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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowej generacji bilosomy o dodatnim tadunku oraz sposéb ich wy-
twarzania, przeznaczone do stosowania w przemysle medycznym, farmaceutycznym i kosmetycznym
jako nanonosniki substancji aktywnych biologicznie o réznej rozpuszczalnosci.

Bilosomy to zamkniete uktady pecherzykowe zbudowane z niejonowego srodka powierzchniowo
czynnego, przypominajgce niosomy (modyfikowane liposomy), ale zawierajgce dodatkowo w swojej
strukturze sole kwasoéw zotciowych (m.in. cholan sodu, deoksycholan sodu czy taurocholan sodu).
Wprowadzenie soli kwaséw zétciowych do otoczki lipidowej pecherzykéw prowadzi do zwiekszenia za-
réwno ich stabilnosci, jak i odksztatcalnosci, zapewniajgc tym samym wyzszg ochrone przed enzyma-
tyczng degradacjg w przewodzie pokarmowym. Powyzsze zwigzki zaliczane do biosurfaktantéw, oprécz
funkciji stabilizujgcej, majg rowniez korzystny wptyw na dziatanie fluidyzujgce w transdermalnym dostar-
czaniu tych uktadéw do miejsca docelowego. Chociaz bilosomy zostaty poczatkowo opracowane do
aplikacji szczepionek drogg doustng, to wtasnie dzieki swoim unikatowym witasciwosciom uzytkowym
(tj. nanoskopowy rozmiar, wysoka stabilnos¢ kinetyczna, biokompatybilnos¢ czy wysoka elastycznosé),
sg coraz czesciej wykorzystywane w badaniach nad podawaniem substancji aktywnych do oka [A. M.
Mohsen et al., J. Drug Deliv. Sci. Technol. 59 (2020) 101910], donosowo [M. M. El Taweel et ah, Phar-
maceutics 13 (2021) 1828], podpoliczkowo [M. F. Aldawsari et al., Polymers 14 (2022) 4184], a takze
miejscowo/przezskornie [H. F. Salem et al., Int. J. Nanomedicine 17 (2022) 1185].

Projektowanie wysoce biokompatybilnych nanonosnikéw o ukierunkowanym zastosowaniu
mozna osiggngc¢ poprzez dobdér odpowiednich sktadnikéw budulcowych. Do tej pory do opracowywania
bilosomow wykorzystywano przede wszystkim niejonowe surfaktanty syntetyczne z grupy estrow sorbi-
tanu i ich oksyetylenowanych pochodnych, dostepnych na rynku pod handlowg nazwg Span® oraz
Tween®. Te zwigzki powierzchniowo czynne charakteryzujg sie jednak niskg biodegradowalnoscig, wy-
sokg wrazliwoscig na czynniki srodowiskowe (pH temperatura), a takze mogg prowadzi¢ do wystepo-
wania wszelkiego rodzaju podraznien i uczulen. Powyzsze wlasciwosci mogg zatem ogranicza¢ zasto-
sowanie klasycznych bilosoméw w aplikacjach biologicznych i dlatego, aby usprawni¢ biokompatybil-
nos¢ tych nanostruktur, nalezy wykorzystywaé gtéwnie wysoce biodegradowalne i nietoksyczne fosfoli-
pidy. Niestety pomimo wysokiej biodegradowalnosci i biokompatybilnosci tych biosurfaktantéw jednym
Z ograniczen stosowania zaréwno fosfolipidow, jak i soli kwasow zétciowych jest nadawanie opracowy-
wanej strukturze wysoce ujemnego tadunku. A zatem, w celu osiggniecia maksymalnego efektu tera-
peutycznego (szczegodlnie w przypadku transdermalnego podawania substancji aktywnych), istotna jest
réwniez inkorporacja lipidu kationowego o dobrze udokumentowanym profilu bezpieczenstwa w licznych
badaniach klinicznych, ktéry nada opracowywanemu uktadowi tadunek dodatni. Dodatkowa funkcjona-
lizacja za pomocg lipidu kationowego moze usprawni¢ nanostrukturom oddziatywanie ze skoérg, ktéra
dziata jak ujemnie natadowana membrana ze wzgledu na obecnos¢ duzej ilosci ujemnie natadowanych
lipidow w warstwie rogowej naskorka. Natomiast w przypadku terapii przeciwnowotworowych, witgczenie
lipidu kationowego do struktury nanonosnika pozwala na poprawe jego oddziatywan z nowo tworzonymi
ujemnie natadowanymi komdérkami srodbtonka, ktére sg niezbedne do wzrostu naczyn krwionosnych
guza. Jest to mozliwe dzieki niespecyficznym interakcjom elektrostatycznym tych lipidow z anionowymi
grupami siarczanowymi proteoglikanéw na powierzchni komoérek nowotworowych [K. K. Ewert et al.,
Pharmaceutics 13 (2021) 1365].

