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WYKAZ SKRÓTÓW 

AFM - mikroskopia sił atomowych (ang. atomic force microscopy) 

API - substancja lecznicza (ang. active pharmaceutical ingredient) 

BCS - system klasyfikacji biofarmaceutycznej (ang. Biopharmaceutical 

Classification System) 

CLSM - laserowy skanuj�cy mikroskop konfokalny (ang. confocal laser scanning 

microscope) 

CSSS - usuwanie powierzchni skóry przy pomocy cyjanoakrylu (ang. cyanoacrylate 

skin surface stripping) 

ESI - jonizacja przez elektrorozpylanie (ang. electrospray ionisation) 

FDA - Ameryka�ska Agencja ds. �ywno�ci i Leków (ang. Food and Drug 

Administration) 

FP - Farmakopea Polska 

HLB - równowaga hydrofilowo-lipofilowa (ang. hydrophilic-lipophilic balance) 

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid 

chromatography) 

IRS - wewn�trzna pochewka włosa (ang. inner root sheath) 

LOD - granica wykrywalno�ci (ang. limit of detection) 

LOQ - granica oznaczalno�ci (ang. limit of quantification) 

MIC - minimalne st��enie hamuj�ce (ang. minimal inhibitory concentration), 

parametr charakteryzuj�cy leki przeciwbakteryjne 

MRM - tryb monitorowania wielu reakcji (ang. multiple reaction monitoring)  

w spektrometrii mas 

MS - spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

MTT - (bromek 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazoliowy) (ang. 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 

MWCO - masa molowa zwi�zku powy�ej której 90% jego cz�steczek zostaje 

zatrzymanych na filtrze (ang. molecular weight cut off) 

NLC - nanostrukturalne no�niki lipidowe (ang. nanostructured lipid carriers) 

ORS - zewn�trzna pochewka włosa (ang. outer root sheath) 

PdI - współczynnik polidyspersji (ang. polidyspersity index) 
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Ph. Eur. - Farmakopea Europejska 

PLGA - kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego 

RBHE - ester heksylowy nadchloranu rodaminy B (ang. rhodamine B, hexyl ester, 

perchlorate) 

RSD% - wzgl�dne odchylenie standardowe (ang. relative standard deviation) 

ROX - roksytromycyna 

SCCP - Komitet Naukowy ds. Produktów Konsumenckich (ang. Scientific 

Committee on Consumer Products)  

SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation) 

SDS - dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate) 

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning electron microscopy) 

S/N - stosunek sygnału do szumu (ang. signal to noise) 

SLN - stałe nanocz�stki lipidowe (ang. solid lipid nanoparticles)  

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron 

microscopy) 

USP - Farmakopea Ameryka�ska (ang. United States Pharmacopeia)
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STRESZCZENIE 

Droga transfolikularna (przezmieszkowa), jako jedna z mo�liwo�ci transportu 

przezskórnego, wymieniana była w publikacjach naukowych od wielu lat, jednak nie 

była uznawana za znacz�c�. Obecnie istniej� badania dowodz�ce, �e niektóre 

substancje mog� t� drog� dociera� do kr��enia ogólnego, gdy� mieszek włosowy  

to miejsce, gdzie warstwa rogowa traci sw� ci�gło��. Same mieszki włosowe 

natomiast zyskuj� coraz wi�ksze znaczenie jako zbiornik substancji aplikowanych na 

skór�, uwalniaj�c je w sposób przedłu�ony. Coraz wi�cej nadziei wi��e si� tak�e  

z leczeniem schorze� zwi�zanych z jednostk� włosowo-łojow� przez selektywne 

dostarczanie do niej substancji leczniczych zawartych w odpowiednich no�nikach. 

Taki te� był cel wykonanych bada�. Miały one wykaza� mo�liwo�� inkorporacji 

roksytromycyny do no�ników lipidowych i zasadno�� zastosowania takiego systemu 

dostarczania leku w terapii miejscowej. Roksytromycyna nie jest dost�pna nigdzie  

na �wiecie w postaci preparatu farmaceutycznego do stosowania zewn�trznego  

(w Japonii były prowadzone badania kliniczne lotionu z 0,5% roksytromycyny).  

W badaniach zastosowano dwie metody otrzymywania cz�stek lipidowych: 

sonikacj� poprzedzon� homogenizacj� szybkoobrotow� oraz sam� sonikacj�. 

Ustalono, �e druga metoda pozwala uzyska� najmniejsze (< 300nm) i najbardziej 

jednorodne cz�stki (PdI=0,246). W badaniach wst�pnych u�yto techniki DSC, aby 

ustali� sposób inkorporacji roksytromycyny w no�nikach lipidowych. Morfologi�

otrzymywanych cz�stek scharakteryzowano dzi�ki technikom: SEM, TEM i AFM. 

Wielko�� no�ników oceniano dwoma niezale�nymi metodami: dynamicznego 

rozproszenia �wiatła i dyfrakcji laserowej, u�ywaj�c aparatów o ró�nych zakresach 

pomiarowych (Zetasizer i Mastersizer). Mierzono równie� współczynnik 

polidyspersji oraz potencjał Zeta otrzymywanych cz�stek lipidowych. Aby ilo�ciowo 

oceni� inkorporacj� roksytromycyny w no�nikach, najpierw opracowano  

i zwalidowano metod� jej oznaczania technik� HPLC. Wyznaczony dla wszystkich 

formulacji procentowy stopie� inkorporacji leku wyniósł: 61-86%.  

Na podstawie opisanych wy�ej wyników bada� wybrano 1 formulacj� – B S, 

zawieraj�c� 1% roksytromycyny, 5% stałego lipidu (Compritol) i 2,5% emulgatora 

(Poloxamer 188). T� dyspersj� poddano dalszym badaniom, m.in. stabilno�ci 
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fizycznej. Dowiedziono, �e formulacje przechowywane w temperaturze 25 i 40°C 

zachowały wyj�ciow� wielko�� cz�stek oraz PdI < 0,3 przez cały czas badania. 

Natomiast potencjał Zeta w przypadku wszystkich zawiesin wzrósł. 

Kolejnym etapem charakterystyki formulacji B S było badanie uwalniania  

z niej roksytromycyny przy u�yciu błony dializacyjnej 10 kDa MWCO. Po 24 h do 

płynu akceptorowego (woda) uwolniło si� ok. 21% leku, b�d�cego w wi�kszo�ci 

frakcj� niezainkorporowan� w no�nikach. Badanie aktywno�ci formulacji B S 

przeciw Propionibacterium acnes wykazało znaczn� (99,9%) redukcj� wzrostu 

bakterii, a ocena jej potencjału dra�ni�cego na ludzkim modelu naskórka EpiDerm® 

udowodniła brak cytotoksyczno�ci. 

Nast�pn� cz��ci� do�wiadcze� było obrazowanie wnikania cz�stek formulacji 

B S do mieszków włosowych skóry ludzkiej ex vivo. U�yto w tym celu skóry  

z głowy i okolicy klatki piersiowej, a zawiesin� przygotowano z dodatkiem barwnika 

fluorescencyjnego - estru heksylowego nadchloranu rodaminy B. Jako próby 

kontrolnej u�yto olejowego roztworu wymienionego barwnika. W procedur�

aplikacji preparatu wł�czono masa�, który jak wynika z wielu bada� znacznie 

poprawia penetracj� no�ników do mieszków. Po inkubacji w 37°C wykonano 

kriotomem poprzeczne oraz podłu�ne przekroje zamra�anych fragmentów skóry, 

które ogl�dano i wykonywano zdj�cia przy u�yciu mikroskopu fluorescencyjnego  

z kamer�. Po aplikacji no�ników lipidowych z barwnikiem widoczna była 

fluorescencja w gł�bokiej cz��ci mieszka, a� do cebulki włosa. Natomiast  

po zastosowaniu roztworu barwnika zauwa�alna była bardzo silna fluorescencja  

na powierzchni skóry, brak jej natomiast było w kanale włosa. Dodatkowo 

przeprowadzono procedur� differential stripping, otrzymuj�c cyjanoakrylowe biopsje 

zawarto�ci mieszków, uwidaczniaj�ce drog� penetracji no�ników lipidowych  

w mieszkach i dowodz�ce wnikania formulacji gł�boko do kanałów włosowych.  

W celu dokładniejszego porównania penetracji folikularnej cz�stek lipidowych oraz 

roztworu na ró�nych gł�boko�ciach, wykonano przekroje poprzeczne o grubo�ci  

100 µm, poczynaj�c od ok. 300 µm w gł�b skóry. Na podstawie komputerowej 

analizy zdj��, stwierdzono, �e intensywno�� fluorescencji w przypadku barwnika 

aplikowanego w no�niku jest wyra�nie wi�ksza ni� roztworu tego barwnika  

na porównywalnych gł�boko�ciach. 
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W ostatnim etapie bada� podj�to prób� oznaczenia ilo�ci roksytromycyny 

dostarczonej w postaci formulacji B S do ludzkich mieszków włosowych in vivo.  

W tym celu przeprowadzono procedur� differential stripping in vivo na skórze łydki 

oraz przedramienia. Po ekstrakcji otrzymanych biopsji metanolem, oznaczono w nich 

zawarto�� leku technik� HPLC-ESI-MS/MS, uzyskuj�c wyniki w granicach  

0,24-2,4% aplikowanej ilo�ci roksytromycyny.  

Badania wykonano w Katedrze i Zakładzie Technologii Postaci Leku 

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, Katedrze i Zakładzie Farmacji Stosowanej 

oraz Katedrze Biofarmacji i Farmakodynamiki Gda�skiego Uniwersytetu 

Medycznego, a tak�e we współpracy z Centrum Naukowo-Badawczym Dr Irena Eris 

i Katedr� Technologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Lublanie (Słowenia). 

Dotychczasowym efektem pracy s� dwa zgłoszenia patentowe: polskie  

i mi�dzynarodowe. 
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SUMMARY 

Transfollicular pathway has been listed in scientific publications as one  

of transdermal drug delivery routes for many years, however it has not been regarded 

significant. Nowadays there are scientific proofs that some chemicals can reach the 

general circulation transfollicularly. The reason is that a hair follicle is a place, where 

the stratum corneum is not consistent any more. Hair follicles are gaining  

in importance as reservoirs for topically applied substances, providing their 

prolonged release. There are increasing hopes that treating hair follicle-associated 

diseases will be possible by targeted follicular delivery of active agents in suitable 

carriers. That was the aim of the studies that have been performed. They were  

to prove the possibility of roxithromycin incorporation into lipid carriers and validity 

of using this drug delivery system in local therapy.�Nowhere in the world is there any 

registered preparation containing this antibiotic that would be designated for topical 

application (only clinical studies with lotion containing 0.5% roxithromycin have 

been conducted in Japan). 

In the study two methods of lipid particles preparation were used: high-shear 

homogenization followed by sonication and sole sonication. It was concluded that 

the second method allows to obtain the smallest (< 300 nm) and most homogenous 

particles (PdI=0.246). During the preliminary experiments DSC technique was used 

to evaluate the way of roxithromycin incorporation in the lipid carriers. Morphology 

of the obtained particles was characterized using SEM, TEM and AFM.  

The particles’ size was measured using two independent techniques (dynamic light 

scattering and laser diffraction) and apparatuses with different measuring ranges 

(Zetasizer and Mastersizer). Polidyspersity index and Zeta potential of the carriers 

were also evaluated. In order to quantify the incorporation of the drug in the particles 

a method using high performance liquid chromatography was developed and 

validated. The incorporation efficiency for all formulations that were prepared 

ranged: 61-86%. 

On the basis of the results described above, one formulation was chosen  

for further examination - dispersion B S containing 1% of roxithromycin, 5% of solid 

lipid (Compritol) and 2.5% of emulsifier (Poloxamer 188). The formulation  



�������

�

�
�

was checked for physical stability and proved to have stable particles’ size  

and PdI < 0.3 throughout the time of the study when stored at 25 or 40°C. However 

Zeta potential increased for all tested dispersions. 

 The next stage of characterizing the chosen formulation� was determining  

the in vitro roxithromycin release using a dialysis sac 10 kDa MWCO. After 24h 

21% of the drug was determined in the acceptor fluid (water). This was mainly  

the drug fraction that was not incorporated in the carriers. The B S formulation was 

also evaluated for its antibacterial properties against Propionibacterium acnes 

(99.9% reduction of bacterial growth) and for skin irritation (no cytotoxicity). 

The following step was to visualize follicular penetration of formulation B S 

particles. Human scalp and chest skin ex vivo was used. The dispersion had  

the addition of a fluorescent dye (rhodamine B hexyl ester perchlorate) and the dye’s 

solution in oil served as a reference. The application procedure included massage that 

has been proved to promote follicular penetration. After incubation at 37°C vertical 

and horizontal sections of the frozen skin samples were obtained using a cryotome 

and observed using a fluorescence microscope coupled with a camera. Photographs 

were taken and analyzed. Application of the dye incorporated into the particles 

resulted in strong fluorescence deep in the follicles down to the bulb area. The dye 

applied in the solution form resulted in very strong fluorescence on the skin surface, 

but not in the hair canal. Additionally the differential stripping procedure was 

performed producing cyanoacrylate follicular biopsies that helped to visualize 

follicular penetration path of the particles and prove their deep follicular delivery.  

In order to precisely compare the penetration of lipid particles and solution  

at increasing depths, horizontal sections 100 µm thick were obtained starting from 

the depth of 300 µm. The photographs of the sections were analyzed by the software 

and revealed that the dye incorporated into the particles produced significantly 

greater fluorescence, compared to the solution at the same depths. 

 In the last stage of experiments an attempt was taken to quantify 

roxithromycin delivered in the form of B S dispersion to human hair follicles in vivo. 

In order to do this differential stripping was performed in vivo at the forearm and  

the calf areas. Cyanoacrylate biopsies, obtained by this procedure, were extracted 

with methanol. The drug concentration assayed by HPLC-ESI-MS/MS technique 

ranged 0.24-2.4% of the applied amount.  
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 The studies were carried out at the Department of Pharmaceutical Technology 

(Poznan University of Medical Sciences), Department of Pharmaceutical Technology 

and Department of Biopharmaceutics and Pharmacodynamics (Medical University  

of Gdansk) as well as with the cooperation of Dr Irena Eris Scientific-Research 

Centre and Department of Pharmaceutical Technology (University of Ljubljana, 

Slovenia). 

 Two patent notifications (polish and international) have been the effects  

of the work so far. 
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I  WST�P 

Od kilku lat panuje opinia, �e nanotechnologia mo�e odgrywa� wa�n� rol�  

w rozwoju preparatów farmaceutycznych o po��danych wła�ciwo�ciach, szczególnie 

w przypadku leków o niekorzystnych cechach biofarmaceutycznych (niska 

rozpuszczalno��, słaba przenikalno�� przez błony biologiczne, itp.) (Devalapally  

et al., 2007). Badania w tej dziedzinie skoncentrowane s� na jak najbardziej 

celowanym i specyficznym dostarczaniu substancji leczniczych do konkretnych 

miejsc w organizmie. Wi��e si� z tym rozwój nanomedycyny, jako gał�zi medycyny 

korzystaj�cej w praktyce z osi�gni�� nanotechnologii (Saraceno et al., 2013). 

Jednocze�nie pojawia si� wiele obaw dotycz�cych toksyczno�ci „nanoleków”. 

Wynika to przede wszystkim z braku wystarczaj�cej ilo�ci bada� w tym zakresie 

oraz trudno�ci w porównaniu mi�dzy sob� istniej�cych wyników. Nystrom i Fadeel 

(2012) sformułowali kryteria, jakie powinien spełnia� idealny nanopreparat. S� nimi: 

biozgodno��, celowane („inteligentne”) dostarczanie API, biodegradowalno��

preparatu, mo�liwo�� �ledzenia/obrazowania jego losów w organizmie oraz 

przeniesienia jego produkcji do skali przemysłowej przy jak najmniejszych kosztach. 

Mimo wielu zastrze�e� jakie wysuwane s� w kierunku nanotechnologii, brak 

jest w dalszym ci�gu uniwersalnej definicji nanocz�stek, czyli podstawowego 

no�nika API w nanotechnologii. W pracy posłu�ono si� wi�c okre�leniami: nano-  

i mikrocz�stki. Istnieje wiele klasyfikacji nanocz�stek, jako no�ników leków. Bior�c 

pod uwag� ich interakcje z błonami biologicznymi i skór�, zasadny wydaje si� by�

podział zaproponowany przez Papakostas et al. (2011). Wyró�nili oni dwie grupy 

nanono�ników: „mi�kkie” (deformowalne) i „sztywne” (niedeformowalne).  

Do pierwszej grupy zaliczyli organiczne no�niki (cz�stki polimerowe, lipidowe, 

proteinowe, liposomy), które mog� tymczasowo zmienia� swój kształt pod wpływem 

kontaktu z błon� biologiczn� lub inn� powierzchni�. Drug� grup� stanowi�

nieorganiczne no�niki, takie jak nanocz�stki złota, srebra, tlenku �elaza czy 

krzemionki. Nie ulegaj� one deformacji w kontakcie np. z błon�. 

Droga transfolikularna (przezmieszkowa), jako jedna z mo�liwo�ci transportu 

przezskórnego, wymieniana była w publikacjach naukowych od wielu lat, jednak nie 

była uznawana za istotn�. Obecnie istniej� badania dowodz�ce, �e niektóre 
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substancje mog� t� drog� dociera� do kr��enia ogólnego (Otberg et al., 2007), gdy�

mieszek włosowy to miejsce, gdzie warstwa rogowa traci sw� ci�gło��. Same 

mieszki włosowe natomiast zyskuj� coraz wi�ksze znaczenie jako zbiorniki 

substancji aplikowanych na skór�, uwalniaj�c je w sposób przedłu�ony (Lademann  

et al., 2006). Coraz wi�cej nadziei wi��e si� tak�e z leczeniem chorób zwi�zanych  

z jednostk� włosowo-łojow� przez selektywne dostarczanie do niej leków zawartych 

w odpowiednich no�nikach. Mo�e to pozwoli� na rozwój innowacyjnych strategii 

terapeutycznych w przypadku takich schorze� jak tr�dzik, łojotok czy łysienie 

(Rancan et al., 2014). Papakostas et al. (2011) wyró�nili trzy potencjalne strategie 

terapii opieraj�ce si� na dostarczaniu no�ników z lekami do mieszków włosowych. 

Pierwsza wykorzystuje je jako „boczne wej�cie” w gł�b skóry, przy czym no�niki 

ulegaj� degradacji w mieszku, a sam lek przenika dalej. Druga strategia opiera si�  

na celowanym dostarczaniu no�ników do mieszków, aby leczy� schorzenia 

zlokalizowane w obr�bie jednostki włosowo-łojowej. Trzeci rodzaj terapii  

to wykorzystywanie mieszków jako drogi dotarcia nanocz�stek do �ywych komórek 

skóry, np. tych odpowiedzialnych za reakcje immunologiczne (przezskórne 

szczepionki). 
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II  CZ��� TEORETYCZNA 

1. BUDOWA SKÓRY 

Skóra, bariera chroni�ca organizm przed wnikaniem niepo��danych 

substancji z zewn�trz, mo�e stanowi� wygodn� drog� podawania zwi�zków 

leczniczych. Jej budowa pozornie nie jest tak skomplikowana jak innych ludzkich 

organów, jednak wymaga osobnego omówienia. 

Skór� ludzk�, której �rednia grubo�� to ok. 2,5 mm, mo�na podzieli� na trzy

podstawowe warstwy: rogow�, naskórek oraz skór� wła�ciw�. Najbardziej 

zewn�trzn� jest warstwa rogowa - stratum corneum. Naskórek (epidermis) 

utworzony jest z wielowarstwowego nabłonka płaskiego, ma grubo�� od 40 µm 

(powieki) do 1,6 mm (dłonie, podeszwy stóp). Ogromna wi�kszo�� komórek 

naskórka to keratynocyty, oprócz nich s� tak�e melanocyty, w których przebiega 

synteza melaniny oraz komórki Langerhansa, bior�ce udział w odpowiedzi 

immunologicznej. W obr�bie naskórka mo�na wyró�ni� warstw� ziarnist� (stratum 

granulosum) oraz rozrodcz� (stratum germinativum), która dzieli si� na warstw�

kolczyst� (stratum spinosum) i podstawn� (stratum basale). Nowe keratynocyty 

powstaj� w warstwie podstawnej i w miar� jak dojrzewaj� przesuwaj� si� w stron�

powierzchni naskórka, ulegaj�c w ko�cowym etapie, w warstwie rogowej, 

złuszczeniu. Proces ten trwa ok. 30 dni. Keratynocyty tworz�ce warstw� rogow�  

to ju� korneocyty – komórki martwe, całkowicie zrogowaciałe, spłaszczone  

i bezj�drzaste. Stratum corneum, zło�one z 15-30 warstw korneocytów, jest 

podstawow� barier� – zapobiega nadmiernemu parowaniu wody ze skóry oraz 

wnikaniu substancji egzogennych. Warstwa rogowa jest cz�sto dla uproszczenia 

okre�lana jako model – „cegły – zaprawa”. Cegły to wypełnione keratyn�

korneocyty, poł�czone mi�dzy sob� cienkimi korneodesmosomami, natomiast 

zapraw� tworz� dwuwarstwy lipidowe zawieraj�ce m.in. ceramidy, cholesterol  

i wolne kwasy tłuszczowe. Skóra wła�ciwa (dermis) ma grubo�� od 500 µm do 1 mm 

i zło�ona jest z dwóch warstw: brodawkowatej (stratum papillare) oraz 

siateczkowatej (stratum reticulare). Ta ostatnia stanowi ok. 80% grubo�ci skóry i ma 
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bezpo�redni wpływ na jej elastyczno��, poniewa� składa si� z włókien 

kolagenowych i elastynowych oraz fibroblastów. Warstwa brodawkowata natomiast 

zawiera naczynia włosowate. Skóra wła�ciwa przechodzi bez wyra�nej granicy  

w tkank� podskórn�, tworzon� przez komórki tkanki ł�cznej oraz tłuszczowej.  

W warstwie podskórnej przebiegaj� naczynia �ylne, t�tnicze oraz chłonne, tworz�c  

w dolnej cz��ci skóry wła�ciwej splot gł�boki. Bior� z niego pocz�tek drobne 

naczynia (t�tniczki i �yłki), tworz�ce w górnej cz��ci warstwy siateczkowatej splot 

naczyniowy powierzchowny, dzi�ki któremu od�ywiany jest naskórek, pozbawiony 

naczy� (Tobin, 2006; Martini, 2007; Mutschler et al., 2010; Prow et al., 2011).  

Do wytworów naskórka, okre�lanych mianem przydatków zalicza si�: 

paznokcie, włosy, gruczoły łojowe i potowe. Gruczoły łojowe zaliczane s� do tzw. 

gruczołów holokrynowych, co znaczy, �e uwalniaj� sebum podczas rozpadu 

komórek. Wi�kszo�� gruczołów łojowych (z wyj�tkiem tych obecnych na obszarach 

pozbawionych włosów) uchodzi do mieszków włosowych, tworz�c tzw. jednostk�

włosowo-łojow� (Zouboulis, 2004). Gruczoł łojowy wraz z jego uj�ciem do kanału 

włosa przedstawia rycina 1. 

