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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nanostrukturalne nosniki lipidowe z izomerem sprzezonego kwasu
linolowego, ktére moga znalez¢ zastosowanie w formulacjach farmaceutycznych i kosmetycznych oraz
w przemysle nutraceutycznym.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposdb otrzymywania nanostrukturalnych noénikéw lipido-
wych z izomerem sprzezonego kwasu linolowego.

Termin sprzezony kwas linolowy (CLA) odnosi sie do grupy pozycyjnych i geometrycznych izo-
merdéw kwasu linolowego (C18: 2, ¢is-9,cis-12), zawierajacych uktad dwdch sprzezonych ze sobg wia-
zan podwajnych, ktére moga wystepowac zarowno w konfiguracji cis jak i trans, wzdtuz catego osiem-
nastoweglowego fancucha kwasu ttuszczowego. Teoretycznie CLA moze posiada¢ 28 réznych izome-
row, z czego dwa — c¢is-9,trans-11 i trans-10,cis-12, sa najszerzej opisane w literaturze naukowe;j, jako
izomery majace pozytywny wptyw na zdrowie cztowieka. Gtdwnym izomerem geometrycznym wystepu-
jacym w przyrodzie jest cis-9,trans-11 CLA, wytwarzany jako produkt posredni podczas biouwodornienia
kwasu linolowego do kwasu stearynowego (C18:0) przez mikroorganizmy, gtéwnie bakterie Butyrivibrio
fibrisolvens, wystepujace w przewodzie pokarmowym przezuwaczy (C. R. Kepler i inni, Journal of Bio-
logical Chemistry, 1966, 241(6), 1350-1354); dlatego tez cis-9,trans-11 CLA zwany jest rowniez kwa-
sem rumenowym. Wytwarzany jest on réwniez endogennie z kwasu wakcenowego (C18:1, trans-11)
w wyniku dziatania AS-desaturazy w gruczole mlecznym oraz miesniach i gromadzi sie w tluszczu mleka
i tkankach zwierzat przezuwajacych (J. M. Griinari i inni, The Journal of Nutrition, 2000, 130(9), 2285—
2291). Stad tez cis-9,trans-11 CLA stanowi az 80-90% catkowitej zawartosci CLA w ttuszczu przezu-
waczy, podczas gdy trans-10,cis-12 CLA wystepuje w nim w ilosci okoto 1% catkowitej zawartosci izo-
meréw CLA. Tak wiec produkty mleczne i miesne sg giéwnym zrodtem CLA w diecie cziowieka.

Rosnace w ostatnich latach zainteresowanie CLA jest zwigzane z jego szeroka aktywnoscig bio-
logiczna. Gtéwne efekty prozdrowotne jakie zostaty do tej pory potwierdzone badaniami naukowymi in
vitro jak i in vivo, na zwierzetach i ludziach to miedzy innymi: dziatanie przeciwmiazdzycowe, immuno-
modulacyjne, przeciwcukrzycowe, dziatanie obnizajace cisnienie krwi, wspomagajace redukcje tkanki
tluszczowej i stymulujace przyrost tkanki 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). Wiekszos¢
przeprowadzonych dotychczas badan dotyczacych wptywu CLA na zdrowie przeprowadzono przy za-
stosowaniu mieszaniny izomeréw CLA, zwykle sktadajacej sie z okoto rownomolowych ilosci cis-9,trans-
-11 i trans-10,cis-12 CLA, z domieszka innych izomeréw. Obecne badania skupiaja sie na poznaniu
mechanizmoéw dziatania sprzezonego kwasu linolowego oraz zbadaniu réznic w aktywnosci i sposobie
dziatania poszczegdlnych jego izomerdw, ktére moga ze soba oddziatywaé synergistycznie badz tez
znosi¢ swoje dziatanie.

W badaniach dotyczacych wptywu izomeréw cis-9,frans-11 i trans-10,cis-12 CLA na profil lipi-
dowy krwi wsréd zdrowych mezczyzn wykazano, ze cis-9,trans-11 CLA obnizat catkowity poziom cho-
lesterolu, LDL-cholesterolu i stosunku LDL/HDL podczas gdy izomer trans-10,cis-12 wykazywat prze-
ciwny efekt zwiekszajac poziom trojglicerydow, catkowitego cholesterolu oraz LDL-cholesterolu i sto-
sunku LDL/HDL (S. Tricon i inni, The American Journal of Clinical Nutrition, 2004, 80(3), 614—620).

Inne badania nad grupa mezczyzn z otytoscia brzuszna, ktérym podawano preparaty izomeréw
cis-9,trans-11 lub trans-10,cis-12 CLA przez okres dwunastu tygodni, wykazaly istotne roznice w insu-
linoopornosci mierzonej technika klamry hiperinsulinemicznej-normoglikemicznej pomiedzy grupami
przyjmujacymi rézne izomery CLA. lzomer trans-10,cis-12 powodowat wzrost insulinoopornosci oraz
zwiekszat poziom glukozy we krwi, zmniejszat tez nieznacznie ottuszczenie ciata oraz powodowat utrate
wagi (U. Risérus i inni, Diabetes Care, 2002, 25(9), 1516-1521), natomiast izomer cis-9,trans-11 nie
powodowat zmian w poziomie lipidéw oraz glukozy we krwi. Nie powodowat réwniez zmian w masie
ciata oraz jego ottuszczeniu, natomiast podobnie jak izomer trans-10,cis-12 wptywat na wzrost insulino-
opornosci (U. Risérus i inni, The American Journal of Clinical Nutrition, 2004, 80(2), 279-283).

