycené atmosféie s obsahem 5 % CO, ve

vzduchu. Buiiky byly pasazovany dvakrat tydné.
Stanoveni pigmentace

Malo se slévajici B16 butky byly zaokoviny na 96 jamkové
mikrotitracni desti¢ky v hustoté 5 000 bunék na jamku a poté byly kultivovany
pfes noc v médiu DMEM (Life Technologies, NY), obsahujicicm 10% fetalni
hovézi sérum a 1% penicilin/streptomycin bez fenolové Eervené p¥i 37°C v 5%
CO, atmosféte. Po 24 hodinach bylo médium nahraZeno &erstvym médiem,
obsahujicim testované latky, nebo kontrolni vehikulum. Butiky byly inkubovany
72 hodin, po nichz byl melanin v kontrolnich jamkach viditelny. Dale bylo
médium obsahujici melanin z kazdé jamky pfeneseno do prazdné 96 jamkové
desticky a kvantifikovdno odectenim absorbance pfi 530 nm za pouZiti
spektrofotometru pro mikrotitraéni desticky (Dynatech MR5000) a korigovanim
vi¢i zakladni absorpci Cerstvého média. Vzhledem k tomu, Z%e korigovani
absorpce odpovidd koncentraci melaninu, procentni mnoZstvi pigmentace pro

latku, testovanou na zesvétleni pokozky, mize byt pocitano jako:

% pigmentace = (ODs,, test/ODg,, ref) x 100 %
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kde ODy;, test a ODy;, ref oznaduji primérnou korigovanou absorpci média z
bungk s testovanou latkou a primérnou korigovanou absorpci média z bunék
bez testované latky. Procentni inhibice vyvolana testovanou latkou tedy &ini

100 - % pigmentace.

Stanoveni Zivotnosti bun&k

Produkce melaninu maZe byt sniZena inhibici melanogenese, ale mize byt
ovlivnéna také cytotoxicitou, nebo bun&&nou proliferaci. K otestovani, zda k
takovym jevim doslo, byla sledovana ¥ivotnost bun&k absorpci neutralniho
Cerveného barviva. Neutralni Serveti je vodou rozpustné barvivo, které prochazi
neporuSenou plazmatickou membranou a koncentruje se v lysosomech
neporuSenych buné&k. Celkové zachyceni neutralni &ervend Jje umérné podétu

zivoucich bunék v kultute.

Ihned po odstranéni média z mikrotitraénich jamek pro stanoveni
melaninu bylo k bufikdim pfidano 200 ul Cerstvého, predehratého barviva
neutralni erved (od firmy Sigma, UK, katalog. &islo 2889) v mnozstvi 25 pg/ml
média a inkubovano 3 hodiny jako pii kultivaci bun&k. Barvivo, které nebylo
absorbovano butikami, bylo odstran&no pievracenim desticky a poklepanim na
ssavy papir. Bufiky byly promyty 200 ul PBS (pufrovany solny roztok), ktery
pak byl opé&t odstranén. Nasledn& bylo pfidano 100 pl rozpoustédla (50 % H,O,
49 % ethanolu, 1 % kyseliny octové). Po 20 minutich pfi teploté okoli byla
kazda desti¢ka 5 sekund protiepavana na tfepaCce pro mikrotitraéni desti¢ky.

Absorpce byla méfena tak, jak bylo popsano vyse.
Testy
Tabulka 3 viz nize udava latky, stanovované v testu zesvétleni pokozky a

mnoZstvi, v nichz byly poddvany. Rovné? jsou v ni uvedena procenta inhibice

tvorby melaninu, vyvolané dfive popsanymi testovanymi latkami.
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Hodnoty men$i nez 100% melaninova kontrola ukazuji na inhibici
melanogenese. Vysledky v tabulce 3 tedy ukazuji, Ze CLA obsahujici t10, ¢12

isomer CLA inhibuje tvorbu melaninu.

V pokusech byly testované sloudeniny nafedény pomoci DMEM v

mnozstvich, uvedenych niZze v tabulce 3.

"CLA t10, c12" v tabulce odpovidaji CLA, kde 80,5 % hmotn. z celkové

CLA pfedstavuje t10, ¢12 isomer, tj. aktivni &inidlo, patfici do rozsahu
pfedkladaného vynalezu. Pfipraveno bylo podle popisu ve vySe uvedeném

prikladu 1.
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Priklad 4

NiZze uvedené slozeni popisuje emulzni krém podle ptedkladaného

vynalezu.