Rycina 1. Zdj�cie jednostki włosowo-łojowej spod mikroskopu fluorescencyjnego  

(preparat barwiony Czerwieni� Nilu, obiektyw 40 x).
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Gruczoły łojowe budowane s� przez du�e komórki - sebocyty - produkuj�ce  

i magazynuj�ce wydzielin� – sebum. Keratynocyty natomiast buduj� uj�cie gruczołu 

do kanału włosa. Sebum uchodzi t� drog� na powierzchni� skóry. Skład ludzkiego 

sebum stanowi� m.in.: skwalen, triglicerydy, cholesterol i jego estry oraz woski. 

Podczas przemieszczania si� sebum przez kanał włosa, enzymy bakteryjne 

hydrolizuj� triglicerydy, wi�c w skład sebum wydostaj�cego si� na powierzchni�

skóry wchodz� dodatkowo wolne kwasy tłuszczowe oraz mono- i diglicerydy 

(Downie et al., 2004; Thiboutot, 2004; Tobin, 2006; Sakuma i Maibach, 2012). Ilo��

wydzielanego sebum podlega du�ym wahaniom, uwarunkowanym zarówno 

genetycznie, jaki i hormonalnie. Przykładowo, jako norm� dla kobiet niektórzy 

podaj� 0,4 mg/cm2/min (Baroli, 2010). 

2. WŁOSY 

Włos to kolejny wa�ny wytwór naskórka. Jest to jednocze�nie jeden  

z bardziej zło�onych „miniorganów” ludzkiego ciała, który przez cały czas  

si� odnawia, przechodz�c wiele razy przez cykl �yciowy od anagenu po telogen 

(Tobin, 2006). 

Całe ciało ludzkie pokryte jest ok. 5 milionami włosów, a jedyne obszary ich 

pozbawione to wewn�trzna strona dłoni, podeszwy stóp, usta oraz fragmenty 

zewn�trznych narz�dów płciowych (Krause i Foitzik, 2006; Wosicka i Cal, 2010). 

Umiejscowienie mieszka włosowego w skórze, struktur� mieszka włosowego oraz 

jego przekrój przedstawia rycina 2. Włos otaczaj� dwie pochewki: zewn�trzna  

i wewn�trzna (ryc. 2B). Zewn�trzna pochewka włosa jest przedłu�eniem naskórka 

wpuklaj�cego si� do skóry wła�ciwej (dlatego włos jest klasyfikowany jako wytwór 

naskórka). Elementem wywodz�cym si� z ORS jest te� gruczoł łojowy. Zewn�trzna 

pochewka włosa mo�e po�rednio lub bezpo�rednio wpływa� na rozwój włosa. 

Produkuje czynniki, które wpływaj� na zako�czenie fazy wzrostu włosa, kontroluj�c 

w ten sposób jego długo��. Wewn�trzna pochewka włosa, tworzona przez komórki 

macierzy włosa (hair matrix), zbudowana jest z trzech warstw: Henle’a, Huxley’a

oraz kutikuli zwi�zanej bezpo�rednio z kutikul� włókna włosa. IRS, otaczaj�ca włos 
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od dołu, ko�czy si� w miejscu uj�cia gruczołu łojowego i odpowiada za prawidłowe 

formowanie si� włosa (Meidan et al., 2005; Schlake, 2007). 

Rycina 2. Struktura skóry (A), struktura (B) i przekrój (C) mieszka włosowego (Wosicka i Cal, 2010). 

Włókno włosa (ryc. 2C) jest tworzone od wewn�trz przez: rdze� (medulla), 

kor� (cortex), zawieraj�c� melanosomy, oraz kutikul� (cuticula) zło�on� z płaskich, 

skeratynizowanych komórek, nachodz�cych na siebie dachówkowato. Te komórki 

tworz� tzw. łuski włosa, których wolne brzegi skierowane s� ku ko�cowi włosa. 

Wymienione trzy warstwy włosa wspólnie odpowiadaj� za jego struktur�, kształt  

i połysk. Kora nadaje sztywno�� włóknu włosowemu (Schlake, 2007).  

Łodyg� włosa, zako�czon� cebulk� włosow� (hair bulb), mo�na podzieli� na 

trzy cz��ci, okre�lane jako (od góry): infundibulum, isthmus oraz strefa 

nadcebulkowa. Dwie pierwsze cz��ci znajduj� si� na poziomie naskórka i skóry 

wła�ciwej, a trzecia cz��� łodygi włosa wraz z cebulk� mo�e si�ga� a� do tkanki 

podskórnej. Uj�cie przewodu gruczołu łojowego do kanału włosowego znajduje si�

zwykle na granicy infundibulum i ishtmus, natomiast nieco ni�ej, na granicy istmus  
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i strefy nadcebulkowej (500-800 m od powierzchni skóry) znajduje si� tak zwane 

wybrzuszenie (bulge). Jest ono cz��ci� ORS i zawiera morfologicznie 

niezró�nicowane komórki macierzyste keratynocytów o du�ym potencjale 

proliferacji. Bior� one udział nie tylko w odbudowie włosa w czasie cyklu 

włosowego, ale tak�e mog� odtwarza� gruczoły łojowe oraz komórki naskórka. 

Rejon bezpo�rednio przy i pod bulge jest miejscem przyczepu mi��nia 

przywłosowego (Toll et al., 2004; Ohyama, 2007; Wosicka i Cal, 2010). Cebulka 

włosa ukrywa jego brodawk� (dermal papilla), struktur� zbudowan� z fibroblastów 

mezodermalnego pochodzenia, które zachowuj� embrionalne własno�ci i s� zdolne 

indukowa� wzrost nowego włosa oraz determinowa� jego grubo�� i długo��.  

W cebulce włosa znajduje si� równie� grupa intensywnie dziel�cych si�

keratynocytów tworz�ca macierz włosa (hair matrix). ORS, macierz oraz włókno 

włosa powstaj� z nabłonkowych komórek macierzystych rejonu wybrzuszenia 

(bulge). Błona podstawna tworzy granic� miedzy komórkami wywodz�cymi si�  

z ektodermy (naskórek) i mezodermy (skóra wła�ciwa). Przez mały otwór  

w podstawie otoczki włosa do brodawki włosa wnikaj� włókna nerwowe i naczynia 

krwiono�ne (Krause i Foitzik, 2006). Zwi�zki dostarczone do mieszka włosowego, 

które dotr� a� do naczy� krwiono�nych w brodawce mog� by� wchłoni�te do 

kr��enia ogólnego. Stwarza to mo�liwo�� terapii transdermalnej drog�

transfolikularn�, ale równie� tworzy potencjalne niebezpiecze�stwo, gdy dostan� si�

tam substancje maj�ce działa� tylko miejscowo. Skrajnym tego przykładem mog�

by� przypadki reakcji anafilaktycznych po zastosowaniu farb do włosów (Belton  

i Chira, 1997; Wosicka i Cal, 2010). 

Na ludzkim ciele wyst�puj� trzy rodzaje włosów: 

• meszek płodowy (tzw. lanugo), powstaj�cy u płodu ok. czwartego miesi�ca 

ci��y i zanikaj�cy przed urodzeniem lub krótko po przyj�ciu noworodka  

na �wiat; 

• włosy meszkowe (vellus), cienkie i krótkie, pokrywaj�ce wi�kszo��

powierzchni ciała dorosłego człowieka. Ich �rednica nie przekracza zwykle 

30 µm, a długo�� 2 cm. Pozbawione s� rdzenia i si�gaj� ok. 1 mm w gł�b 

skóry wła�ciwej; 
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• włosy terminalne, charakteryzuj�ce si� najwi�ksz� �rednic� (powy�ej 60 µm) 

i długo�ci� (powy�ej 2 cm). Zakotwiczone s� w tkance podskórnej  

na gł�boko�ci ponad 3 mm. Wyst�puj� na skórze głowy oraz w miejscach,  

w których ich obecno�� jest uwarunkowana hormonalnie (broda, pachy, 

okolice narz�dów płciowych). Do tego rodzaju włosów zaliczane s� tak�e 

brwi i rz�sy (Meidan et al., 2005; Vogt et al., 2007; Knorr et al., 2009). 

Ten sam mieszek włosowy jest w stanie wytworzy� ka�dy rodzaj włosa,  

a niektóre włosy mog� znajdowa� si� w stanie przej�ciowym mi�dzy włosem 

terminalnym a meszkowym (Blume-Peytavi i Vogt, 2011). Stosunek ilo�ciowy 

włosów terminalnych do meszkowych nie jest stały. Ostatnio Luther et al. (2012) 

wyznaczyli go dla trzech ró�nych grup etnicznych. Dla Azjatów wynosi on 1:1, dla 

Afryka�czyków 1,9:1, a dla przedstawicieli rasy kaukaskiej 2:1. 

Istniej� zasadnicze ró�nice zarówno w �rednicy włosów meszkowych, jak  

i g�sto�ci ich wyst�powania na ciele oraz �rednicy całych mieszków włosowych. 

Najwa�niejsze z nich przedstawia tabela 1 (Otberg et al., 2004). 

Tabela 1. Parametry charakteryzuj�ce włosy meszkowe na ró�nych obszarach ciała  

(Otberg et al., 2004; Wosicka et al., 2011) 

Parametr (dotyczy włosów meszkowych)

Obszar ciała wykazuj�cy: 

najwi�ksz� warto	
 najmniejsz� warto	


g�sto	
 włosów  czoło łydka 

	rednica włosa łydka czoło 

	rednica otworu mieszka włosowego łydka czoło 

obj�to	
 mieszka włosowego czoło przedrami�

Vogt et al. (2007) zmierzyli ró�ne parametry włosów terminalnych  

i meszkowych z ludzkiej skóry głowy i obszaru za uszami. Okre�lili �rednice otworu 

mieszków włosowych na powierzchni skóry, wykazuj�c znacz�c� ró�nic� mi�dzy 

włosami terminalnymi (�rednica 172 ± 70 µm), a meszkowymi (�rednica 86  

± 37 µm). Jednocze�nie stwierdzili, �e włosy na konkretnym obszarze ciała s� do 
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siebie podobne, czyni�c mo�liwym celowane dostarczanie leków w postaci mikro- 

lub nanocz�stek do mieszków na okre�lonych obszarach ciała. 

„Jednostka folikularna”, okre�lana równie� jako aparat włosowo-łojowy,  

to struktura składaj�ca si� z 2-4 włosów terminalnych, 1-2 włosów meszkowych, 

wielu płatów gruczołów łojowych oraz mi��nia przywłosowego przyczepionego  

do włosów. Dawniej przypuszczano, �e ka�da łodyga włosowa ma swój mi�sie�

przywłosowy. Jednak w obliczu coraz dokładniejszych metod obrazowania, 

prawdziwym wydaje si� by� taki model jednostki folikularnej, w której jeden 

mi�sie� przywłosowy oplata wszystkie jej włosy i jednocze�nie podpiera gruczoł 

łojowy (ryc. 3). Liczba uj�� gruczołów łojowych mo�e wynosi� nawet do trzech  

na jeden włos. Mi�sie� przywłosowy umo�liwia stroszenie włosa, wywołuj�c  

tzw. g�si� skórk�. Powoduje on równie� wyci�ni�cie wydzieliny z gruczołu łojowego 

(Song et al., 2007). 

Rycina 3. Model jednostki włosowo-łojowej (Song et al., 2007). 
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3. CYKL WŁOSOWY 

�rednia szybko�� wzrostu włosa wynosi mi�dzy 0,3 a 0,5 mm na dzie�

(Krause i Foitzik, 2006; Wosicka i Cal, 2010). Wyró�nia si� nast�puj�ce fazy cyklu 

wzrostowego włosa (ryc. 4): 

• anagen – faza wzrostu, podczas której nabłonkowe komórki macierzyste 

(zlokalizowane w wybrzuszeniu) ró�nicuj� si� w przynajmniej 8 ró�nych linii 

komórkowych, daj�cych pocz�tek wszystkim cz��ciom mieszka włosowego. 

Wzrost włosa oraz proces jego pigmentacji zachodz� tylko w tej fazie; 

• katagen – pierwsz� jego oznak� jest zaprzestanie tworzenia melaniny  

w cebulce włosa. Podczas tego etapu brodawka włosa ulega zmniejszeniu  

i przesuni�ciu wy�ej w kierunku wybrzuszenia. Włos traci miejsce przyczepu 

w skórze; 

• telogen – faza pozornego spoczynku włosa. Zaczyna si� w momencie, gdy 

brodawka starego włosa zbli�a si� do wybrzuszenia. Trwa ona do momentu, 

w którym zostanie przerwana przez sygnał b�d� z zewn�trz mieszka, b�d�  

z samego mieszka; 

• egzogen - w tym etapie nast�puj� procesy prowadz�ce do wypadni�cia 

starego włosa. Ze wzgl�du na to, i� w jednym mieszku włosowym mo�e 

znajdowa� si� kilka włosów w ró�nych fazach cyklu, egzogen jednego włosa 

cz�sto przypada na koniec anagenu drugiego (Krause i Foitzik, 2006). 

Rycina 4. Cykl wzrostowy włosa. 
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Rebora i Guarrera (2002) wyró�nili i opisali tak�e kenogen – faz� spoczynku, 

której długo�� i cz�stotliwo�� jest wyra�nie wi�ksza u osób dotkni�tych łysieniem 

androgenowym. Jest ona jednak faz� fizjologiczn� podczas której mieszek włosowy 

jest całkowicie pusty i nieaktywny, ale faza ta nie wyst�puje zawsze w ka�dym 

cyklu, jest etapem alternatywnym. Zwykle na kilka włosów jednostki folikularnej 

tylko jeden znajduje si� w tej fazie.  

Dla wi�kszo�ci włosów cykl trwa kilka miesi�cy, natomiast w przypadku 

włosów na głowie – 3 do 8 lat (Meidan et al., 2005). Zwykle 85-90% włosów  

na głowie znajduje si� w fazie anagenu (trwaj�cej 2-6 lat), 1-2% w katagenie  

(2 tygodnie), a ok. 10% w telogenie (2-4 miesi�ce) (Krause i Foitzik, 2006). Wiele 

zwi�zków wpływa na cykl włosa. Wa�n� grup� s� androgeny, które oddziałuj�  

w ró�ny sposób na ró�ne typy włosów. Stymuluj� wzrost włosów na brodzie, 

brzuchu i klatce piersiowej, natomiast odpowiednio wra�liwe włosy terminalne  

na głowie pod wpływem androgenów ulegaj� miniaturyzacji. Jest to tzw. łysienie 

androgenowe, charakteryzowane przez skrócony anagen, przedłu�ony telogen oraz 

miniaturyzacj� włosów na głowie nawet wł�cznie z ich przekształceniem we włosy 

meszkowe. Molekularny mechanizm tego schorzenia zwi�zany jest  

z przekształceniem testosteronu do dihydrotestosteronu przez 5�- reduktaz�. 

Dihydrotestosteron wi��e si� z receptorami androgenowymi w mieszkach 

włosowych, powoduj�c skrócenie fazy wzrostu włosa oraz zmniejszenie populacji 

komórek macierzy włosa. Zarówno u kobiet, jak i u m��czyzn dotkni�tych łysieniem 

androgenowym, zaobserwowano zwi�kszon� aktywno�� 5�-reduktazy typu II oraz 

receptorów androgenowych w przednim obszarze czaszki w porównaniu do rejonu 

potylicznego (Krause i Foitzik, 2006). Odwrotny mechanizm, tzn. wydłu�enie fazy 

anagenu oraz przekształcenie włosów meszkowych w terminalne ma miejsce m.in.  

w hirsutyzmie (Guarrera i Rebora, 2005) 

4. PRZENIKANIE DO I PRZEZ MIESZKI WŁOSOWE 

Przenikanie do i przez mieszki włosowe substancji leczniczych stosowanych 

na skór� było przez wiele lat niedoceniane ze wzgl�du na znikom� powierzchni�, 

jak� zajmuj� mieszki w stosunku do powierzchni całego ciała. S� jednak obszary  
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na których g�sto�� włosów jest na tyle du�a, aby mogły one stanowi� wa�n� drog�

ogólnoustrojowego wchłaniania substancji leczniczych. Zarówno g�sto�� (500-1000/ 

cm2) jak i obj�to�� mieszków włosowych na czole i głowie nale�� do najwi�kszych 

spo�ród obszarów ludzkiego ciała (Otberg et al., 2004). Sumaryczna powierzchnia 

mieszków włosowych w tych miejscach mo�e stanowi� nawet 10% powierzchni 

skóry tych rejonów ciała (Knorr et al., 2009). Naskórek wpuklaj�cy si� do mieszka 

włosowego (ryc. 2A) wykazuje normalne ró�nicowanie w górnej cz��ci 

infundibulum (acroinfundibulum), przypominaj�c naskórek wraz ze stratum corneum  

na powierzchni skóry. Jednak na wysoko�ci dolnej cz��ci infundibulum włosa 

(infrainfundibulum) korneocyty s� ju� mniejsze, bardziej kruche i sprawiaj� wra�enie 

gorzej wykształconych, nie ma tam normalnej warstwy rogowej. Tworz� w ten 

sposób wrota do wnikania substancji z mieszka włosowego do naczy� krwiono�nych 

g�sto otaczaj�cych mieszek na tej wysoko�ci (Schaefer i�Lademann, 2001; Meidan  

et al., 2005; Otberg et al., 2007). 

Mo�liwo�� przenikania do kr��enia ogólnego drog� transfolikularn� została 

udowodniona np. przez Otberg et al. (2007) dla kofeiny stosowanej w postaci 

szamponu. Została ona wykryta we krwi w st��eniu (6,3 ng/ml) ju� 5 min  

po aplikacji na skór� klatki piersiowej. Dla porównania podobny poziom kofeiny  

we krwi został stwierdzony dopiero po 20 min od aplikacji na t� sam� parti� ciała, 

ale przy zablokowanych mieszkach włosowych. Mieszki zostały selektywnie 

zaklejone mieszanin� wosku i lakieru do paznokci� �varnish-wax mixture), aby 

sprawdzi� tylko przenikanie przezskórne, eliminuj�c drog� transfolikularn�.  

Jednostka włosowo-łojowa mo�e by� równie� celem terapii miejscowej,  

a zarazem zbiornikiem dostarczanego tam leku. W aparacie włosowo-łojowym 

wyró�nia si� kilka miejsc, do których mo�liwe i po��dane jest celowane podawanie 

substancji leczniczych w celach terapeutycznych. Nale�y do nich miedzy innymi 

rejon bulge z komórkami macierzystymi, który jest obiektem zainteresowania terapii 

genowej (Meidan et al., 2005). Bardzo obiecuj�cym celem s� tak�e gruczoły łojowe, 

których przewody uchodz� do �wiatła kanału włosowego, a jednocze�nie  

s� kolonizowane przez bakterie Propionibacterium acnes, co jest jedn� z przyczyn 

rozwoju tr�dziku pospolitego. Najwi�ksze gruczoły łojowe oraz ich najwi�ksz�

g�sto�� mo�na zaobserwowa� na twarzy i głowie (Thiboutot, 2004). Gruczoły łojowe 

s� zwi�zane z patogenez� nie tylko tr�dziku pospolitego, ale równie� łysienia 
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androgenowego. Zachodzi w nich ekspresja 5�-reduktazy, enzymu 

odpowiedzialnego za przekształcanie testosteronu do 5�-dihydrotestosteronu (Krause 

i Foitzik, 2006). Przykłady leków, które próbowano podawa� selektywnie  

do gruczołów łojowych to: adapalen (Rolland et al., 1993), kompleks erytromycyny  

i cynku (Morgan et al., 1993), izotretynoina (Tschan et al., 1997), zwi�zek  

o działaniu antyandrogenowym RU58841 (Munster et al., 2005). Brodawka włosa  

z komórkami macierzystymi jest kolejnym po��danym celem w dostarczaniu 

substancji aktywnych do mieszków aby wpływa� na wzrost i pigmentacj� włosa 

(Meidan et al., 2005). 

Sebum na powierzchni skóry stanowi pierwsz� barier� do pokonania dla 

substancji aplikowanych zewn�trznie. Z drugiej strony, dzi�ki lipofilowemu 

charakterowi, nie stwarza ono problemu dla penetracji substancji o takich samych 

wła�ciwo�ciach (Lu et al., 2009). Tak�e charakter samej formulacji mo�e wpływa�

na skuteczno�� wnikania jej składników do mieszków włosowych. Dowiedziono,  

�e lepsze s� do tego celu podło�a lipofilowe ni� hydrofilowe (Meidan et al., 2005). 

Cz��� bada� sugeruje, �e transfolikularna droga przenikania substancji,  

w odró�nieniu od transepidermalnej, jest korzystna dla silnie hydrofilowych  

i wielkocz�steczkowych (masa molowa > 100 kDa) zwi�zków (Mitragotri, 2003).  

Z drugiej jednak strony wypływ sebum w kanale włosa mo�e hamowa� wnikanie  

do mieszka, szczególnie hydrofilowych substancji (Meidan et al., 2005). Zarzut ten 

jest odrzucany w szczególno�ci dla no�ników cz�steczkowych, których penetracja  

w kanale włosa jest du�o szybsza ni� wypływ sebum w odwrotnym kierunku. 

Dowodz� tego badania, w których nanocz�stki w bardzo krótkim czasie (15 min) 

docieraj� do gł�bszych partii mieszka (Lademann et al., 2006). 

Nie wszystkie mieszki włosowe s� równocze�nie dost�pne dla penetruj�cych 

skór� no�ników, czy substancji. Zale�ne jest to od fazy wzrostu włosa. 

Najkorzystniejsze dla dostarczania formulacji s� mieszki w fazie wzrostu (anagen). 

Okre�lane s� w literaturze jako „otwarte” lub „aktywne” i charakteryzowane przez 

wzrost włosa i/lub wypływ sebum. Natomiast mieszki okre�lane jako „zamkni�te” 

lub „nieaktywne” dla penetracji w ich gł�b nie wykazuj� ani wzrostu włosa,  

ani wypływu sebum. Ró�nic� we wnikaniu no�ników/ substancji do tych dwóch 

rodzajów mieszków tłumaczy si� tym, �e „nieaktywne” mieszki s� „zapchane” przez 

wyschni�te sebum oraz resztki obumarłych korneocytów, przez co nie s� dost�pne 
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dla preparatów nakładanych na skór� (Lademann et al., 2008). Problemem przy 

badaniu przenikania do mieszków ex vivo mo�e by� obkurczanie si� włókien 

elastynowych wokół mieszków po wyci�ciu skóry (Patzelt et al., 2008). Abdulmajed 

et al. (2008) ocenili wpływ rozci�gania �wi�skiej skóry na penetracj� w niej API.  

Po rozci�gni�ciu skóry, odnotowali 20-40% wi�ksz� zawarto�� badanej substancji  

w skórze, tłumacz�c to nagromadzeniem w mieszkach włosowych. 

