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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg alginianowe czastki no$nikowe kompleksu Cu(L-Arg).H>QOJC204 * 5H-0,
sposéb ich wytwarzania i zastosowanie.

Preparaty do dostarczania dookrezniczego projektowane sg tak, aby pozostaly nienaruszone
zaréwno w niskim, jak i w lekko zasadowym pH (okofo 7) przez kilka godzin. Zakfada sie, ze w tym
czasie przejdg one przez zotadek, jelito cienkie i dotrg do jelita grubego, w ktérym otoczka ulegnie
dezintegracji i rozpocznie sie proces uwalniania leku. Polimery stosowane w tych formach sg zazwy-
czaj pochodnymi kwasu akrylowego lub pochodnymi celulozy, takimi jak ftalan octanu celulozy lub
etyloceluloza. Pewnym ograniczeniem tego podejscia jest niepewno$é miejsca i Srodowiska, w ktérym
otoczka zacznie ulega¢ degradacji. Zaleznie od charakteru ruchliwosci zotgdkowo-jelitowej, ktéra mo-
ze sie bardzo rézni¢ u indywidualnych pacjentéw i w réznych stanach chorobowych, degradacja po-
wioczki moze zachodzi¢ gteboko w okreznicy lub w jelicie cienkim. Obecno$¢ kwaséw ttuszczowych
o krotkim fancuchu, dwutlenku wegla i innych produktéw fermentaciji oraz pozostato$ci kwaséw z6t-
ciowych czesto obniza pH okreznicy do okoto 6. Zdolnos¢ flory okreznicy do degradowania polimerdw,
ktére sg odporne na trawienie w jelicie cienkim jest obecnie jednym z najbardziej obiecujgcych po-
dej$¢ w dookrezniczym dostarczaniu lekéw.

Alginian to rozpuszczalny w wodzie polimer pozyskiwany z brunatnych alg, ktéry zbudowany
jest z potagczonych wigzaniem f-1,4-glikozydowym reszt kwasu o-L-guluronowego i B-D-mannu-
ronowego. Alginian wystepuje w postaci soli magnezowych, barowych lub sodowych. Uktad reszt
kwasowych w polimerze oraz jego masa czasteczkowa warunkujg wtasciwosci fizyczne alginiandw.
Zaletg alginianu jest jego nietoksyczno$é, silne wiasciwosci mukoadhezyjne oraz biozgodno$é. Wa-
dami natomiast — niestabilna struktura oraz porowato$¢ uzyskanych struktur, czego skutkiem sg duze
straty enkapsutowanej substancji leczniczej (E. Szymariska, K. Winnicka, Mikrosfery — nowoczesna
postac leku do oczu o kontrolowanym uwalnianiu, Farm Pol, 2009, 65(5): 378—-386).

Nowatorskim podejSciem jest zamkniecie w alginianowych czgstkach no$nikowych liposoméw
Z inkorporowanym zwigzkiem z miedziowym centrum aktywnym. Liposomy to kuliste zamkniete struk-
tury zbudowane z jednej lub kilku dwuwarstw fosfolipidowych, posiadajgce wewnatrz przestrzen wod-
ng. W zaleznosci od wiasciwosci substanciji enkapsutowanej, moze by¢é ona zamknieta w dwuwarstwie
fosfolipidowej lub w przestrzeni wodnej. Obecnie na rynku istnieje szeroka gama preparatéw pozajeli-
towych w postaci liposoméw. Zatem technologia liposomowa dostarczyta inteligentnych rozwigzan
probleméw wystepujgcych w farmakologii, polepszajgc m.in. docelowe i kontrolowane uwalnianie leku
i zwiekszanie jego rozpuszczalnosci.

