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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa nanostrukturalne nosniki lipidowe stabilizowane fosfatydylocholina,
ktére moga znalez¢ zastosowanie w formulacjach kosmetycznych oraz farmaceutycznych jako noéniki
hydrofobowych zwiazkéw aktywnych.

Koloidalne systemy dostarczania lekéw, takie jak state nanoczasteczki lipidowe (SLN) oraz na-
nostrukturalne no$niki lipidowe (NLC), od kilku dekad zyskuja coraz wieksze zainteresowanie. W sensie
fizykochemicznym sa to czastki lipidowe zdyspergowane w wodzie i stabilizowane dodatkiem srodkéw
powierzchniowo czynnych (surfaktantéw). Charakteryzujg sie one kulistym ksztattem, duzym stosun-
kiem pola powierzchni do objeto$ci oraz rozmiarami w zakresie od 50 do 1000 nm. Ich gtéwnymi zale-
tami jest: brak toksycznosci wzgledem organizméw zywych, zwiekszenie biodostepnosci hydrofobo-
wych zwigzkéw aktywnych, ktérych sa nosnikami, ukierunkowanie dziatania oraz selektywnosci tych
zwiazkéw pozwalajace ograniczy¢ ich mozliwe skutki uboczne i negatywne oddziatywanie na komérki
zdrowe. Dodatkowo enkapsulacja zwiazku aktywnego umozliwia jego kontrolowane uwalnianie oraz
ochrone przed degradacja wynikajaca z dziatania czynnikéw $rodowiska, takich jak: tlen, swiatto czy
wilgoé. Tego typu noéniki lipidowe moga wiec by¢ wykorzystywane w opracowywaniu terapii celowane;
(S. M. Pyo i inni, Muller, Encapsulation by nanostructured lipid carriers. In Nanoencapsulation Techno-
logies for the Food and Nutraceutical Industries, 2017, 114-137).

Dokumenty US5250236(A1) oraz EP605497(B2) ujawniaja pierwsza generacja lipidowych nano-
nosnikow lekéw jakimi sa state nanoczastki lipidowe (SLN), ktére opracowane zostaty jednoczesnie
przez dwie grupy badawcze. SLN sktadaja sie z lipidowego rdzenia o strukturze krystalicznej, ktory
pozostaje staty w temperaturze pokojowej oraz temperaturze ciata. Opracowanie tego typu nosnikow
byto odpowiedzia na wady dotychczas stosowanych formulacji na bazie nanoemulsji, wynikajace z duzej
mobilnoséci (dyfuzji) enkapsutowanego zwiazku z lipidu ciektego do fazy wodnej. Zastosowanie statego
lipidu o duzej lepkosci pozwolito na ograniczenie procesu dyfuzji, jednakze z uwagi na niska rozpusz-
czalnos¢ zwiazkdéw aktywnych w lipidach statych, wynikajaca z wysokiego stanu uporzadkowania rdze-
nia krystalicznego, zdolnos¢ zatadunku jest ograniczona, jak réwniez mozliwe jest szybsze jego wypie-
ranie podczas diugotrwatego przechowywania w wyniku zmian polimorficznych struktury lipidu.

Nowsza generacja lipidowych nanonosnikow — nanostrukturalne nosniki lipidowe (NLC), poprzez
zastosowanie mieszaniny lipidu statego z ciektym o przestrzennie réznej budowie czasteczek powoduje
zmniejszenie stopnia uporzadkowania struktury krystalicznej matrycy i przez to zwiekszenie mozliwosci
zatadunku zwiazku aktywnego, a takze zmniejsza zjawisko jego wypierania z wnetrza rdzenia lipido-
wego (P. Ganesan i D. Narayanasamy, Sustainable Chemistry and Pharmacy, 2017, 6, 37-56).