Jedna z najszerzej badanych aktywnosci izomeréw CLA jest ich wptyw na otluszczenie ciata oraz
metabolizm ttuszczéw. Badania przeprowadzone na zwierzetach jak i w testach klinicznych wykazaty,
ze izomer trans-10,cis-12 wykazuje specyficzne zmiany w metabolizmie komorek ttuszczowych, obja-
wiajace sie zmniejszeniem poboru lipidow przez komorki ttuszczowe, co spowodowane jest inhibicja
aktywnosci lipazy lipoproteinowej i desaturazy stearoilo-CoA. Drugi z izomerdéw — c¢is-9,trans-11 nie wy-
kazuje podobnego efektu, za to wiaze sie jego dziatanie z przyrostem masy miesniowej. Prawdopo-
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dobny mechanizm dziatania tego izomeru zwiazany jest ze zwiekszeniem aktywnosci palmitoilotransfe-
razy karnitynowej oraz hamowaniem proceséw katabolicznych w miesniach (M. W. Pariza i inni, Pro-
gress in Lipid Research, 2001,40(4), 283-298).

Badania cytotoksyczne in vitro przeprowadzone na réznych typach komérek nowotworowych wy-
kazuja, istnienie wyraznych réznic miedzy aktywnosciami poszczegdlnych izomerdow sprzezonego
kwasu linolowego. 1zomer cis-9,trans-11 charakteryzowat sie zdolnoscig do 30%-owego hamowania
proliferacji komérek niedrobnokomorkowego raka ptuc (A-549) w przypadku dawki 100 uM po 48 h in-
kubaciji z hodowlg komoérkowa, natomiast izomer cis-9,c¢is-11 nie wykazywat podobnego efektu inhibicji
(A. De la Torre i inni, Anticancer Research 2005, 25(6B), 3943-3949).

W przypadku innych badan zaobserwowano ponad 50%-owe zmniejszenie ilosci komorek raka
jelita grubego (LT-97) w przypadku izomeru cis-9,trans-11 przy dawce >160 uM w stosunku do préby
kontrolnej i czasie inkubacji 24 h, podczas gdy izomer trans-9,trans-11 prowadzit do inhibicji proliferacji
komorek jedynie o 20% (C. Degen i inni, Toxicology in Vitro, 2012, 26(6), 985-992).

W zwigzku z powyzszymi wynikami badan uzasadnionym jest stosowanie biologicznie aktywnych
izomeréw CLA w postaci czystej izomerycznie w preparatach farmaceutycznych, kosmetycznych
i w suplementach diety zaréwno w formie wolnych kwasow ttuszczowych, czy tez w postaci formulac;ji
zwiekszajacych ich przyswajalnos¢ np. nanonosnikow lipidowych, gdzie aktywny izomer CLA zatado-
wany jest we wnetrzu rdzenia lipidowego.

Nanostrukturalne nosniki lipidowe (NLC), jako jedne z typdw nanoczastek lipidowych opisywane
sa w literaturze jako alternatywa dla wczeséniej stosowanych nosnikéw takich jak nanoemulsije, liposomy,
state nanoczastki lipidowe (SLN) czy tez polimeryczne nanoczastki. NLC to wodne dyspersje czastek
lipidowych o nanoskopowej wielkosci (50—1000 nm) ztozone z lipidu statego oraz ciektego (oleju) stabi-
lizowane substancjami powierzchniowo czynnymi o charakterze surfaktantéw, znajdujgcych sie na gra-
nicy faz lipid-woda. Nanostrukturalne nosniki lipidowe w poréwnaniu z SLN, gdzie rdzen lipidowy zto-
zony jest tylko z lipidu statego, posiadaja wiele zalet wynikajacych z wiekszego nieuporzadkowania
struktury krystalicznej. NLC charakteryzujg sie miedzy innymi wyzszym stopniem enkapsulacji, zwiek-
szong zdolnosécia do rozpuszczania substancji aktywnej w lipidzie oraz do jej kontrolowanego uwalnia-
nia i zmniejszonym wydalaniem leku podczas przechowywania (M. Uner, Die Pharmazie-An Internatio-
nal Journal of Pharmaceutical Sciences 2006, 61(5), 375-386). Powyzej wymienione korzystne cechy
sprawiaja, ze nanostrukturalne nosniki lipidowe sa szeroko stosowane w farmacji w systemach dostar-
czania lekow droga pozajelitowa (dozylnie i domiesniowo), droga doustna, podskorng oraz w leczeniu
okulistycznym i dermatologicznym, a takze w przemysle spozywczym w celu dostarczania do organizmu
innych bioaktywnych substancji o charakterze prozdrowotnym (V. Campani i inni, OpenNano, 2018, 3,
5-17). Formulacje, ktérych sktadnikiem sa nanoczastki NLC pojawiaja sie rowniez w wielu produktach
kosmetycznych oraz preparatach do pielegnaciji skory (R. H. Muller i inni, Advanced Drug Delivery Re-
views, 2007, 59(6), 522-530).