Przyktadem moze byé liposomowy antynowotworowy preparat idarubicyny ze zgtoszenia
P.341123 (Odmowa udzielenia prawa wytgcznego). Zawiera on substancje aktywng zamknietg w peche-
rzykach liposomowych. W korzystnym wykonaniu skfad kompozycji lipidowej wynosi: 1 cze$¢ wagowa
idarubicyny na 15 czeSci wagowych lipidéw. Kompozycja sktadnikéw lipidowych bedgca no$nikiem dla
idarubicyny zawiera dimirystylofosfatydylocholine, siarczan cholesterolu i hemibursztynian cholesterolu
w stosunku molowym 6.5:2.5:1. Sposéb wytwarzania preparatu liposomowego idarubicyny polega na
tym, ze sporzgdza sie mieszanine roztwordow skfadnikéw lipidowych, takich jak dimirystylofosfatydylocho-
lina i hemibursztynian cholesterolu w roztworze chloroformowym oraz chlorowodorek idarubicyny i siar-
czan cholesterolu w roztworze metanolu. Nastepnie odpedza sie rozpuszczalniki, a pozostato$é roz-
puszcza sie w cykloheksanie, liofilizuje i wytrzgsa z roztworem buforowym. Tak otrzymany preparat sta-
bilizuje sie poddajgc go ekstruzji przez membrany o $rednicy poréw 100 nm lub kilkakrotnie zamraza
w cieklym azocie i rozmraza w temperaturze 40°C. Mozna réwniez doda¢ cukier stabilizujgcy w postaci
sacharozy lub trehalozy. Liposomowy preparat idarubicyny, charakteryzuje sie korzystnymi cechami
z punktu widzenia zastosowan farmaceutycznych. Otrzymane liposomy sg jednowarstwowe, o ujednoli-
conej wielkosci okoto 130 nm, wykazujg wysokg stabilno$¢ podczas przechowywania w temperatu-
rze 4°C przez co najmniej 6 tygodni (nie wykazujg zmiany wielkosci wynikajgcej z ewentualnego wycieku
substancji aktywnej ze sfery lipidowej). Kompozycja sktadnikéw lipidowych bedgca nosnikiem dla idaru-
bicyny, zapewnia wysoki stopief enkapsulacji wynoszacy 95%, ktéry uzyskuje sie w prosty sposéb,
przez wytrzasanie skfadnikéw lipidowych z substancjg aktywng. Z patentu PAT. 190628 natomiast zna-
na jest liofilizowana kompozycja zawierajgca trehaloze i liposomy, w ktérych zostata zamknieta biolo-
gicznie aktywna substancja, charakteryzujgca sie tym, ze biologicznie aktywna substancja jest wysoce
nierozpuszczalna w wodzie, stosunek wagowy trehaloza/lipid wynosi 1,5, a trehaloza zostata dodana
do roztworu, w ktérym znajdujg sie uformowane liposomy przed liofilizacja.
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Liposomy znalazty rowniez zastosowanie w formulacjach kosmetycznych i farmaceutycznych.
W patencie PAT. 222738 zastosowano je do kompozycji do stosowania miejscowego zawierajacej
heparyne, lewomentol i diosmine. Sposéb otrzymywania takiej kompozycji do stosowania miejscowe-
go w formie zelu polega na tym, ze do alkoholu, w ktérym rozpuszczono konserwanty, wprowadza sie
fosfatydylocholine i lewomentol oraz kompozycje zapachowg, a nastepnie miesza sie z nim stabiliza-
tor i heparyne rozpuszczone w wodzie, po doktadnym uwodnieniu fazy organicznej, dodaje sie na-
stepnie diosmine, cato$¢ homogenizujgc, w nastepnym etapie dodaje sie substancje zelujaca i ponownie
cato$¢ homogenizuje sie, na koniec dodaje sie regulator pH, cato$¢ doktadnie miesza i odpowietrza.
Natomiast w zgtoszeniu P.402511 (Odmowa udzielenia prawa wytgcznego) przedmiotem wynalazku jest
zel liposomowy zawierajgcy substancje aktywng — nizyne, z przeznaczeniem do stosowania jako derma-
tologiczny produkt leczniczy lub kosmetyk w celu prewencji lub leczenia infekcji skornych oraz sposob
jego wytwarzania. W sktad preparatu wchodzg liposomy, ktére stuzg, jako rozpuszczalnik dla nizyny,
zwiekszajgc jej dostepnosé biologiczng. Preparat zawiera nizyne, lipidy, Srodki konserwujgce, bufor oraz
Srodek zelujgcy. Wynalazek obejmuje takze sposdb wytwarzania preparatu zawierajgcego agregaty
lipidowe z nizyng, na ktory sktadajg sie sekwencyjne procesy rozpuszczania i mieszania gwarantujgce,
ze wszystkie roztwory, do momentu formowania liposoméw, sg roztworami wtasciwymi. Koncowym eta-
pem wytwarzania preparatu jest proces ekstruzji, tzn. przeciskania agregatéow lipidowych przez filtry
poliweglowe, w celu uzyskania jednorodnych pod wzgledem rozmiaru liposomow.

Znane sg réwniez wynalazki opisujgce kontrolowane uwalnianie substancji czynnych. Zgtosze-
nie P.399579 prezentuje wynalazek, jakim jest system zebodotowy do miejscowego i kontrolowanego
uwalniania substancji czynnych i wykonanie takiej postaci leku. System sktada sie z dwéch warstw,
kazda ztozona z innego polimeru. System moze by¢ stosowany w przypadku powikfania poekstrakcyj-
nego zeba, suchego zebodotu lub uszkodzonych tkanek przyzebia. Do wykonania systemu zostat
uzyty mikrokrystaliczny chitozan, polimer naturalny w formie hydrozelowej zawiesiny wodnej. W war-
stwie zewnetrznej zastosowano hydroksypropylometyloceluloze, hialuronian sodu bgdz alginian sodu.

Odrebnym aspektem niniejszego wynalazku sg alginianowe czgstki noSnikowe. Niniejszy uktad
dostarczania dookrezniczego zawiera rdzen i powtoczke. Rdzen zawiera zwigzek z miedziowym cen-
trum aktywnym, zamkniety w liposomach, badz w formie wolnej w potgczeniu z materiatem nos$niko-
wym, jakim jest biodegradowalny polimer, np. alginian. Materiat noSnikowy ma wiasciwo$¢ pecznienia
w $rodowisku wodnym, jakie znajduje sie w przewodzie pokarmowym. Z tego powodu rdzeh ma za-
sadniczg wtasciwos¢ zdolnosci absorbowania duzej ilosci wody i znacznego specznienia. Tym nie-
mniej rdzen ma tez zasadniczg wiasciwo$¢ ulegania dezintegracji po uszkodzeniu powtoczki. Po-
wioczka stosowana w wynalazku zapobiega uwalnianiu leku przed czasem z géry ustalonym, umozli-
wia wnikniecie roztworu wodnego do rdzenia i pozwala na kontrolowane uwalnianie zwigzku. Rdzen
pecznieje, ulega dezintegracji uwalniajgc w ten sposéb zamkniety w nim zwigzek. Uzyteczne polimery
obejmujg, nie ograniczajgc zakresu, sole metalu i polisacharydu, takiego jak pektynian wapnia albo
alginian wapnia, lub mocno usieciowany polisacharyd taki jak aldehyd glutarowy sieciowany z zywicg
guarowg, pektyng, kwasem alginowym lub inng zywicg roslinng. W korzystnych przyktadach praktycz-
nej realizacji polimerem jest alginian wapnia lub sodu. Uzyteczne $rodki majace zastosowanie do two-
rzenia otoczki obejmuja, nie ograniczajgc zakresu, celuloze i jej pochodne. Uzyteczny lipid wchodzacy
w skitad liposoméw obejmuje, nie ograniczajgc zakresu, fosfatydylocholine sojowq.