Podstawowymi skfadnikami formulacji lipidowych nanoczasteczek jest faza dyspersyjna — woda
lub jednorodna mieszanina wody i rozpuszczalnikdw organicznych, ktéra stanowi od 70 do nawet 99%.
Sktadnikami fazy zdyspergowanej, w ktérej zamykany jest zwiazek aktywny sa zwiazki niepolarne —
lipidy, takie jak: woski, mono-, di- lub tréjglicery Srednio lub dtugotaricuchowych kwasoéw ttuszczowych,
wolne kwasy tluszczowe, alkohole ttuszczowe czy steroidy (np. cholesterol). Stanowia one zwykle od
kilku do kilkunastu procent sktadu formulacji. Wiekszos¢ z lipidowych komponentéw nanoczastek SLN
i NLC posiada status GRAS (z ang. Generally Recognised As Safe) co oznacza, ze sg one nietoksyczne
dla organizméw zywych. Najczesciej wykorzystywanymi lipidami statymi do produkcji nanoczastek lipi-
dowych sa: trimirystynian oraz tristearynian glicerolu, monobehenian, monostearynian lub monopalmi-
tynian glicerolu, kwas stearynowy, palmitynowy, behenowy, palmitynian cetylu, alkohol stearynowy lub
cetylowy. W nanoczastkach typu NLC wykorzystuje sie réwniez lipidy ciekte — oleje, takie jak: trojglice-
rydy kwasu kapronowego i kaprylowego, kwas oleinowy lub naturalne oleje (olej sojowy, rycynowy)
(S.U. Rawal i M.M. Patel, Lipid nanoparticulate systems. Lipid Nanocarriers for Drug Targeting, 2018,
49-138).

Surfaktanty i emulgatory w swojej budowie posiadaja hydrofilowa gtowe oraz hydrofobowy ogon.
Dzieki swojej amfipatycznej budowie powoduja obnizenie napiecia powierzchniowego pomiedzy dwoma
niemieszajacymi sie fazami — fazg wodna oraz lipidem. Odgrywaja dzieki temu dwie bardzo wazne role:
utatwiaja dyspergowanie roztopionego lipidu w fazie wodnej, co jest niezbedne do wytworzenia odpo-
wiednio matych czastek oraz stabilizuja nanoczastki po ochtodzeniu wytworzonej w wyniku homogeni-
zacji emulsji. Surfaktanty, ze wzgledu na ich chemiczna strukture, mozna sklasyfikowac¢ jako: jonowe
(kationowe i anionowe), niejonowe i amfoteryczne. Dobierajac odpowiedni surfaktant podczas opraco-
wywania skfadu formulacji nanoczastek lipidowych nalezy wzia¢ pod uwage szereg czynnikéw takich
jak: wptyw na wielko$¢ i polidyspersyjnos¢, sposéb podania postaci leku, role jaka bedzie odgrywat
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surfaktant podczas degradaciji lipidu w uktadach in vivo. Co wiecej, nalezy réwniez zwréci¢ uwage na
toksycznos¢, kompatybilnos¢ z innymi sktadnikami formulacji, mozliwie jak najmniejsza jego ilo$¢ uzyta
do przygotowania formulacji, niski koszt wytworzenia formulacji i jej, wszechstronne zastosowanie
(R. Shah i inni, Springer Briefs in Pharmaceutical Science & Drug Development, 2015, 1-93). Zwykle
zawartos¢ surfaktantu w formulacjach SLN i NLC zawiera sie w zakresie od 0,5% do 5% (w/v) (J. Par-
deike, i inni, International Journal of Pharmaceutics, 2009, 366 (1-2), 170-184). Surfaktanty niejonowe
maja ta przewage nad jonowymi, ze charakteryzuja sie znacznie nizsza toksycznoscia i efektem draz-
niacym, co jest istotne gdy lek ma by¢ podawany doustnie lub pozajelitowo (D. McClements i J. Rao,
Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 2011, 51 (4), 285-330).

Ze wzgledu na mata biozgodnosc¢ stosowanych syntetycznych surfaktantéw i mozliwosé wywota-
nia przez nie niepozadanych efektéw ubocznych, coraz wieksza uwage kieruje sie w strone wykorzy-
stania w tej roli zwiazkéw naturalnych, a zatem nietoksycznych, majacych witasciwosci emulgujace
i dyspergujace, takich jak na przyktad fosfolipidy (PL).

Fosfolipidy to zwiazki naturalne bedace podstawowym skfadnikiem budulcowym bton komdérko-
wych organizmow zywych, a zatem wykazujace z nimi biozgodnos¢. W swojej strukturze fosfolipidy
posiadaja fragment hydrofilowy sktadajacy sie z reszty fosforanowej potaczonej estrowo z alkoholo-
amina (cholina lub etanoloaming) lub inozytolem, wykazujacy duze powinowactwo do wody i innych
polarnych rozpuszczalnikdéw oraz czes¢ niepolarna (hydrofobowa) sktadajaca sie z dwéch tancuchow
reszt kwasow ttuszczowych zwiazanych estrowo ze szkieletem weglowym glicerolu w pozycji sn-1
i sn-2. W literaturze naukowej i patentowej dostepnych jest wiele doniesieh na temat wytwarzania lipi-
dowych nanoczastek z wykorzystaniem naturalnych fosfolipidéw w charakterze surfaktantu, takich jak
chemicznie czysta fosfatydylocholina (PC), lecytyna pochodzaca z zéttka jaja kurzego lub lecytyna so-
jowa.