Niezmiernie waznym dla efektywnej enkapsulacji zwigzku aktywnego jest dobér odpowiednich
lipidéw stanowigcych macierz nanonosnika oraz surfaktantéw stabilizujgcych dyspersje nanoczastek,
warunkuje to bowiem wielko$¢ nanoczastek, polidyspersyjnosé, potencjat zeta, wydajnosé enkapsulacii
zwiazku aktywnego, profil jego uwalniania oraz stabilno$¢ dyspersji podczas przechowywania. Matryca
lipidowa moze by¢ ztozona z dwdéch lub mieszaniny wiekszej ilosci lipidéw, jak w przypadku nanostruk-
turalnych nosnikdw z mieszanym rdzeniem lipidowym (z ang. mixed lipids core nanostructured lipid
carriers, MLC-NLC). Takie nanonosniki charakteryzuja sie jeszcze wiekszym stopniem nieuporzadko-
wania struktury krystalicznej rdzenia lipidowego, przez co stopien enkapsulacji sktadnika aktywnego we
wnetrzu rdzenia moze ulec zwiekszeniu. Najpowszechniej wykorzystywanymi lipidami statymi przy wy-
twarzaniu nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych sg tréjglicerydy $rednio- i dtugotaricuchowych kwa-
sow tluszczowych (laurylowego, stearynowego, palmitynowego), monoglicerydy (np. kwasu stearyno-
wego), mieszaniny mono-, di- i triglicerydow (kwasu palmitynowego i stearynowego, behenowego), wo-
ski (palmitynian cetylu, wosk pszczeli, wosk karnauba), alkohole ttuszczowe (alkohol stearynowy, cety-
lowy, mirystynowy, laurylowy), kwasy tluszczowe (behenowy, stearynowy, palmitynowy, mirystynowy),
lipidy kationowe, sterole (cholesterol), fosfolipidy (lecytyna). Jako lipid ciekly najczesciej wykorzysty-
wany jest kwas oleinowy, tréjglicerydy kwasu kapronowego i kaprylowego, skwalen, mirystynian izopro-
pylu, a takze naturalne oleje, takie jak: olej krokoszowy lub sojowy. Wiekszos¢ z wymienionych powyzej
lipidow posiada status GRAS (z ang. Generally Recognised As Safe), co oznacza, ze sg one nietok-
syczne dla komorek i wykazujg duzg biozgodnosé (R. Shah i inni, Lipid Nanoparticles: Production, Cha-
racterization and Stability, 20015, New York: Springer International Publishing, 11-22).
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Innymi komponentami majacymi wptyw na charakterystyke otrzymanych nanoczastek lipidowych
sa surfaktanty. Surfaktanty posiadaja amfipatyczng strukture, sktadajaca sie z czesci hydrofilowej (po-
larnej) oraz hydrofobowej (niepolarnej). Surfaktanty posiadaja dwie bardzo istotne funkcje: rozpraszaja
stopiony lipid w fazie wodnej, zapewniajac tworzenie sie czastek odpowiedniej wielkosci oraz stabilizuja
dyspersije lipidowa. Ze wzgledu na tadunek surfaktanty mozna podzieli¢ na trzy grupy: jonowe np. cho-
lan sodu, taurodeoksycholan sodu, niejonowe (Tween, Poloxamer, Span), amfoteryczne (fosfolipidy).
Wybor odpowiedniego surfaktantu do produkcji nanoczastek zalezy od wielu czynnikéw, miedzy innymi
od planowanej drogi podania leku, od jego wartosci rownowagi hydrofilowo-lipofilowej (HLB), oddziatywa-
nia z innymi sktadnikami formulacji, wptywu na parametry nanoczastek (wielkos¢, polidyspersyjnos¢) oraz
od wptywu surfaktantu na proces biodegradacii lipidu in vivo. Nalezy réwniez wzig¢ pod uwage jego kom-
patybilno$¢ z innymi sktadnikami formulacji. W przypadku wykorzystania nanoczgstek jako nosnikéw le-
kow przeznaczonych do podawania drogg doustng lub pozajelitowa, szczegdlng zaletg charakteryzuja sie
surfaktanty niejonowe, ktore w przeciwienstwie do jonowych wykazujg o wiele nizszg toksycznosc
(D. McClements i J. Rao, Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 2011, 51(4), 285-330).

Nowoczesne leki oraz suplementy diety zawierajace zwiazki aktywne nutraceutycznie powinny
charakteryzowac sie wysoka aktywnoscig oraz specyficznoscig dziatania, a takze by¢ tatwo przyswa-
jalne z przewodu pokarmowego, gdy lek lub suplement diety podawany jest doustnie. Sprzezony kwas
linolowy w formie wolnej, podobnie jak inne wielonienasycone kwasy ttuszczowe, posiada ograniczong
zdolnos¢ do absorpcji z przewodu pokarmowego (V. P. Carnielli, i inni, The American Journal of Clinical
Nutrition, 1998, 67(1), 97—-103), dlatego tak istotne jest poszukiwanie nowych nosnikéw dla hydrofobo-
wych zwiazkéw aktywnych zwiekszajacych ich przyswajalnos¢ przez organizm ludzki.