4.1. Metody badania przenikania do/przez mieszki włosowe 

Stosuje si� ró�ne metody w celu oceny przenikania substancji drog�

transfolikularn�. Porównuje si� owłosione obszary ciała z nieowłosionymi u �winek 

morskich. Wykorzystuje si� gryzonie ze skór� naturalnie owłosion� oraz te ze skór�

bez włosów (Schaefer i Lademann, 2001). Barry (2002) zaproponował model skóry 

przypominaj�cy kanapk�, zło�ony z naskórka z własn� warstw� rogow�

wzbogaconego o dodatkow� warstw� rogow� na powierzchni, zakrywaj�c� uj�cia 

mieszków włosowych. Dawniej stosowano te� prost� bezpo�redni� metod� do oceny 

penetracji substancji do mieszków – wyrywano włosy p�set� i obserwowano pod 

mikroskopem fluorescencj� pochodz�c� od aplikowanego wcze�niej in vivo leku 

(Rolland et al., 1993). 

Niedawno wprowadzono technik� selektywnego zamykania mieszków 

włosowych w ludzkiej skórze za pomoc� mieszaniny wosku i lakieru �varnish-wax 

mixture), aby odró�ni� przenikanie substancji drog� transepidermaln� od przenikania 

drog� transfolikularn� i móc oceni� jaki jest udział mieszków włosowych  

w cało�ciowym przenikaniu przezskórnym (Desai et al., 2013). Podej�cie  

to wykorzystano przy ocenie przenikania in vivo kofeiny (aplikowanej w formie 

szamponu) (Otberg et al., 2007) oraz chemicznych i fizycznych filtrów 

przeciwsłonecznych i kurkuminy w warunkach zarówno in vivo jak i in vitro 

(Teichmann et al., 2006). 

Opracowano równie� metod� differential stripping pozwalaj�c� oszacowa�

ilo�ciowo wnikanie substancji do mieszków lub zanalizowa� ich zawarto��  

w warunkach in vivo lub in vitro. Metoda ta ł�czy technik� tape stripping

(progresywne usuwanie warstwy rogowej naskórka za pomoc� ta�my adhezyjnej)  

z pobraniem cyjanoakrylowej biopsji z zawarto�ci� mieszków włosowych. Najpierw 

za pomoc� tape stripping usuwa si� warstw� rogow� naskórka (lub tak� ilo�� warstw 
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pozwalaj�c� usun�� substancj� aplikowan� zewn�trznie i zgromadzon� w stratum 

corneum), nast�pnie aplikuje si� klej cyjanoakrylowy na ten sam fragment skóry, 

przyciska si� go np. szkiełkiem, aby uległ równomiernemu rozprowadzeniu  

i pozostawia na kilka minut (5-10) w celu polimeryzacji. Po tym czasie jednym 

ruchem odrywa si� szkiełko od skóry usuwaj�c jednocze�nie zawarto�� mieszków 

włosowych zwi�zan� przez klej (oprócz substancji aplikowanych zewn�trznie, tak�e 

sebum, skeratynizowane komórki, bakterie) (Thielitz et al., 2001; Ossadnik et al.,

2007; Lademann et al., 2012).  

Do bezinwazyjnej wizualizacji penetracji folikularnej in vivo lub in vitro

wykorzystuje si� tak�e laserowy skanuj�cy mikroskop konfokalny (CLSM). 

Ograniczeniem jest jednak gł�boko�� wizualizacji w skórze wynosz�ca maksymalnie 

ok. 200 µm (Alvarez-Roman et al., 2004; Toll et al., 2004; Lademann et al., 2010; 

Lin et al., 2013). W podobny sposób w skór� pozwala „zajrze�” spektroskop Ramana 

(Blume-Peytavi i Vogt, 2011). 

5. MIKRO- I NANOCZ�STKI JAKO NO�NIKI LEKÓW DO MIESZKÓW 

WŁOSOWYCH 

Nanotechnologia coraz szerzej wkracza do technologii farmaceutycznej, 

poniewa� pozwala pokona� ograniczenia, takie jak np. niewielka szybko��

rozpuszczania substancji leczniczej w wodzie, słaba przenikalno�� przez błony, czy 

szybka degradacja leku. Nanono�niki substancji czynnych, poza zwi�kszeniem 

trwało�ci inkorporowanego w nich leku, pozwalaj� tak�e na jego celowane 

dostarczanie do wybranego miejsca w organizmie i cz�sto dzi�ki temu  

na zmniejszenie dawki (Devalapally et al., 2007). Korzy�ci� z zastosowania 

nanotechnologii w farmacji jest wi�c zwi�kszenie skuteczno�ci leku z jednoczesnym 

zmniejszeniem jego działa� ubocznych (Nystrom i Fadeel, 2012). 

Definicja nanocz�stki przyj�ta przez Ameryka�ski Instytut Standardów 

(American National Standards Institute) zakłada, �e ka�dy z wymiarów nanocz�stki 

musi mie�ci� si� w zakresie mi�dzy 1 a 100 nm (Prow et al., 2011). Jednak  

w farmaceutycznym uj�ciu nanotechnologii termin ten stosuje si� praktycznie  

dla cz�stek o wymiarach poni�ej 1 µm (Keck i Muller, 2013). Baroli (2010)  
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w obszernym artykule przegl�dowym rozgranicza poj�cia nanocz�stek  

i nanomateriałów. Farmaceutyczne i kosmetyczne nanocz�stki maj� wielko��

powy�ej 100 nm, a nanotechnologiczne nanomateriały wielko�� 1-100 nm, a nawet 

poni�ej, co powoduje odmienne wła�ciwo�ci i narzuca konieczno�� odr�bnego ich 

traktowania. Komisja Europejska (Komisja Europejska, 2011) wydała 18 

pa�dziernika 2011 roku rekomendacj� w sprawie definicji nanomateriałów. Wynika 

z niej, �e ustalanie sztywnego limitu wielko�ci nanomateriału mo�e by�

ograniczaj�ce i nie jest zalecane. Komisja natomiast zaleca podawanie rozkładu 

wielko�ci wraz z odchyleniem standardowym, sugeruj�c jednocze�nie nast�puj�cy 

limit dla definicji nanomateriałów: co najmniej 50% cz�stek powinno mie�

przynajmniej jeden zewn�trzny wymiar w granicach 1-100 nm. Komisja 

równocze�nie zastrzega, �e definicja ta nie mo�e sta� si� ograniczaj�ca dla 

przemysłu medycznego i farmaceutycznego, ze wzgl�du na jego specyfik�. Wobec 

braku uniwersalnej definicji nanocz�stek w niniejszej pracy posłu�ono si�

okre�leniami: nano- i mikrocz�stki.

Istnieje powszechna opinia, �e mo�liwo�� przenikania nano- i mikrocz�stek 

przez nieuszkodzon� skór� jest niewielka. Europejski Komitet Naukowy  

ds. Produktów Konsumenckich, oceniaj�c prawdopodobie�stwo takiego przenikania, 

doszedł do nast�puj�cych wniosków: 

• nie ma jednoznacznych dowodów na przenikanie przez nieuszkodzon� skór�

cz�stek o rozmiarach 20 nm i wi�kszych (takich jak fizyczne filtry 

przeciwsłoneczne); 

• nanocz�stki o wielko�ci co najmniej 20 nm wnikaj� gł�boko do mieszków 

włosowych, ale nie zaobserwowano ich penetracji do �ywej tkanki; 

• nie ma wystarczaj�cych informacji na temat przenikania nano- i mikrocz�stek 

przez skór� z naruszon�/uszkodzon� barier�, np. atopow�, opalon�; 

• s� dowody na przenikanie do �ywej tkanki (głównie do stratum spinosum,  

ale tak�e do skóry wła�ciwej) cz�stek o wielko�ci mniejszej ni� 10 nm 

(funkcjonalizowane fulereny, kropki kwantowe) (Prow et al., 2011). 

Jedno z ostatnich bada� (Campbell et al., 2012) zweryfikowało mo�liwo��

wnikania cz�stek polimerowych (200, 100, 20 nm) znakowanych fluorescencyjnie  

w �wi�sk� skór�. Do oceny gł�boko�ci penetracji u�yto laserowego mikroskopu 



	������������	���

�


��

konfokalnego. Autorzy doszli do wniosku, �e cz�stki, niezale�nie od �rednicy, 

wnikały zaledwie na gł�boko�� warstwy rogowej (2-3 µm). Podobne wyniki 

otrzymali dla skóry, której warstw� rogow� cz��ciowo usuni�to przy pomocy tape 

stripping. Jednocze�nie autorzy sugeruj�, �e podobne cz�stki mog� by� u�yteczne 

jako zbiorniki na powierzchni skóry, z których lek uwalniany jest stopniowo przez 

dłu�szy czas. 

Wiele bada� dowodzi, �e nowe no�niki leków w formie cz�stek mog� by�  

z korzystnym skutkiem u�yte do celowanego dostarczania leków do mieszków 

włosowych, a nawet do konkretnych typów komórek w mieszkach. Mikro-  

i nanocz�stki, ze wzgl�du na gromadzenie si� w okolicy mieszków oraz dalsz�

penetracj� w ich gł�b stanowi� efektywne no�niki substancji leczniczych a tak�e 

kosmetycznych (Wosicka i Cal, 2010; Rancan et al., 2014). Dowiedziono, �e lek 

inkorporowany do cz�stek, dociera do mieszków włosowych w wi�kszej ilo�ci ni�

lek podawany na przykład w postaci roztworu. Wa�n� rol� odgrywa sposób aplikacji 

preparatu - poparty masa�em skóry znacznie zwi�ksza gł�boko�� penetracji. 

Dodatkowo aplikacja preparatu poprzedzona lekkim złuszczeniem skóry (usuni�cie 

zewn�trznych warstw stratum corneum) tak�e polepsza wnikanie no�ników z API  

do mieszków włosowych (Knorr et al., 2009).  

Mo�liwo�� wnikania mikro- i nanocz�stek do jednostek folikularnych jest 

uzasadniona ich wielko�ci�. �rednica mieszków włosowych w obr�bie np. czoła 

wynosi ok. 60 m, a �rednica samej łodygi włosa ok. 15 m (Otberg et al., 2004).  

W doniesieniach naukowych nie ma jednak zgodno�ci co do odpowiedniej wielko�ci 

no�ników, promuj�cej ich gromadzenie si� w mieszkach. Według niektórych 

mikrocz�stki o wielko�ci > 10 m pozostaj� na powierzchni skóry, natomiast cz�stki 

o mniejszej �rednicy wnikaj� do kanału włosowego, tym gł�biej  

im mniejsza jest ich �rednica (Knorr et al., 2009). Mo�liwe jest wi�c ukierunkowane 

podawanie leków do jednostki włosowo-łojowej za pomoc� no�ników o okre�lonej 

wielko�ci. Przykładem mog� by� stałe cz�stki lipidowe o wielko�ci ok. 500 nm, 

których przenikanie badano na ludzkiej skórze głowy, a ich obecno��

zaobserwowano w mieszkach włosowych i gruczołach łojowych nawet na gł�boko�ci 

900 m (Munster et al., 2005). W tabeli 2 przedstawiono przykłady penetracji 

ró�nych no�ników w mieszkach włosowych. 
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Tabela 2. Przykłady gł�boko�ci penetracji ró�nych no�ników w mieszkach włosowych 

NO�NIK 
WIELKO��

[�m] 

MAKSYMALNA 
GŁ�BOKO��
PENETRACJI 

[�m] 

RODZAJ 
SKÓRY 

MASA�/CSSS RÓDŁO 

Mikrosfery  

z polistyrenu 

0,75 2000-2300 

ludzka + / + 
(Toll et al.,

2004) 

1,50 1700-2000 

3,00 1100-1400 

6,00 1700-2000 

Lipidowe 
nanocz�stki  

0,484 900 
ludzka 

(z głowy) 
- / - 

(Munster et 

al., 2005) 

Polimerowe 
nano-  
i mikrocz�stki 

1,5 gromadzenie si�  
na powierzchni  

i w górnej cz��ci 
mieszka 

ludzka - / + 
(Vogt et 

al., 2006) 0,75 

0,04 225 

Lipidowe 
nanocz�stki  

z 
podofilotoksyn�

0,07 275 �wi�ska - / - 
(Chen et 

al., 2006) 

Polimerowe 
nanocz�stki 
(PLGA) 

0,32 
1500 

�wi�ska 
+ / - (Lademann

et al.,

2007) 300 - / - 

Nanocz�stki  
z dwutlenku 
tytanu 

0,02 
(szeroko��) 

0,10 
(długo��) 

100-400 
�wi�ska 

ludzka 
+ / - 

(Lekki et 

al., 2007) 

Polimerowe 
nanocz�stki 
(PLGA)  

0,122 

0,230 

0,300 

0,470 

0,643 

0,860 

520 

800 

920 

1000 

1100 

680 

�wi�ska + / - 
(Patzelt et 

al., 2011) 

Nanocz�stki  

z dwutlenku 
krzemu 

0,300 

0,646 

0,920 

1,000 

1000 

1400 

780 

520 

�wi�ska + / - 
(Patzelt et 

al., 2011) 
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Lademann et al. (2006) porównywali przenikanie i gromadzenie si�

nanocz�stek polimerowych (320 nm) zawieraj�cych barwnik fluorescencyjny  

(5-fluoresceinamina) w warstwie rogowej i mieszkach włosowych. Badanie 

wykonano na skórze ludzkiej in vivo. Nanocz�stki wykryto na powierzchni skóry 

oraz w dwóch pierwszych frakcjach korneocytów stratum corneum. Natomiast  

w mieszkach włosowych fluorescencj� wykryto du�o gł�biej - w okolicach 

infundibulum. Analizowano te� ilo�ciowo zawarto�� cz�stek z barwnikiem w czasie 

10 dni po ich aplikacji (ryc. 5). Po pierwszych 30 min zawarto�� nanocz�stek była  

8 razy wi�ksza w warstwie rogowej, ni� w mieszkach. Po 24 h st��enia te si�

wyrównały, natomiast pó�niej cz�stek nie wykryto ju� w stratum corneum. Z kolei  

w mieszkach włosowych cz�stki były wykrywalne jeszcze po 10 dniach od aplikacji. 

Badanie to dowodzi, �e mieszki włosowe stanowi� długoterminowy zbiornik 

substancji aplikowanej zewn�trznie w postaci cz�stek. W obr�bie warstwy rogowej 

cz�stki nie przenikaj� gł�biej, tylko gromadz� si� w du�ej ilo�ci na powierzchni,  

co powoduje, �e bardzo szybko s� eliminowane nie tylko przez złuszczanie 

korneocytów, ale tak�e przez mycie skóry, czy kontakt z ubraniem (Lademann et al.,

2006).  

�

Rycina 5. Zawarto�� nanocz�stek w mieszkach włosowych (a) i warstwie rogowej (b)  

po 30 min, 1, 4, 8 i 10 dniach od aplikacji (Lademann et al., 2006). 
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Ten sam autor (Lademann et al., 2006) twierdzi, �e łuski kutikuli włosa  

(ryc. 6) tworz� swoisty mechanizm z�baty w stosunku do no�ników w formie 

cz�stek, których wielko�� jest porównywalna z wielko�ci� tych łusek. Przez ruchy 

włosa, jakie zachodz� naturalnie w warunkach in vivo, no�niki s� wpychane przez 

łuski gł�biej. W warunkach in vitro ruchy te mo�e symulowa� masa�, dlatego jest  

on wa�nym elementem aplikacji formulacji z cz�stkami, znacz�co wpływaj�cym  

na gł�boko�� ich penetracji w mieszkach. 

Rycina 6. Łuski kutikuli ludzkiego włosa terminalnego (lewy) i meszkowego (prawy)  

(Prow et al., 2011). 

Rol� mechanizmu z�batego w penetracji no�ników cz�steczkowych 

podwa�aj� Lekki et al. (2007), twierdz�c, �e cała formulacja z cz�stkami jest 

„wpychana” w gł�b mieszka, a wielko�� cz�stek nie jest tu istotna. Brak zale�no�ci 

mi�dzy gł�boko�ci� penetracji, a wielko�ci� no�nika zauwa�ono w przypadku 

liposomów (Jung et al., 2006).  

Porównywano tak�e ilo�ciowo w warunkach in vivo zawarto�� leku (azotan 

izokonazolu) w warstwie rogowej naskórka i mieszkach po aplikacji w postaci 

kremu. Po 6 godzinach od zako�czenia stosowania kremu (czas kuracji – 14 dni), 

72% leku było zlokalizowane w warstwie rogowej, natomiast pozostałe 28%  

w mieszkach włosowych. Po tygodniu od zako�czenia terapii, ilo�ci leku w obu 

kompartmentach wyrównały si� (Lademann et al., 2012). Badanie to potwierdza 

mo�liwo�� funkcjonowania mieszków jako długoterminowego zbiornika leku. Na tle 

innych bada� mo�na te� potwierdzi� teori�, �e skuteczniejsze celowanie  

do mieszków włosowych uzyskiwane jest przy zastosowaniu cz�stek jako no�ników. 

Toll et al. (2004) na podstawie wcze�niejszych wyników bada� podj�li prób�

stworzenia profilu penetracji mikrocz�stek polimerowych do mieszków włosowych. 
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Wykorzystali technik� cyanoacrylate skin surface stripping (CSSS), polegaj�c�  

na rozprowadzeniu kropli kleju cyjanoakrylowego na powierzchni szkiełka, które 

nast�pnie przyciskane jest do powierzchni skóry przez co najmniej 30 sekund.  

Po tym czasie szkiełko jest delikatnie odrywane razem z cz��ci� warstwy rogowej 

oraz zawarto�ci� mieszków włosowych (skeratynizowane resztki komórkowe, lipidy 

sebum, bakterie) czasem wł�cznie z włosem. Podczas wykonywania CSSS in vivo,  

w odró�nieniu od warunków ex vivo, włosy terminalne nie ulegaj� usuni�ciu, jedynie 

niektóre włosy meszkowe s� wyrywane. Tłumaczy si� to lu�niejszym umocowaniem 

włosa w mieszku po ustaniu kr��enia krwi i napi�cia skóry. Zaobserwowano,  

�e mikrocz�stki nie gromadz� si� w pustych mieszkach, pozbawionych włókien 

włosowych (Toll et al., 2004). Jest to dowód na potwierdzenie teorii, �e łuski włosa, 

tworz�c mechanizm z�baty, pomagaj� wprowadza� cz�stki w gł�b mieszka 

(Lademann et al., 2006). Toll et al. (2004) udowodnili, �e przeprowadzenie CSSS 

przed aplikacj� formulacji z mikrocz�stkami znacz�co polepsza ich wnikanie  

do mieszków, poniewa� czyni powierzchni� skóry bardziej gładk� i „otwiera” 

mieszki włosowe. W dalszej cz��ci badania aplikowano na skór� mikrocz�stki 

wielko�ci: 0,75; 1,5; 3 i 6 µm w postaci zawiesiny. Wi�ksze cz�stki (3 i 6 µm) 

wykazywały wyra�n� tendencj� do agregacji w okolicach mieszków włosowych, 

natomiast mniejsze rozmieszczały si� równomiernie na skórze oraz penetrowały 

gł�biej w mieszkach. Nie zaobserwowano zale�no�ci mi�dzy faz� wzrostu włosa,  

a penetracj� mikrocz�stek. Potwierdzono natomiast korzystny wpływ masa�u  

na wnikanie cz�stek do mieszków (Toll et al., 2004). 

Patzelt et al. (2011) porównali w warunkach ex vivo przenikanie w gł�b 

mieszków włosowych �wi�skiej skóry nanocz�stek polimerowych  

i krzemionkowych. Cz�stki miały wielko�� od 122 nm do 1 µm, a ich aplikacja była 

poparta trzyminutowym masa�em. Wykonano przekroje zamro�onej skóry. Zarówno 

w przypadku no�ników polimerowych jak i krzemionkowych najgł�bsz� penetracj�

(1100-1400 µm) zaobserwowano dla cz�stek wielko�ci po�redniej - ok. 600 nm. 

Autorzy tłumacz� to omówion� wcze�niej hipotez� Lademanna (Lademann et al.,

2006) i jednocze�nie wskazuj�, �e �wi�skie mieszki włosowe s� porównywalne pod 

wzgl�dem wielko�ci do ludzkich terminalnych, st�d wyniki eksperymentu mo�na 

odnie�� do skóry ludzkiej. Wyniki Patzelt et al. (2011) nie pozostaj� w zgodzie  

z rezultatami wcze�niejszych bada� Alvarez-Roman et al. (2004) przeprowadzonych 
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równie� w warunkach ex vivo na �wi�skiej skórze. Autorzy u�yli polimerowych 

nanocz�stek o wielko�ci 20 i 200 nm znakowanych fluorescencyjnie. Przy pomocy 

konfokalnego skanuj�cego mikroskopu laserowego zaobserwowali wi�ksze 

gromadzenie si� mniejszych cz�stek (20 nm) w mieszkach włosowych, ale nie badali 

gł�boko�ci penetracji (Alvarez-Roman et al., 2004). Mo�na przypuszcza�, �e 

odmienny wynik tych dwóch eksperymentów mo�e wynika�, poza innym sposobem 

oceny penetracji w skórze, z innego sposobu aplikacji cz�stek. Alvarez-Roman et al. 

(2004) nie zastosowali masa�u, który ma udowodniony promuj�cy wpływ na 

penetracj� no�ników w mieszkach włosowych.  

5.1. Lipidowe nano- i mikrocz�stki 

Cz�stki lipidowe opracowano na pocz�tku lat osiemdziesi�tych XX wieku 

jako no�nik leku alternatywny dla liposomów, mikroemulsji i cz�stek polimerowych 

(Mehnert i� Mader, 2001). Dzi� znajduj� szerokie zastosowanie w kosmetologii,  

a potencjalne mo�liwo�ci wykorzystania w farmacji obejmuj� oprócz podania na 

skór�, tak�e podanie doustne, wziewne, parenteralne, doodbytnicze oraz do oka 

(Pardeike et al., 2009). Nie ma jeszcze w chwili obecnej zarejestrowanego �adnego 

preparatu farmaceutycznego do stosowania zewn�trznego opartego na nanocz�stkach 

lipidowych, cho� wiele przechodzi ju� badania kliniczne. Pierwszy preparat 

kosmetyczny z zawarto�ci� nanocz�stek lipidowych - krem Nanobase firmy Astellas 

(Yamanouchi), został zarejestrowany na polskim rynku w 2004 roku.  

Maj�c na uwadze budow� skóry, preparaty oparte na lipidach wydaj� si� by�

najwła�ciwsze do zewn�trznego stosowania. Lipidowe nano- i mikrocz�stki  

ze wzgl�du na zawarto�� fizjologicznych i biodegradowalnych lipidów, wykazuj�

powinowactwo do skóry i aplikowane zewn�trznie nie zaburzaj� jej funkcji 

(Pardeike et al., 2009). Wyró�nia si� obecnie dwie generacje lipidowych 

nanocz�stek: stałe nanocz�stki lipidowe (SLN) i nanostrukturalne no�niki lipidowe 

(NLC). Cz�stki lipidowe otrzymuje si� w postaci wodnej zawiesiny. Do ich 

powstania potrzebne s� lipidy stałe w temperaturze pokojowej i ciała ludzkiego oraz 

emulgatory, które osadzaj� si� na ich powierzchni zapewniaj�c stabilno�� zawiesiny. 