W literaturze naukowej i patentowej pojawiajg sie jedynie nieliczne doniesienia na temat zwiek-
szania biokompatybilnosci i skutecznosci dziatania nosnikdw bilosomalnych poprzez wbudowywanie
w ich strukture naturalnych fosfolipidéw oraz lipidow nadajgcych otoczce pecherzyka tadunek dodatni.
W znacznym stopniu, prowadzone badania opierajg sie na syntezie bilosomoéow o tadunku ujemnym
z wykorzystaniem surfaktantow pochodzenia syntetycznego, co zostato opisane w artykutach nauko-
wych podanych ponize;.

W artykule naukowym El-Sayed Khafagy et al., w Polymers 15 (2023) 677, opisano bilosomy
zbudowane z fosfatydylocholiny pozyskiwanej z nasion soi, cholesterolu, monostearynianu sorbitanu
(Span®60) oraz deoksycholanu sodu (sél sodowa kwasu deoksycholowego), wytwarzane za pomocg
techniki hydratacji cienkiego filmu lipidowego, a nastepnie wspomaganej ultradzwiekami (proces sonifi-
kacji — 3 cykle po 3 min., pomiedzy poszczegélnymi cyklami 5-minutowe przerwy). Opracowany przez
autorow uktad bilosomalny zostat skutecznie wykorzystany do transdermalnego dostarczania leku
0 dziataniu przeciwzapalnym (simwastatyny), co pozwolito zaréwno na zwiekszenie zdolnosci przenika-
nia zwigzku aktywnego przez skore, jak i jego ogélnoustrojowej biodostepnosci.
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Z pracy A. Ismalil et al., w AAPS PharmSciTech 23 (2022) 188 znane s3 bilosomy stabilizowane
deoksycholanem sodu i cholesterolem, a takze zawierajgce w swojej strukturze monostearynian sorbi-
tanu (Span®60) jako surfaktant niejonowy. W badaniach z powodzeniem wykorzystano metode hydra-
tacji cienkiego filmu lipidowego, a nastepnie sonifikacji do opracowania stabilnego ukfadu bilosomal-
nego, docelowo przeznaczonego do doustnego podawania leku przeciwdepresyjnego — chlorowodorku
sertraliny (selektywny inhibitor wychwytu zwrotnego serotoniny). Autorzy wykazali zaréwno wyzszg bio-
dostepno$c, jak i skutecznos¢ przenikania przez btoneg jelitowg enkapsulowanego leku w poréwnaniu
do jego formy natywnej niezwigzanej z nosnikiem.

Z Kkolei publikacja N. K. Alruwaili et al., w Drug Delivery 29 (2022) 3035 opisuje bilosomy modyfi-
kowane powierzchniowo do doustnego dostarczania kwercetyny, opracowane przy uzyciu metody od-
parowania rozpuszczalnika. Autorzy otrzymali nanonos$niki polimerowe na bazie chitozanu o wysokim
stopniu enkapsulacji zwigzku aktywnego, ktorych otoczka sktada sie z monostearynianu sorbitanu
(Span®60), cholesterolu i deoksycholanu sodu.

Stabilizacje niejonowym monostearynianem sorbitanu (Span®60) zastosowali rowniez badacze
z grupy H.F. Salem et al., w Int. J. Nanomedicine 17 (2022) 1185. Do opracowania bilosoméw o ujem-
nym tadunku, wytwarzanych metodg odparowania rozpuszczalnika, wykorzystano ponadto deoksycho-
lan sodu jako sol kwasu zoétciowego oraz cholesterol. Autorzy wykorzystali zoptymalizowany ukfad bilo-
somalny jako miejscowy system dostarczania chlorowodorku metforminy, ktéry pozwolit zwiekszy¢ jego
przenikanie przez skére, a tym samym ograniczy¢ wystepowanie ciezkiego zapalenia btony sluzowej
zotadka jako gtownego efektu ubocznego przy doustnym podawaniu tego leku.

Z pracy R. Binsuwaidan et al., w Pharmaceuticals 15 (2022) 1043 znane sg bilosomy do doust-
nego dostarczania likopenu, w ktérych otoczka jest zbudowana z cholanu sodu (sél sodowa kwasu
cholowego), cholesterolu oraz monostearynianu sorbitanu (Span®60). Autorzy artykutu otrzymali ukfady
nanopecherzykowe, ktére mogg wykazywac skuteczng aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec wie-
lolekoopornego izolatu K. pneumoniae, jak réwniez zmniejszy¢ stan zapalny i przekrwienie w tkankach
ptuc myszy, znacznie zmniejszajgc zwtdknienie ptuc.