W dostepnej literaturze naukowej opisanych jest wiele metod wytwarzania nanonosnikéw do do-
starczania sprzezonego kwasu linolowego.

Przedstawiono miedzy innymi sposob otrzymywania emulsji stabilnej fizykochemicznie i mikrobiolo-
gicznie zawierajacej 6% CLA oraz olej sojowy (14% v/v) gdzie faza olejowa stabilizowana byta biatkowym
izolatem sojowym (4% w/v). Jako sposob wytwarzania wykorzystano metode ultra wysokocisnieniowej ho-
mogenizacji (200 MPa) w temperaturze 20°C zapewniajac tym samym catkowitg sterylnos¢ produktu. Otrzy-
mana wedtug metody nanoemulsja charakteryzowata sie wielkoscig czgstek w przedziale 230—690 nm. Te-
sty biologiczne in vitro wykazaty, ze otrzymana emulsja jest w duzym stopniu zdolna do penetracji monowar-
stwy komorek nabtonkowych ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego (Coco-2) zapewniajac tym samym do-
bra przyswajalnosc (C. Fernandez-Avila i A.J. Trujillo, Food Hydrocolloids, 2017, 71, 271-281).

Innym przyktadem zastosowania biatkowych nanonosnikéw do dostarczania skoniugowanego kwasu
linolowego (CLA) byty nanoczastki biatek lipofilowych (LPP) otrzymywane metoda ultrasonikacii biatka lipo-
filowego soi, ktore charakteryzowaty sie wysoka zdolnoscig enkapsulaciji, ochrong przed utlenianiem i prze-
dtuzonym uwalnianiem w symulowanym przewodzie zotadkowo-jelitowym w badaniach in vitro. Dodatkowe
zastosowanie powtoki z kazeinianu sodu (SC) na powierzchni nanoczastek poprawito ich stabilnos¢ koloi-
dalng. LPP zatadowane CLA posiadaty $rednice czastek ok. 170 nm, fadownos¢ 26,3+0,40% (w/w) oraz
wydajnos¢ enkapsulacji na poziomie 90% (Z. M. Gao i inni, Food & Function, 2014, 5(6), 1286—1293).

Celem innych badan byto opracowanie systemu dostarczania hydrofobowych sktadnikéw o dzia-
taniu nutraceutycznym, m.in. trojglicerydow z resztami sprzezonego kwasu linolowego (TAG-CLA),
opartych na nanoemulsji, ktére moga by¢ spozywane przez nicienia z gatunku Caenorhabditis elegans
bedacego modelowym organizmem w badaniach specyficznych szlakéw biochemicznych. W opisane;j
metodzie otrzymywania nosnikéw TAG-CLA z wykorzystaniem sonikacji uzyskano stabilne nanoemulsje
o stosunku surfaktantu (Tween 80, Tween 20) do TAG-CLA wynoszacym od 1:2 do 2:1 i stezeniu oleju
w przedziale 0,1-100 mM. Mikroskopia optyczna wykazata, ze nanoemulsje typu olej w wodzie o zakre-
sie srednic czastek (40—-500 nm) moga byc¢ spozywane przez C. elegans. llos¢ spozytego lipidu zalezata
od wielkosci i stezenia nanoczasteczek. Analiza sktadu kwasow ttuszczowych w ciele C. elegans wyka-
zata wbudowanie skoniugowanego kwasu linolowego, a takze znaczgce obnizenie poziomu ttuszczu,
co sugerowato, ze ten hydrofobowy lipid zostat skutecznie dostarczony do komorek nicieni (D. Colme-
nares i inni, Food Chemistry, 2016, 202, 451-457).

W publikacji (W. Heo i inni, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2016, 64(6), 1355—-1360)
opisano natomiast sposéb otrzymywania nanoemulsji na bazie lecytyny sojowe] stuzacej do dostarcza-
nia CLA w formie wolnych kwaséw oraz TAG-CLA. Wytworzone metoda wysokocisnieniowej homoge-
nizacji nanoemulsje o sktadzie 20% TAG-CLA, 5% lecytyny wykazywaty rozmiar kropel w przedziale
70-120 nm. Test biodostepnosci in vitro z zastosowaniem monowarstwy komorek ludzkiego jelita Caco-
2 wykazat, ze nanoemulsyfikacja zwieksza wychwyt CLA przez komorki zaréwno, gdy podawany jest
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on w formie wolnych kwasow, jak i TAG. Co wazniejsze, badania na szczurach wykazaty, ze zawartos$¢
CLA w tkankach jelita cienkiego i osoczu byta wyzsza, gdy CLA byt podawany w formie nanoemulsji, co
wskazuje na zwiekszong biodostepnosé CLA po nanoemulsyfikacji.