Wynalazek membran barierowych ze zgtoszenia P.370052 (Odmowa udzielenia prawa wytgcz-
nego) ma zastosowanie w produkcji bton przeznaczonych dla sterowanej regeneracji tkanek i stero-
wanej regeneracji kosci w chirurgii stomatologicznej, chirurgii szczekowo-twarzowej, periodontologii,
a zwilaszcza w implantologii stomatologicznej. Spos6b wykonywania membran barierowych chitoza-
nowo-alginianowych charakteryzuje sie tym, ze na nieprzywierajgca ptytke wylewa sie 2 g 3% hydro-
zelu alginianu sodu, ktory sieciuje sie nasyconym roztworem chlorku wapnia (CaClz), odptukiwanym
wodg destylowang i nastepnie suszy sie w temperaturze nieprzekraczajgcej 25°C do osiggniecia ma-
kroskopowo suchej membrany, nastepnie mieszanine skfadajgcg sie z mikrokrystalicznego chitozanu
w ilosci 2 g w postaci 3% hydrozelu, okoto 0,03 g glicerolu lub glikolu propylenowego oraz 4 ml wody
destylowanej po wymieszaniu wylewa sie na wyschnietg warstwe alginianowg i suszy w temperaturze
nieprzekraczajgcej 25°C do osiggniecia makroskopowo suchej membrany, ostatnig warstwe alginia-
nowg wylewa sie na suchg warstwe chitozanowa, sieciuje CaCl., odptukiwanym wodg destylowang
i suszy jak poprzednio. Membrana barierowa jest znamienna tym, ze stanowi jg sucha pozostatos¢
alginianu, chitozanu i glicerolu lub glikolu propylenowego, przy czym alginian wagowo stanowi zawar-
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toS¢ okoto 70% a chitozan 30% mieszaniny. Membrana moze zawieraé niesteroidowy lek przeciwza-
palny, antybiotyki lub czynniki wzrostu.

Z patentu PAT. 189352 znane sg makroczastki alginianowe o dziataniu przeciwarytmicznym
sktadajgce sie z lepiszcza-alginianu sodowego w ilosci 0,71-0,78 czesSci wagowych, substancji hy-
drofilizujgcej (Tween 60) w ilosci 0,24-0,26 czesci wagowych, chinidyny zasady zaadsorbowanej na
skrobi ziemniaczanej w ilosci 3,8—-4,2 cze$ci wagowych, przy czym skrobia wystepuje tu w iloSci
2,9-3,1 czesci wagowych, a w chinidynie zasada w ilosci 0,935-1,075 czesci wagowych. Sposédb
otrzymywania nowych makroczgstek polega na tym, ze alginian sodowy w iloSci 0,71-0,78 czeSci
wagowych przetwarza sie na kleik w 21,5 czesSciach objeto$ciowych wody, po czym do powstatego
kleiku dodaje sie substancje hydrofilizujgcg — monostearynian polioksyetyleno 20-sorbitanu w iloSci
0,24-0,26 czesSci wagowych oraz 3,8—-4,2 czeSci wagowych utartej skrobi ziemniaczanej z zaadsor-
bowang na niej chinidyng zasadg, po czym schfodzong zawiesine i ostudzong do temperatury poko-
jowej rozciencza sie wodg w ilosci 0,5 czesSci objetoSciowych i kropli sie na powierzchnie cieczy de-
solwatacyjnej w ilosci 150 czesci objetosciowych, po uptywie okoto 0,5 godziny, makroczastki odcedza
sie i suszy w temperaturze pokojowe;.

Xing i wspdtpracownicy wskazali na zastosowanie dookrezniczego systemu dostarczania lekéw
w polepszeniu biodostepnosci biatek i peptydéw podawanych drogg doustng. Innowacyjna formulacja
dedykowana do podawania doustnego sktadajgca sie z powlekanych mikrosfer alginianowych zawie-
rajacych liposomy z peptydem z jadu pszczelego, jako modelowym zwigzkiem zostata przebadana in
vitro pod kagtem uzytecznosci w dostarczaniu dookrezniczym. Badania nad uwalnianiem tej modelowej
substancji aktywnej w warunkach zblizonych do przemieszczania sie w ukfadzie pokarmowym od zo-
tadka do okreznicy potwierdzity, iz zwigzek nie zostat uwolniony z no$nika w zotadku i jelicie cienkim.
Szybko$¢ uwalniania peptydu z liposomoéw inkorporowanych w powleczone mikrosfery alginianowe
zalezna byta od stezenia alginianu wapnia, ilosci peptydu w liposomach, a takze obecno$ci otoczki na
powierzchni alginianu. Bardziej zaawansowane badania z uzyciem gamma scyntygrafii in vivo pozwo-
lity na oszacowanie czasu dotarcia podawanej formy do okreznicy w granicach 4-5 godzin (Xing L,
Dawei C, Liping X, Rongqing Z, Oral colon-specific drug delivery for bee venom peptide: development
of a coated calcium alginate gel beads-entrapped liposome, J Control Release 2003 93(3) 293-300).

Istotg wynalazku sg alginianowe czgstki noSnikowe zawierajgce w matrycy zwigzek o wzorze
Cu(L-Arg),H-0]JC,0,4 « 5H-0O enkapsutowany w liposomach lub w formie wolne;.

Nosniki wedtug wynalazku charakteryzujg sie tym ze, z kompleksu heksa hydrat szczawianu
[akwa(di(2-amino-5-guanidynopentano))miedzi(ll)] jedng cze$cig molowg uwodnionej soli chlorku mie-
dzi (Il) lub soli siarczanu(VI) miedzi(ll) lub soli azotanu(V) miedzi(ll) rozpuszcza sie w wodzie i poddaje
sie reakcji z dwiema czeSciami molowymi roztworu kwasu 2-amino-5-guanidynopentanowego oraz
jedng czesé molowg roztworu soli siarczanu sodu, przy czym reakcje prowadzi sie na mieszadle ma-
gnetycznym przy ciggtym mieszaniu, po czym po minimum 7-18 dniach otrzymuje sie krystaliczng
forme kompleksu heksa hydrat szczawianu [akwa(di(2-amino-5-guanidynopentano))miedzi(ll)] a sto-
sunek molowy reagentéw Cu?* : L-Arg : Na>xC204 stosuje sie 1:2:1.