W publikacji miedzynarodowej zgtoszenia WO2013105101(A1) opisano sposdb wytwarzania na-
noczastek lipidowych do enkapsulacji hydrofilowych i amfifilowych lekéw takich jak izoniazyd, ryfampi-
cyna, pirazynamid i innych. Jako sktadnik matrycy lipidowej statych nanoczastek lipidowych (SLN)
w podanych przyktadach przygotowania wykorzystano behenian glicerolu lub kwas stearynowy lub mie-
szanine tych dwdch lipidow, a jako stabilizator uzyto niejonowych surfaktantéw — polisorbatu 80 oraz
lecytyny sojowej (PHOSPHOLIPON® 90H), gdzie lecytyna stanowita 99% catkowite] ilosci surfaktantow.
Zastosowana metoda tworzenia mikroemulsji opierata sie na przygotowaniu w pierwszej fazie miesza-
niny surfaktantéw w wodzie oraz stopienia lipidéw. Obie fazy podgrzewano do temperatury 90°C,
a nastepnie do lipidu dodawano roztwér surfaktantéw i leku przy ciagtym mieszaniu. Tak przygotowana
mikroemulsje wlewano do zimnej wody (2°C) przy ciagltym mieszaniu (5 000 rpm), ktére kontynuowano
przez 30 minut lub przez roztwdr mikroemulsji przepuszczano azot przez czas 2 h w celu uzyskania
nanoczastek SLN. Otrzymane w ten sposéb nanoczastki lipidowe charakteryzowaty sie wielkoscia
w przedziale 110—-130 nm oraz niskim indeksem polidyspersyjno$ci (<0,3).

W amerykanskim opisie US20130243848(A1) ujawniono sposob wytwarzania nanoczastek lipi-
dowych o przedtuzonym uwalnianiu mogacych znalez¢ zastosowanie w terapii genowej. Sktad tych na-
noczastek zawierat koniugat siRNA z lipidem kationowym znajdujacy sie w matrycy ztozonej z lipidu
statego (tristearynian glicerolu) otoczonego monowarstwa lipidowa ztozona z lecytyny sojowej oraz 1,2-
-distearoilo-sn-glicero-3-fosfoetanolamino-N-(metoksy(polietylenoglikolu) (DSPE-PEG) w proporcji le-
cytyna : DSPE-PEG 0,2-0,5 : 0,1-0,2. Zgodnie z opisang metoda otrzymano nanoczastki o wymiarach
150-800 nm.

Z amerykanskiego opisu zgtoszenia US20170035701(A1) znany jest rowniez sposdb wytwarza-
nia formulacji farmaceutycznych bedacymi dyspersja lipidow stabilizowanych przez naturalne fosfolipidy
lub glikol polialkilenowy zakornczony fragmentem lipidowym. Wskazano ich zastosowanie jako nanono-
$niki lekéw (docetaksel, amfoterycyna B, irynotekan), sktadnikéw aktywnych nutraceutycznie (kurku-
mina, resweratrol, honokiol, magnolol, kwercetyna) lub tych stabo rozpuszczalnych w wodzie. Jako sur-
faktant stosowano lecytyne sojowa, lecytyne z 26itka jaja kurzego lub syntetyczne fosfolipidy osobno
lub wraz z koniugatami lipidu z polietylenoglikolem lub PEGylowanymi fosfolipidami. Otrzymane no$niki
charakteryzowaty sie wielkoscig czastek w zakresie 90—155 nm, indeksem polidyspersyjnosci w prze-
dziale 0,05-0,8 i stopniem enkapsulacji powyzej 50%.