Nanoczastki NLC do zastosowania jako nosnik sprzezonego kwasu linolowego majace zastoso-
wanie w przemysle spozywczym byly przedmiotem badan w publikacji (M. Zheng i inni, Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 2013, 430, 76—-84). Przeprowadzono ocene
wptywu lipiddw o mieszanym skfadzie reszt kwaséw ttuszczowych (uwodornionego oleju stoneczniko-
wego, rzepakowego lub mieszaniny oleju palmowego ze stearyng palmowa) i ich proporcji z olejem
(stonecznikowym i tréjglicerydem kaprylowo-kaprynowy) na powstawanie i wlasciwosci dyspersji nano-
strukturalnych nosnikow lipidowych (NLC) stabilizowanych Tweenem 80 o stezeniu 2,5%. Stosujac 5%
zawartosc fazy lipidowej i zmienny stosunek lipidu statego do oleju wynoszacy od 9:1 do 7:3, otrzymane
metoda sonikacji w temperaturze 80°C nanoczastki charakteryzowaty sie wielkoscig od 150 do 350 nm.
NLC o wysokiej zawartosci lipidow (20% wagowych) miaty dobra tiksotropie, natomiast badania kinetyki
uwalniania CLA wykazaty, ze preparat NLC posiadat kontrolowany profil uwalniania.

Powyzsze przyktady odnosza sie do formulacji nanonos$nikéw lipidowych zawierajgcych okoto
rébwnomolowa mieszanine izomerow cis-9,trans-11 i trans-10,cis-12 sprzezonego kwasu linolowego.
Z uwagi na réznice w aktywnosciach biologicznych poszczegodlnych form CLA korzystnym wydaje sie
stosowanie aktywnych biologicznie izomerédw w formie czystej (>90%) do opracowania nanonosnikow
lipidowych charakteryzujacych sie efektywnym dostarczaniem CLA. Charakter lipidowy CLA sprawia,
ze zwiazek ten jest réwniez sktadnikiem strukturalnym nanoczastek, odgrywajacym takze role drugiego
lipidu ciektego. Taki sktad nanoczastek umozliwia enkapsulacje dodatkowego zwiazku o wtasciwosciach
nutraceutycznych lub terapeutycznych, np. leku przeciwnowotworowego. Powyzsza koncepcja budowy
lipidowych nanoczasteczek ma na celu skorelowanie aktywnosci terapeutycznych poszczegdlnych jego
komponentéw w jednej nanoczastce, by zapewni¢ wzmocnienie efektu terapeutycznego, stwarzajac
mozliwos¢ ich zastosowania w medycynie personalizowanej, gdzie terapia antynowotworowa moze by¢
dobrana indywidualnie do potrzeb pacjenta.

W literaturze przedmiotu nie sg znane nanostrukturalne nosniki z mieszanym rdzeniem lipidowym
gdzie jednym ze sktadnikdw lipidowych jest aktywny biologicznie, izomerycznie czysty cis-9,trans-11
sprzezony kwas linolowy. Nie jest znany réwniez sposéb ich wytwarzania.

Istota rozwigzania wedtug wynalazku sa nanostrukturalne nosniki z mieszanym rdzeniem lipidowym
(MLC-NLC), bedace nosnikiem aktywnego biologicznie, izomerycznie czystego kwasu 97,11E-oktadeka-
dienowego (cis-9,trans-11 CLA) zastosowanego jako jeden z dwach lipiddw ciektych, gdzie drugim z nich
jest mieszanina tréjglicerydéw kwasu kapronowego i kaprylowego i sg stabilizowane naturalng fosfatydy-
locholing oraz niejonowym surfaktantem polioksyetylenowanym monooleinianem sorbitanu.

Korzystnie jest, gdy izomer cis-9,trans-11 sprzezonego kwasu linolowego posiada czysto$¢ nie
mniejsza niz 90%.

Korzystnie jest, gdy naturalna fosfatydylocholina pochodzi z soi albo z zéitka jaja kurzego.

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

Z kolei, istotg sposobu wedtug wynalazku jest to, Zze w pierwszej kolejnosci przygotowuje sie faze
wodna ze zwigzkami powierzchniowo czynnymi, stanowiaca mieszanine fosfatydylocholiny, korzystnie
fosfatydylocholiny sojowej o czystosci powyzej 90%, 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%. Catos¢ podgrzewa sie przy delikatnym mieszaniu do catkowitego zdyspergowania fosfatydylo-
choliny ale w temperaturze nie wyzszej niz 70°C. Kolejno przygotowuje sie faze lipidowa w stezeniu wa-
gowym od 2 do 4% wszystkich sktadnikdéw formulacji, stanowiacg mieszanine stopionego lipidu, statego
w temperaturze pokojowej i temperaturze ciata cztowieka oraz lipidow ciektych: izomeru cis-9,trans-11
CLA, stanowiacego od 8 do 16% fazy lipidowej oraz trojglicerydow kwaséw kapronowego i kaprylowego
w ilosci od 14% do 22%. 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 zdy-
spergowania. Mikroemulsje poddaje sie dziataniu ultradzwiekdéw, otrzymujac po ochtodzeniu opalizujaca,
termodynamicznie stabilng zawiesine nanostrukturalnych nosnikow z mieszanym rdzeniem lipidowym.