W pracy S. Mosallam et al., w AAPS PharmSciTech 22 (2021) 74 do opracowania wysoce od-
ksztatcalnych nanonosnikow, oprocz tradycyjnych sktadnikéw (Span®60, cholesterol, deoksycholan
sodu), wykorzystano dodatkowy surfaktant niejonowy — Brij®93 (eter oleilowy glikolu polietylenowego).
Bilosomy, ktére zostaty wykorzystane do miejscowego dostarczania leku przeciwgrzybiczego (terkona-
zolu), otrzymano metodg wstrzykiwania roztworu etanolowego, w potgczeniu z technikg sonifikacji
w tazni ultradzwiekowej. Autorzy ujawnili skuteczne dziatanie zoptymalizowanego uktadu w stosunku
do wybranego szczepu Candida (tj. C. albicans).

Z artykutu naukowego A.M. Al-Mahallawi et al., w Int. J. Pharm. 485 (2015) 329 znane s3 bilo-
somy rowniez przygotowane metodg hydratacji cienkiego filmu lipidowego, a nastepnie sonifikaciji
w tazni ultradzwiekowej, ktorych otoczka skitada sie z monostearynianu sorbitanu (Span®60), choleste-
rolu i deoksycholanu sodu. Autorzy skutecznie wykorzystali opracowany nanonosnik do transdermal-
nego dostarczania niesteroidowego leku przeciwzapalnego (tenoksykamu).

W literaturze patentowej mozna spotka¢ wytgcznie chinskie zgloszenie patentowe nr CN115226898A,
w ktérym opisane sg bilosomy zbudowane z lecytyny, monooleinianu polioksyetylenosorbitanu
(Tween®80) i deoksycholanu sodu, opracowane w oparciu o metode hydratacji cienkiego filmu lipido-
wego potgczong z technikg sonifikacji. Otrzymany system nosnikowy postuzyt do poprawienia biodo-
stepnosci i przedtuzonego uwalniania pigmentu karotenoidowego w jelicie cienkim.

W literaturze naukowej mozna rowniez znalez¢ kilka prac, w ktérych do opracowywania biloso-
mow wykorzystuje sie naturalne fosfolipidy zamiast powszechnie stosowanych syntetycznych srodkow
powierzchniowo czynnych.

Z pracy M. Zewalil et al., w Pharmaceuticals 16 (2023) 36 znane sg bilosomy, ktérych otoczka
sktada sie z fosfatydylocholiny pozyskiwanej z nasion soi (Lipoid S100), cholesterolu i deoksycholanu
sodu, wytworzone metodg hydratacji cienkiego filmu lipidowego w potgczeniu z sonifikacjg w fazni ul-
tradzwiekowej. Autorzy wykazali, ze opracowany ukfad bilosomalny moze efektywnie dostarcza¢ natu-
ralny sktadnik bioaktywny (spiruline), oferujgc maksymalne efekty terapeutyczne w leczeniu uszkodzen
skéry wywotanych promieniowaniem UV.

W artykule naukowym M. H. Elkomy et al., w Pharmaceutics 14 (2022) 563 opisane sg bilosomy
powlekane chitozanem do przezskérnego dostarczania alkaloidu pochodzenia roslinnego (berberyny)
w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow, wytwarzane w oparciu o metode hydratacji cienkiego
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filmu lipidowego potaczong z technikg sonifikacji w tazni ultradzwiekowej. Autorzy wykorzystali lecytyne
sojowg, cholesterol oraz deoksycholan sodu jako sktadniki budulcowe otoczki bilosomalne;j.

Z kolei publikacja S. Ahmed et al., w Int. J. Nanomedicine 15 (2020) 9783 opisuje wytwarzanie
nosnikow bilosomalnych przy uzyciu fosfatydylocholiny pozyskiwanej z nasion soi, deoksycholanu sodu
oraz limonenu jako ,wzmacniacza przenikania” przez skore poprzez jego interakcje z lipidami warstwy
rogowej naskorka. Nosniki pecherzykowe zostaty opracowane w oparciu o metode hydratacji cienkiego
filmu lipidowego do zwigkszenia przezskérnego dostarczania lornoksykamu, nalezgcego do niesteroi-
dowych lekéw przeciwzapalnych.

Na szczegdlng uwage badawczg w procesie zwiekszania biodostepnosci i wzmocnionego do-
starczania zwigzku aktywnego do miejsca docelowego zastugujg elastyczne bilosomy, ktérych otoczka
lipidowa (oprocz soli kwasow zotciowych) zawiera naturalne zwigzki powierzchniowo czynne — fosfoli-
pidy oraz wybrane lipidy nadajgce opracowywanej strukturze tadunek dodatni. Taki uktad bilosomalny
swoim skfadem nie tylko przypomina strukture lipidowg skory, ale réwniez pozwala zwiekszy¢ zdolno$¢
do interakcji nanonosnika ze skérg, co jest wyjgtkowo istotne dla transdermalnego/miejscowego dostar-
czania substancji aktywnych, co dowiedziono i opisano w ponizszych artykutach naukowych.