Istota sposobu wytwarzania polega na zamykaniu liposoméw z inkorporowanym zwigzkiem
Zz miedziowym centrum aktywnym lub wolnego zwigzku w alginianie, charakteryzuje sie wedtug wyna-
lazku tym, ze przygotowang zawiesine liposoméw lub wodny roztwér zwigzku z miedziowym centrum
aktywnym, o okreSlonym stezeniu miesza sie z wodng zawiesing alginianu i tak przygotowang mie-
szanine wkrapla sie do CaCl: lub CaCl. zawierajgcego hydroksypropylometyloceluloze i delikatnie
miesza w temperaturze pokojowej. Otrzymane w ten sposdéb alginianowe czgstki nosnikowe pozosta-
wia sie w roztworze CaClz lub CaCl. zawierajgcego hydroksypropylometyloceluloze, a nastepnie od-
dziela sie od roztworu na drodze filtracji, przemywa sie wodg destylowang i pozostawia do wyschnie-
cia w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin.

Sposdb wedtug wynalazku polega na tym, ze jako lipid stosuje sie fosfatydylocholine sojowg lub
inny lipid pochodzenia naturalnego.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, ze liposomy tworzone sg z 20-50 mg lecytyny,
uwadniane 1,5-5,0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym, korzystnie
o stezeniu 1,5-2,5 mg/ml.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, ze zawiesina liposomowa przepychana jest przez fil-
try poliweglanowe o zdefiniowanych porach, korzystnie 100-400 nm.
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Sposbéb weditug wynalazku polega na tym, ze zawiesine liposomoéw, zamraza sie w ciektym
azocie i liofilizuje, korzystnie 12-24 godzin, a nastepnie uwadnia sie 2-3 ml wody destylowanej, mie-
sza i ponownie przeprowadza etap ekstruzji.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, ze mieszanina zostaje wkroplona do 100 ml 3 lub 5%
w/v CaCl2 lub 3 lub 5% w/v CaCl. zawierajgcego 0,08 lub 0,1% w/v hydroksypropylometyloceluloze
i delikatnie wymieszana w temperaturze pokojowe;.

Sposbb wedtug wynalazku polega na tym, ze otrzymane alginianowe czgstki nosnikowe pozo-
stawione zostajg w roztworze CaCl: lub CaCl: zawierajgcego hydroksypropylometyloceluloze przez
godzine, nastepnie zostajg oddzielone od roztworu na drodze filtracji, przemyte wodg destylowang
i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin.

Istotg wynalazku jest zastosowanie alginianowych no$nikéw kompleksu Cu(L-Arg)2H20]C204 * 5H-0.

Wynalazek stanowig liposomowe formulacje zwigzku z miedziowym centrum aktywnym o wzo-
rze (1) inkorporowane w biodegradowalny polimer pochodzacy z alg, powleczone celulozg i jej po-
chodnymi. Liposomy zbudowane sg z lipidéw pochodzenia naturalnego korzystnie z fosfatydylocholi-
ny. Liposomy tworzone sg z 20-50 mg lecytyny, np. sojowej, ktéra rozpuszczona zostata w chlorofor-
mie, a nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnika utworzyta suchy film lipidowy na powierzchni
kolbki. Nastepnie dodano 1,5-5,0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym,
korzystnie o stezeniu 1,5-2,5 mg/ml w celu uwodnienia lipidow i utworzenia wielowarstwowych lipo-
somow typu MLV (multillamellar vesicles). Nastepnie przeprowadzono etap ekstruzji polegajacy na
21-krotnym przepychaniu otrzymanej zawiesiny przez filtry poliweglanowe o zdefiniowanych porach,
korzystnie 100—400 nm, otrzymujgc zawiesine liposomow, ktérg zamraza sie w cieklym azocie i liofili-
zuje, korzystnie 12-24 godzin. Otrzymang pozostato$¢ uwadnia sie 2-3 ml wody destylowanej, mie-
sza i ponownie przeprowadza etap ekstruzji. Koncowy etap obejmuje proces oddzielenia niezamknie-
tego zwigzku od liposoméw. Przeprowadza sie go wykorzystujgc technike sgczenia molekularnego
z uzyciem kolumny wypetnionej zelem Sephadex G-50 fine, korzystnie o wymiarach 1,5 x 20 cm.

Wynalazkiem jest sposéb zamykania liposomoéw z inkorporowanym zwigzkiem z miedziowym
centrum aktywnym lub wolnego zwigzku w alginianie. Przygotowana zawiesina liposoméw lub wodny
roztwor zwigzku z miedziowym centrum aktywnym korzystnie o stezeniu 1,5-2,5 mg/ml zmieszano
z wodng zawiesing alginianu, otrzymujgc 2% w/w alginian. Mieszanina zostata nastepnie wkroplona
do 100 ml 5% w/v CaCl. lub 5% w/v CaCl. zawierajgcego hydroksypropylometyloceluloze i delikatnie
wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czgstki noSnikowe pozostawiono
w roztworze CaCl: lub CaCl. zawierajgcego hydroksypropylometyloceluloze przez godzine. Po upty-
wie 30 minut, otrzymane alginianowe czastki no$nikowe zostaty oddzielone od roztworu na drodze
filtracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin.