Ró�nica mi�dzy SLN a NLC dotyczy dodatkowej zawarto�ci oleju (tłuszczu ciekłego 

w temperaturze pokojowej) w matrycy cz�stek NLC. Cz�stki SLN, zbudowane  

z samych stałych lipidów, maj� struktur� krystaliczn�, wysoce zorganizowan�,  
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co mo�e stwarza� problem przy inkorporacji du�ych ilo�ci substancji czynnych. 

Nawet pocz�tkowy du�y stopie� inkorporacji, mo�e z czasem ulega� zmniejszeniu,  

a substancja inkorporowana wypychaniu na zewn�trz cz�stki. Przyspiesza to m.in. 

zmiana temperatury oraz wyparowywanie wody z preparatu. Lipidy tworz�ce 

matryc� cz�stek przekształcaj� si� wtedy w formy bardziej stabilne, o ni�szej energii, 

co wi��e si� ze �cisł� organizacj� ich struktury krystalicznej. W przypadku cz�stek 

NLC, których matryca jest mieszanin� stałych lipidów i oleju, problem �cisłej 

organizacji struktury matrycy jest zminimalizowany. Dlatego mo�na w tych 

cz�stkach umie�ci� wi�ksze ilo�ci substancji aktywnych z mniejszym 

prawdopodobie�stwem ich pó�niejszej utraty (Muller et al., 2002; Pardeike et al., 2009). 

Wiele metod otrzymywania nano- i mikrocz�stek lipidowych jest dost�pnych 

i opisanych w pi�miennictwie (tabela 3). Najcz��ciej wymieniana jest homogenizacja 

wysokoci�nieniowa. Poza tym stosuje si� te� metod� emulgowania i odparowania 

rozpuszczalnika, podwójnego emulgowania z utworzeniem emulsji wielokrotnej oraz 

metod� z tworzeniem mikroemulsji (Parhi et al., 2012). Rzadsz� technik� jest u�ycie 

kontaktora membranowego (Charcosset et al., 2005). Do mniej wymagaj�cych sprz�towo 

metod nale�y, zastosowana w opisywanej pracy, homogenizacja szybkoobrotowa  

z nast�pcz� sonikacj� (Mehnert et al., 2001; Casadei et al., 2006; Huang et al., 2008; Puglia  

et al., 2008; Abdelbary et al., 2009; Hao et al., 2011; Lin et al., 2013; Aljuffali et al., 2014). 

Niezaprzeczaln� jej zalet� jest brak udziału rozpuszczalników organicznych, wad� jest 

natomiast ewentualne zanieczyszczenie metalem z ko�cówki sonikatora. Zadaniem 

homogenizatora ultrad�wi�kowego jest zamiana energii elektrycznej na mechaniczn�

w postaci fal d�wi�kowych. Powstałe fale rozchodz� si� wewn�trz próbki rozbijaj�c 

jej struktur� na drobne krople (zjawisko kawitacji – ryc.7).  

  

Rycina 7. Otrzymywanie nanocz�stek drog� sonikacji – proces kawitacji (Parhi et al., 2012). 
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Metoda 
otrzymywania 

cz�stek 
lipidowych 

Substancja 
aktywna 

Lipidy 
Emulgatory 

Typ  
i 	rednica  

cz�stek [nm] 
(indeks 

polidyspersji) 

ródło 

Wysokoci�nieniowa 
homogenizacja 

na gor�co 

koenzym 
Q10 

palmitynian 
cetylu  

(6,5-14,5%), 
Miglyol 812 
(0,4-1,15%) 

TegoCare 
450 (1,8%) 

NLC: 195-238  
(0,128-0,103) 

(Teeranachaidee
kul et al.,

2007b) 

izotretynoina 

distearynian 
glicerolu 

(3%), lecytyna 
sojowa (4-8%) 

Tween 80 
(3-6%) 

SLN: 31-50              
(0,179-0,275) 

(Liu et al.,

2007) 

oksybenzon 
palmitynian 

cetylu  
(36-38%) 

TegoCare 
450 (5%) 

SLN: 230 
(0,13) 

(Wissing  

et al., 2002) 

Wysokoci�nieniowa 
homogenizacja 

na zimno 
lizozym 

Witepsol E85, 
alkohol 

cetylowy 
75:25 

Tween 80 
lub 

Poloxamer 
188 lub 

cholan sodu 
(3%) 

SLN: 549 

(Almeida  

et al., 1997) 

Softisan 142,  
alkohol 

cetylowy 
75:25 

 SLN: 644 

Emulgowanie 
i odparowanie 

rozpuszczalnika 
tretynoina 

monostearynian 
glicerolu 
(1-2%) 

Tween 20, 
Tween 80, 
Epikuron 

200 

SLN: 317-520 
(0,6-0,8) 

(Shah et al.,

2007) 

Metoda  
z tworzeniem 
mikroemulsji 

celekoksyb 

dilaurynian 
glicerolu, 

mono-
dikaprynian 

glicerolu 

Cremophor 
RH40 
(23%), 

Transcutol 
(10%) 

NLC: 160 
(0,624) 

(Joshi et al.,

2008) 

kurkuminoidy 
kwas 

stearynowy 
(5-12,5%), 

monostearynian 
glicerolu (4%) 

Poloxamer 
188 (5-

15%),  sodu 
dioktylu 

sulfobursztynian 
(5-15%) 

SLN:  
447-1420 

(0,46-0,80) 

(Tiyaboonchai
et al., 2007) 

Kontaktor 
membranowy 

witamina E 
behenian 
glicerolu 

Tween 20 SLN: 175 
(Charcosset
et al., 2005) 

Tabela 3. Metody otrzymywania i charakterystyka cz�stek lipidowych 
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Od ilo�ci emulgatorów, u�ytych do stworzenia zawiesiny cz�stek lipidowych, 

oraz od ich st��enia zale�y wielko�� i stopie� polidyspersji cz�stek. W literaturze 

poj�ciem nanocz�stki lipidowe okre�la si� cz�stki wielko�ci od kilkudziesi�ciu nm 

do kilkuset nm, a nawet 1 µm (Muller et al., 2002; Pardeike et al., 2009). Lipidy,  

z których otrzymuje si� cz�stki lipidowe to m.in. behenian glicerolu (Compritol® 888 

ATO), palmitynostearynian glicerolu (Precirol® ATO 5), monostearynian glicerolu  

i wosk – palmitynian cetylu. Oleje u�ywane do tworzenia matryc NLC to głównie 

triglicerydy o �redniej długo�ci ła�cucha (np. Miglyol® 812 - trójgliceryd 

kaprylowo-kaprynowy) oraz oleje wykazuj�ce korzystne działanie na skór� (olej  

z pestek czarnej porzeczki, oliwa z oliwek). Procentowa zawarto�� lipidów w wodnej 

zawiesinie waha si� mi�dzy 0,5%, a 40%. Im wy�szy jest procent lipidów, tym 

bardziej g�sta zawiesina powstaje. Zawarto�� emulgatorów natomiast wynosi zwykle 

0,5-5%. Do produkcji cz�stek przeznaczonych do stosowania na skór� u�ywa si�

nast�puj�cych emulgatorów: Poloxamer 188 (kopolimer blokowy tlenku etylenu  

i tlenku propylenu), Polisorbat 80 (monooleinian polioksyetylenosorbitolu), lecytyna, 

Tyloxapol (polimer 4-(1,1,3,3-tetrametylobutylo)fenolu z tlenkiem etylenu  

i formaldehydem), TegoCare® 450 (distearynian poliglicerylo-3 metyloglukozy), 

Miranol® Ultra C32 (kokoamfodioctan disodowy), estry kwasów tłuszczowych  

i sacharozy (Muller et al., 2007; Schafer-Korting et al., 2007; Pardeike et al., 2009). 

W tabeli 4 przedstawiono przykłady cz�stek lipidowych otrzymanych metod�

homogenizacji szybkoobrotowej i ultrad�wi�kowej z ró�nych lipidów i przy u�yciu 

ró�nych emulgatorów. 

Lipidowe nanocz�stki zastosowane na skór� tworz� nieci�gł� warstw�

okluzyjn�, hamuj�c� parowanie wody z górnych warstw naskórka. To z kolei, poza 

wzrostem nawil�enia, mo�e zwi�ksza� penetracj� substancji aktywnych w gł�bsze 

warstwy skóry dzi�ki rozlu�nieniu �cisłego upakowania korneocytów. Nanocz�stki 

tworz� 15 razy bardziej skuteczn� okluzj�, ni� cz�stki wielko�ci kilku-

kilkudziesi�ciu µm (Schafer-Korting et al., 2007). Zwi�kszenie penetracji skórnej 

dzi�ki inkorporowaniu substancji czynnej do lipidowych no�ników stwierdzono  

np. dla koenzymu Q10 (Muller et al., 2002), retinolu (Jenning et al., 2000a)  

i minoksydylu (Aljuffali et al., 2014).
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Tabela 4. Przykłady i charakterystyka cz�stek lipidowych otrzymanych metod�  
homogenizacji szybkoobrotowej i ultrad�wi�kowej 

Matryca 
lipidowa 

Emulgatory 
Metoda 

otrzymywania 

�rednica 
cz�stek 

[nm] ± SD  
oraz ich typ 

PdI ródło 

distearynian 
glicerolu (10%) 

Poloxamer 188 
(2,5%) 

cholan sodu (1%) 

homogenizacja 
szybkoobrotowa 
+ sonikacja  

w 70°C 

SLN: 131 ± 2 
0,267 

± 0,005 

(Casadei
et al.,

2006) 

palmitynian 
cetylu (10%) 

(SLN) 

Tween 60 (2%) 
homogenizacja 
szybkoobrotowa 
+ sonikacja 

SLN: 164,7  
± 15,7 

0,209 
±0,035 

(Neves  

et al.,

2013) 
palmitynian 
cetylu (7%)  

+ Miglyol (3%) 
(NLC) 

NLC: 168,5 
± 15,3 

0,199 
 ±0,035 

behenian 
glicerolu  

+ Miglyol 

Poloxamer 188 
(1,35%) 

homogenizacja 
szybkoobrotowa 
+ sonikacja  
w � 80°C 

NLC: 
335,1-380,0 

- 
(Puglia  

et al.,

2008) 

behenian 
glicerolu: 

4,75% 
9,5% 

Poloxamer 188: 
2,5% 
5% 

homogenizacja 
szybkoobrotowa 
+ sonikacja 

SLN (4,75% 
+ 2,5%): 1284 

SLN (9,5%  
+ 2,5%): 1717 
SLN (4,75% 
+ 5%): 1080 
SLN (9,5%  
+ 5%): 480 

- 
(Abdelbary

et al.,

2009) 

distearynian 
glicerolu (10%) 

(SLN) 
Poloxamer 188 

(3%) + 
monoglicerydy 

kwasu 
palmitynowego 

(Myverol  
18-04K) (0,6%) 

homogenizacja 
szybkoobrotowa 
+ sonikacja 

SLN: 302,9 
± 4,3 

0,25  
± 0,03 

(Hsu et al.,

2011) 
distearynian 

glicerolu (5%) 
+ skwalen (5%) 

(NLC) 

NLC: 192,1 
± 1,9 

0,21  
± 0,01 

distearynian 
glicerolu (12%) 

(SLN) 
Poloxamer 188 

(2,4%) + 
monoglicerydy 

kwasu 
palmitynowego 

(Myverol  
18-04K) (0,2%) 

homogenizacja 
szybkoobrotowa 
+ sonikacja  

w 35°C 

SLN: 296,6  
± 49,5 

- 
(Fang  

et al.,

2008) distearynian 
glicerolu (6%) 

 + skwalen (6%) 
(NLC) 

NLC: 210,2  
± 14,3 
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Mechanizm zwi�kszonej penetracji i skórnej akumulacji cz�stek tłumaczy si�: 

• okluzj�, zwi�kszan� przez siln� adhezj� cz�stek do powierzchni skóry.  

Im mniejsza jest wielko�� cz�stek, tym silniejsz� adhezj� wykazuj�. Poza 

tym nanocz�stki gromadz� si� na dłu�szy czas w załamaniach skóry 

mi�dzy korneocytami, co powoduje skuteczniejsz� okluzj�; 

• przekształceniami w strukturze lipidowych matryc. Po aplikacji na skór�

zawiesiny cz�stek lipidowych nast�puje parowanie wody z formulacji,  

co przyspiesza przekształcenie lipidów w formy krystaliczne. Powoduje 

to cz��ciowy wyrzut (burst release) zainkorporowanej substancji czynnej 

z cz�stek, skutkuj�c jej wysokim st��eniem bezpo�rednio na powierzchni 

skóry; 

• wpływem surfaktantów u�ytych do tworzenia cz�stek (Schafer-Korting  

et al., 2007). 

Substancja aktywna mo�e by� zawarta w lipidowej matrycy cz�stek w formie 

rozpuszczonej lub rozproszonej. Zale�y to od jej rozpuszczalno�ci w tłuszczach. 

Najłatwiejsze do inkorporacji s� substancje lipofilowe. Muller et al. (2002) wyró�nili 

trzy teoretyczne modele inkorporowania substancji aktywnej do SLN, tj.: 

� homogenicznej matrycy, 

� otoczki bogatej w substancj� aktywn�, 

� rdzenia bogatego w substancj� aktywn�. 

W pierwszym modelu, silnie lipofilowa substancja aktywna jest 

równomiernie rozproszona w lipidowej matrycy. Drugi zakłada, �e zewn�trzna 

warstwa cz�stki jest bogatsza w substancj� czynn�. Ten typ otrzymuje si� podczas 

ochładzania nanoemulsji, przygotowanej w procesie homogenizacji na gor�co. 

Zachodzi wtedy rozdzielenie zwi�zku czynnego mi�dzy faz� lipidow�, a wodn�. 

Lipidy zestalone w pierwszej kolejno�ci, tworz� rdze� cz�stki pozbawiony zwi�zku 

aktywnego. Ten ostatni, krystalizuj�c, tworzy otoczk�. Taka posta� no�nika 

umo�liwia szybkie pocz�tkowe uwalnianie API. Model, w którym rdze� no�nika jest 

bogatszy w składnik czynny, powstaje w sytuacji odwrotnej - kiedy ten składnik 

zestala si� jako pierwszy. W praktyce, oprócz wy�ej opisanych, istniej� jeszcze 

modele mieszane. Istnieje tak�e mo�liwo�� wi�zania si� zwi�zku czynnego  

z powierzchni� cz�stki. Sposób inkorporowania substancji czynnej wpływa na jej 
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pó�niejsze uwalnianie (Muller et al., 2002; Pardeike et al., 2009). W tabeli 5 

przedstawiono przykłady ró�nych cz�stek lipidowych otrzymanych t� sam� metod�

wraz ze stopniem inkorporacji API (wyra�onym jako % całkowitej ilo�ci u�ytego 

API). 

Tabela 5. Przykłady cz�stek lipidowych otrzymanych t� sam� metod� (homogenizacja 
szybkoobrotowa i ultrad�wi�kowa) wraz z procentowym stopniem inkorporacji API 

Matryca 
lipidowa 

Emulgatory API 

�rednica 
cz�stek 

[nm] ± SD  
oraz ich typ 

PdI % inkorporacji ródło 

distearynian 
glicerolu 

(10%) 

Poloxamer 
188 (2,5%)  

+ cholan sodu 
(1%) 

ibuprofen 
SLN: 131  

± 2 
0,267 

± 0,005 40 ± 3 

(Casadei
et al.,

2006) 

palmitynian 
cetylu (10%) 

(SLN) 

Tween 60 
(2%) 

resweratrol 

SLN: 164,7 
± 15,7 

0,209  
± 0,035 

88,5 ± 5,1 

(Neves et 

al., 2013) 
palmitynian 
cetylu (7%)  
+ Miglyol 

(3%) (NLC) 

NLC: 168,5 
± 15,3 

0,199 
± 0,035 

75,3 ± 6,4 

palmitynian 
cetylu (4%)  
+ skwalen 

(4%)  

Poloxamer 
188 (3,5%)  
+ sojowa 

fosfatydylocholina 
(1%) 

difencypron 
NLC: 207,8 

± 1,3 
- 76,9 ± 1,0 

(Lin  

et al.,

2013) 

behenian 
glicerolu 
(SLN) 

Poloxamer 
188 (1,35%) 

indometacyna 

SLN: 215,6 

- 

76 
(Castelli

et al.,

2005) NLC: 80,4; 
270,2 

behenian 
glicerolu, 
miglyol 
(NLC) 

84,3 

behenian 
glicerolu: 

4,75% (SLN1; 
SLN3) 

9,5% (SLN2;
SLN4) 

Poloxamer 
188: 

2,5% (SLN1; 
SLN2) 

5% (SLN3; 
SLN4) 

diazepam 

SLN1: 1284 
SLN2: 1717 
SLN3: 1080 

 SLN4: 480 

- 

SLN1: 34,80 
SLN2: 67,02 
SLN3: 67,04 
SLN4: 22,13 

(Abdelbary
et al.,

2009) 
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Inkorporacja do no�ników lipidowych chroni substancje aktywne przed 

degradacj�. Zostało to potwierdzone na przykład dla palmitynianu askorbylu 

(Teeranachaideekul et al., 2007a), dla retinoidów (Liu et al., 2007), dla koenzymu 

Q10 (Teeranachaideekul et al., 2007b) i dla kurkuminoidów (Tiyaboonchai et al.,

2007). Shah et al. (2007) dowiedli, �e umieszczenie tretynoiny w SLN znacznie 

zmniejszyło jej fotodegradacj�. Inne badania wykazały, �e po przechowywaniu przez 

3 miesi�ce w 40ºC wodnej zawiesiny nanocz�stek z 0,5% retinolu, 60% leku 

pozostało w stanie niezmienionym. Dla porównania w emulsji o/w przechowywanej 

w takich samych warunkach i czasie, pozostało tylko 40% retinolu (Muller et al.,

2007).  

W wi�kszo�ci przypadków uwalnianie zwi�zków aktywnych z cz�stek 

lipidowych odbywa si� w sposób przedłu�ony i nie obserwuje si� przezskórnej 

penetracji do krwioobiegu. Jest to szczególnie wa�ne w przypadku substancji, które 

zastosowane na skór� w wysokich st��eniach wywołuj� działanie niepo��dane,  

a powinny by� stosowane przez długi czas bez ryzyka wchłaniania do krwiobiegu 

(Jenning et al., 2000b). Chen et al. (2006) otrzymali nanocz�stki lipidowe (73 nm)  

z podofilotoksyn�, która stosowana jest miejscowo jako lek antymitotyczny.  

Ze wzgl�du na jej niekorzystne działanie po wchłoni�ciu do krwiobiegu, bardzo 

istotne jest zlokalizowanie jej aktywno�ci tylko w naskórku. Jednak dost�pne 

dotychczas preparaty podofilotoksyny – krem, roztwór – powoduj� nie tylko 

podra�nienie skóry, ale tak�e w rezultacie ich stosowania obserwuje si� wchłanianie 

systemowe. Chen et al. (2006) badali przenikanie cz�stek lipidowych  

z podofilotoksyn� oraz tego samego leku w roztworze etanolowym przez �wi�sk�

skór� ex vivo u�ywaj�c komór Franza. Wykazali, �e w ci�gu 8 godzin od 

zastosowania leku w postaci inkorporowanej w no�niki, nie przenika on przez 

�wi�sk� skór�, tylko gromadzi si� w naskórku. Natomiast lek w postaci roztworu był 

wykryty w płynie akceptorowym, co �wiadczy o mo�liwo�ci jego przenikania  

do krwi in vivo. Liczbowo nanocz�stki spowodowały 3,5 razy wi�ksze gromadzenie 

si� podofilotoksyny w skórze, ni� jej 0,15% etanolowy roztwór. Dzi�ki zdj�ciom 

fluorescencyjnym przekrojów skóry, uwidoczniono gromadzenie si� leku w warstwie 

rogowej naskórka oraz mieszkach włosowych (Chen et al., 2006). 

Munster et al. (2005) podj�li prób� opracowania stałych cz�stek lipidowych  

z prolekiem wykazuj�cym potencjalne działanie przeciwtr�dzikowe oraz 
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antyandrogenowe. Wykazali, �e cz�stki wielko�ci < 500 nm nie przenikaj� ani przez 

�wi�sk� skór�, ani przez rekonstruowany ludzki naskórek (Skin-Ethic
®) do płynu 

akceptorowego w ci�gu 6 h. Takie same cz�stki znakowane Czerwieni� Nilu 

wykorzystano do sprawdzenia, czy docieraj� one do mieszków włosowych. 

Aplikowano je na ludzk� skór� z głowy ex vivo i po 24-godzinnej inkubacji 

wykonano przekroje, które analizowano z wykorzystaniem mikroskopii 

fluorescencyjnej. Dowiedziono w ten sposób, �e cz�stki wnikaj� selektywnie  

do mieszków włosowych, gromadz�c si� tam, a maksymalna gł�boko�� na jakiej 

dostrzegalna była fluorescencja to 900 µm (Munster et al., 2005).  

6. ROKSYTROMYCYNA  

Roksytromycyna (C41H76N2O15), antybiotyk z grupy półsyntetycznych 

makrolidów, jest 10-oksynowo-eterow� pochodn� erytromycyny o zwi�kszonej 

odporno�ci na działanie kwasów i lepszych parametrach farmakokinetycznych.  

Jej wzór strukturalny przedstawia rycina 8. Masa molowa ROX wynosi 837,0465 

g/mol, a logP równy 3,1 (PubChem CID: 5480431) �wiadczy o lipofilowym 

charakterze leku. Monografia ROX, oprócz FP IX, znajduje si� w aktualnym 

wydaniu Ph.Eur. oraz Japo�skiej. ROX nie jest natomiast zarejestrowana w Stanach 

Zjednoczonych, nie jest wi�c uwzgl�dniona w USP. 

Rycina 8. Wzór strukturalny ROX.
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Według FP IX tom II (Farmakopea Polska, 2011): roksytromycyna  

to półsyntetyczny produkt pochodz�cy z produktu fermentacji; biały lub prawie 

biały, krystaliczny proszek; substancja bardzo trudno rozpuszczalna w wodzie, 

trudno rozpuszczalna w rozcie�czonym kwasie solnym, łatwo rozpuszczalna  

w acetonie, etanolu (96%) i chlorku metylenu; wykazuje polimorfizm.  

ROX, tak jak wszystkie antybiotyki makrolidowe, działa bakteriostatycznie 

na drobnoustroje tlenowe (np. streptokoki) oraz na Gram-dodatnie beztlenowce  

(np. Propionibacterium) i niektóre Gram-ujemne (Legionella, Bordatella, 

Haemophilus). Dodatkowo w wy�szych st��eniach działa cz��ciowo bakteriobójczo 

(Mutschler et al., 2010). Mechanizm jej działania polega na blokowaniu biosyntezy 

białek bakteryjnych. Stosowana jest z dobrym skutkiem w doustnej terapii tr�dziku 

(Akamatsu et al., 2002). Roksytromycyna, oprócz aktywno�ci typowo 

przeciwbakteryjnej wobec Propionibacterium acnes, hamuje tak�e wytwarzanie 

przez bakterie zwi�zków prozapalnych (lipazy bakteryjne, czynnik chemotaktyczny 

neutrofilów), które równie� przyczyniaj� si� do rozwoju tr�dziku. Dzi�ki temu ROX 

charakteryzuje si� bardzo silnym działaniem przeciwzapalnym (Akamatsu et al.,

2002; Kobayashi et al., 2009). Istniej� doniesienia o hamowaniu przez ni�

powstawania wolnych rodników w neutrofilach oraz hamowaniu apoptozy 

keratynocytów (Takahashi et al., 2004).  