Z pracy AbuBakr’a et al., w Int. J. Pharm., 635 (2023) 122776 znane sg bilosomy o dodatnim
tadunku, ktérych otoczka zbudowana jest z fosfatydylocholiny pozyskiwanej z nasion soi (Phospholi-
pon®90G), lipidu kationowego — stearyloaminy oraz soli kwasow zétciowych: deoksycholanu sodu i tau-
rocholanu sodu, wytwarzane w oparciu o metode hydratacji cienkiego filmu lipidowego. Zoptymalizo-
wane ukfady bilosomalne zostatly z powodzeniem wykorzystane do enkapsulacji kortykosteroidu (pro-
pionianu flutykazonu) dla przezskérnego leczenia zapalenia stawdw. Autorzy udowodnili, ze wtgczenie
stearyloaminy oraz soli kwaséw zoétciowych znacznie zwiekszyto transdermalng skuteczno$¢ dostarcza-
nia tadunku aktywnego w opracowanych bilosomach, co staje sie istotng strategie terapeutyczng dla
wielu przewlektych choréb zapalnych, szczegdlnie zapalenia stawow.

Z kolei publikacja Elnaggar’a et al., w Int. J. Pharm., 564 (2019) 410 opisuje otrzymywanie bilo-
somoéw o tadunku dodatnim metodg odparowania faz odwréconych (ang. reverse-phase evaporation,
REV) z 3 cyklami ekstruzji (wyttaczania) w celu zmniejszenia rozmiaru nosnika. Ukfad zostat zbudowany
z fosfatydylocholiny pozyskiwanej z nasion soi (LIPOID S 100), z dodatkiem lub bez cholesterolu, trzech
réznych soli kwasoéw zétciowych, tj. tauroglikocholanu sodu, deoksycholanu sodu i taurocholanu sodu
oraz lipidu kationowego — stearyloaminy lub chlorku 1,2-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu. Zoptyma-
lizowane bilosomy zostaty przeznaczone do enkapsulacji pirydynylobisfonianu trzeciej generacji — ry-
zedronianu dla jego doustnego podawania. Autorzy wykazali wysokg stabilnosé nosnikéw o tadunku
dodatnim w symulowanych warunkach srodowiskowych przewodu pokarmowego, jednakze zaobser-
wowana toksycznos¢ jelitowa moze ostatecznie ograniczy¢ ich zastosowanie w doustnym podawaniu
zwigzkéw aktywnych.

W literaturze przedmiotu nie sg znane elastyczne bilosomy o dodatnim tadunku wytwarzane me-
todami: hydratacji cienkiego filmu lipidowego i sonifikacji, ktérych otoczka sktada sie z fosfatydylocholiny
z z6fMek jaja kurzego (naturalnego fosfolipidu), cholanu sodu (soli kwasu zdétciowego), chlorku 1,2-dio-
leoilo-3-trimetyloamoniopropanu (lipidu kationowego) oraz dodatkowo funkcjonalizowanych glikolem
polietylenowym przy uzyciu 1,2-distearoilo-sn-glicero-fosfoetanoloamino-N-[metoksy(glikolu polietyle-
nowego) 2000].

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku sg nowej generacji bilosomy o dodatnim tadunku, ztoZzone
z otoczki zawierajgcej fosfatydylocholine z zoéttek jaja kurzego (PC) o stezeniu od 3,0 do 6,0 mg/ml,
chlorek 1,2-diolecilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) o stezeniu od 4,0 do 7,0 mg/ml oraz hydrat
cholanu sodu (SC) o stezeniu 1,0 mg/ml.

Korzystnie do otoczka zawiera dodatkowo 1,2-distearoilo-sn-glicero-fosfoetanoloamino-N-[me-
toksy(glikolu polietylenowego) 2000] (DSPE-PEG2000) o stezeniu 0,5 mg/ml.

Istotg wynalazku jest réwniez sposob wytwarzania bilosoméw o tadunku dodatnim charakteryzujgcy
sie tym, ze w pierwszej kolejnosci doktadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z zéttek jaja kurzego (PC)
(9-18 mg), chlorku 1,2-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-C1) (12-21 mg) oraz 1,2-distearoilo-sn-
-glicero-fosfoetanoloamino-N-[metoksy(glikolu polietylenowego) 2000] (DSPE-PEG2000) (0-1,5 mg) roz-
puszcza sie w 3 ml chloroformu w kolbie okrggtodennej o pojemnosci 10 ml, a nastepnie rozpuszczalnik
organiczny catkowicie odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg
wyparki rotacyjnej (predkosé obrotowa: 80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy
lipidowej, natomiast rownomiernie utworzony na sciankach kolby okragtodennej suchy film lipidowy
uwadnia sie kolejno w 3 ml wodnego roztworu zawierajgcego sol kwasu zotciowego — cholan sodu (SC)
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w stezeniu 1 mg/ml, po czym powstatg dyspersje miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycz-
nym w celu wytworzenia heterogenicznej populacji pecherzykéw i w ostatnim etapie dyspersje biloso-
malng poddaje sie sonifikacji w fazni ultradzwiekowej, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych
jednowarstwowych pecherzykéw, ktore przechowuje sie w temperaturze 4°C do ich pdzniejszego wy-
korzystania.