Korzystnie rowniez jest, gdy naturalng fosfatydylocholine stosuje sie w ilosci 0,3-0,45% wag.,
a polisorbat 80 w ilosci 0,5-0,75% wag.
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Korzystnie jest, gdy faza lipidowa stanowi 2—-3% wag. wszystkich sktadnikéw formulacji, trans-
10,cis-12 CLA stanowi 16% wag. fazy lipidowej, a tréjglicerydy kwaséw kapronowego i kaprylowego
stanowig 14% wag. fazy lipidowe]

Korzystnie jest, gdy jako lipid staly, stosuje sie mieszanine tri-, mono- i diglicerydéw kwasow
tluszczowych o dtugosci tancucha weglowego C8-C18 albo wosk pszczeli, albo palmitynian cetylu.

Korzystnie rowniez jest, gdy mieszanie wykonuje sie w czasie od 2 do 10 min.

Korzystnie takze jest, gdy dziatanie ultradzwiekami przeprowadza sie przez czas 2-5 minut
z zastosowaniem amplitudy réwnej 70-90% mocy.

Zaleta wytwarzanych wedtug wynalazku nanostrukturalnych no$nikdw z mieszanym rdzeniem li-
pidowym jest zastosowanie czystego izomeru cis-9,trans-11 CLA (>90%) jako zwigazku aktywnego bio-
logicznie stanowigcego jednoczesnie jeden z ciektych sktadnikéw lipidowego rdzenia. MLC-NLC cha-
rakteryzuja sie jeszcze wiekszym stopniem nieuporzadkowania struktury krystalicznej rdzenia lipido-
wego, przez co stopien enkapsulacji sktadnika aktywnego we wnetrzu rdzenia moze ulec zwiekszeniu.
Opisane nanonosniki wykazujg wysoka stabilnos¢ fizyczna i homogenicznos$g, nizszg polidyspersyjnosc
niz analogiczne formulacje z zastosowaniem pojedynczego lipidu ciektego oraz niska lepkosé. Charak-
teryzuje je ponadto nanoskopowa wielko$¢ (150-175 nm), odpowiednia dla efektywnego wnikania do
wnetrza komorek docelowych, gdzie w charakterze jednego z surfaktantéw wykorzystano naturalng fos-
fatydylocholine sojowag oraz lipidy wykazujgce biozgodnosé. Formulacje MLC-NLC z izomerem cis-
9,trans-11 CLA otrzymane wedtug wynalazku posiadajg potencjat aplikacyjny w kosmetologii i farmacji
szczegdlnie w przypadku terapii przeciwnowotworowej oraz w przemys$le nutraceutycznym.

Przedmiot wynalazku zostat przedstawiony blizej w przyktadzie wykonania, wzorem 1, a takze na
rysunku, o fig. 1-6, gdzie na fig. 1 przedstawiono schematyczny rysunek nanostrukturalnego nosnika
z mieszanym rdzeniem lipidowym, w ktérym jako lipid ciekly zastosowano izomer cis-9,trans-11 CLA.
Na fig. 2 przedstawione zostaty wyniki badan wielkosci srednicy hydrodynamicznej (Dn) uzyskanych
w wyniku pomiaru metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) dla formulacji MLC-NLC opisa-
nych w przyktadzie 2 wykonania. Na fig. 3 przedstawiono wyniki pomiaru potencjatu zeta (£) uzyskanych
metoda DLS dla MLC-NLC opisanych w przyktadzie 2 wykonania. Na fig. 4 przedstawiono zdjecie na-
noczastek MLC-NLC wykonane transmisyjnym mikroskopem elektronowym (TEM) opisanych w przy-
ktadzie 2 wykonania. Fig. 5 przedstawia wyniki testow stabilnosci przechowalniczej otrzymanych wedtug
przyktadu 2 wykonania dyspersji nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych po czasie 2 i 7 dni przecho-
wywania w temperaturze 4, 20 lub 40°C wyrazonych jako wspotczynnik niestabilnosci obliczony na pod-
stawie wynikow uzyskanych podczas wirowania w technice sedymentacji wirbwkowej za pomocg ana-
lizatora dyspersji LUMiSizer®. Wspdtczynnik niestabilnosci (z ang. instability index, Inl) oblicza sie na
podstawie zmian w transmitancji Swiatta o danej dtugosci fali (tutaj 865 nm) na catej dtugosci wirowane;
probki spowodowanych separacjg faz poprzez $mietankowanie powstate na skutek dziatania sity od-
srodkowej w warunkach wirowania (tutaj 4000 rpm, 25°C) w okreslonym czasie trwania analizy, podzie-
lonym przez maksymalng uzyskang transmitancje podczas wirowania. Indeks niestabilnosci jest liczba
bezwymiarowa i waha sie od 0 (bardziej stabilny) do 1 (bardziej niestabilny). Fig. 6 ukazuje profil roz-
dziatu kinetycznego nanoczastek MLC-NLC opisanych w przyktadzie 2 wykonania przechowywanych
przez czas 2 dni w temperaturze 4°C uzyskany za pomocg analizatora dyspersji LUMiSizer®.