Za podstawowe przyczyny rozwoju tr�dziku pospolitego uwa�a si�

nadmiern� produkcj� sebum, zwi�kszon� kolonizacj� uj�cia przewodu gruczołu 

łojowego przez bakterie Propionibacterium acnes, nadmiern� keratynizacj� tego 

przewodu oraz stan zapalny. Do powstania stanu zapalnego w głównej mierze 

przyczyniaj� si� wspomniane bakterie, a dokładniej wolne kwasy tłuszczowe, które 

powstaj� w wyniku rozkładu triglicerydów sebum przez lipazy bakteryjne (Downie

et al., 2004; Zouboulis, 2004; Wang i Zane, 2008). Thielitz et al. (2001) przy 

pomocy chromatografii cienkowarstwowej analizowali lipidy pobrane in vivo  

z mieszków włosowych pacjentów dotkni�tych tr�dzikiem. Udowodnili, �e 

zewn�trzne stosowanie antybiotyku (klindamycyna) znacz�co zmniejsza zawarto��

wolnych kwasów tłuszczowych w mieszkach, co potwierdza, �e bakterie tam obecne 

odpowiadaj� za obecno�� wolnych kwasów tłuszczowych. 
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Roksytromycyna, ze wzgl�du na swoje działanie przeciwbakteryjne wobec  

P. acnes oraz aktywno�� przeciwzapaln� wydaje si� by� wła�ciwym antybiotykiem 

do miejscowej terapii tr�dziku. 

W badaniach in vitro na kulturach ludzkich i mysich włosów w fazie anagenu 

zaobserwowano, �e ROX hamuje przej�cie włosa w faz� katagenu dzi�ki inhibicji 

apoptozy keratynocytów i w efekcie powoduje zwi�kszenie długo�ci włosa.  

W łysieniu androgenowym dihydrotestosteron powoduje apoptoz� w odpowiednio 

wra�liwych komórkach brodawki włosa, przyspieszaj�c jego przej�cie z fazy 

anagenu do katagenu. ROX, ze wzgl�du miedzy innymi na antyapoptotyczne 

działanie, mo�e hamowa� ten proces. W badaniach in vivo po miejscowym 

stosowaniu 0,5% lotionu z ROX przez 6 miesi�cy, zanotowano przywrócenie 

wzrostu włosów u ponad połowy pacjentów dotkni�tych łysieniem androgenowym. 

Zauwa�ono tak�e pogrubienie włosów z wyj�ciowej warto�ci 55,9 µm ± 3,47 do  

86,8 µm ± 10,5. Nie odnotowano przy tym miejscowych ani ogólnoustrojowych 

działa� niepo��danych. Przypuszcza si�, �e korzystne działanie ROX w łysieniu 

androgenowym mo�e by� ł�cznym efektem jej działania antyapoptotycznego oraz 

przeciwzapalnego (Ito et al., 2009).  

Roksytromycyna jako lek nale��cy do IV klasy systemu BCS charakteryzuje 

si� zarówno słab� rozpuszczalno�ci� w wodzie, jak i słab� przenikalno�ci� przez 

błony biologiczne (Biradar et al., 2006). Cz�stki lipidowe jako no�niki leku wydaj�

si� by� odpowiedni� matryc� do inkorporowania ROX ze wzgl�du na jej lipofilowy 

charakter. Z dost�pnego pi�miennictwa wynika, �e nie inkorporowano jeszcze ROX 

do mikro- i nanocz�stek lipidowych. Nie badano tak�e jej przenikania do skóry  

i przez skór�, w tym do mieszków włosowych, po podaniu miejscowym. Nie ma 

jeszcze zarejestrowanego na �wiecie �adnego preparatu z tym antybiotykiem  

do stosowania zewn�trznego. 

7. TOKSYCZNO�� LIPIDOWYCH NANO- I MIKROCZ�STEK 

Przy rozpatrywaniu mo�liwo�ci przenikania nanomateriałów przez 

nieuszkodzon� skór� istnieje konieczno�� rozgraniczenia dwóch poj��, co zostało 

zaproponowane przez Baroli (2010). Nanocz�stki w uj�ciu farmaceutycznym  
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i kosmetycznym maj� wielko�� powy�ej 100 nm i przez wi�kszo�� naukowców  

s� uwa�ane za bezpieczne, tzn. nie przenikaj� przez nienaruszon� skór�, ewentualnie 

wnikaj� i gromadz� si� w mieszkach włosowych i zmarszczkach skórnych. 

Natomiast nanomateriały (wielko�� 1-100 nm lub mniej) mog� zachowywa� si�

zupełnie inaczej, wnika� w gł�b nieuszkodzonej skóry i dostawa� si� do kr��enia 

ogólnego (Baroli, 2010). 

Toksyczno�� nano- i mikrocz�stek aplikowanych na skór� mo�na 

rozpatrywa� w dwóch aspektach: toksyczno�ci samych no�ników oraz 

inkorporowanych do nich leków (Wosicka i Cal, 2010). Cz�stki lipidowe zbudowane 

s� z biodegradowalnych lipidów, które ulegaj� enzymatycznemu rozkładowi  

do zwi�zków wyst�puj�cych naturalnie w organizmie ludzkim, dlatego  

s� wygodnym no�nikiem API (Olbrich i Muller, 1999). Jednak nie wszyscy  

s� zgodni, �e biodegradowalno�� no�nika jest niezb�dna przy aplikacji do mieszków 

włosowych, poniewa� cz�stki s� po pewnym czasie eliminowane przez wypływ 

sebum, wzrost i wypadanie włosów oraz złuszczanie naskórka (Morgen et al., 2011). 

Poza stopniem degradacji, kluczowa dla toksyczno�ci cz�stek jest ich wielko��. 

Uwa�a si�, �e cz�stki wi�ksze ni� 40 nm nie s� w stanie dosta� si� do �ywych 

komórek naskórka (Vogt et al., 2006). Jednak wci�� brakuje bada� obrazuj�cych 

odległe skutki stosowania no�ników do mieszków włosowych. Drugi aspekt 

toksyczno�ci dotyczy inkorporowanej do no�ników substancji aktywnej, która  

w zale�no�ci od wła�ciwo�ci fizykochemicznych oraz rodzaju no�nika mo�e dosta�

si� do krwioobiegu. Je�eli jest to niezamierzone lub niekontrolowane, mo�e stanowi�

powa�ny problem, a przykładem takiego efektu toksycznego mog� by� reakcje 

anafilaktyczne po zastosowaniu farb do włosów (Wosicka i Cal, 2010).  

No�niki lipidowe w wi�kszo�ci przypadków powoduj� lokalizacj� API  

w skórze i nie promuj� jego przenikania do krwi. W badaniach in vitro na kulturach 

komórkowych (makrofagi, keratynocyty i mysie fibroblasty) cz�stki lipidowe  

(< 500 nm) z kwasu stearynowego wykazywały toksyczno�� w stosunku do 

wszystkich linii komórkowych. Półsyntetyczne glicerydy okazały si� du�o mniej 

toksyczne. Surfaktanty u�yte do wytworzenia no�ników lipidowych maj� równie�

znaczenie dla ich toksyczno�ci. Najmniejsze wła�ciwo�ci toksyczne wykazuj�

surfaktanty niejonowe (Weyenberg et al., 2007). 
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Badano wchłanianie/wychwytywanie SLN z resweratrolem (< 180 nm) przez 

ludzkie keratynocyty i wykazano, �e cz�stki łatwo przechodz� przez błon�

komórkow� do cytoplazmy. Gromadz� si� w okolicy okołoj�drowej, jednak  

nie wywołuj� efektów toksycznych: nie wypływaj� na morfologi� komórek,  

ich aktywno�� metaboliczn�, ani cykl �yciowy. Wykazano wi�ksz� aktywno��

cytostatyczn� resweratrolu inkorporowanego do SLN ni� wolnego (Teskac i Kristl, 

2010). 

Ostatnio zaproponowano system klasyfikacji nanotoksykologicznej oparty  

o 2 podstawowe kryteria: wielko�� oraz biodegradowalno�� no�ników (Keck  

i Muller, 2013). Za granic� wielko�ci cz�stek, dziel�c� je na mniej i bardziej 

niebezpieczne, uznano 100 nm. Wzi�to przy tym pod uwag� mo�liwo�� endocytozy 

cz�stek mniejszych ni� 100 nm przez wszystkie rodzaje komórek w organizmie. 

Podczas gdy cz�stki o wielko�ci przekraczaj�cej ten limit (> 100 nm) mog� si�

dosta� do komórek tylko na drodze fagocytozy przez makrofagi, wi�c ulegaj�

internalizacji przez w�sk� populacj� komórek. W proponowanym systemie 

wyró�niono 4 klasy nanono�ników (ryc. 9). Pierwsza, o najmniejszym stopniu 

potencjalnej toksyczno�ci, to cz�stki biodegradowalne o rozmiarach 100-1000 nm. 

Autorzy zaliczaj� tu nanoemulsje, liposomy oraz lipidowe nanocz�stki (> 100 nm). 

Druga i trzecia klasa to no�niki o �redniej toksyczno�ci. Do drugiej zaliczono no�niki 

niebiodegradowalne i wi�ksze ni� 100 nm, a do trzeciej – cz�stki biodegradowalne, 

ale mniejsze ni� 100 nm. Klasa czwarta, o najwi�kszym ryzyku toksyczno�ci zawiera 

no�niki mniejsze ni� 100 nm i nie ulegaj�ce biodegradacji, np. nanocz�stki 

dwutlenku tytanu oraz złota. Poza uwzgl�dnianiem rozmiarów oraz materiału,  

z jakiego zbudowane s� nanono�niki, autorzy sugeruj� równie� branie pod uwag�

drogi ich podania do organizmu. Podanie na skór�, jako najmniej inwazyjne, 

uwa�ane jest za najbezpieczniejsze z punktu widzenia nanotoksykologii. Według 

autorów, zaproponowany system powinien by� jeszcze uzupełniony o informacje  

na temat biokompatybilno�ci nanocz�stek, czyli ich zdolno�ci do wywoływania  

w organizmie reakcji immunologicznej. Zale�y ona m.in. od fizykochemicznych 

wła�ciwo�ci powierzchni no�ników. Uznawane s� one za biokompatybilne, je�li nie 

adsorbuj� si� na ich powierzchni endogenne proteiny (np. opsoniny) (Keck i Muller, 

2013). 
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Rycina 9. Propozycja systemu klasyfikacji nanotoksykologicznej (Keck i Muller, 2013),  

rycina zmodyfikowana. 
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III  CEL PRACY 

Nano- i mikrocz�stki lipidowe stwarzaj� wiele mo�liwo�ci celowanego 

dostarczania substancji leczniczych. Ze wzgl�du na lipidowy charakter s�

teoretycznie idealnymi no�nikami dla leków przeznaczonych do stosowania na skór�. 

Celem pracy było udowodnienie, �e cz�stki lipidowe s� te� odpowiednimi, 

skutecznymi i selektywnymi no�nikami leków do mieszków włosowych skóry 

ludzkiej. Praca miała te� wykaza� mo�liwo�� i zasadno�� inkorporacji 

roksytromycyny do no�ników lipidowych i zastosowania takiego systemu 

dostarczania leku w potencjalnej terapii miejscowej.  

Cel pracy realizowany był w nast�puj�cych etapach: 

• Opracowanie prostej i powtarzalnej metody otrzymywania cz�stek 

lipidowych z ROX. 

• Wybór optymalnego składu formulacji zapewniaj�cego odpowiedni�

wielko�� cz�stek oraz procent inkorporacji ROX. 

• Opracowanie i walidacja metody oznaczania ROX technik� HPLC. 

• Scharakteryzowanie wybranej formulacji pod k�tem uwalniania ROX, 

aktywno�ci przeciw Propionibacterium acnes oraz potencjału 

dra�ni�cego. 

• Obrazowanie wnikania i rozmieszczenia cz�stek lipidowych w skórze 

ludzkiej ex vivo. 

• Oznaczenie ilo�ci ROX obecnej w mieszkach włosowych po aplikacji 

w postaci opracowanej formulacji w warunkach in vivo. 

Realizacja wszystkich etapów była mo�liwa dzi�ki przeprowadzeniu bada�

w: Katedrze i Zakładzie Technologii Postaci Leku Uniwersytetu Medycznego  

w Poznaniu, Katedrze i Zakładzie Farmacji Stosowanej oraz Katedrze Biofarmacji  

i Farmakodynamiki Gda�skiego Uniwersytetu Medycznego, a tak�e we współpracy  

z Centrum Naukowo-Badawczym Dr Irena Eris i Katedr� Technologii 

Farmaceutycznej Uniwersytetu w Lublanie (Słowenia).

Cel bada� miał te� aspekt innowacyjny, jako �e wymieniony antybiotyk  

nie jest dost�pny nigdzie na �wiecie w postaci preparatu farmaceutycznego  
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do stosowania zewn�trznego (w Japonii były jedynie prowadzone badania kliniczne 

lotionu z 0,5% roksytromycyny). Zewn�trzne stosowanie ROX mogłoby umo�liwi�

zast�pienie doustnego przyjmowania tego antybiotyku w leczeniu tr�dziku 

pospolitego. W terapii łysienia androgenowego natomiast mogłoby stworzy� cenn�

alternatyw� dla minoksydylu - jedynego, jak dotychczas, leku do stosowania 

miejscowego zaakceptowanego przez FDA jako skutecznie przeciwdziałaj�cego 

łysieniu androgenowemu u m��czyzn i kobiet. 
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 IV  CZ��� DO�WIADCZALNA 

1. ODCZYNNIKI 

• Acetonitryl (HPLC Isocratic grade) - J.T. Baker (obecnie: Avantor 

Performance Materials, Center Valley, USA) 

• Behenian glicerolu (Compritol ATO 888) - Gattefosse (Gennevilliers, 

Francja) 

• Ester heksylowy nadchloranu rodaminy B - Invitrogen (Carlsbad, USA) 

• Metanol (HPLC Isocratic grade) - J.T. Baker (obecnie: Avantor Performance 

Materials, Center Valley, USA) 

• Olej z pestek winogron - Monini (Spoleto, Włochy) 

• Poloxamer 188 (Lutrol F68; Pluronic PF68) - BASF SE (Ludwigshafen, 

Niemcy) 

• Potasu diwodorofosforan (cz.d.a.) - POCh (Gliwice, Polska) (obecnie: 

Avantor Performance Materials, Center Valley, USA) 

• Roksytromycyna (Roxithromycin Ph.Eur., MW = 837 g/mol) - Kopran 

Limited (Bombaj, Indie) 

• Skwalen - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

• Sodu wodorotlenek (cz.d.a.) - POCh (Gliwice, Polska) (obecnie: Avantor 

Performance Materials, Center Valley, USA) 

• Woda ultraczysta - Millipore® Simplicity UV Water Purification System; 

Merck Millipore (Billerica, USA). 

2. SPRZ�T  

• Aparat do oczyszczania wody Millipore® Simplicity UV Water Purification 

System (Merck Millipore, Billerica, USA) 

• Aparat do pomiaru wielko�ci cz�stek oraz potencjału zeta - Zetasizer Nano 

ZS (Malvern Instruments, Malvern, Wielka Brytania) 
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• Chromatograf cieczowy HPLC z pomp� LC-10AT VP, detektorem UV-VIS 

SPD-10A VP (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonia) 

• Chromatograf cieczowy 1260 HPLC z detektorem UV, analizatorem typu 

potrójny kwadrupol 6430 TripleQuad-MS (Agilent Technologies, Santa 

Clara, USA) 

• Homogenizator ultrad�wi�kowy (sonikator) VCX130 z ko�cówk� o �rednicy 

13 mm (Sonics & Materials Inc., Newtown, USA) 

• Kalorymetr DSC 820 (Mettler Toledo, Greifensee, Szwajcaria) 

• Kolumna chromatograficzna Hyperchrome Prontosil 120-5-C18H   

o wymiarach 150 x 4,6 mm, 5 m� �BISCHOFF Chromatography, Leonberg, 

Niemcy) 

• Kolumna chromatograficzna POROSHEL 120 EC-C18 o wymiarach 3 x  

50 mm, 2,7 µm (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

• Kriotom Cryotome E (Thermo Fisher Scientific Inc.,�Waltham, USA) 

• Laserowy analizator wielko�ci cz�stek� Mastersizer 2000 (Malvern 

Instruments, Malvern, Wielka Brytania) 

• Masa�er Atom Massager (HoMedics Group, Tonbridge, Wielka Brytania) 

• Miernik temperatury Testo 110 z wodoszczeln� sond� zanurzeniowo-

penetracyjn� (Testo Sp. z o.o., Pruszków, Polska) 

• Mikroskop fluorescencyjny Nikon Eclipse 50i z kamer� Nikon Digital Sight 

DS-5MC, lamp� rt�ciow� Nikon C-SHG1 i oprogramowaniem Nis-Elements 

BR 3.0. (Nikon Corporation, Tokio, Japonia) 

• Mikroskop sił atomowych Agilent 5500 (Agilent, Santa Clara, USA)  

• pH-metr Schott (Schott AG, Moguncja, Niemcy) 

• Prekolumna chromatograficzna Hyperchrome Prontosil 120-5-C18H   

o wymiarach 10 x 4,0 mm, 5m �BISCHOFF Chromatography, Leonberg, 

Niemcy) 

• Skaningowy mikroskop elektronowy Zeiss Evo 40 (Carl Zeiss AG, 

Oberkochen, Niemcy) 

• Sondy z azotku krzemu PPP-FM, k = 2,8 N/m (Nanosensors, Neuchatel, 

Szwajcaria) 

• Spektrofotometr UV-VIS Thermo Evolution 300 (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, USA) 
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• Szafa klimatyczna (Binder GmbH, Tuttlingen, Niemcy)

• Szybkoobrotowe mieszadło mechaniczne Polytron PT 1600E (Kinematica 

AG, Lucerna, Szwajcaria)  

• Termostat kolumny - Eppendorf TC-50 (Eppendorf,�Hamburg, Niemcy) 

• Transmisyjny mikroskop elektronowy JEM-1200 EX II (JEOL, Tokio, 

Japonia) 

• Wytrz�sarka IKA KS 130 control (IKA®-Werke GmbH, Staufen, Niemcy) 

3. MATERIAŁY   

• Adaptery dializacyjne AD4 (Sotax, Allschwil, Szwajcaria) 

• Filtry membranowe PORAFIL RC 0,45 µm i 0,2 µm (Macherey-Nagel, 

Düren, Niemcy)  

• Klej cyjanoakrylowy Kropelka (Fenedur SA, Montevideo, Urugwaj) 

• Ludzki model naskórka EpiDerm
® (MatTek, Ashland, USA) 

• Membrana dializacyjna Spectrapor 10 kDa MWCO (Spectrum Labs,�Rancho 

Dominguez, USA) 

• Skóra ludzka pobrana ze zwłok (Katedra i Zakład Patomorfologii GUMed)* 

• Ta�ma Scotch Removable (3M,�St. Paul, USA)  

* Katedra i Zakład Farmacji Stosowanej GUMed posiada zgod� nr TKEBN/120/96 Terenowej 

Komisji Etyki Bada� Naukowych przy Akademii Medycznej w Gda�sku na prowadzenie bada�  

z u�yciem skóry ludzkiej pobranej ze zwłok lub fragmentów skóry usuwanych podczas operacji 

chirurgicznych. 

4. METODY 

4.1. Otrzymywanie zawiesin cz�stek lipidowych z roksytromycyn�

Na podstawie przegl�du pi�miennictwa opracowano 4 ró�ne formulacje. 

Przedstawiono je w tabeli 6. 
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Tabela 6. Skład formulacji 

[% w/w] 
FORMULACJA 

A B C PLACEBO

behenian glicerolu 10 5 6 5 

skwalen - - 4 - 

poloxamer 188 2,5 2,5 2,5 2,5 

woda 86,5 91,5 86,5 92,5 

ROX 1 1 1 - 

Zawiesiny cz�stek lipidowych z ROX zostały otrzymane metodami 

homogenizacji szybkoobrotowej i ultrad�wi�kowej oraz tylko homogenizacji 

ultrad�wi�kowej (sonikacji). Formulacja placebo została wykonana metod�

sonikacji. Ka�d� formulacj� otrzymywano co najmniej trzykrotnie. 

Faza lipidowa wraz z ROX oraz faza wodna (woda i emulgator) zostały 

podgrzane osobno do temperatury 75-80°C. Nast�pnie faza wodna została dodana do 

lipidowej i powstała mieszanina natychmiast została poddana homogenizacji 

mieszadłem szybkoobrotowym przez 10 min przy szybko�ci 20000 rpm. Otrzymana 

emulsja została poddana sonikacji przez 10 min przy cz�stotliwo�ci 20 kHz i 80% 

amplitudy znamionowej ko�cówki. Po homogenizacji ultrad�wi�kowej nanoemulsj�

ochłodzono w lodzie do temperatury 10-15°C, otrzymuj�c wodn� zawiesin� cz�stek 

lipidowych. W metodzie wykorzystuj�cej tylko ultrad�wi�ki pomini�to etap 

homogenizacji szybkoobrotowej, a dalej post�powano jak w metodzie pierwszej. 

Ze wzgl�du na sposób otrzymywania formulacje odpowiednio oznaczono - 

tabela 7. 

Tabela 7. Oznaczenie formulacji ze wzgl�du na metod� ich otrzymywania 

METODA OTRZYMYWANIA formulacja A formulacja B formulacja C

homogenizacja szybkoobrotowa 
i ultrad�wi�kowa 

A MS B MS C MS 

homogenizacja ultrad�wi�kowa A S B S C S 



	��������
��	����

�

���

4.2. Charakterystyka cz�stek lipidowych z roksytromycyn�

4.2.1. Ró�nicowa kalorymetria skaningowa 

Temperatura oraz stała celi kalorymetru zostały skalibrowane przy pomocy 

indu (temperatura topnienia: 156,6°C, ciepło topnienia: 28,45 J/g). Do tygli 

aluminiowych (pojemno�� 40 µl) odwa�ano ok. 5 mg ka�dej z badanych 

substancji/mieszanin. Pusty tygiel aluminiowy słu�ył jako próba odniesienia dla 

ka�dego wykonywanego pomiaru. Szybko�� grzania i chłodzenia wynosiła 

10°C/min. Pomiary wykonano w atmosferze azotu przepływaj�cego z pr�dko�ci�  

50 ml/min. 

4.2.2. Morfologia cz�stek 

4.2.2.1. Skaningowa mikroskopia elektronowa 

 W celu wykonania zdj�� próbki zostały wysuszone i pokryte cienk� warstw�

złota, umieszczone w mikroskopie i poddane napi�ciu 19 kV w temperaturze 

pokojowej. W ten sposób zostały wykonane zdj�cia samej ROX oraz liofilizatów 

cz�stek lipidowych z ROX (formulacja A) wykonanych z pomini�ciem 

homogenizacji ultrad�wi�kowej. 