Korzystnie dodaje sie fosfatydylocholine z zéttek jaja kurzego (PC) w ilosci 6 mg/ml, chlorek 1,2-
-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) w ilosci 4 mg/ml oraz 1,2-distearoilo-sn-glicero-fosfo-
etanoloamino-N-[metoksy(glikol polietylenowy) 2000] (DSPE-PEG2000) w ilosci 0,5 mg/ml.

Korzystnie rozpuszczalnik organiczny catkowicie odparowuje sie przez 10 min. pod zmniejszo-
nym cisnieniem za pomocg wyparki rotacyjne;.

Korzystnie po odparowaniu rozpuszczalnika organicznego do kolbki okrggtodennej dodaje sie
szklang kulke w celu utatwienia tworzenia sie struktur pecherzykowych z filmu lipidowego podczas pro-
cesu jego uwadniania.

Korzystnie mieszanine poddaje sie dziataniu ultradzwiekéw przez okres od 1 do 5 min., w tem-
peraturze pokojowe;.

Korzystnie mieszanine poddaje sie dziataniu ultradzwiekdéw przez 3 min.

Do charakteryzowania rozmiaru (wyrazonego jako $rednica hydrodynamiczna — Dn) i wspétczyn-
nika polidyspersyjnosci (Pdl) otrzymanych bilosomow stosuje sie technike dynamicznego rozpraszania
Swiatta (DLS, ang. dynamic light scattering), do wyznaczenia ich potencjatu zeta () wykorzystuje sie
technike elektroforetycznego rozpraszania swiatta (ELS, ang. electrophoretic light scattering), natomiast
do zobrazowania otrzymanych nanostruktur stosuje sie mikroskopie sit atomowych (AFM, ang. atomic
force microscopy) oraz transmisyjng mikroskopie elektronowg (TEM, ang. transmission electron micro-
scopy).

Zaletg bilosomoéw o dodatnim fadunku wedtug wynalazku jest wysoka stabilnosé¢ kinetyczna, sfe-
ryczny ksztatt, rozmiar < 100 nm oraz ich niska polidyspersyjnos¢. Kolejng korzyscig jest zdolnos¢ do
tatwego, efektywnego i jednoczesnego wprowadzenia do wnetrza bilosomow sktadnikéw aktywnych
o réznej rozpuszczalnosci, tj. hydrofobowych i hydrofilowych czgsteczek, odpowiednio do dwuwarstwy
fosfolipidowej i rdzenia wodnego. Uktady te mogg stanowi¢ doskonatg formute bazowg dla wielu zasto-
sowan medycznych, kosmetycznych i farmaceutycznych, szczegdlnie dla transdermalnego/miejsco-
wego dostarczania substancji biologicznie czynnych z uwagi na ich unikatowy rozmiar, ktéry moze
sprzyjac ich zwiekszonej zdolnosci do przenikania przez zewnetrzng warstwe rogowg naskorka (stratum
corneum), az do skory wtasciwej.

Zasadnicze korzysci z wynalazku polegajg na mozliwosci wytwarzania bardzo dogodng metoda,
bez koniecznosci stosowania duzych nakladoéw energii, biodegradowalnych, biokompatybilnych i stabil-
nych bilosomoéw o dodatnim tadunku, ktére moga tym samym stanowi¢ innowacyjne systemy do kontro-
lowanego dostarczania zwigzkéw aktywnych do tkanek zmienionych chorobowo, otrzymanych metoda,
w ktorej wykorzystuje sie koloidalne procesy samoorganizacji z udziatem amfifilowych biomolekut.

Przedmiot wynalazku objasniony jest w przyktadach zebranych w Tabeli 1, dotyczgcych wytwa-
rzania bilosoméw nowej generacji zawierajgcych w otoczce lipid kationowy (DOTAP-CI), ktérego gtow-
nym celem jest nadanie projektowanej strukturze tadunku dodatniego oraz na Rysunkach 1-4. W Ta-
beli 1 zebrano sktady dla wszystkich otrzymanych uktadéw bilosomalny ch (I-VIII) wraz z wyznaczonymi
parametrami fizykochemicznymi (Srednica hydrodynamiczna — Dn, wspoétczynnik polidyspersyjnosci —
Pdl, potencjat zeta — ). Rys. 1 przedstawia odpowiednio obrazy wykonane technikg TEM oraz AFM
bilosomow otrzymanych na przykfadzie I, jak réwniez rozrzut rozmiarow i potencjatu zeta dla tych na-
nonosnikéw otrzymanych odpowiednio technikg DLS oraz ELS. Rys. 2 oraz Rys. 3 przedstawia odpo-
wiednio wptyw czasu przechowywania rozmiar (D) oraz indeks polidyspersyjnosci (Pdl) otrzymanych
bilosomoéw o dodatnim tadunku (dla przyktadéw I-VIII). Natomiast Rys. 4 przedstawia zmiany poten-
cjatu £ réwniez po 30 dniach przechowywania otrzymanych uktadéw pecherzykowych (dla przyktadow
[-VI1II). Otrzymane wyniki badan dowodzg wysokiej stabilnosci koloidalnej otrzymanych bilosoméw o do-
datnim tadunku, co potwierdza ich korzystne wtasciwosci fizykochemiczne do wykorzystania jako nano-
nosnikéw substancji biologicznie czynnych bedgcych przedmiotem niniejszego wynalazku.