Powyzsze przyktady zastosowania fosfolipidow w formulacjach farmaceutycznych odnosza sie
do zwiazkdw, ktérych gtéwna funkcja jest emulgowanie i stabilizowanie dyspersji nanoczasteczek lipi-
dowych. Do tej pory w literaturze naukowej i patentowej opisano nieliczne zastosowania fosfolipidéw
bedacych koniugatami z biologicznie aktywnymi zwiazkami pochodzenia naturalnego (PL-BAC, z ang.
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biologically active compound), takimi jak izomery sprzezonego kwasu linolowego (CLA), gdzie fosfolipid
wystepuje w charakterze surfaktantu, bedacego sktadnikiem powierzchni miedzyfazowej lipidowych na-
nonosnikéw. Przyktadem moze byé zastosowanie fosfatydylocholiny zwigzanej kowalencyjnie w pozycji
sn-1 i sn-2 z mieszaning izomerdw cis-9,trans-11 (46%) i trans-10,cis-12 CLA (45%). W opisanej
w publikacji (A. Pucek, N. Niezgoda i inni, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects, 2017, 532, 377-388) metodzie homogenizacji wysokocisnieniowej otrzymano nanoczagstki
SLN i NLC z zastosowaniem mieszaniny polioksyetylenowej pochodnej sorbitanu (Tween® 80) oraz
fosfatydylocholiny modyfikowanej sprzezonym kwasem linolowym w stosunku, odpowiednio 1:1 do 1:5
jako surfaktantéw. Opracowana metoda pozwolita uzyska¢ nanonoéniki lipidowe charakteryzujace sie
wielkoscig w zakresie 160—-230 nm o indeksie polidyspersyjnoéci ponizej 0,29 oraz wartosci potencjatu
zeta (£) pomiedzy -2,7 a -10,4 mV.

Sprzezony kwas linolowy (CLA) to grupa izomerow pozycyjnych i geometrycznych (cis,trans)
kwasu linolowego, w ktérego strukturze wystepuje uktad dwdch sprzezonych ze soba wiazan podwdj-
nych. Zostato udowodnione, ze CLA wykazuje szereg prozdrowotnych wtasciwosci, miedzy innymi
wptywa pozytywnie na funkcjonowanie uktadu immunologicznego, dziata przeciwnowotworowo, prze-
ciwmiazdzycowo, przeciwcukrzycowo, obniza cisnienie krwi oraz wptywa na redukcje tkanki ttuszczowe;j
i przyrost masy miesniowej (B. Yang i inni, Journal of functional foods, 2015, 15, 314-325; K. Koba
i inni, Obesity Research & Clinical Practice, 2014, 8(6), €525-e532). Do najlepiej poznanych izomeréw
CLA nalezy cis-9,trans-11 wystepujacy naturalnie gtdwnie w mleku i ttuszczu zwierzat przezuwajacych,
a ktory stanowi od 76 do 84% wszystkich izomeréw CLA (Y. W. Park i inni, Small Ruminant Research,
2007, 68, 88—113) oraz trans-10,cis-12 CLA znajdujacy sie w produktach naturalnych w nieznaczne;
ilo$ci. CLA otrzymywany jest gtdwnie na drodze syntetycznej w procesie izomeryzacji kwasu linolowego
w srodowisku zasadowym w obecnosci wysokowrzacych polarnych rozpuszczalnikdow organicznych ta-
kich jak glikol etylenowy, glikol propylenowy i glicerol. W wyniku tak przeprowadzonego procesu w za-
leznosci od stosowanych warunkow temperaturowych otrzymuje sie okoto rownomolowa mieszanine
izomerow cis-9,trans-11 i trans-10,cis-12.

Poszczegdine izomery CLA réznia sie miedzy soba wtasciwo$ciami biologicznymi. Badania cyto-
toksyczne przeprowadzone w warunkach in vitro w stosunku do réznych typéw komoérek nowotworo-
wych udowodnity, Ze dany izomer moze posiadac silng aktywnos$¢ antyproliferacyjna wzgledem jednego
rodzaju nowotworu, natomiast w stosunku do innego moze nie wykazywac takiego efektu, badz nawet
stymulowa¢ komorki do wzrostu. Na przyktad izomer trans-10,cis-12 posiada zdolnos¢ do inhibicji wzro-
stu komorek raka jelita grubego (HT-29) podczas gdy cis-9,trans-11 nie wykazuje takiego efektu (H. J.
Cho, i inni, 2006, Journal of Nutrition, 136(4), 893-898). W innych badaniach dotyczacych komdrek raka
jelita grubego (HCT116, SW480) obserwowano apoptoze wywotang dziataniem izomeru trans-10,cis-
-12 w dawce 25-50 uM po czasie inkubacji 72 h, natomiast nie zaobserwowano takiego efektu w przy-
padku izomeru cis-9,trans-11. Podobne zjawisko selektywnego dziatania izomeru trans-10,cis-12 ale
nie cis-9,trans-11 CLA zaobserwowano w przypadku hamowania proliferacji komdérek raka prostaty
(PC-3) oraz raka piersi (MCF-7) (J. D. Palombo i inni, 2002, Cancer letters, 177(2), 163-172; P. Tan-
mahasamut i inni, 2004, The Journal of Nutrition, 134(3), 674-680).