Przyktad 1:

Roztwor surfaktantu stanowiacy faze wodna, o skitadzie:

e 14557,5 mg wody dejonizowane;
e 67,5mg (0,45% wagowych) fosfatydylocholiny sojowej (Lipoid® S 100)
e 75 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 (300 mg), o sktadzie
zawierajacym lipid staty:
e 210 mg mieszany glicerydow kwasow ttuszczowych o diugosci tancucha weglowego
C8-C18 (Gelucire® 43/01)
oraz lipidy ciekte stanowigce 30% wag. fazy lipidowej w ilosci:
e 66 mg lipidu ciektego (Miglyol® 812N) — trojgliceryd kwasu kapronowego i kaprylowego
(22% wag. fazy lipidowej),
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e 24 mg lipidu ciektego — izomeru cis-9,trans-11 CLA (8% wag. fazy lipidowej) o skiadzie izo-
merycznym (wg GC): ¢is-9,trans-11 — 94,5%,; trans-10,cis-12 — 2,5%; inne izomery — 3,0%
podgrzewa sie w temperaturze 53°C do rozpuszczenia i stabilizuje w temperaturze 53°C przez czas 20 mi-
nut. Do tak przygotowanej fazy lipidowe] wlewa sie roztwor surfaktantdéw i miesza w statej temperaturze 53°C
przy pomocy wysokoobrotowego homogenizatora stosujac obroty 24000 rpm przez 2 minuty, nastepnie
otrzymana mikroemulsje niezwtocznie poddaje sie dziataniu ultradzwiekéw za pomocg sonikatora o mocy
130 W i czestotliwosci 20 kHz przez 3 minuty stosujac moc rowng 90% amplitudy. Po tym czasie pozostawia
sie otrzymana nanoemulsje do ochtodzenia w temperaturze pokojowej otrzymujac opalizujaca, péttranspa-
rentna dyspersje nanostrukturalnych nosnikéw z mieszanym rdzeniem lipidowym, ktorej srednica hydrody-
namiczna (Dw) nanoczastek wynosi 175,4+1,5 nm; indeks polidyspersyjnosci (Pdl) rowny jest 0,103+0,017;
a potencjat zeta (&) to --32,8+0,96 mV, natomiast stopien enkapsulacji 90,9+0,8%.
Przyktad 2:
Roztwor surfaktantu stanowiacy faze wodnag, o skitadzie:
e 14557,5 mg wody dejonizowane;
e 67,5mg (0,45% wagowych) fosfatydylocholiny sojowej (Lipoid® S 100)
e 75 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 stanowigca 2% wagowych wszystkich sktadnikéw formulacji (300 mg), o sktadzie
zawierajacym lipid staty:
e 210 mg mieszany gliceryddw kwasdw ttuszczowych o dtugosci fancucha weglowego
C8-C18 (Gelucire® 43/01)
oraz lipidy ciekte stanowigce 30% wag. fazy lipidowej w ilosci:
e 42 mg lipidu ciektego (Miglyol® 812N) — trojgliceryd kwasu kapronowego i kaprylowego
(14% wag. fazy lipidowej),
e 48 mg lipidu cieklego — izomeru cis-9,trans-11 CLA (16% wag. fazy lipidowej) o sktadzie izo-
merycznym (wg GC): ¢is-9,trans-11 — 94,5%,; trans-10,cis-12 — 2,5%; inne izomery — 3,0%
podgrzewa sie w temperaturze 53°C do rozpuszczenia i stabilizuje w temperaturze 53°C przez czas 20 mi-
nut. Do tak przygotowanej fazy lipidowe] wlewa sie roztwor surfaktantdw i miesza w statej temperaturze 53°C
przy pomocy wysokoobrotowego homogenizatora stosujac obroty 24000 rpm przez 2 minuty, nastepnie
otrzymana mikroemulsje niezwtocznie poddaje sie dziataniu ultradzwiekéw za pomocg sonikatora o mocy
130 W i czestotliwosci 20 kHz przez 3 minuty stosujac moc rowng 90% amplitudy. Po tym czasie pozostawia
sie otrzymana nanoemulsje do ochtodzenia w temperaturze pokojowej otrzymujac opalizujaca, péitranspa-
rentna dyspersje nanostrukturalnych nosnikéw z mieszanym rdzeniem lipidowym, ktérej srednica hydrody-
namiczna (Dw) nanoczastek wynosi 149,9+3,1 nm; indeks polidyspersyjnosci (Pdl) rowny jest 0,111+0,012;
a potencjat zeta (&) to -34,1+0,57 mV, natomiast stopien enkapsulacji 92,1+0,1%.

Tabela 1. Sklad oraz charakterystyka otrzymanych nanoczastek lipidowych.

N ki Lipid GLCR-43 MB12N Ho,c12 | PC-SB| T80
anoczasiki [%ewag.] [mg] [mg] CLA [m [mg] [mg)
2

Przykiad 1 210 66 24 675 75
Przykiad 2 2 210 42 48 675 75
Nanoczastki| Dy (nm] Pdl {[mV] EE%

Przyktad 1 [175.441,5|0,103+0,017 | -32.840.96 | $0,910.8
| Przykiad 2 [149,943,1|0,11140,012 | -34,140,57 | 92,1101

GLCR-43 — mieszana glicerydow kwaséw luszczowych o dtugosci fancucha weglowego
C8-C18 (Gelucire® 43/01); M812N — tréjgliceryd kwasu kapronowego i kaprylowego
(Migtyol* 812N); ¢9.M1-CLA — izomer cis-9.!rans-11 sprzezonego kwasu linolowego
(kwas 9Z,11E-okladekadienowy), PC-SB - fosfatydylochalina sojowa (Lipoid* S 100);
T80 - polisorbat 80 (Tween* 80); Dw — $rednica hydrodynamiczna wyznaczona meloda
DLS; Pdl — indeks potidyspersyjnosci; { — potencjat zeta; EE% - wydajnos¢ enkapsulac)
obliczona wedlug wzoru:

EE% = 1- NE/CI x 100%, gdzie
NE - ilos¢ izomeru 9,111 CLA, ktéra nie ulegta enkapsulaciji
C1 - catkowita ilos¢ izomeru ¢9,411 CLA, kiorg uzyta do enkapsulacji




10.