Przykiad |

Doktadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z z6ttek jaja kurzego (PC) (18 mg) oraz chlorku 1,2-
-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (12 mg) rozpuszcza sie w 3 ml chloroformu w kolbie
okrggtodennej o pojemnosci 10 ml. Nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowicie odparowuje sie pod
zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej (predkos¢ obrotowa:



6 PL 248770 B1

80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej (10 minut). Réwnomiernie utwo-
rzony na $ciankach kolby okrggtodennej suchy film lipidowy uwadnia sie kolejno w 3 ml wodnego roz-
tworu zawierajgcego sol kwasu zétciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml. Powstatg dyspersje
miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu wytworzenia heterogenicznej populacji
pecherzykéw. Na koniec dyspersje bilosomalng poddaje sie sonifikacji w tazni ultradzwiekowej przez
okoto 3 min, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych jednowarstwowych pecherzykéw. Rozmiar
nanonosnikow (wyrazony jako srednica hydrodynamiczna — D, wyznaczona technikg DLS) wynosi
75 nm przy wspoétczynniku polidyspersyjnosci (Pdl) rownym 0,283. Natomiast potencjat zeta (£) otrzy-
manego uktadu, wyznaczony technikg ELS wynosi +72 mV.

Przyktad I

Doktadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z zéttek jaja kurzego (PC) (18 mg), chlorku 1,2-
-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (12 mg) oraz 1,2-distearoilo-sn-glicero-fosfoetanolo-
-amino-N-[metoksy(glikolu polietylenowego) 2000] (DSPE-PEG2000) (1,5 mg) rozpuszcza sie w 3 ml
chloroformu w kolbie okraggtodennej o pojemnoéci 10 ml. Nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowi-
cie odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej
(predkosc¢ obrotowa: 80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej (10 minut).
Réwnomiernie utworzony na $ciankach kolby okrggtodennej suchy film lipidowy uwadnia sie kolejno
w 3 ml wodnego roztworu zawierajgcego sol kwasu zotciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml.
Powstatg dyspersje miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu wytworzenia hete-
rogenicznej populacji pecherzykéw. Na koniec dyspersje bilosomalng poddaje sie sonifikacji w tazni
ultradzwiekowej przez okoto 3 min, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych jednowarstwowych
pecherzykéw. Rozmiar nanonosnikéw (wyrazony jako srednica hydrodynamiczna — D, wyznaczona
technikg DLS) wynosi 68 nm przy wspotczynnikéw polidyspersyjnosci (Pdl) rownym 0,289. Natomiast
potencjat zeta () otrzymanego uktadu, wyznaczony technikg ELS wynosi +47 mV.

Przykitad Il

Dokfadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z zéttek jaja kurzego (PC) (15 mg) oraz chlorku 1,2-
-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (15 mg) rozpuszcza sie w 3 ml chloroformu w kolbie
okrggtodennej o pojemnosci 10 ml. Nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowicie odparowuje sie pod
zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej (predkos¢ obrotowa:
80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej (10 minut). Réwnomiernie utwo-
rzony na sciankach kolby okrggtodennej suchy film lipidowy uwadnia sie kolejno w 3 ml wodnego roz-
tworu zawierajgcego sol kwasu zétciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml. Powstatg dyspersije
miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu wytworzenia heterogenicznej populadji
pecherzykéw. Na koniec dyspersje bilosomalng poddaje sie sonifikacji w tazni ultradzwiekowej przez
okoto 3 min, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych jednowarstwowych pecherzykéw. Rozmiar
nanonosnikéw (wyrazony jako $rednica hydrodynamiczna — Dn, wyznaczona technikg DLS) wynosi
108 nm przy wspotczynnikow polidyspersyjnosci (Pdl) rownym 0,341. Natomiast potencjat zeta ({) otrzy-
manego uktadu, wyznaczony technikg ELS wynosi +79 mV.