W obliczu tych doniesieh korzystnym wydaje sie stosowanie aktywnych biologicznie izomerow
CLA w formie czystej izomerycznie (>90%) zaréwno jako preparatow w postaci wolnych kwasow ttusz-
czowych lub tez koniugatéw fosfolipidowych gdzie aktywny izomer CLA zwigzany jest z sn-glicero-3-
-fosfocholing wigzaniem estrowym. W publikacji (N. Niezgoda i inni, Australian Journal of Chemistry,
2015, 68(7), 1065-1075) opisano metode syntezy 1,2-di-(10E,12Z-octadekadienoilo)-sn-glicero-3-fos-
focholiny (PC-t10,c12-CLA). Badania in vitro wykazaty, ze PC-t10,c12-CLA hamowat proliferacje komo-
rek raka jelita grubego (HT-29) przy dawce 95,5+39,9 uM po 24 godzinnej inkubacji komoérek z tym
zwiazkiem.

Nieoczekiwanie okazato sie, Ze wprowadzenie zwiazku wykazujacego aktywnosc¢ biologiczna, ta-
kiego jak izomer trans-10,cis-12 CLA do struktury fosfatydylocholiny jako czasteczki o amfiflowym cha-
rakterze, posiadajacej zdolnosci do fatwego przenikania przez btony biologiczne, jest korzystne ze
wzgledu na mozliwosé zwiekszenia przyswajalnosci zwiazku aktywnego oraz wykorzystania takiej fos-
fatydylocholiny w charakterze proleku. Z uwagi na wtasciwosci powierzchniowo czynne koniugaty fosta-
tydylocholiny z biologicznie aktywnymi zwiazkami posiadaja rowniez duzy potencjat jako surfaktant sta-
bilizujacy dyspersje hanonosnikow.
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Zlokalizowanie réznych zwiazkéw aktywnych w dwdch obszarach nanoczastki ogranicza ich wza-
jemna chemiczna i fizyczna interakcje oraz powoduje, ze zwieksza sie sumaryczna ilos¢ substancji ak-
tywnych mozliwych do wprowadzenia w strukture nosnika. Powyzsza koncepcja budowy lipidowych na-
noczasteczek ma na celu skorelowanie aktywno$ci terapeutycznych poszczegoélnych jego komponen-
téw w jednej nanoczastce, by zapewni¢ wzmocnienie efektu terapeutycznego, stwarzajac mozliwosé
ich zastosowania w medycynie personalizowanej, gdzie terapia antynowotworowa moze by¢ dobrana
indywidualnie do potrzeb pacjenta.

Istota rozwiazania wedtug wynalazku sa nanostrukturalne noéniki lipidowe charakteryzujace sie
tym, Zze sktadaja sie z lipidu cieklego bedacego mieszanina trojglicerydéw kwasu kapronowego i kapry-
lowego, oraz Ze stabilizowane sa amfoterycznym surfaktantem z grupy fosfolipidéw a mianowicie 1,2-
-di-(10E,12Z-oktadekadienoilo)-sn-glicero-3-fosfocholing oraz niejonowym surfaktantem polioksyetyle-
nowanym monooleinianem sorbitanu.

Korzystnie jest, gdy niejonowym surfaktantem polioksyetylenowanym monooleinianem sorbitanu
jest polisorbat 80.