Otrzymane metodg wedlug wynalazku ukfady mogg stanowié¢ potencjalny nosnik zwigzkdéw
z centrum metaloaktywnyrm sfabo rozpuszczalnych w wodzie. Metoda wytwarzania nie wymaga uzy-
cia specjalistycznych, dedykowanych urzgdzen. Otrzymane liposomy charakteryzujg sie jednorodno-
Scig i homogennoscig, a alginianowe czastki noSnikowe dodatkowo wysokg stabilno$cig termiczng
i zdolnoscig do ochrony przed uwalnianiem zamknietego zwigzku w poczgtkowych odcinkach uktadu
pokarmowego. Poza tym uktady wytwarzane metodg wedtug wynalazku mogg stuzy¢ do solubilizowa-
nia skfadnikéw aktywnych.

Alginianowe czastki nosnikowe, ktére sg przedmiotem wynalazku, zostaty scharakteryzowane
pod wzgledem morfologii powierzchni. Rys. 1. przedstawia obrazowanie metodg SEM (skaningowy
mikroskop elektronowy), morfologii powierzchni alginianowych czgstek nos$nikowych bez powtoki
(zdjecie gérne) i z powtokg hydroksypropylometylocelulozy na powierzchni, (zdjecie dolne), dla wyj-
Sciowych uktadéw liposomowych wyznaczono parametry takie jak: $rednica hydrodynamiczna liposo-
moéw — D, wspofczynnik polidyspersyjnosci Pdl, potencjat Zeta, ktére przedstawiono w Tab. 1.

Tabela 1

Przyktadowe parametry dla liposoméw zbudowanych z fosfatydylocholiny sojowe;j
($rednica hydrodynamiczna liposoméw — DH, wspdtczynnik polidyspersyjnosci — Pdl).

DH [nm] PdI Potencjal Zeta [mV]
123,7+0,9 0,17+ 0,01 -43+£0.5
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Na Rys. 2 zamieszczono obrazowanie liposomow z enkapsutowanym zwigzkiem, natomiast na
Rys. 3. znajduje sie analiza XRD potwierdzajgca enkapsulacje zwigzku z aktywnym centrum miedzio-
wym, wyniki te uzyskano z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM).

W literaturze przedmiotu nie sg znane tego typu pofgczenia zwigzku z miedziowym centrum ak-
tywnym i polimeréw naturalnych typu alginian lub pektynian w formie wolnej lub zamknietej w liposo-
mach. Sposdb wytwarzania odznacza sie duzg powtarzalnoscig i pozwala na zamkniecie ponad 20%
wprowadzonego zwigzku w formie liposoméw do alginianowych czgstek nosnikowych (Tab. 2).

Tabela 2

Skiad przyktadowych, wyjsciowych formulacji zwigzku z aktywnym centrum miedziowym i jego wydajnosé
zamykania w alginianowych czastkach nosnikowych.

Forma podania zwigzku 4
Stezenie Wydajnosé
alginianu do alginianu Powlekanie zamykania
| roztwor w formic hydroksypropylometyloceluloza
[Yo wiw] [%]
wodny liposomoéw
2 + - - 2,04
2 - + + 5,1
2 + - - 17,2
) N + + 233
2 - - - -
2 - - + -

Zaletg alginianowych czgstek no$nikowych wedtug wynalazku jest wysoka stabilno$é, wysoka
homogeniczno$¢ produktu koncowego, zdolno$¢ do solubilizacji oraz efektywno$¢ dziatania znajduja-
cych sie w nich sktadnikow aktywnych, ktére stosunkowo tatwo mozna wprowadzac¢ poprzez stosowa-
nie liposoméw. Ukfady te mogg stanowic¢ bardzo dobrg formute bazowg dla wielu zastosowan farma-
ceutycznych. Zastosowanie na powierzchni powtoki z hydroksypropylometylocelulozy, dodatkowo
chroni przed przedwczesnym wyciekiem substancji zamknietej. Jej obecnosé, jak rowniez zawartosé
we wnetrzu alginianowych czgstek no$nikowych liposomoéw wydatnie zwicksza takze wydajno$¢ za-
mykania.

Zasadniczg zaletg wedtug wynalazku jest wytwarzanie bardzo dogodng metodg, bez koniecz-
nosci stosowania wysoko wyspecjalizowanych urzadzen, jednorodnych alginianowych czgstek no$ni-
kowych, ktére mogg stanowié przyktad nowoczesnych nos$nikéw substancji biologicznie czynnych.

Nizej podane przyktady ilustrujg niniejszy opis wynalazku i nie powinny byé uznane za ograni-
czajgce zakres ochrony patentowej.

Przyktad |

Wodny roztw6r zwigzku z miedziowym centrum aktywnym o stezeniu 2,5 mg/ml zmieszano
z wodng zawiesing alginianu w stosunku 1:4 w/w otrzymujgc 2% w/w alginian. Mieszanina zostata
nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl. zawierajgcego 0,1% hydroksypropylometyloceluloze
i doktadnie wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czastki noSnikowe po-
zostaty w roztworze CaCl2 przez godzine. Nastepnie zostaty oddzielone od roztworu na drodze fil-
tracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin.

Przyktad Il

Wodny roztwor zwigzku z miedziowym centrum aktywnym o stezeniu 2,5 mg/ml zmieszano
z wodng zawiesing alginianu w stosunku 1:3 w/w otrzymujgc 2% w/w alginian. Mieszanina zostata
nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl. zawierajgcego 0,1% hydroksypropylometyloceluloze
i doktadnie wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czgstki noSnikowe po-
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zostaty w roztworze CaCl: przez godzine. Nastepnie zostaty oddzielone od roztworu na drodze fil-
tracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin.