Przyktad IV

Doktadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z zottek jaja kurzego (PC) (15 mg), chlorku 1,2-
-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (15 mg) oraz 1,2-distearoilo-sn-glicero-fosfoetanoloa-
mino-N-[metoksy(glikolu polietylenowego) 2000] (DSPE-PEG2000) (1,5 mg) rozpuszcza sie w 3 ml
chloroformu w kolbie okragtodennej o pojemnosci 10 ml. Nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowi-
cie odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej
(predkosc obrotowa: 80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej (10 minut).
Réwnomiernie utworzony na $ciankach kolby okrggtodennej suchy film lipidowy uwadnia sie kolejno
w 3 ml wodnego roztworu zawierajgcego sol kwasu zétciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml.
Powstatg dyspersje miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu wytworzenia hete-
rogenicznej populacji pecherzykéw. Na koniec dyspersje bilosomalng poddaje sie sonifikacji w fazni
ultradzwiekowej przez okoto 3 min, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych jednowarstwowych
pecherzykéw. Rozmiar nanonosnikow (wyrazony jako $rednica hydrodynamiczna — Du, wyznaczona
technikg DLS) wynosi 71 nm przy wspotczynnikow polidyspersyjnosci (Pdl) rownym 0,309. Natomiast
potencjat zeta () otrzymanego uktadu, wyznaczony technikg ELS wynosi +58 mV.

Przykiad V

Doktadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z z6ttek jaja kurzego (PC) (12 mg) oraz chlorku 1,2-
-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (18 mg) rozpuszcza sie w 3 ml chloroformu w kolbie
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okrggtodennej o pojemnosci 10 ml. Nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowicie odparowuje sie pod
zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej (predkos¢ obrotowa:
80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej (10 minut). Réwnomiernie utwo-
rzony na sciankach kolby okragtodennej suchy film lipidowy uwadnia sie kolejno w 3 ml wodnego roz-
tworu zawierajgcego sol kwasu zoétciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml. Powstatg dyspersje
miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu wytworzenia heterogenicznej populadji
pecherzykéw. Na koniec dyspersje bilosomalng poddaje sie sonifikacji w fazni ultradzwiekowej przez
okoto 3 min, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych jednowarstwowych pecherzykéw. Rozmiar
nanonosnikow (wyrazony jako srednica hydrodynamiczna — D, wyznaczona technikg DLS) wynosi
93 nm przy wspétczynnikdw polidyspersyjnosci (Pdl) réwnym 0,275. Natomiast potencjat zeta () otrzy-
manego uktadu, wyznaczony technikg ELS wynosi +76 mV.

Przyktad VI

Doktadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z zéttek jaja kurzego (PC) (12 mg), chlorku 1,2-
-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (18 mg) oraz 1,2-distearoilo-sn-glicero-fosfoetanolo-
-amino-N-[metoksy(glikolu polietylenowego) 2000] (DSPE-PEG2000) (1,5 mg) rozpuszcza sie w 3 ml
chloroformu w kolbie okraggtodennej o pojemnoéci 10 ml. Nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowi-
cie odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej
(predkosc¢ obrotowa: 80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej (10 minut).
Réwnomiernie utworzony na $ciankach kolby okrggtodennej suchy film lipidowy uwadnia sie kolejno
w 3 ml wodnego roztworu zawierajgcego sol kwasu zétciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml.
Powstatg dyspersje miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu wytworzenia hete-
rogenicznej populacji pecherzykéw. Na koniec dyspersje bilosomalng poddaje sie sonifikacji w tazni
ultradzwiekowej przez okoto 3 min, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych jednowarstwowych
pecherzykéw. Rozmiar nanonosnikéw (wyrazony jako srednica hydrodynamiczna — D, wyznaczona
technikg DLS) wynosi 68 nm przy wspoétczynnikoéw polidyspersyjnosci (Pdl) réwnym 0,305. Natomiast
potencjat zeta (0 otrzymanego uktadu, wyznaczony technikg ELS wynosi +53 mV.

Przyktad VI

Dokfadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z zéttek jaja kurzego (PC) (9 mg) oraz chlorku 1,2-
-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (21 mg) rozpuszcza sie w 3 ml chloroformu w kolbie
okrggtodennej o pojemnosci 10 ml. Nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowicie odparowuje sie pod
zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej (predkos¢ obrotowa:
80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej (10 minut). Réwnomiernie utwo-
rzony na sciankach kolby okrggtodennej suchy film lipidowy uwadnia sie kolejno w 3 ml wodnego roz-
tworu zawierajgcego sol kwasu zétciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml. Powstatg dyspersije
miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu wytworzenia heterogenicznej populadji
pecherzykéw. Na koniec dyspersje bilosomalng poddaje sie sonifikacji w fazni ultradzwiekowej przez
okoto 3 min, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych jednowarstwowych pecherzykéw. Rozmiar
nanonosnikow (wyrazony jako $rednica hydrodynamiczna — Dn, wyznaczona technikg DLS) wynosi
118 nm przy wspotczynnikow polidyspersyjnosci (Pdl) réwnym 0,355. Natomiast potencjat zeta ({) otrzy-
manego uktadu, wyznaczony technikg ELS wynosi +78 mV.