Sposob otrzymywania nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych polega na tym, ze w pierwszej
kolejnosci przygotowuje sie faze wodna ze zwiazkami powierzchniowo czynnymi stanowiaca miesza-
nine 1,2-di-(10E,12Z-oktadekadienoilo)-sn-glicero-3-fosfocholiny, w ilosci wagowej od 0,15 do 0,45%
oraz niejonowego surfaktantu polioksyetylenowanego monooleinianu sorbitanu, korzystnie polisorbatu
80, w ilosci od 0,25 do 0,75%. Cato$¢ podgrzewa sie przy delikatnym mieszaniu do catkowitego zdy-
spergowania fosfatydylocholiny ale w temperaturze nie wyzszej niz 70°C. Kolejno przygotowuje sie faze
lipidowa w stezeniu wagowym od 2 do 4% wszystkich skfadnikéw formulacji, stanowiaca mieszanine
stopionego lipidu, statego w temperaturze pokojowej i temperaturze ciata cztowieka oraz lipidu ciektego
bedacego mieszanina tréjglicerydéw kwasu kapronowego i kaprylowego. llos¢ lipidu ciektego stanowi
od 15 do 45% fazy lipidowe]. Nastepnie wlewa sie faze wodng do fazy lipidowej i poddaje sie mieszaniu
przy obrotach 16000-24000 rpm w temperaturze zapewniajacej stan ciekty fazy lipidowej, do momentu
zdyspergowania lipidu. Mikroemulsje poddaje sie dziataniu ultradZwiekdéw, otrzymujac po ochtodzeniu
opalizujaca lub mleczna, termodynamicznie stabilng zawiesine nanostrukturalnych nosnikéw lipido-
wych.

Jako lipid staty mozna zastosowaé mieszanine tri-, mono- i diglicerydéw kwasow ttuszczowych
o dtugosci tanncucha weglowego C8-C18 albo wosk pszczeli albo palmitynian cetylu,

Zaleta wytwarzanych statych nanonosnikéw lipidowych wedtug wynalazku sa: bardzo duza ho-
mogeniczno$¢ produktu, jednorodno$¢ otrzymanych nanoczastek, nanoskopowa wielko$¢ (<200 nm),
wiasciwa dla efektywnego wnikania nanoczastek przez btony biologiczne komoérek, duza stabilno$¢ fi-
zyczna, mata lepkosé. Zastosowanie formulaciji nanoczasteczek wedtug wynalazku jest potencjalnie ko-
rzystne dla aplikacji kosmetycznych i farmaceutycznych zwtaszcza dla terapii przeciwnowotworowe;.

Zaleta wykorzystania 1,2-di-(10E,12Z-octadekadienoilo)-sn-glicero-3-fosfocholiny jest uzyskanie
przedziatowosci w strukturze nanonos$nika lipidowego, gdzie jeden zwigzek aktywny, np. trans-10,cis-
-12 CLA, zwigzany jest kowalencyjnie z PL, a zatem zlokalizowany jest w powierzchni miedzyfazowej
i stanowi prolek, podczas gdy inny sktadnik aktywny farmaceutycznie, np. lek przeciwnowotworowy
moze zostac zatadowany w lipidowym rdzeniu nanoczastek.

Przedmiot wynalazku zostat przedstawiony blizej w przyktadzie wykonania, wzorem 1, a takze na
rysunku, o fig. 1-6, gdzie na fig. 1 przedstawione zostaty wyniki badan wielkosci $rednicy hydrodyna-
micznej (Dn) uzyskanych w wyniku pomiaru metoda dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS) dla for-
mulacji nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych opisanych w przykfadzie wykonania. Na fig. 2 przed-
stawiono wyniki pomiaru potencjatu zeta () uzyskanych metoda DLS. Na fig. 3 przedstawiono zdjecie
nanoczastek NLC wykonane transmisyjnym mikroskopem elektronowym (TEM). Fig. 4 przedstawia wy-
niki testéw stabilnoéci przechowalniczej otrzymanych dyspersji nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych
po czasie 2 i 7 dni przechowywania w temperaturze 4, 20 lub 40°C wyrazonych jako wspétczynnik nie-
stabilnosci obliczony na podstawie wynikdw uzyskanych podczas wirowania w technice sedymentacji
wirowkowej za pomoca analizatora dyspersji LUMiSizer®. Wspdtczynnik niestabilnosci (z ang. instability
index, Inl) oblicza sie na podstawie zmian w transmitancji $wiatta o danej dtugosci fali (tutaj 865 nm) na
catej dtugosci wirowanej prébki spowodowanych separacja faz poprzez $mietankowanie powstate na
skutek dziatania sity odsrodkowej w warunkach wirowania (tutaj 4000 rpm, 25°C) w okre$lonym czasie
trwania analizy, podzielonym przez maksymalna uzyskana transmitancje podczas wirowania. Indeks
niestabilnosci jest liczbg bezwymiarowa i waha sie od 0 (bardziej stabilny) do 1 (bardziej niestabilny).
Fig. 5 ukazuje profil rozdziatu kinetycznego nanoczastek NLC przechowywanych przez czas 2 dni
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w temperaturze 4°C uzyskany za pomoca analizatora dyspersji LUMiSizer®. Fig. 6 przedstawia wyniki
badan cytotoksycznoséci uzyskanych w standardowym tescie MTT podczas inkubacji (24 h) prawidto-
wych komorek nabtonkowych jajnika (linia CHO-K1) z odpowiednio rozcieficzonymi dyspersjami nano-
czastek lipidowych. Stezenie nanoczastek NLC na rysunku fig. 6 podano w przeliczeniu na ilos¢ zwiazku
aktywnego 1,2-di-10E, 12Z-oktadekadienoilo)-sn-glicero-3-fosfocholiny stanowiacego sktadnik fazy sur-
faktantu wyrazona w mikromolach na dms3.