seve
oeey

L)
L Z 2 XXX ]

plny chem. nazev ¢i ndzev dle CTFA | firemni ndzev %
hmoicnq»sfni
triglycerid CLA (80,5 % t10, c12 2,0
isomeru vzhledem k hmotn. celk. CLA
¢astic vyrobenych dle pf. 2)
dvojsodnd stl EDTA Sequesterene Na2 0,05
kifemicitan hofeénato-hlinity Veegum Ultra 0,6
methylparaben Methyl Paraben 0,15
simethicon DC Antifoam Emulsion 0,01
butylenglykol 1,3 Butylene Glycol 1,3 3,0
hydroxyethyliceluléza Natrosol 250HHR 0,5
glycerin, podle US Iékopisu Glycerine USP 2,0
xanthanova guma Keltrol 1000 0,2
triethanolamin Triethanolamine 99 (%) 1,2
kyselina stearova Pristerene 4911 3,0
propylparaben, nehoflavy Propylparaben NF 0,1
glycerylhydrostearat Naturechem GMHS 1,5
stearylalkohol Lanette 18DEO 1,5
isostearylpalmitat Protachem ISP 6,0
oktanoat C,,-C, alkohold Hetester FAO 3,0
dimethicon Silicone Fluid 200 (50 %) 1,0
cholesterol, nehotlavy Cholesterol NF 0,5
stearat sorbitanu Sorbitanstearat 1,0
butylovany hydroxytoluen Embanox BHT 0,05
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tokoferylacetat Acetét vitaminu E 0,1
stearat PEG-100 MYRI 59 2,0
stearoyllaktylat sodny Pationic SSL 0,5
retinylpalmitat Palmitat vitaminu A 0,06
kyselina hydroxykaprylova kyselina hydroxykaprylova 0,01
alfa-bisabolol alfa-bisabolol 0,2
voda, deionizovana dle"potfeby
do 100

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova

Dimethicone, Simethicon = protip€nivé emulse na bazi dimethylpolysiloxanu,
vyréabi napt. firmy Dow Corning &i Elkay

PEG = polyethylenglykol

Priklad 5

Slozeni krému na pokozku (typu oleje ve vodé&) s ochranou vici

slune¢nimu zafeni podle pfedkladaného vynélezu je popsano nize:
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pfisada hmotn. %
hydroxyethylceluloza 0,50
kfemicitan hofe¢nato-hlinity 0,75
kakaové maslo 1,25
skvalen 1,05
isostearyl isononanoatu 2,25
DC Silicone Fluid 200® (50 CST) 1,25 =
DC Silicone Fluid 200® (100 CST) 0,50
butylenglykol 3,00
Parsol MCX® 3,00
Parsol 1789® 3,00
glycerin 2,50
hyaluronat sodny 0,50
CLA triglycerid t10, c12 5,00
glycereth-7-hydroxystearat 1,50
kyselina stearova 3,50
cetyl/stearylalkohol 2,55
sodna PCA 2,10
glyceryl hydroxystearatu 1,25
tokoferol 0,35
methylparaben 0,20
propylparaben 0,10
Glydant® 0,30
steareth-20 1,20
dvojsodnd sil EDTA 0,05
triethanolamin 1,50
deionizovana voda dle potfeby

Parsol MCX® = 2-ethylhexyl-p-methoxyskofi¢nan

Parsol 1789 = butylmethoxydibenzoylmethan; avobenzon
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DC Silicone Fluid 200® = dimethylsiloxanovy polymer, viskozita v SI:

leps=10°m?s!

Glydant® = [DMDM(dimethylolmethyl)hydantoin]
glycereth = polyethylenglykolovy ester glycerinu
steareth 20 = polyoxyethylen(20)stearylether
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PATENTOVE NAROKY

1. Prostfedek pro mistni podani, vyznadujici se tim, Zze
obsahuje:

(a) konjugovanou kyselinu linolovou, a/nebo jeji derivaty, kde alespoii 50
% hmotn. konjugované kyseliny linolové a/nebo jejich derivatl je pfitomno

jako trans-10, cis-12 isomer; a

(b) dermatologicky pfijatelny nosi¢.

2. Prostfedek pro mistni podani podle naroku I, vyznacujici se
tim, Ze obsahuje 0,00001 % az 50 % hmotnostni prostfedku a lépe 0,01 az 10
% hmotnostni prostfedku uvedené konjugované kyseliny linolové a/nebo jejich

derivata.

3. Prostfedek pro mistni podéani podle kteréhokoli z narokd 1 ¢12, vy -

znadujici se tim, Zerovnéz obsahuje ochranu vii¢i slunenimu zafeni.

4. ZpGsob kosmetického zesvétleni lidské pokoZzky, vyzna Cujici
se tim, zesena pokorku nanasi prostfedek pro mistni podani podle naroku

1, 2 nebo 3.

5. Pouziti konjugované kyseliny linolové a/nebo jejich derivata v
kosmetickém prostfedku pro mistni podani k zesvétleni lidské pokozky, vy -
znadujici se tim, Zze alespofi 50 % hmotn. konjugované kyseliny

linolové a/nebo jejich derivatil je pfitomno jako trans 10, cis 12 isomer.
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