Przyktad VIl

Doktadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z zéttek jaja kurzego (PC) (9 mg), chlorku 1,2-dio-
leoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (21 mg) oraz 1,2-distearoilo-sn-glicero-fosfoetanoloa-
mino-N-[metoksy(glikolu polietylenowego) 2000] (DSPE-PEG2000) (1,5 mg) rozpuszcza sie w 3 ml
chloroformu w kolbie okrggtodennej o pojemnosci 10 ml. Nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowi-
cie odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej
(predkosc obrotowa: 80 rpm), az do uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej (10 minut).
Réwnomiernie utworzony na $ciankach kolby okrggtodennej suchy film lipidowy uwadnia sie kolejno
w 3 ml wodnego roztworu zawierajgcego sol kwasu zétciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml.
Powstatg dyspersje miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu wytworzenia hete-
rogenicznej populacji pecherzykéw. Na koniec dyspersje bilosomalng poddaje sie sonifikacji w tazni
ultradzwiekowej przez okoto 3 min, w wyniku czego otrzymuje sie populacje matych jednowarstwowych
pecherzykéw. Rozmiar nanonosnikow (wyrazony jako srednica hydrodynamiczna — Du, wyznaczona
technikg DLS) wynosi 94 nm przy wspotczynnikow polidyspersyjnosci (Pdl) rownym 0,226. Natomiast
potencjat zeta (0 otrzymanego uktadu, wyznaczony technikg ELS wynosi +60 mV.
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Zastrzezenia patentowe

1. Bilosomy o dodatnim tadunku znamienne tym, ze otoczka zawiera fosfatydylocholine z zéttek
jaja kurzego (PC), chlorek 1,2-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-C1) oraz hydrat
cholanu sodu (SC).

2. Bilosomy wedtug zastrz. 1, znamienne tym, Zze otoczka zawiera 1,2-distearoilo-sn-glicero-
fosfoetanoloamino-N-[metoksy(glikol polietylenowy) 2000] (DSPE-PEG2000).

3. Sposbéb wytwarzania bilosoméw o tadunku dodatnim znamienny tym, ze w pierwszej kolej-
nosci doktadnie odwazone ilosci fosfatydylocholiny z Zéttek jaja kurzego (PC) (9-18 mg),
chlorku 1,2-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI) (12—21 mg) oraz 1,2-distearoilo-
sn-glicero-fosfoetanoloamino-N-[metoksy(glikolu polietylenowego) 2000] (DSPE-PEG2000)
(0-1,5 mg) rozpuszcza sie w 3 ml chloroformu w kolbie okrggtodennej o pojemnosci 10 ml,
a nastepnie rozpuszczalnik organiczny catkowicie odparowuje sie pod zmniejszonym cisnie-
niem w temperaturze 45°C za pomocg wyparki rotacyjnej (predkos¢ obrotowa: 80 rpm), az do
uzyskania cienkiej i catkowicie suchej warstwy lipidowej, natomiast rownomiernie utworzony
na sciankach kolby okragtodennej suchy film lipidowy uwadnia si¢ kolejno w 3 ml wodnego
roztworu zawierajgcego sol kwasu zoétciowego — cholan sodu (SC) w stezeniu 1 mg/ml, po
czym powstatg dyspersje miesza sie przez 3 godziny na mieszadle magnetycznym w celu
wytworzenia heterogenicznej populacji pecherzykéw i w ostatnim etapie dyspersje biloso-
malng poddaje sie sonifikacji w tazni ultradzwiekowej, w wyniku czego otrzymuije sie populacje
matych jednowarstwowych pecherzykoéw, ktére przechowuje sie w temperaturze 4°C do ich
pozniejszego wykorzystania.

4. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze dodaje sie fosfatydylocholine z zéttek jaja ku-
rzego (PC) w ilosci 6 mg/ml, chlorek 1,2-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropanu (DOTAP-CI)
w ilosci 4 mg/ml oraz 1,2-distearoilo-sn-glicero-fosfoetanoloamino-N-[metoksy(glikol polietyle-
nowy) 2000] (DSPE-PEG2000) w ilosci 0,5 mg/ml.

5. Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze rozpuszczalnik organiczny catkowicie odparo-
wuje sie przez 10 min pod zmniejszonym cisnieniem za pomocg wyparki rotacyjne;.

6. Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze po odparowaniu rozpuszczalnika organicznego
do kolbki okrggtodennej dodaje sie szklang kulke w celu utatwienia tworzenia sie struktur pe-
cherzykowych z filmu lipidowego podczas procesu jego uwadniania.

7. Sposéb wediug zastrz. 3, znamienny tym, ze dyspersje poddaje sie dziataniu ultradzwiekdéw
przez okres od 1 do 5 min, w temperaturze pokojowej.

8. Sposoéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze mieszanine poddaje sie dziataniu ultradzwiekéw
przez 3 min.
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Rysunki
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