Przyktad Il

Wodny roztwér zwigzku z miedziowym centrum aktywnym o stezeniu 2,5 mg/ml zmieszano
z wodng zawiesing alginianu w stosunku 1:4 w/w otrzymujgc 3% w/w alginian. Mieszanina zostata
nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl. zawierajgcego 0,1% hydroksypropylometyloceluloze
i doktadnie wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czgstki no$nikowe po-
zostaty w roztworze CaCl: przez godzine. Nastepnie zostaty oddzielone od roztworu na drodze fil-
tracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin.

Przyktad IV

Wodny roztwor zwigzku z miedziowym centrum aktywnym o stezeniu 2,5 mg/ml zmieszano
z wodng zawiesing alginianu w stosunku 1:4 w/w otrzymujgc 2% w/w alginian. Mieszanina zostata
nastepnie wkroplona do 100 ml 3% w/v CaCl. zawierajgcego 0,1 hydroksypropylometyloceluloze
i doktadnie wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czgstki noSnikowe po-
zostaty w roztworze CaCl: przez godzine. Nastepnie zostaty oddzielone od roztworu na drodze fil-
tracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin.

Przyktad V

Wodny roztwér zwigzku z miedziowym centrum aktywnym o stezeniu 2,5 mg/ml zmieszano
z wodng zawiesing alginianu w stosunku 1:4 w/w otrzymujgc 2% w/w alginian. Mieszanina zostata
nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl. zawierajgcego 0,08% hydroksypropylometyloceluloze
i doktadnie wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czgstki noSnikowe pozo-
staty w roztworze CaCl: przez godzine. Nastepnie zostaty oddzielone od roztworu na drodze filtraciji,
przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin.

Przyktad VI

Liposomy utworzone zostaty z 50 mg lecytyny sojowej, ktéra rozpuszczona zostata w chloro-
formie, a nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnika utworzyta suchy film lipidowy na powierzchni
kolbki. Nastepnie dodano 5,0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym
o stezeniu 2,5 mg/ml w celu uwodnienia lipidéw i utworzenia wielowarstwowych liposoméw typu
MLV (multillamellar vesicles). Nastepnie przeprowadzono etap ekstruzji polegajacy na 21-krotnym
przepychaniu otrzymanej zawiesiny przez filtry poliweglanowe o porach 100 nm, otrzymujgc zawiesine
liposoméw, ktérg zamraza sie w ciektym azocie i liofilizuje, korzystnie 12—24 godzin. Otrzymang pozo-
stato$é uwadnia sie 3 ml wody destylowanej, miesza i ponownie przeprowadza etap ekstruzji. Koncowy
etap obejmuje proces oddzielenia niezamknietego zwigzku od liposoméw. Przeprowadza sie go wyko-
rzystujgc technike sgczenia molekularnego z uzyciem kolumny wypetnionej zelem Sephadex G-50 fine,
korzystnie o wymiarach 1,5 x 20 cm. Otrzymano w ten sposob liposomy, ktoérych rozmiar, okresSlony przy
pomocy techniki dynamicznego rozpraszania Swiatta (Dynamic Light Scattering) wynosit 130,6 nm,
a wspotczynnik polidyspersyjnosci (Pdl) 0,198.

Zawiesine liposoméw zmieszano z wodng zawiesing alginianiu w stosunku 1:4 w/w otrzymujgc
2% wi/w alginian. Mieszanina zostata nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl. i doktadnie wy-
mieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czgstki noSnikowe pozostaty w roztwo-
rze CaClz przez godzine. Nastepnie zostaty oddzielone od roztworu na drodze filtracji, przemyte woda
destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin.

Przyktad VI

Liposomy utworzone zostaty z 50 mg lecytyny sojowej, ktéra rozpuszczona zostata w chloro-
formie, a nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnika utworzyta suchy film lipidowy na powierzchni
kolbki. Nastepnie dodano 3,0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym
o stezeniu 2,5 mg/ml w celu uwodnienia lipidéw i utworzenia wielowarstwowych liposoméw typu
MLV (multillamellar vesicles). Nastepnie przeprowadzono etap ekstruzji polegajgcy na 21-krotnym
przepychaniu otrzymanej zawiesiny przez filtry poliweglanowe o porach 400 nm, a nastepnie
100 nm otrzymujgc zawiesine liposoméw, ktérg zamraza sie w ciektym azocie i liofilizuje, korzyst-
nie 12—-24 godzin. Otrzymang pozostato$é uwadnia sie 2 ml wody destylowanej, miesza i ponownie
przeprowadza etap ekstruzji. Koncowy etap obejmuje proces oddzielenia niezamknietego zwigzku



8 PL 237 963 B1

od liposomoéw. Przeprowadza sie go wykorzystujgc technike sgczenia molekularnego z uzyciem ko-
lumny wypetnionej zelem Sephadex G-50 fine, korzystnie o wymiarach 1,5 x 20 cm. Otrzymano w ten
sposéb liposomy, ktérych rozmiar, okreslony przy pomocy techniki dynamicznego rozpraszania $wiatta
(Dynamic Light Scattering) wynosit 130,2 nm, a wspotczynnik polidyspersyjnosci (Pdl) 0,241.

Zawiesine liposoméw zmieszano z wodng zawiesing alginianu w stosunku 1:5 w/w otrzymujgc
2% wi/w alginian. Mieszanina zostata nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl. i doktadnie wy-
mieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czgstki noSnikowe pozostaty w roztwo-
rze CaClz przez godzine. Nastepnie zostaty oddzielone od roztworu na drodze filtracji, przemyte wodg
destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin.