4.2.2.2. Transmisyjna mikroskopia elektronowa 

Przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego zrobiono zdj�cia 

próbek formulacji A MS, A S, B MS, B S, C MS, C S. Próbki negatywnie barwiono 

kwasem fosforowolframowym.  

4.2.2.3. Mikroskopia sił atomowych 

Wod� z badanych zawiesin odparowano przy pomocy spr��onego powietrza  

i nast�pnie próbki poddano badaniu, zbieraj�c informacje dotycz�ce topografii  

i amplitudy. 

4.2.3. Wielko	
 cz�stek, współczynnik polidyspersji i potencjał Zeta  

Wielko�ci cz�stek (w tym PdI) oraz ich potencjały Zeta zostały zmierzone 

odpowiednio technikami: dynamicznego rozproszenia �wiatła oraz dopplerowskiej 

elektroforezy laserowej przy u�yciu aparatu Zetasizer Nano ZS. Ka�da próbka przed 
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pomiarem została rozcie�czona w stosunku 1:1000 wod� ultraczyst�. Dodatkowo,  

do wst�pnej oceny wielko�ci cz�stek u�yto równie� aparatu Mastersizer 2000, który 

technik� dyfrakcji laserowej wyznaczył warto�ci: d(0,5) (górna warto�� wielko�ci 

cz�stek dla 50% cz�stek z danej próbki) oraz d(0,9) (górna warto�� wielko�ci cz�stek 

dla 90% cz�stek z danej próbki). 

Do oceny krótko- i długoterminowej stabilno�ci fizycznej wybrano 

formulacj� B S, któr� wykonano w trzech seriach: X, Y, Z. Próbki ka�dej z tych serii 

przechowywano odpowiednio oznaczone (X4, X25, X40; Y4, Y25, Y40, Z4, Z25, 

Z40) w kontrolowanych warunkach w trzech ró�nych temperaturach: 4, 25 i 40°C 

(Mitri et al., 2011). Pomiar potencjału Zeta metod� dopplerowskiej elektroforezy 

laserowej przeprowadzono w dniu wykonania formulacji oraz po 4 i 26 tygodniach 

przechowywania; natomiast pomiar wielko�ci i PdI - w dniu wykonania oraz po  

1, 2, 4 i 26 tygodniach. 

4.2.4.  Zawarto	
 roksytromycyny w cz�stkach 

4.2.4.1. Oznaczanie roksytromycyny metod� HPLC 

Stosowano nast�puj�ce warunki analizy chromatograficznej: 

• detekcja przy � = 205 nm (na podstawie widma UV), 

• elucja izokratyczna, 

• przepływ: 1 ml/min, 

• obj�to�� nastrzyku: 20 µl, 

• temperatura kolumny: 50°C. 

W celu optymalizacji warunków analizy testowano fazy ruchome o składach 

wybranych na podstawie przegl�du pi�miennictwa (Macek et al., 1999; Pappa-Louisi

et al., 2002; Ostrowski et al., 2010) lub modyfikowanych: 

• metanol : woda (90:10) 

• metanol : bufor fosforanowy pH 5,8 (70:30) 

• acetonitryl : woda (70:30) 

• acetonitryl : woda (50:50) 

• acetonitryl : bufor fosforanowy pH 5,8 (50:50)  

• acetonitryl : bufor fosforanowy pH 5,8 (60:40)  

• acetonitryl : buforfosforanowy pH 6,8 (50:50). 
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Roztwory wzorcowe ROX przygotowywano ex tempore w nast�puj�cy 

sposób: 

• roztwór podstawowy o st��eniu 100 g/ml: 10 mg ROX rozpuszczono  

w 5 ml metanolu i uzupełniono wod� ultraczyst� do 100 ml; 

• roztwór pomocniczy o st��eniu 1 g/ml: 10 µl roztworu podstawowego  

i 990µl wody ultraczystej; 

• roztwory wzorcowe o st��eniach od 0,1 do 100 g/ml przygotowywano 

poprzez rozcie�czenie roztworu podstawowego/pomocniczego wod�

ultraczyst� (tabela 8). 

Tabela 8. Schemat przygotowywania roztworów wzorcowych ROX do oznacze� chromatograficznych

St��enie ROX w roztworze 

wzorcowym [µg/ml] 
0,1 1,0 5,0 10,0 25,0 50,0 100,0

Obj�to�� roztworu podstawowego  

(100 µg/ml) [µl] 
- 10 50 100 250 500 1000 

Obj�to�� roztworu pomocniczego  

(1µg/ml) [µl] 
100 - - - - - - 

Obj�to�� wody ultraczystej [µl] 900 990 950 900 750 500 - 

4.2.4.2. Oznaczanie procentowej zawarto	ci roksytromycyny  

w cz�stkach (% inkorporacji) 

Oznaczanie procentowej zawarto�ci ROX w cz�stkach wykonane zostało 

metod� po�redni�, tzn. oznaczono technik� HPLC zawarto�� wolnej ROX 

(niezainkorporowanej) w wodnych zawiesinach cz�stek. Do obliczenia ilo�ci ROX 

u�yto opracowanej wcze�niej krzywej wzorcowej. 

Odwa�ono po ok. 500 mg ka�dej formulacji i rozcie�czono wod� ultraczyst�

do 100 ml w kolbie miarowej. Przed nastrzykiwaniem próbek na kolumn�

przes�czano ka�d� z nich przez filtr membranowy o �rednicy porów 0,2 µm, w celu 

oddzielenia cz�stek. Mimo, �e �rednica cz�stek niektórych zawiesin była nieco 

mniejsza od �rednicy porów filtra, no�niki zostały zatrzymane na filtrze, o czym 

�wiadczył brak dodatkowych pików na chromatogramie. W celu obliczenia  

% inkorporacji uwzgl�dniono dokładn� nawa�k� ka�dej formulacji, zakładaj�c  

w niej 1% zawarto�� ROX i przyjmuj�c to st��enie za 100%. Oznaczone technik�
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chromatografii st��enie ROX uznano za st��enie niezainkorporowanej (wolnej) 

ROX, które odj�to od 100% st��enia ROX w nawa�ce ka�dej z formulacji. 

  wyj�ciowe st��enie ROX (100%) – st��enie wolnej ROX 
% inkorporacji =         x 100% 

       wyj�ciowe st��enie ROX (100%) 

4.2.5. Warto	
 pH formulacji 

Pomiar pH został wykonany na uprzednio skalibrowanym pH-metrze poprzez 

zanurzenie elektrody w zlewce z zawiesin� cz�stek.  

4.3. Uwalnianie in vitro roksytromycyny z formulacji B S 

Do badania uwalniania ROX wybrano zawiesin� B S, uznan� za najlepsz�

spo�ród wszystkich formulacji po scharakteryzowaniu pod k�tem wielko�ci cz�stek 

oraz % inkorporacji. Jako płynu akceptorowego u�yto wody dejonizowanej  

i odgazowanej o temperaturze 37±0,5°C. Wykorzystano równie� wkłady (adaptery 

dializacyjne) do badania uwalniania substancji czynnych z liposomów i zawiesin 

metod� przepływow� (ryc. 10). 

Rycina 10. Adapter dializacyjny AD4 (B) i jego napełnianie (A) (www.sotax.com). 

Na adapterach umieszczono, uprzednio przepłukan� wod�, błon�

dializacyjn�. Do tak przygotowanych adapterów odmierzono po 0,5 ml zawiesiny 

cz�stek lipidowych z ROX i umieszczono je w naczyniu z płynem akceptorowym  

o obj�to�ci 49,5 ml, uwzgl�dniaj�c warunki „sink”. Uwalnianie przeprowadzono 

równocze�nie w 7 naczyniach. Zbadano 5 prób (n = 5) formulacji B S, a jako „próby 

A B
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kontrolnej” u�yto formulacji placebo. Dodatkowo, w celu sprawdzenia czy błona 

dializacyjna nie uwalnia substancji absorbuj�cych przy badanej długo�ci fali  

(205 nm), do jednego adaptera odmierzono 0,5 ml samego płynu akceptorowego. 

Przez cały czas badania próby były wytrz�sane z pr�dko�ci� 250/min  

na wytrz�sarce w cieplarce utrzymuj�cej temperatur� 37±0,5°C. W okre�lonych 

odst�pach czasu (po 15, 30 min, 1, 2, 4, 6 i 24 h) pobierano próbki o obj�to�ci 1 ml, 

uzupełniaj�c równocze�nie płyn akceptorowy w ka�dym naczyniu. W zebranych 

próbkach oznaczono absorbancj� przy długo�ci fali 205 nm, u�ywaj�c 

spektrofotometru. Na podstawie, przygotowanej wcze�niej, krzywej wzorcowej dla 

st��e�: 10-200 µg/ml, obliczono st��enie uwolnionej z cz�stek ROX. 

Roztwory wzorcowe ROX przygotowywano ex tempore w nast�puj�cy sposób: 

• roztwór podstawowy o st��eniu 200 g/ml: 20 mg ROX rozpuszczono  

w 5 ml metanolu i uzupełniono wod� ultraczyst� do 100 ml; 

• roztwory wzorcowe przygotowywano poprzez rozcie�czenie roztworu 

podstawowego wod� ultraczyst� wg schematu przedstawionego w tabeli 9. 

Tabela 9. Schemat przygotowywania roztworów wzorcowych ROX  
do oznacze� spektrofotometrycznych 

St��enie ROX w roztworze wzorcowym [µg/ml] 10 25 50 100 150 200

Obj�to�� roztworu podstawowego (200 µg/ml) [ml] 0,5 1,25 2,5 5 7,5 10 

Obj�to�� wody ultraczystej [ml] 9,5 8,75 7,5 5 2,5 - 

4.4. Badanie aktywno	ci formulacji B S przeciw Propionibacterium acnes  

(Ph. Eur. 7.0) 

Badanie wykonane zostało zgodnie z wytycznymi Farmakopei Europejskiej 

7.0 dla 3 formulacji:

• placebo, 

• B S (1% ROX), 

• B S ze zmniejszon� o połow� zawarto�ci� ROX (0,5%). 
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4.5. Ocena potencjału dra�ni�cego formulacji B S in vitro

Ocena potencjału dra�ni�cego oparta jest na badaniu wła�ciwo�ci 

cytotoksycznych preparatu przy pomocy ilo�ciowego testu kolorymetrycznego 

polegaj�cego na redukcji �ółtej soli tetrazoliowej (MTT) przez komórki aktywne 

metabolicznie. Badanie to przeprowadzono w warunkach in vitro na ludzkim modelu 

naskórka EpiDerm
®. Zbadano 3 formulacje:  

• placebo, 

• B S (1% ROX), 

• B S ze zmniejszon� o połow� zawarto�ci� ROX (0,5%). 

Model EpiDerm
® składa si� z naskórkowych keratynocytów ludzkiego 

pochodzenia, tworz�cych warstw� podstawn�, kolczyst� i ziarnist�. Na powierzchni 

naskórka jest stratum corneum zło�ona z wielu warstw korneocytów, otoczonych 

przez lipidy o profilu bardzo podobnym do naturalnego. 

Naskórek miał powierzchniowy kontakt z badan� formulacj� przez 1h. 

Dodatkowo u�yto pozytywnej (5% wodny roztwór SDS) i negatywnej (sterylny 

bufor fosforanowy pH=7) próby kontrolnej, które aplikowano w ten sam sposób. 

Nast�pnie, po dokładnym przemyciu komórek, przeprowadzono test ich �ywotno�ci. 

Przeniesiono komórki do medium zawieraj�cego MTT i badano jego redukcj�  

do niebieskiego formazanu przez dehydrogenaz� obecn� w mitochondriach �ywych 

komórek. Barwny produkt tej reakcji jest nierozpuszczalny w wodzie, wi�c dopiero 

po jego rozpuszczeniu w izopropanolu oznaczono spektrofotometrycznie jego ilo��. 

Badany uznawany jest za dra�ni�cy, według protokołu� �Standard Operating 

Procedure, Version 7.0, 2007), je�li prze�ywalno�� komórek po kontakcie z nim 

wynosi 50% lub mniej. 

4.6. Obrazowanie wnikania cz�stek do mieszków włosowych skóry ludzkiej  

ex vivo 

W celu zobrazowania wnikania cz�stek lipidowych z ROX do mieszków 

włosowych, wykonano formulacj� B S z dodatkiem lipofilowego barwnika 

fluorescencyjnego – estru heksylowego nadchloranu rodaminy B. 
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4.6.1. Obrazowanie rozmieszczenia cz�stek w skórze z okolicy klatki 

piersiowej 

U�yto skóry ludzkiej ex vivo pobranej z okolicy klatki piersiowej. Tkank�

tłuszczow� usuni�to po pobraniu. Skóra była przechowywana w stanie zamro�onym 

(-20°C). Po jej rozmro�eniu delikatnie obci�to włosy no�yczkami. Na tak 

przygotowan� skór� nało�ono 100 µl formulacji B S i wmasowywano j� przez 5 min 

przy pomocy masa�era, co pokazane jest na rycinach 11A i B. 

Ryciny 11A, B. Aplikacja formulacji na skór� z okolicy klatki piersiowej. 

Rycina 12. Wykonywanie przekrojów zamro�onego fragmentu skóry.

Skór� odpowiednio zabezpieczono i inkubowano w temperaturze 37°C przez 

1 h. Po tym czasie skór� podzielono na dwie cz��ci. Z powierzchni pierwszej cz��ci 

delikatnie usuni�to nadmiar formulacji i wykonano poprzeczne oraz podłu�ne 

przekroje zamro�onego fragmentu skóry. U�yto w tym celu kriotomu, którym ci�to 

fragmenty skóry o grubo�ci ok. 100 µm (ryc. 12), dzi�ki czemu mo�na było 
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oszacowa� gł�boko�� penetracji. Przekroje niezwłocznie ogl�dano i wykonywano 

zdj�cia przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego z kamer�.  

Na drugim fragmencie skóry przeprowadzono procedur� differential stripping

opisan� w cz��ci teoretycznej (rozdział 4.1.). Przy pomocy ta�my klej�cej wykonano 

tape stripping „usuwaj�c” 10 frakcji stratum corneum, nast�pnie zaaplikowano 

kropl� cyjanoakrylowego kleju i przyło�ono szkiełko nakrywkowe (ryc. 13A).  

Po 10 min polimeryzacji kleju, odklejono szkiełko, wyci�gaj�c przy jego pomocy 

zawarto�� mieszków włosowych (ryc. 13B), któr� ogl�dano pod mikroskopem 

fluorescencyjnym i wykonywano zdj�cia. 

Ryciny 13A, B. A – wykonywanie differential stripping, B - cyjanoakrylowa biopsja. 

4.6.2. Obrazowanie rozmieszczenia cz�stek w skórze głowy 

Ludzk� skór� głowy ex vivo przygotowano w ten sam sposób jak skór�  

z okolicy klatki piersiowej (rozdział 4.6.1.). Procedura aplikacji i pó�niejszego 

wykonywania przekrojów równie� była taka sama jak opisana wcze�niej. W celu 

okre�lenia wpływu no�nika na penetracj� w skórze, oprócz aplikacji formulacji B S  

z RBHE u�yto równie�, jako kontroli, roztworu RBHE w oleju z pestek winogron  

z „kropl�” etanolu (w celu ułatwienia rozpuszczenia barwnika). Skór� po aplikacji 

inkubowano w 37°C przez 5 min lub 1 h. Dodatkowo przy pomocy oprogramowania 

Nis-Elements BR 3.0. porównano intensywno�ci fluorescencji na odpowiednich 

zdj�ciach przekrojów skóry. Na ka�dym zdj�ciu narysowano 2 linie (strzałki) tak, 

aby zbada� rozkład fluorescencji wzdłu� mieszków włosowych. Na obszarze 

wyznaczonym przez ka�d� strzałk� została komputerowo zliczona intensywno��

fluorescencji dla fali o długo�ci �wiatła czerwonego, zielonego i niebieskiego. 

Nast�pnie przedstawiono j� na wykresie w zale�no�ci od obszaru zdj�cia.  
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4.7. Penetracja cz�stek do mieszków włosowych in vivo i oznaczanie 

roksytromycyny w pobranych biopsjach cyjanoakrylowych 

Badanie przeprowadzono in vivo na skórze przedramienia oraz łydki. Skór� w 

tych miejscach umyto, osuszono, a włosy przyci�to no�yczkami. Na ka�dym  

z wymienionych obszarów wydzielono po 7 fragmentów o powierzchni 5 cm2 ka�dy. 

Obrysowano ich brzegi i zabezpieczono ta�m�. Na ka�de 5 cm2 nało�ono 100 µl 

formulacji B S (3 próby) lub 1% zawiesiny wodnej kryształów ROX (1 próba 

kontrolna). Zawiesiny wmasowywano w skór� przez 5 min przy pomocy masa�era. 

Po odpowiednim czasie (30 min lub 12 h) przeprowadzono procedur� differential 

stripping zgodnie z opisem przedstawionym w cz��ci teoretycznej (rozdział 4.1.)  

i publikacjach (Lademann et al., 2006; Lademann et al., 2012). Na ka�de 5 cm2 

nało�ono 4 krople kleju.  

Otrzymane biopsje cyjanoakrylowe z zawarto�ci� mieszków włosowych 

poddano dalszej analizie w celu oznaczenia w nich ilo�ci ROX. Ka�d� biopsj�  

(5 cm2) ekstrahowano 5 ml metanolu. Ekstrakty nast�pnie poddano analizie technik�

wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz��onej ze spektrometri� mas  

z jonizacj� przez elektrorozpylanie (HPLC-ESI-MS/MS). 

 Zastosowano nast�puj�ce parametry spektrometru mas (typ potrójny 

kwadrupol): 

• temperatura gazu susz�cego (azot): 300�C 

• przepływ gazu susz�cego (azot): 10 l/min 

• ci�nienie rozpylacza: 30 psi 

• polaryzacja: dodatnia 

• napi�cie na kapilarze: 4000 kV 

• napi�cie na fragmentorze: 150 V 

• napi�cie w celi kolizyjnej: 22 V 

• „dwell time” (czas zbierania danych dla konkretnej masy): 20 ms; 

i parametry oznaczania: 

• faza ruchoma: 0,1% kwas mrówkowy w wodzie pH 2,7 : acetonitryl  

(45:55) (v/v) 

• przepływ: 0,4 ml/min 

• elucja izokratyczna 



	��������
��	����

�

���

• czas analizy: 1,5 min 

• temperatura kolumny: 30�C 

• obj�to�� dozowanej próbki: 2 µl 

• długo�� fali: 254 nm. 

 Przebieg analizy technik� HPLC-ESI-MS/MS: 

1. Oznaczanie próbki roztworu wzorcowego ROX (1 µg/ml) w trybie 

przemiatania (SCAN) (ryc. 14,15) w celu ustalenia warto�ci m/z (stosunek 

masy do ładunku) jonu prekursorowego. 

Rycina 14. Widmo total ion chromatogram roztworu wzorcowego ROX w trybie przemiatania. 

Rycina 15. Widmo extracted ion chromatogram roztworu wzorcowego ROX  

w trybie przemiatania. 

Warto�� m/z dla jonu prekursorowego [ROX + H+] wyniosła 837,5. 
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2. Wyznaczanie jonów potomnych ROX (na podstawie uzyskanego wcze�niej 

widma) przy ró�nych warto�ciach napi�cia w celi kolizyjnej. 

Ryciny 16-19 przedstawiaj� widma jonów potomnych przy ró�nych warto�ciach 

napi�cia (niebieskim rombem zaznaczony jest jon prekursorowy). 

Rycina 16. Widmo jonów potomnych ROX przy napi�ciach: w celi kolizyjnej 5 V,  

na fragmentorze150 V. 

Rycina 17. Widmo jonów potomnych ROX przy napi�ciach: w celi kolizyjnej 15 V,  

na fragmentorze150 V. 
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Rycina 18. Widmo jonów potomnych ROX przy napi�ciach: w celi kolizyjnej 22 V,  

na fragmentorze150 V. 

Rycina 19. Widmo jonów potomnych ROX przy napi�ciach: w celi kolizyjnej 35 V,  

na fragmentorze150 V. 

3. Wybrano napi�cie na fragmentorze 150 V, napi�cie w celi kolizyjnej 22 V 

oraz nast�puj�ce jony potomne: ilo�ciowy (słu��cy do oznacze� ilo�ciowych) 

679,4 m/z i jako�ciowy (słu��cy do potwierdzenia to�samo�ci ROX) 158 m/z. 
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4. Oznaczanie próby kontrolnej oraz roztworu wzorcowego ROX (1µg/ml)  

w trybie monitorowania wielu reakcji (MRM). 

Ryciny 20-22 przedstawiaj� widma próby kontrolnej oraz roztworu wzorcowego 

ROX. 

Rycina 20. Widmo próby kontrolnej (total ion chromatogram, tryb MRM). 

Rycina 21. Widmo roztworu wzorcowego ROX (total ion chromatogram, tryb MRM). 
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Rycina 22. Widmo roztworu wzorcowego ROX, zielona linia - jon ilo�ciowy,  

czerwona - jon jako�ciowy (total ion chromatogram, tryb MRM). 

5. Wyznaczenie krzywej kalibracyjnej na podstawie roztworów wzorcowych 

ROX (zakres st��e�: 1 ng/ml - 1 µg/ml) i obliczenie st��enia ROX  

w ekstraktach z biopsji cyjanoakrylowych. 
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5. WYNIKI 

5.1. Charakterystyka cz�stek lipidowych z roksytromycyn�

5.1.1. Ró�nicowa kalorymetria skaningowa 

Podczas pierwszego cyklu ogrzewania ROX do 140°C, zaobserwowano 

endotermiczny pik topnienia przy temperaturze 125,3°C (ryc. 23). Pozwoliło  

to stwierdzi�, �e badana ROX ma form� krystaliczn�. Po ogrzaniu natychmiast 

schłodzono próbk� do -20°C i ogrzano ponownie, uzyskuj�c przej�cie szkliste przy 

84,47°C (Tg) (ryc. 24). Ryciny 23-25 przedstawiaj� termogramy ROX.  

Podobnemu cyklowi ogrzewania poddano tak�e behenian glicerolu 

(Compritol), tworz�cy matryc� cz�stek lipidowych. Zaobserwowano wyra�ny pik 

topnienia przy 74,48°C, co zgodne jest ze specyfikacj� producenta (ryc. 26). 

Compritol, w odró�nieniu od ROX, po schłodzeniu i ponownym ogrzaniu nie 

wykazuje przej�cia szklistego, tylko ponowny endotermiczny pik, �wiadcz�cy  

o formie krystalicznej lipidu. 

Rycina 23. Fragment termogramu przedstawiaj�cego zale�no�� przepływu ciepła  
od temperatury podczas ogrzewania ROX (widoczny endotermiczny pik topnienia). 
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Rycina 24. Fragment termogramu przedstawiaj�cego zale�no�� przepływu ciepła  
od temperatury podczas chłodzenia ROX (widoczne przej�cie szkliste). 