PL 239 569 B1

Zastrzezenia patentowe

. Nanostrukturalne nosniki z mieszanym rdzeniem lipidowym MLC-NLC, znamienne tym, ze

sa one nosnikiem aktywnego biologicznie, izomerycznie czystego kwasu cis-9,frans-11 CLA,
o wzorze 1, zastosowanego jako jeden z dwdch lipidéw ciektych, gdzie drugim z nich jest
mieszanina trojglicerydéw kwasu kapronowego i kaprylowego oraz sg stabilizowane naturalng
fosfatydylocholing i niejonowym surfaktantem polioksyetylenowanym monooleinianem sorbi-
tanu.

Nanostrukturalne nosniki z mieszanym rdzeniem lipidowym MLC-NLC wedtug zastrz. 1, zna-
mienne tym, ze izomer cis-9,trans-11 sprzezonego kwasu linolowego o wzorze 1, posiada
czystos¢ nie mniejsza niz 90%.

Nanostrukturalne nosniki z mieszanym rdzeniem lipidowym MLC-NLC wedtug zastrz. 1, zna-
mienne tym, ze naturalna fosfatydylocholina pochodzi z soi albo z Z6ttka jaja kurzego.
Nanostrukturalne nosniki z mieszanym rdzeniem lipidowym MLC-NLC wedtug zastrz. 1, zna-
mienne tym, ze niejonowym surfaktantem polioksyetylenowanym monooleinianem sorbitanu
jest polisorbat 80.

Sposéb wytwarzania nanostrukturalnych nosnikéw z mieszanym rdzeniem lipidowym MLC-
NLC, znamienny tym, Zze w pierwszej kolejnosci przygotowuje sie faze wodna ze zwigzkami
powierzchniowo czynnymi, stanowigcg mieszanine fosfatydylocholiny, korzystnie fosfatydylo-
choliny sojowej o czystosci powyzej 90%, w ilosci wagowej od 0,15 do 0,45% oraz niejono-
wego surfaktantu polioksyetylenowanego monooleinianu sorbitanu, korzystnie polisorbatu 80,
w ilosci od 0,25 do 0,75%, po czym cato$¢ podgrzewa sie przy delikatnym mieszaniu do cat-
kowitego zdyspergowania fosfatydylocholiny ale w temperaturze nie wyzszej niz 70°C i przy-
gotowuije sie faze lipidowa w stezeniu wagowym od 2 do 4% wszystkich sktadnikéw formulaciji,
stanowiacg mieszanine stopionego lipidu, statego w temperaturze pokojowej i temperaturze
ciata cztowieka oraz lipiddw ciektych, bedacych izomerem cis-9,trans-11, stanowigcym od 8
do 16% fazy lipidowej oraz trojglicerydami kwasow kapronowego i kaprylowego, stanowigcymi
od 14% do 22% fazy lipidowej; a nastepnie w kolejnym etapie wlewa sie faze wodng do fazy
lipidowej i poddaje sie mieszaniu przy obrotach 16000-24000 rpm w temperaturze zapewnia-
jacej stan ciekty fazy lipidowej, do momentu zdyspergowania lipidu, po czym mikroemulsje
poddaje sie dziataniu ultradzwiekdw, otrzymujac po ochtodzeniu opalizujaca lub mleczna, ter-
modynamicznie stabilng zawiesine nanostrukturalnych nosnikow z mieszanym rdzeniem lipi-
dowym.

Sposoéb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze naturalng fosfatydylocholine stosuje sie w ilosci
0,3-0,45% wag., a polisorbat 80 w ilosci 0,5-0,75% wag.

Sposéb wediug zastrz. 5, znamienny tym, ze faza lipidowa stanowi 2-3% wag. wszystkich
sktadnikow formulacji, cis-9,trans-11 CLA stanowi 16% wag. fazy lipidowej, a tréjglicerydy
kwasow kapronowego i kaprylowego stanowig 14% wag. fazy lipidowej.

Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze jako lipidu, ktory pozostaje staty w temperaturze
ciata stosuje sie: mieszanine tri-, mono- i diglicerydéw kwasow tluszczowych o dtugosci fan-
cucha weglowego C8-C18 albo palmitynian cetylu albo wosk pszczeli.

Sposoéb wediug zastrz. 5, znamienny tym, ze mieszanie wykonuje sie w czasie od 2 do
10 min.

Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, Zze dziatanie ultradzwiekami przeprowadza sie
przez czas 2-5 minut z zastosowaniem amplitudy réwnej 70—90% mocy.
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Rysunki
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