Przyktad VIl

Liposomy utworzone zostaty z 30 mg lecytyny sojowej, ktéra rozpuszczona zostata w chloro-
formie, a nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnika utworzyta suchy film lipidowy na powierzchni
kolbki. Nastepnie dodano 5,0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym
o stezeniu 3,0 mg/ml w celu uwodnienia lipidéw i utworzenia wielowarstwowych liposoméw typu
MLV (multillamellar vesicles). Nastepnie przeprowadzono etap ekstruzji polegajgcy na 21-krotnym
przepychaniu otrzymanej zawiesiny przez filtry poliweglanowe o porach 100 nm, otrzymujgc zawiesine
liposoméw, ktérg zamraza sie w ciektym azocie i liofilizuje, korzystnie 12—24 godzin. Otrzymang pozo-
stato$¢ uwadnia sie 3 ml wody destylowanej, miesza i ponownie przeprowadza etap ekstruzji. Konco-
wy etap obejmuje proces oddzielenia niezamknietego zwigzku od liposomoéw. Przeprowadza sie go wy-
korzystujac technike sgczenia molekularnego z uzyciem kolumny wypetnionej zelem Sephadex G-50
fine, korzystnie o wymiarach 1,5 x 20 cm. Otrzymano w ten sposéb liposomy, ktérych rozmiar, okre-
Slony przy pomocy techniki dynamicznego rozpraszania Swiatta (Dynamic Light Scattering) wyno-
sit 132,4 nm, a wspotczynnik polidyspersyjnosci (Pdl) 0,232.

Otrzymang zawiesine liposomoéw zmieszano z wodng zawiesing alginianiu w stosunku 1:4 w/w
otrzymujgc 2% w/w alginian. Mieszanina zostata nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaClz
i doktadnie wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane alginianowe czastki noSnikowe po-
zostaty w roztworze CaCl: przez godzine. Nastepnie zostaty oddzielone od roztworu na drodze fil-
tracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin.

Przyktad IX

Liposomy utworzone zostaty z 50 mg lecytyny sojowej, ktéra rozpuszczona zostata w chloro-
formie, a nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnika utworzyta suchy film lipidowy na powierzchni
kolbki. Nastepnie dodano 5,0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym
o stezeniu 2,5 mg/ml w celu uwodnienia lipidéw i utworzenia wielowarstwowych liposoméw typu
MLV (multillamellar vesicles). Nastepnie przeprowadzono etap ekstruzji polegajgcy na 21-krotnym
przepychaniu otrzymanej zawiesiny przez filtry poliweglanowe o porach 100 nm, otrzymujgc zawiesine
liposoméw, ktérg zamraza sie w ciektym azocie i liofilizuje, korzystnie 12—24 godzin. Otrzymang pozo-
stato$¢ uwadnia sie 3 ml wody destylowanej, miesza i ponownie przeprowadza etap ekstruzji. Konco-
wy etap obejmuje proces oddzielenia niezamknietego zwigzku od liposomoéw. Przeprowadza sie go wy-
korzystujgc technike sgczenia molekularnego z uzyciem kolumny wypetnionej zelem Sephadex G-50
fine, korzystnie o wymiarach 1,5 x 20 cm. Otrzymano w ten sposéb liposomy, ktérych rozmiar, okre-
Slony przy pomocy techniki dynamicznego rozpraszania Swiatta (Dynamic Light Scattering) wyno-
sit 125,0 nm, a wspétczynnik polidyspersyjnosci (Pdl) 0,166.

Zawiesine liposoméw zmieszano z wodng zawiesing alginianiu w stosunku 1:4 w/w otrzymujac
2% w/w alginian. Mieszanina zostata nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl. zawierajgcego
0,08% hydroksypropylometyloceluloze i doktadnie wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane
alginianowe czgstki nosnikowe pozostaty w roztworze CaCl. przez godzine. Nastepnie zostaty oddzie-
lone od roztworu na drodze filtracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia
w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin.

Przyktad X

Liposomy utworzone zostaty z 50 mg lecytyny sojowej, ktéra rozpuszczona zostata w chloro-
formie, a nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnika utworzyta suchy film lipidowy na powierzchni
kolbki. Nastepnie dodano 3,0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym
o stezeniu 2,5 mg/ml w celu uwodnienia lipidéw i utworzenia wielowarstwowych liposoméw typu
MLV (multillamellar vesicles). Nastepnie przeprowadzono etap ekstruzji polegajgcy na 21-krotnym
przepychaniu otrzymanej zawiesiny przez filtry poliweglanowe o porach 400 nm, a nastepnie
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100 nm otrzymujgc zawiesine liposomow, ktérg zamraza sie w ciektym azocie i liofilizuje, korzystnie
12-24 godzin. Otrzymang pozostato§¢ uwadnia sie 2 ml wody destylowanej, miesza i ponownie
przeprowadza etap ekstruzji. Koncowy etap obejmuje proces oddzielenia niezamknietego zwigzku od
liposoméw. Przeprowadza sie go wykorzystujac technike sgczenia molekularnego z uzyciem kolum-
ny wypetnionej zelem Sephadex G-50 fine, korzystnie o wymiarach 1,5 x 20 cm. Otrzymano w ten
spos6b liposomy, ktdérych rozmiar, okreSlony przy pomocy techniki dynamicznego rozpraszania
Swiatta (Dynamic Light Scattering) wynosit 123.6 nm, a wspétczynnik polidyspersyjnosci (Pdl) 0,190.

Zawiesine liposoméw zmieszano z wodng zawiesing alginianiu w stosunku 1:4 w/w otrzymujgc
2% wi/w alginian. Mieszanina zostata nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl. zawierajgcego
0,1% hydroksypropylometyloceluloze i dokfadnie wymieszana w temperaturze pokojowej. Otrzymane
alginianowe czgstki noSnikowe pozostaty w roztworze CaCl. przez godzine. Nastepnie zostaty oddzie-
lone od roztworu na drodze filtracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia
w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin.