Rycina 25. Termogram przedstawiaj�cy zale�no�� przepływu ciepła od temperatury podczas 
ogrzewania (czerwona linia) i chłodzenia (czarna linia) ROX. Widoczny pik topnienia  

(czerwona linia) i przej�cie szkliste (czarna linia). 
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Rycina 26. Fragment termogramu przedstawiaj�cego zale�no�� przepływu ciepła  
od temperatury podczas ogrzewania Compritolu (widoczny pik topnienia). 

Analiza termiczna cz�stek lipidowych z inkorporowan� ROX (formulacja A) 

uwidacznia tylko jeden endotermiczny pik przy temperaturze ok. 74°C (ryc. 27).  

Brak jest natomiast piku przy 125°C, który wskazywałby na topnienie ROX.  

Dla porównania przygotowano tak�e mieszanin� fizyczn� ROX i Compritolu 

przez mieszanie w mo�dzierzu, bez stapiania. Analiza termiczna tej próbki 

uwidacznia pik topnienia lipidu przy ok. 74°C i szeroki pik przy ok. 120°C, który 

mo�e wskazywa� na topnienie ROX (ryc. 28).  

Rycina 27. Fragment termogramu przedstawiaj�cego zale�no�� przepływu ciepła  
od temperatury podczas ogrzewania formulacji A (widoczny pik topnienia Compritolu). 
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Rycina 28. Fragment termogramu przedstawiaj�cego zale�no�� przepływu ciepła  
od temperatury podczas ogrzewania mieszaniny fizycznej ROX i Compritolu. 

5.1.2. Morfologia cz�stek 

5.1.2.1. Skaningowa mikroskopia elektronowa 

Zdj�cia SEM roksytromycyny uwidaczniaj� kryształy o nieregularnej 

powierzchni i ró�nej wielko�ci (ryc. 29A i B). 

Ryciny 29A, B. Zdj�cia SEM roksytromycyny.  

Ryciny 30A, B. Zdj�cia SEM liofilizatów cz�stek lipidowych, otrzymanych w badaniach wst�pnych. 

A B

100 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 

B A
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Z uwagi na ograniczon� dost�pno�� skaningowego mikroskopu 

elektronowego, zdj�cia wykonano dla liofilizatów cz�stek otrzymanych w badaniach 

wst�pnych, tylko z u�yciem homogenizatora szybkoobrotowego. St�d wielko��

cz�stek widocznych na zdj�ciach waha si� w granicach kilku µm. Dodatkowo 

widoczna jest agregacja cz�stek, która mo�e wynika� m.in. z procesu liofilizacji, 

jakiemu zostały poddane (ryc. 30A, B). 

5.1.2.2. Transmisyjna mikroskopia elektronowa 

Zdj�cia TEM na rycinach 31–33 ukazuj� kuliste cz�stki o ró�nej �rednicy.  

    
Ryciny 31A, B. Zdj�cia TEM formulacji A: A - A MS, B - A S. 

    
Ryciny 32A, B. Zdj�cia TEM formulacji B: A - B MS, B - B S. 

B

A B

A
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Ryciny 33A, B. Zdj�cia TEM formulacji C: A - C MS, B - C S. 

5.1.2.3. Mikroskopia sił atomowych 

Z uwagi na ograniczon� dost�pno�� do AFM, zdj�cia widoczne na rycinach 

34 A i B wykonano dla zawiesin cz�stek otrzymanych w badaniach wst�pnych, tylko 

z u�yciem homogenizatora szybkoobrotowego.

Ryciny 34A, B. Zdj�cia AFM cz�stek lipidowych, otrzymanych w badaniach wst�pnych.

5.1.3. Wielko	
 cz�stek, współczynnik polidyspersji i potencjał Zeta  

Pomiar wielko�ci cz�stek wykonano na dwóch odmiennych aparatach,  

ze wzgl�du na ich ró�ne zakresy pomiarowe. Aparat Mastersizer mierzy cz�stki  

w zakresie 0,1-1000 µm, natomiast Zetasizer charakteryzuje si� ni�szym zakresem: 

0,6 nm - 6 µm. We wst�pnych badaniach wykorzystano wyniki pomiarów wielko�ci 

A B

A B
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z obu aparatów, aby wybra� formulacj� z mo�liwie najbardziej jednorodn�

(najmniejszy PdI) i optymaln� �rednic� cz�stek (tabela 10). 

Tabela 10. �rednie warto�ci wielko�ci cz�stek oraz współczynnika polidyspersji dla 6 formulacji 

* d(0,5) - górna warto�� wielko�ci cz�stek dla 50% cz�stek z danej próbki 
# d(0,9) - górna warto�� wielko�ci cz�stek dla 90% cz�stek z danej próbki 

Wyniki pomiarów aparatem Mastersizer wskazuj�, �e wyra�nie mniejsze 

cz�stki, w przypadku formulacji B i C, uzyskuje si� przy pomocy homogenizacji 

ultrad�wi�kowej z pomini�ciem szybkoobrotowej. Porównanie wszystkich dyspersji 

pozwala stwierdzi�, �e cz�stki o najmniejszej wielko�ci – tylko w zakresie nm,  

ma formulacja B S, zawieraj�ca 5% stałych lipidów, natomiast formulacja A, z 10% 

zawarto�ci� stałych lipidów, charakteryzuje si� najwi�kszymi cz�stkami. 

Pomiary aparatem Zetasizer potwierdzaj� najmniejsz� �rednic� cz�stek dla 

zawiesiny B S. �rednica ta nie przekracza 200 nm. Współczynnik polidyspersji dla 

tej formulacji nie przekracza warto�ci 0,3. �rednica cz�stek pozostałych dyspersji 

jest wi�ksza. Współczynnik PdI jest zawsze wysoki (> 0,3) dla cz�stek 

otrzymywanych drog� homogenizacji szybkoobrotowej i ultrad�wi�kowej. 

Wszystkie zawiesiny otrzymywane tylko drog� sonikacji charakteryzuje niska 

warto�� PdI – poni�ej 0,3. 

Na podstawie wyników powy�szych pomiarów, do bada� krótko-  

i długoterminowej stabilno�ci fizycznej, z uwzgl�dnieniem pomiaru wielko�ci 

cz�stek oraz ich potencjału Zeta, wybrano formulacj� B S. Trzy serie (X, Y, Z)  

tej zawiesiny przechowywano w trzech ró�nych temperaturach: 4, 25, 40°C przez  

Aparat MASTERSIZER ZETASIZER 

Formulacja 
�rednia d(0,5)

*

[�m] ± RSD% 
n = 3 

�rednia d(0,9)#

[µm] ± RSD% 
n = 3 

�rednia wielko	

cz�stek [nm] 

± RSD% 
n = 3 

�redni PdI 
± RSD% 

n = 3 

A MS 13,7 ± 13,5% 41,7 ± 3,0% 330,6 ± 15,8% 0,373 ± 38,8% 

A S 25,7 ± 8,9% 102,3 ± 33,9% 1256,8 ± 33,1% 0,294 ± 47,9% 

B MS 4,9 ± 26,0% 33,2 ± 19,8% 589,5 ± 38,0% 0,374 ± 47,3% 

B S 0,1 ± 11,4% 0,3 ± 5,4% 172,7 ± 3,1% 0,246 ± 5,5% 

C MS 16,2 ± 13,0% 41,9 ± 36,0% 375,0 ± 33,1% 0,422 ± 18,5% 

C S 5,1 ± 33,3% 55,1 ± 3,6% 249,4 ± 1,3% 0,152 ± 19,3% 
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26 tygodni i w okre�lonych odst�pach czasu dokonywano pomiarów. Wyniki 

zamieszczono w tabeli 11. W seriach przechowywanych w temperaturze 25 i 40°C 

cz�stki zachowuj� wyj�ciow� wielko�� oraz PdI nieprzekraczaj�ce warto�ci 0,3 przez 

cały czas badania. Dla serii przechowywanych w temperaturze 4°C ju� po 

pierwszym tygodniu obserwowa� mo�na wzrost PdI oraz wielko�ci cz�stek (do  

ok. 230 nm). Tendencja wzrostowa utrzymuje si� przez 26 tygodni. 

Tabela 11. Wielko�� cz�stek oraz współczynnik polidyspersji dla trzech serii formulacji B S 
przechowywanych w ró�nych warunkach temperaturowych (4, 25, 40°C) 

�

Tabela 12. Potencjał Zeta dla trzech serii formulacji B S przechowywanych  
w ró�nych warunkach temperaturowych (4, 25, 40°C) 

�
dzie� 0 4 tygodnie 26 tygodni 

Seria formulacji 
B S 

potencjał Zeta 

[mV] 

potencjał Zeta 

[mV] 

potencjał Zeta 

[mV] 

X 4 -12,985 -11,05 

Y 4 -14,45 -14,10 

Z 4 -13,30 -13,10 

X 25 -34,05 -16,265 -14,75 

Y 25 -32,80 -20,45 -11,15 

Z 25 -28,20 -22,75 -16,45 

X 40 -16,50 -17,60 

Y 40 -16,455 -18,25 

Z 40 -15,95 -17,75 

Seria 

formulacji 

B S

�rednica 

cz�stek [nm] 
PdI 

�rednica 

cz�stek [nm] 
PdI 

�rednica 

cz�stek [nm] 
PdI 

�rednica 

cz�stek [nm] 
PdI 

�rednica 

cz�stek [nm] 
PdI 

X4 231,6 0,285 440,7 0,529 3366 0,425 2870 0,821

Y4 251,6 0,298 1141,9 0,857 2919 0,95 3597 0,857

Z4 212,6 0,243 303,9 0,494 1300,5 0,929 2348,5 0,883

X25 173,1 0,232 173,1 0,249 167 0,324 168,2 0,307 174,7 0,26

Y25 174 0,245 169,5 0,249 157,6 0,26 164,4 0,318 177,5 0,259

Z25 169,3 0,234 169,5 0,243 158,1 0,251 158,6 0,279 165,1 0,256

X40 162,1 0,273 158,5 0,261 165,9 0,333 167,5 0,278

Y40 160,3 0,277 155,4 0,27 158,3 0,275 167,5 0,307

Z40 158,2 0,257 157,1 0,256 157,4 0,296 159 0,268

dzie� 0 1 tydzie� 2 tygodnie 4 tygodnie 26 tygodni
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Zmierzono tak�e potencjał Zeta trzech serii formulacji B S (tabela 12). 

Wszystkie z badanych zawiesin cz�stek wykazuj� ujemny potencjał Zeta, wynosz�cy 

w dniu ich otrzymania ok. -30mV. Pomiar potencjału po 4 tygodniach wykazał 

wzrost jego warto�ci w przypadku wszystkich prób (przechowywanych w trzech 

ró�nych temperaturach). Jednak dla prób przechowywanych w temperaturze 25°C, 

wzrost ten był wyra�nie najmniejszy – potencjał pozostał na poziomie ok. -20 mV. 

Po 26 tygodniach zwi�kszył si� do ok. -14 mV. Dla prób przechowywanych w 4°C - 

podobnie, natomiast w przypadku prób przechowywanych w 40°C ko�cowy 

potencjał miał warto�� ok. -17 mV. 

5.1.4. Zawarto	
 roksytromycyny w cz�stkach 

5.1.4.1. Walidacja metody HPLC oznaczania roksytromycyny 

Faza ruchoma: acetonitryl:bufor fosforanowy pH 5,8 (50:50) uznana została 

za optymaln�.  

Uzyskane rezultaty s� nast�puj�ce: 

• czas retencji tr~ 4,5 min 

• liniowa zale�no�� pomi�dzy powierzchni� piku i st��eniem roksytromycyny 

w roztworach wzorcowych w zakresie st��e� 0,5-100 g/ml opisana 

równaniem regresji prostoliniowej:  

A = 7418,01 c + 1000,8  (A - absorbancja, c - st��enie [µg/ml])

     

• współczynnik determinacji R2 = 1 

• LOD = 0,1 µg/ml, LOQ = 0,5 µg/ml (S/N = 245 dla st��enia 0,1 µg/ml) 

• metoda jest precyzyjna (na podstawie niskich warto�ci RSD% czasów 

retencji jak i pól powierzchni pików w ocenie jedno- i mi�dzydniowej) 

(zał�cznik). 

Przykładowy chromatogram roztworu wzorcowego ROX przedstawiony jest 

na rycinie 35. 
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Rycina 35. Przykładowy chromatogram roztworu wzorcowego ROX o st��eniu 25 g/ml. 

5.1.4.2. Oznaczanie procentowej zawarto	ci roksytromycyny  

w cz�stkach (% inkorporacji) 

St��enie ROX oznaczano przy pomocy opracowanej i zwalidowanej 

wcze�niej metody HPLC. Procent inkorporacji ROX w cz�stkach wyznaczono 

metod� po�redni�, cz�sto spotykan� w pi�miennictwie (Shah et al., 2007; Elnaggar  

et al., 2011; Gokce et al., 2012) i przedstawiono w tabeli 13. Warto�� ta była jednym 

z parametrów słu��cych do selekcji najlepszej formulacji, u�ytej do dalszych bada�

(m.in. stabilno�ci fizycznej). Po badaniu stopnia inkorporacji, odrzucono dyspersje 

A, które, w porównaniu z zawiesinami B, maj� dwa razy wi�cej lipidów, a nieco 

mniejsz� inkorporacj�. Odrzucono tak�e formulacje C, które wykazuj� najni�sz�

inkorporacj� oraz najwi�kszy rozrzut wyników. Zauwa�ono przy tym, �e wszystkie 

cz�stki otrzymane na drodze sonikacji maj� nieco ni�sz� inkorporacj� ROX ni�

cz�stki przygotowane z u�yciem homogenizacji szybkoobrotowej i ultrad�wi�kowej. 
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Tabela 13. �rednie warto�ci % inkorporacji ROX w cz�stkach poszczególnych formulacji  

(± RSD%, n = 3) 

Formulacja 

�rednia inkorporacja 

ROX w cz�stkach  

[%] ± RSD% 

A MS 78,7 ± 3,2% 

A S  72,4 ± 5,38% 

B MS  86,2 ± 0,89% 

B S  82,1 ± 3,56% 

C MS    63,0 ± 23,49% 

C S   61,1 ± 16,83% 

5.1.5. Warto	
 pH formulacji 

Wszystkie badane dyspersje charakteryzowały si� lekko zasadowym 

odczynem pH (tabela 14). 

Tabela 14. Warto�ci pH formulacji 

Formulacja A MS A S B MS B S C MS C S 

Warto�� pH 7,80 7,95 8,10 7,95 8,00 8,05 

5.2. Uwalnianie in vitro roksytromycyny z formulacji B S 

Oznaczanie ilo�ci ROX uwolnionej z dyspersji B S wykonano technik�

spektrofotometryczn�. Na podstawie warto�ci absorbancji roztworów wzorcowych 

ROX przy długo�ci fali 205 nm wykre�lono krzyw� wzorcow� w zakresie st��e�:  

10-200 µg/ml. Nast�pnie wyznaczono równanie regresji prostoliniowej: 

  A = 0,006 c + 0,0424 (A - absorbancja, c - st��enie [µg/ml])

Współczynnik determinacji R2 wyniósł 0,9952. 
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Wyznaczonego równania u�yto do obliczenia st��e� ROX uwolnionej  

z badanej formulacji. 

Próbki pobierane z naczynia, w którym w adapterze był sam płyn 

akceptorowy, wykazywały przez cały czas badania absorbancj� na poziomie 0,148, 

która była porównywalna z absorbancj� próby placebo. Dlatego, aby unikn�� bł�du, 

o tak� warto�� absorbancji pomniejszono absorbancj� z prób, w których badana była 

formulacja B S. 

W celu obliczenia ilo�ci ROX uwolnionej z formulacji uwzgl�dniono jej 

g�sto��, która wynosi 0,99 g/ml. Zakładaj�c 1% zawarto�� ROX w 0,5 ml zawiesiny 

B S poddawanej uwalnianiu, obliczono procent uwolnionej w okre�lonych odst�pach 

czasu ROX i przedstawiono t� zale�no�� na rycinie 36. 

�

Rycina 36. Uwalnianie ROX z formulacji B S (n = 5, �rednia ± SD).

5.3. Badanie aktywno	ci formulacji B S przeciw Propionibacterium acnes  

(Ph. Eur. 7.0) 

W przypadku formulacji placebo zaobserwowano brak redukcji rozwoju 

drobnoustrojów, natomiast dla dwóch dyspersji B S z 1% i 0,5% zawarto�ci� ROX 

odnotowano 99,9% redukcji wzrostu Propionibacterium acnes.
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5.4. Ocena potencjału dra�ni�cego formulacji B S in vitro

Potencjał dra�ni�cy to powodowanie odwracalnych zmian zapalnych  

w skórze. Jego ocen� mo�na wykona� w warunkach in vitro, poniewa� rola 

mechanizmów ogólnoustrojowych w powstawaniu lokalnej reakcji skórnej jest 

niewielka. Ludzki model naskórka EpiDerm®, jaki został u�yty w tym celu, 

zachowuje funkcje barierowe naturalnej skóry, a jego profil lipidowy jest niemal 

identyczny jak in vivo. Prze�ywalno�� jego komórek po zastosowaniu preparatu 

placebo wyniosła ok. 82%, natomiast po aplikacji formulacji z ROX – ok. 93%.  

W negatywnej próbie kontrolnej wynik prze�ywalno�ci wyniósł 100%,  

a w pozytywnej - 8%.  

5.5. Obrazowanie wnikania cz�stek do mieszków włosowych skóry ludzkiej  

ex vivo 

5.5.1. Obrazowanie rozmieszczenia cz�stek w skórze z okolicy klatki 

piersiowej  

Ryciny 37A,B i 38 przedstawiaj� zdj�cia spod mikroskopu fluorescencyjnego 

przekrojów podłu�nych skóry z okolicy klatki piersiowej. Przekroje wykonano  

po aplikacji dyspersji B S z uwzgl�dnieniem masa�u oraz godzinnej inkubacji  

w 37°C. Aplikowana formulacja gromadzi si� wokół włókien włosowych. Na rycinie 

38 wida� fluorescencj� w gł�bokiej cz��ci mieszka, a� do cebulki włosa. 

Ryciny 39A,B przedstawiaj� zdj�cia przekrojów poprzecznych skóry ex vivo 

na ró�nej gł�boko�ci (po aplikacji formulacji B S z uwzgl�dnieniem masa�u oraz 

godzinnej inkubacji w 37°C). Fluorescencja jest widoczna nawet na gł�boko�ci  

> 1 mm. 

Kolejne ryciny (40A,B i 41A,B) przedstawiaj� zdj�cia cyjanoakrylowych 

biopsji zawarto�ci mieszków włosowych. Uzyskano je ze skóry klatki piersiowej 

dzi�ki technice differential stripping. Na zdj�ciach widoczna jest fluorescencja  

w załamaniach stratum corneum oraz wokół włókien włosowych. 
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Ryciny 37A, B. Zdj�cia fluorescencyjne przekrojów podłu�nych skóry z okolicy klatki piersiowej. 

Rycina 38.  Zdj�cie fluorescencyjne przekroju podłu�nego skóry z okolicy klatki piersiowej.

Ryciny 39A, B.  Zdj�cia fluorescencyjne przekrojów poprzecznych skóry z okolicy klatki piersiowej, 

A - gł�boko�� ok. 800 µm, B - gł�boko�� ponad 1 mm.

A

A B

B

A
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Ryciny 40A, B. Zdj�cia fluorescencyjne cyjanoakrylowych biopsji mieszków  

z okolicy klatki piersiowej. 

Ryciny 41A, B. Zdj�cia fluorescencyjne cyjanoakrylowych biopsji mieszków  

z okolicy klatki piersiowej. 

5.5.2. Obrazowanie rozmieszczenia cz�stek w skórze głowy 

Ryciny 42 i 43 przedstawiaj� zdj�cia przekrojów podłu�nych skóry 

owłosionej głowy wykonanych po 1 h od aplikacji preparatu (z uwzgl�dnieniem 

masa�u). Ryciny 42A,B ukazuj� przekroje po aplikacji olejowego roztworu RBHE, 

natomiast 43A,B – po aplikacji formulacji B S z RBHE.  

A B

A B
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Ryciny 42A, B.  Zdj�cia fluorescencyjne przekrojów podłu�nych skóry głowy  
po aplikacji roztworu RBHE. 

Ryciny 43A, B.  Zdj�cia fluorescencyjne przekrojów podłu�nych skóry głowy 
po aplikacji cz�stek lipidowych z RBHE. 

Ryciny 44 i 45 przedstawiaj� zdj�cia poprzecznych przekrojów skóry 

wykonanych po 5 min od aplikacji preparatu fluorescencyjnego. Zdj�cia 

umieszczone na rycinach 44A,B,C,D wykonano po aplikacji olejowego roztworu 

barwnika, natomiast kolejne (45A,B,C,D) - po aplikacji zawiesiny B S z RBHE. 

Wszystkie zdj�cia wykonano przy zbli�onym czasie na�wietlania (600-800 ms)  

i oznaczono literami A-D w kierunku wzrastaj�cej gł�boko�ci. Przedstawiaj� kolejne 

warstwy 100 µm w gł�b skóry, poczynaj�c od ok. 300 µm. 

A

B

B

A
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Ryciny 44A, B, C, D. Zdj�cia fluorescencyjne przekrojów poprzecznych skóry głowy 
po aplikacji roztworu RBHE. 

Ryciny 45A, B, C, D. Zdj�cia fluorescencyjne przekrojów poprzecznych skóry głowy  
po aplikacji formulacji B S z RBHE. 

A

C

B

D

A

C D

B
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Zdj�cia przedstawione na rycinach 44 i 45 poddano komputerowej analizie 

intensywno�ci fluorescencji w zale�no�ci od obszaru zdj�cia. Wyniki w postaci 

wykresów przedstawione s� na rycinach 46-53. Analizowano fale o długo�ci �wiatła 

czerwonego, zielonego i niebieskiego, którym odpowiadaj� odpowiednie kolory  

na wykresach. 

Ryciny 46A, B, C. Zdj�cie fluorescencyjne przekroju poprzecznego skóry głowy po aplikacji 
roztworu RBHE, warstwa pierwsza (A). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� białej strzałki na rycinie 
A (B). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� zielonej strzałki na rycinie A (C). 

Ryciny 47A, B, C. Zdj�cie fluorescencyjne przekroju poprzecznego skóry głowy po aplikacji 
formulacji B S z RBHE, warstwa pierwsza (A). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� białej strzałki  
na rycinie A (B). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� zielonej strzałki na rycinie A (C). 

A

A

A

B

B C

C

C

A

B

B

A

C
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Ryciny 48A, B, C. Zdj�cie fluorescencyjne przekroju poprzecznego skóry głowy po aplikacji 
roztworu RBHE, warstwa druga (A). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� białej strzałki na rycinie  
A (B). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� zielonej strzałki na rycinie A (C). 

Ryciny 49A, B, C. Zdj�cie fluorescencyjne przekroju poprzecznego skóry głowy po aplikacji 
formulacji B S z RBHE, warstwa druga (A). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� białej strzałki  
na rycinie A (B). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� zielonej strzałki na rycinie A (C). 

A

B

B

C

C
A

C

A

CB
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Ryciny 50A, B, C. Zdj�cie fluorescencyjne przekroju poprzecznego skóry głowy po aplikacji 
roztworu RBHE, warstwa trzecia (A). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� białej strzałki na rycinie  
A (B). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� zielonej strzałki na rycinie A (C). 