Przyktad:

Roztwér surfaktantu stanowiacy faze wodna, o skiadzie:

e 49525 mg wody dejonizowane;

e 22,5 mg (0,45% wagowych) 1,2-di-(10E,12Z-octadekadienoilo)-sn-glicero-3-fosfocholiny
otrzymanej zgodnie z opisang metoda (N. Niezgoda i inni, Australian Journal of Chemi-
stry, 2015, 68(7), 1065—-1075) o sktadzie izomerycznym reszt sprzezonego kwasu linolo-
wego (wg GC): trans-10,cis-12 — 96,5%; cis-9,trans-11 — 2,8%; — 2,5%; inne izomery — 0,7%

e 25 mg (0,5% wagowych) polisorbatu 80 (Tween® 80),

miesza sie przy pomocy mieszadta magnetycznego w temperaturze 55°C przez 1 h, do catkowitego
zdyspergowania fosfatydylocholiny, a nastepnie stabilizuje w temperaturze 53°C przez 20 minut.
Faze lipidowa stanowiaca 2% wagowych wszystkich sktadnikéw formulacji (100 mg), o skfadzie:

e 70 mg mieszany gliceryddw kwasow ttuszczowych o dtugosci fancucha weglowego
C8-C18 (Gelucire® 43/01)

e 30 mg lipidu ciektego (Miglyol® M812N) — trojgliceryd kwasu kapronowego i kaprylowego
(30% wagowych fazy lipidowej),

podgrzewa sie w temperaturze 53°C do rozpuszczenia i stabilizuje w temperaturze 53°C przez czas
20 minut. Do tak przygotowanej fazy lipidowej wlewa sie roztwér surfaktantow i miesza w statej tempe-
raturze 53°C przy pomocy wysokoobrotowego homogenizatora stosujac obroty 24000 rpm przez 2 mi-
nuty, nastepnie otrzymana mikroemulsje niezwiocznie poddaje sie dziataniu ultradzwiekéw za pomoca
sonikatora o mocy 130 W i czestotliwo$ci 20 kHz przez 3 minuty stosujac moc réwng 90% amplitudy.
Po tym czasie pozostawia sie otrzymana nanoemulsje do ochtodzenia w temperaturze pokojowej otrzy-
mujac mleczna dyspersje nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych, ktérych srednica hydrodynamiczna
(Dn) wynosi 109,6+2,3 nm; indeks polidyspersyjnosci (Pdl) rowny jest 0,159+0,002; a potencjat zeta (C)
to-11,9+0,16 mV.

Zastrzezenia patentowe

1. Nanostrukturalne noéniki lipidowe NLC, znamienne tym, ze sktadajg sie z lipidu ciektego be-
dacego mieszanina trojglicerydéw kwasu kapronowego i kaprylowego, oraz Ze stabilizowane
sg amfoterycznym surfaktantem z grupy fosfolipidéw a mianowicie 1,2-di-(10E,12Z-octadeka-
dienoilo)-sn-glicero-3-fosfocholing o wzorze 1 oraz niejonowym surfaktantem polioksyetyleno-
wanym monooleinianem sorbitanu.

2. Nanostrukturalne nosniki lipidowe NLC wedtug zastrz. 1, znamienne tym, Zze niejonowym sur-
faktantem polioksyetylenowanym monooleinianem sorbitanu jest polisorbat 80.
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