Przyktad Xl

Liposomy utworzone zostaty z 30 mg lecytyny sojowej, ktéra rozpuszczona zostata w chloro-
formie, a nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnika utworzyta suchy film lipidowy na powierzchni
kolbki. Nastepnie dodano 5.0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym
o stezeniu 3,0 mg/ml w celu uwodnienia lipidéw i utworzenia wielowarstwowych liposoméw typu
MLV (multillamellar vesicles). Nastepnie przeprowadzono etap ekstruzji polegajgcy na 21-krotnym
przepychaniu otrzymanej zawiesiny przez filtry poliweglanowi o porach 100 nm, otrzymujac zawiesi-
ne liposomow, ktérg zamraza sie w ciektym azocie i liofilizuje, korzystnie 12—24 godzin. Otrzymang
pozostatos¢ uwadnia sie 3 ml wody destylowanej, miesza i ponownie przeprowadza etap ekstruziji.
Korncowy etap obejmuje proces oddzielenia niezamknietego zwigzku od liposoméw. Przeprowadza sie
go wykorzystujgc technike sgczenia molekularnego z uzyciem kolumny wypetnionej zelem Sephadex
G-50 fine, korzystnie o wymiarach 1,5 x 20 cm. Otrzymano w ten sposoéb liposomy, ktérych rozmiar,
okre$lony przy pomocy techniki dynamicznego rozpraszania Swiatta (Dynamic Light Scattering) wyno-
sit 122,7 nm, a wspétczynnik polidyspersyjnosci (Pdl) 0,155.

Otrzymang zawiesine liposomoéw zmieszano z wodng zawiesing alginianiu w stosunku 1:4 w/w
otrzymujgc 2% w/w alginian. Mieszanina zostata nastepnie wkroplona do 100 ml 5% w/v CaCl, zawie-
rajagcego 0,08% hydroksypropylometyloceluloze i doktadnie wymieszana w temperaturze pokojowe;j.
Otrzymane alginianowe czastki no$nikowe pozostaty w roztworze CaCl; przez godzine. Nastepnie
zostaty oddzielone od roztworu na drodze filtracji, przemyte wodg destylowang i pozostawione do
wyschniecia w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin.

Zastrzezenia patentowe

1. Alginianowe sferyczne czastki noSnikowe zawierajgce w matrycy z materiatu biopolimerowe-
go na bazie soli alginian owych substancje czynng, znamienne tym, ze substancjg czynng
jest kompleks o wzorze Cu(L-Arg),H-O]JC.0, « 5H,0, w formie enkapsulowanej w liposomach
lub w formie wolnej, a sfery mogg by¢ ewentualnie powleczone warstwg celulozy, korzystnie
hydroksypropylometylocelulozy.

2. Sposéb wytwarzania alginianowych czastek no$nikowych zawierajgcych w matrycy z ma-
teriatu biopolimerowego na bazie soli alginianowych substancje czynng o wzorze
Cu(L-Arg)oH-0JC20,4 « 5H.0. W formie enkapsulowanej w liposomach lub w formie wolne;.
gdzie czastki sg ewentualnie powleczone warstwg hydroksypropylometylocelulozy, polegajgcy
na zamykaniu liposoméw z inkorporowanym zwigzkiem aktywnym Cu(L-Arg).H>QOJC>0y4 ¢ 5H-0
lub wolnego zwigzku Cu(L-Arg),H>-0]C204 « 5H-O w alginianie, gdzie przygotowang za-
wiesine liposomoéw lub wodny roztwér zwigzku z miedziowym centrum aktywnym o okre-
Slonym stezeniu miesza sie z wodng zawiesing alginianu i tak przygotowang mieszanine
wkrapla sie do CaCl. lub CaCl. zawierajacego hydroksypropylometyloceluloze i doktadnie
miesza w temperaturze pokojowej, otrzymane w ten sposéb czastki pozostawia sie w roz-
tworze CaCl: lub CaCl. zawierajgcego hydroksypropylometyloceluloze, nastepnie oddziela
sie od roztworu na drodze filtracji, przemywa wodg destylowang i pozostawia do wyschniecia
w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin.
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Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze jako lipid stosuje sie fosfatydylocholine sojowg
lub inny lipid pochodzenia naturalnego.

Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze liposomy tworzone sg z 20-50 mg lecytyny,
uwadniane 1,5-5,0 ml wodnego roztworu zwigzku z miedziowym centrum aktywnym, ko-
rzystnie o stezeniu 1,5-2,5 mg/ml.

Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze zawiesina liposomowa przepychana jest przez
filtry poliweglanowe o zdefiniowanych porach, korzystnie 100—400 nm.

Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze zawiesine liposoméw zamraza sie w cieklym
azocie i liofilizuje, korzystnie 12-24 godzin, a nastepnie uwadnia sie 2-3 ml wody destylo-
wanej, miesza i ponownie przeprowadza etap ekstruzji.

Spos6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze zawiesine liposomoéw lub wodny roztwér
zwigzku z miedziowym centrum aktywnym, miesza sie z wodng zawiesing alginianiu w sto-
sunku 1:3. 1:4 lub 1:5 w/w, otrzymujgc 2 lub 3% w/w alginian.

Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze mieszanina z zastrz. 5 zostaje wkroplona do
100 ml 3 lub 5% w/v CaClz lub 3 lub 5% w/v CaCl. zawierajgcego 0,08 lub 0,1% w/v hydrok-
sypropylometyloceluloze i delikatnie wymieszana w temperaturze pokojowe;j.

Sposo6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze otrzymane alginianowe czgstki nosnikowe po-
zostawione zostajg w roztworze CaCl: lub CaCl> zawierajgcego hydroksypropylometylocelu-
loze przez godzine, nastepnie zostajg oddzielone od roztworu na drodze filtracji, przemy-
te wodg destylowang i pozostawione do wyschniecia w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin.

Zastosowanie soli alginianowych do wytworzenia czgstek no$nikowych zawierajgcych kom-
pleks o wzorze Cu(L-Arg)2H20]C204 + 5H,0.
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