Ryciny 51A, B, C. Zdj�cie fluorescencyjne przekroju poprzecznego skóry głowy po aplikacji 
formulacji B S z RBHE, warstwa trzecia (A). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� białej strzałki  
na rycinie A (B). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� zielonej strzałki na rycinie A (C). 

B

C

C

C

A

A A

B

A

CB
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Ryciny 52A, B, C. Zdj�cie fluorescencyjne przekroju poprzecznego skóry głowy po aplikacji 
roztworu RBHE, warstwa czwarta (A). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� białej strzałki na rycinie  
A (B). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� zielonej strzałki na rycinie A (C). 

Ryciny 53A, B, C. Zdj�cie fluorescencyjne przekroju poprzecznego skóry głowy po aplikacji 
formulacji B S z RBHE, warstwa czwarta (A). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� białej strzałki  
na rycinie A (B). Intensywno�� fluorescencji wzdłu� zielonej strzałki na rycinie A (C). 

5.6. Penetracja cz�stek do mieszków włosowych in vivo i oznaczanie 

roksytromycyny w pobranych biopsjach cyjanoakrylowych 

Otrzymane w warunkach in vivo cyjanoakrylowe biopsje z obszarów 

przedramienia i łydki poddano ekstrakcji metanolem. W otrzymanych ekstraktach 

potwierdzono obecno�� oraz oznaczono zawarto�� ROX technik� HPLC-ESI-

MS/MS.  

Otrzymano krzyw� kalibracyjn� ROX o nast�puj�cym równaniu: 

y = -1795,50 x
2 

+ 5357,39 x + 46,61 

 i współczynniku determinacji: R2 = 0,9999. 

B

B C

C

A

A

B

A

C

A

B C
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Tabela 15 przedstawia wyniki oznacze� zawarto�ci ROX w ekstraktach  

z pobranych biopsji. W przypadku 1% wodnej zawiesiny kryształów ROX, u�ytej 

jako próby kontrolnej, nie wykryto zawarto�ci API w ekstraktach ani z biopsji 

pobranych z łydki, ani z przedramienia. 

Tabela 15.Wyniki oznaczania zawarto�ci ROX w poszczególnych biopsjach (n=3) 

Obszar  
z którego pobrano 

biopsj�

Czas penetracji (czas  
od wmasowania formulacji 

do przeprowadzenia 
differential stripping) 

�rednia 
zawarto	
 ROX 
w pojedynczej 

biopsji  
[µg] ± RSD% 

(n=3) 

�rednia ilo	
 ROX 
na powierzchni�

1cm2  

[µg/ cm2]

przedrami� 30 min 15,2 ± 1,6% 3,041 

przedrami� 12 h 23,7 ± 2,1% 4,742 

łydka 30 min 19,3 ± 2,4% 3,860 

łydka 12 h   2,3 ± 0,3% 0,471 
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V  OMÓWIENIE I DYSKUSJA WYNIKÓW 

Nano- i mikrocz�stki lipidowe zaliczane s� do koloidalnych no�ników 

substancji leczniczych (Mehnert et al., 2001). Wykazuj� potencjalne zastosowanie 

jako systemy dostarczania leków drog� doustn�, parenteraln�, rektaln�, tak�e do oczu 

oraz zewn�trznie na skór� i błony �luzowe (Sznitowska et al., 2001; Uner et al.,

2007). Jako matrycy do tworzenia cz�stek u�ywa si� zarówno stałych lipidów  

(tri-, di- i monoglicerdów, wosków, kwasów tłuszczowych) jak i olejów (skwalen, 

oliwa z oliwek, Miglyol® 812) (Mehnert et al., 2001; Gokce et al., 2012).  

Na podstawie przegl�du pi�miennictwa oraz bada� wst�pnych z u�yciem ró�nych 

lipidów, ostatecznie do wykonania formulacji wybrano behenian glicerolu 

(Compritol®888 ATO) jako stały lipid oraz skwalen - olej naturalnie wyst�puj�cy  

w ludzkim sebum (Downie et al., 2004; Huang et al., 2008; Aljuffali et al., 2014).  

Aby otrzyma� zawiesin� cz�stek lipidowych o odpowiedniej wielko�ci  

i stabilno�ci niezb�dny jest emulgator. U�ywa si� lecytyn�, Tween 20, 40, 80 

(Mehnert et al., 2001; Gokce et al., 2012). Jednak do najcz��ciej u�ywanych 

zwi�zków powierzchniowo czynnych nale�� Poloxamery - niejonowe blokowe 

kopolimery tlenku etylenu i propylenu. W wykonywanych zawiesinach u�yto 

Poloxameru 188 o �redniej masie cz�steczkowej 7680–9510 i liczbie HLB > 24 

(Rowe et al., 2012). St��enie lipidów w zawiesinach, zgodnie z danymi 

literaturowymi, mie�ci si� w granicach 5-40%, natomiast st��enie surfaktantów:  

0,5-5% (Schafer-Korting et al., 2007; Abdelbary et al., 2009). W celu wykonania 

opisywanych zawiesin u�yto 5% i 10% lipidów matrycowych oraz 2,5% emulgatora 

(tabela 6). 

Pi�miennictwo, poza jednym wyj�tkiem (Ito et al., 2009), nie dostarcza 

informacji na temat zewn�trznego stosowania ROX. Dlatego przy ustalaniu jej 

st��enia w opracowywanych zawiesinach wzi�to pod uwag� dost�pne na rynku 

farmaceutycznym preparaty do stosowania na skór�, zawieraj�ce erytromycyn�  

(np. Davercin, Aknemycin), której pochodn� jest ROX. Zawieraj� one �rednio  

2-2,5% erytromycyny i stosowane s� w leczeniu tr�dziku. W danych literaturowych 

mo�na spotka� bardzo odmienne warto�ci MIC erytromycyny wobec 

Propionibacterium acnes. Poza tym bardzo du�o szczepów P. acnes jest opornych  
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na ten antybiotyk. Ross et al. (2001) uznali st��enie 0,5 g/ml za graniczne MIC 

erytromycyny mi�dzy opornymi, a wra�liwymi szczepami P. acnes. ROX stosowana 

jest do tej pory tylko wewn�trznie w terapii tr�dziku. Akamatsu et al. (2002) 

wyznaczyli jej MIC dla P. acnes - wyniosło ono 0,1 g/ml. Dodatkowo ROX, 

stosowana zewn�trznie w badaniu in vivo w st��eniu 0,5%, okazała si� skuteczna  

w hamowaniu wypadania włosów (Ito et al., 2009). Bior�c pod uwag� to nowe 

zastosowanie oraz ni�sze MIC roksytromycyny ni� erytromycyny wobec P. acnes,  

w opracowywanych formulacjach u�yto 1% st��enia ROX. 

Cz�stki lipidowe otrzymano technik� homogenizacji szybkoobrotowej  

w poł�czeniu z ultrad�wi�kow�, a jako drug� metod� w opisywanym projekcie 

zastosowano, dotychczas niespotykan� w publikacjach naukowych, sam� sonikacj�. 

Jest to metoda mniej skomplikowana i du�o szybsza, poniewa� pomija jeden etap 

homogenizacji. W pi�miennictwie spotka� mo�na ró�ne warunki sonikacji: od kilku 

do 30 min przy zró�nicowanej temperaturze oraz cz�stotliwo�ci i amplitudzie fal 

ultrad�wi�kowych. Homogenizacja szybkoobrotowa natomiast najcz��ciej 

przeprowadzana jest przez 5-10 min przy pr�dko�ci 8000-20000 rpm (Casadei et al.,

2006; Fang et al., 2008; Gokce et al., 2008; Huang et al., 2008; Puglia et al., 2008; 

Abdelbary et al., 2009; Ali et al., 2010; Hsu et al., 2011). Bior�c pod uwag� wyniki 

własnych wst�pnych bada� oraz cytowane pi�miennictwo przyj�to nast�puj�ce 

warunki homogenizacji szybkoobrotowej: 10 min, 20000 rpm; i ultrad�wi�kowej:  

10 min, cz�stotliwo�� 20 kHz, 80% amplitudy znamionowej ko�cówki. Niektórzy 

autorzy dodatkowo ogrzewaj� próbk� w trakcie jej sonikacji, aby utrzyma�

temperatur� o kilka stopni wy�sz� od temperatury topnienia lipidów (Casadei et al.,

2006; Puglia et al., 2008). W zastosowanej procedurze tak jednak nie post�piono, 

poniewa� pomiary temperatury podczas wst�pnych bada� udowodniły, �e po 

sonikacji w przyj�tych warunkach (d�wi�koszczelna komora) temperatura emulsji 

wynosi 80 ± 3°C. 

Analiza termiczna jest obecnie rutynowo stosowana w technologii 

farmaceutycznej, szczególnie na etapie preformulacji postaci leku. Powala mierzy�

zmiany energii, jakie zachodz� w badanym materiale podczas jego ogrzewania  

i schładzania. Dzi�ki takiej analizie mo�na obserwowa� zmiany stanu skupienia, 

zidentyfikowa� form� krystaliczn� lub amorficzn� analizowanej substancji, czy 

zbada� jej czysto��. Analizie DSC poddano najpierw sam� ROX, uzyskuj�c 
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endotermiczny pik (charakterystyczny dla procesów topnienia) przy temperaturze 

125,3°C (ryc. 23). Zbli�ona temperatura topnienia ROX jest ju� odnotowana  

w literaturze (Biradar et al., 2006). Po ochłodzeniu i ponownym ogrzaniu tej samej 

próbki ROX otrzymano tzw. przej�cie szkliste przy 84,47°C (ryc. 24). Proces ten jest 

charakterystyczny dla form amorficznych i dowodzi, �e ROX po stopieniu 

przechodzi w tak� wła�nie form� (o mniejszym stopniu i zasi�gu uporz�dkowania, 

ni� forma krystaliczna). Podczas ogrzewania behenianu glicerolu zaobserwowano 

tak�e wyra�ny pik topnienia przy temperaturze 74,48°C (ryc. 26). Jest ona zgodna  

ze specyfikacj� producenta i pozwala potwierdzi� to�samo�� oraz czysto��

Compritolu. Lipid, w odró�nieniu od ROX, po schłodzeniu i ponownym ogrzaniu  

nie wykazuje przej�cia szklistego, tylko ponowny endotermiczny pik, potwierdzaj�cy 

zachowanie przez behenian glicerolu formy krystalicznej. DSC cz�stek lipidowych  

z ROX uwidacznia tylko jeden endotermiczny pik przy temperaturze ok. 74°C,  

co wskazuje �e odpowiada on topnieniu lipidowej matrycy (ryc. 27). Brak jest 

natomiast piku przy 125°C, który odpowiadałby topnieniu ROX. Mo�na na tej 

podstawie przypuszcza�, �e ROX inkorporowana do matrycy lipidowej jest w niej 

rozpuszczona, co mo�e �wiadczy� o skutecznej inkorporacji lub znajduje si�  

w formie amorficznej (Das et al., 2012; Gokce et al., 2012). Przygotowana dla 

porównania mieszanina fizyczna ROX i Compritolu (przez wymieszanie  

w mo�dzierzu, bez stapiania) w analizie DSC wykazuje pik topnienia lipidu przy  

ok. 74°C i szeroki pik przy ok. 120°C, który mo�e wskazywa� na topnienie ROX 

(ryc. 28). Jego przesuni�cie i poszerzenie mo�e by� te� efektem cz��ciowej 

amorfizacji ROX pod wpływem mieszania w mo�dzierzu. Ostateczne wyja�nienie 

tego zachowania wymagałoby dalszych bada�. 

Zdj�cia TEM (ryc. 31-33) wykonane dla wszystkich formulacji pokazuj�

cz�stki o kulistym kształcie, lecz ró�ni�ce si� wielko�ci�. Formulacje A MS i B S 

wydaj� si� mie� najbardziej jednorodne i najmniejsze cz�stki, jednak trudno 

jednoznacznie stwierdzi� na podstawie zdj��, który skład formulacji jest najlepszy  

i która metoda otrzymywania cz�stek jest najkorzystniejsza. Zdj�cia AFM (ryc. 34A, 

B), cho� obrazuj�ce cz�stki otrzymane w badaniach wst�pnych, potwierdzaj� ich 

kulisty kształt. 

Bior�c pod uwag� wyniki pomiarów wielko�ci cz�stek (tabela 10), mo�na 

stwierdzi�, �e najbardziej homogeniczna jest formulacja B S – wszystkie jej cz�stki 
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maj� wielko�� nieprzekraczaj�c� 300 nm i s� jednocze�nie najmniejsze. Jest  

to formulacja z najmniejsz� zawarto�ci� lipidów. Wynik ten jest zgodny z wnioskami 

z innych prac, w których zwi�kszenie st��enia lipidów, skutkowało wi�ksz� �rednic�

uzyskiwanych cz�stek (Mehnert et al., 2001; Tiyaboonchai et al., 2007; Das et al., 

2012). W rozcie�czonych zawiesinach ultrad�wi�ki rozprzestrzeniaj� si� bardziej 

równomiernie i skuteczniej rozbijaj� zawieszone lipidy. Dla dwóch z trzech 

formulacji (B i C) mniejsz� �rednic� cz�stek uzyskuje si� wykorzystuj�c tylko 

ultrad�wi�ki. Jest to widoczne zarówno w rezultatach pomiarów aparatem 

Mastersizer, który obejmuje swoim zakresem pomiarowym wielko�ci rz�du µm, jak  

i w wynikach z Zetasizera, który mierzy wielko�ci w zakresie nm. �rednice cz�stek 

w zawiesinach A MS i C MS s� bardzo zbli�one. Obie dyspersje zawieraj� 10% 

lipidów, jednak formulacja C MS ma 4% oleju, natomiast A MS ma tylko lipidy stałe 

w temperaturze pokojowej (tabela 6). Mo�e by� to przyczyn� faktu, �e zawiesina A S 

ma najwi�ksze cz�stki (prawie 100 µm) (tabela 10). W przypadku formulacji A, 

zastosowanie samych ultrad�wi�ków jako metody otrzymywania (A S), nie skutkuje 

mniejszymi cz�stkami ni� te, otrzymane drug� metod� (A MS). Wydaje si�, �e same 

ultrad�wi�ki nie s� w tym przypadku wystarczaj�ce do rozbicia tak du�ej obj�to�ci 

lipidów. Oceniaj�c wielko�� cz�stek tylko na podstawie wyników pomiarów 

aparatem Zetasizer, mo�na by wyci�gn�� fałszywy wniosek, �e wszystkie zawiesiny 

(poza A S) maj� cz�stki o �rednicy < 600 nm. Tymczasem wida� wyra�nie,  

�e cz�stki wszystkich dyspersji (poza B S) maj� nawet kilkadziesi�t µm �rednicy. 

Dlatego pomiary w obu zakresach wielko�ci s� konieczne do obiektywnej oceny 

�rednicy otrzymywanych cz�stek. Niektórzy autorzy wykonuj� pomiary w obu 

zakresach i zamieszczaj� ich wyniki (Mitri et al., 2011). Jednak w wielu 

publikacjach charakteryzuj�cych nanocz�stki (Chen et al., 2006; Teeranachaideekul

et al., 2007a; Tiyaboonchai et al., 2007; Farboud et al., 2011; Gokce et al., 2012), 

pomiary w zakresie m s� pomijane. Wydaje si�, �e autorzy z góry przyjmuj�,  

i� powstaj�ce cz�stki s� tylko wielko�ci „nano”. Mo�e by� to powa�nym brakiem  

w charakterystyce formulacji. Wyniki pomiarów aparatem Zetasizer potwierdzaj�,  

�e mniejsz� �rednic� cz�stek dyspersji B i C pozwala uzyska� sama sonikacja. 

Cz�stki otrzymane tylko drog� homogenizacji ultrad�wi�kowej maj� w ka�dym 

przypadku ni�szy PdI ni� te, otrzymane alternatywn� metod�. Najni�sz� warto�ci�

współczynnika charakteryzuje si� zawiesina C S. Formulacja B S ma nieco wy�szy 
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PdI, ale nieprzekraczaj�cy warto�ci 0,3, któr� przyjmuje si� za umown� granic� przy 

okre�laniu jednorodno�ci zawiesin. Polidyspersja dyspersji nie pozostaje tak�e bez 

wpływu na ich trwało��. 

Das et al. (2012) wykorzystali Compritol wraz z olejem (Labrafac CC)  

do wytworzenia zawiesin NLC. Stosunek stałego do ciekłego lipidu wynosił kolejno: 

4:1; 3:2; 2,5:2,5; 2:3 i 1:4 przy 3% emulgatora. Zaobserwowano wzrost �rednicy 

cz�stek wraz ze wzrostem st��enia oleju. Docelowo autorzy wybrali 5% Compritolu 

do stworzenia matrycy lipidowej, 3% surfaktantu - Cremophore EL oraz 10 min 

sonikacji. S� to parametry cz��ciowo zbli�one do zastosowanych w opisywanym 

projekcie. 

Casadei et al. (2006) nie zaobserwowali pozytywnego wpływu sonikacji  

przy otrzymywaniu cz�stek lipidowych. Wprawdzie PdI cz�stek po sonikacji  

w wi�kszo�ci przypadków był nieco ni�szy, ale ich wielko�� była wi�ksza  

w porównaniu z cz�stkami otrzymanymi tylko drog� homogenizacji 

szybkoobrotowej. U�ywali oni jednak innego lipidu (distearynian glicerolu) oraz 

dodatkowego emulgatora (cholan sodu) w celu otrzymania dyspersji. Z kolei 

Esposito et al. (2008) porównywali cz�stki przygotowane metod� samej 

homogenizacji szybkoobrotowej oraz homogenizacji szybkoobrotowej z nast�pcz�

sonikacj�. Doszli do wniosku, �e druga metoda pozwala otrzyma� bardziej stabilne  

i homogeniczne dyspersje. 

Na podstawie wyników pomiarów wielko�ci cz�stek i polidyspersji wybrano 

jedn�, najbardziej jednorodn� formulacj� – B S, któr� poddano badaniu krótko-  

i długoterminowej stabilno�ci fizycznej (tabela 11). Po trzy serie (X, Y, Z) zawiesiny 

przechowywano w ka�dej z trzech ró�nych temperatur: 4, 25, 40°C przez 26 tygodni. 

W próbkach przechowywanych w temperaturze 25 i 40°C cz�stki zachowuj�

wyj�ciow� wielko�� (poni�ej 180 nm) przez cały czas badania, czyli przez ponad pół 

roku. Wzrasta jedynie w niewielkim stopniu ich PdI, jednak w ko�cowym etapie nie 

przekracza warto�ci 0,3 dla zawiesin przechowywanych w 25°C. W temperaturze 

40°C po 6 miesi�cach warto�ci PdI równie� s� zadowalaj�ce, tylko dla jednej serii 

współczynnik ten wynosi nieco ponad 0,3. W przypadku serii przechowywanych  

w najni�szej temperaturze (4°C) ju� po pierwszym tygodniu obserwowa� mo�na 

wzrost wielko�ci cz�stek do ok. 230 nm i PdI do ok. 0,275. Wzrost ten nast�puje 

dalej w czasie, przy czym zauwa�alny jest du�y rozrzut wyników. Po 4 tygodniach 
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(krótkoterminowa stabilno�� fizyczna) PdI wynosi �rednio 0,768, natomiast �rednia 

wielko�� cz�stek powy�ej 2,5 µm. Po 26 tygodniach (długoterminowa stabilno��

fizyczna) współczynnik wzrasta jeszcze do ok. 0,854, a �rednica cz�stek do prawie  

3 µm. Zaobserwowano przy tym wizualnie znaczny wzrost g�sto�ci zawiesin w 4°C 

ju� po drugim tygodniu przechowywania, co znacz�co utrudniało przygotowanie 

próbek do pomiarów. W zwi�zku z tym ich wyniki mog� by� niewiarygodne, mog�

dotyczy� aglomeratów, a nie pojedynczych cz�stek. Dla próbek przechowywanych  

w 25 i 40°C nie zaobserwowano ani zmiany g�sto�ci ani sedymentacji. Jest  

to niezgodne z niektórymi danymi z pi�miennictwa. W wi�kszo�ci przypadków niska 

temperatura sprzyja stabilno�ci zawiesin (Mitri et al., 2011). Freitas et al. (1998) 

odnotowali zadowalaj�c� stabilno�� dyspersji z 10% Compritolu i 1,2% Poloxameru 

188 przez 3 lata w 8°C. Zaobserwowano, �e wzrost energii dostarczanej do układu 

(np. w postaci �wiatła lub wzrostu temperatury) powoduje destabilizacj� zawiesiny. 

Dyspersje behenianu glicerolu stabilizowane Poloxamerem s� bardzo podatne  

na proces �elowania. Badania potwierdzaj� ich szybk� destabilizacj� po dodaniu 

roztworów elektrolitów. Obserwowano wtedy znaczny spadek warto�ci potencjału 

Zeta, a w konsekwencji siln� agregacj� cz�stek oraz zamiast rozdziału faz - zmian�

konsystencji zawiesin na półstał�, kremow�. Autorzy wi��� zmian�

konsystencji/g�sto�ci dyspersji z przemianami polimorficznymi lipidów. Forma �’ - 

bardziej stabilna energetycznie, o wi�kszych kryształach, jest odpowiedzialna  

za tworzenie �elowej sieci. Jednym z czynników wywołuj�cych te przemiany mo�e 

by� zbyt mała ilo�� surfaktantu. Cz�stki s� niedokładnie pokryte jego warstw�, 

agreguj� wtedy łatwiej i szybciej  (Freitas et al., 1999a; Freitas et al., 1999b). 

Wielko�� potencjału Zeta, który uzale�niony jest od ładunku 

powierzchniowego cz�stek (dokładniej elektrycznej warstwy podwójnej na ich 

powierzchni) wskazuje jaka jest potencjalna stabilno�� układów koloidalnych. 

Cz�stki o du�ych warto�ciach potencjału odpychaj� si� wzajemnie i tworz� stabiln�

dyspersj�, natomiast cz�stki o niskich warto�ciach potencjału wykazuj� tendencje  

do agregacji destabilizuj�cej zawiesin�. Za umown� granic� warto�ci korzystnego 

potencjału przyjmuje si� ok. |30| mV (Hao et al., 2011; Gokce et al., 2012). 

Wyznacza si� go poprzez pomiar mobilno�ci elektroforetycznej cz�stek w polu 

elektrycznym. Wszystkie z badanych dyspersji wykazuj� ujemny potencjał Zeta 

(tabela 12), który mo�e wynika� z uwalniania, w wyniku hydrolizy, wolnych 



���
����������������
�����
�

�

���

kwasów tłuszczowych z lipidów tworz�cych matryc� cz�stek (Hao et al., 2011). 

Zawiesiny badane w dniu wytworzenia charakteryzuje potencjał ok. -30 mV.  

W przypadku wszystkich badanych prób, przechowywanych w trzech ró�nych 

temperaturach, obserwuje si� spadek bezwzgl�dnych warto�ci potencjału z czasem. 

W przypadku zawiesin przechowywanych w najni�szej temperaturze jest on 

najwi�kszy, natomiast dla prób przechowywanych w temperaturze 40°C - 

najmniejszy – po 26 tygodniach pozostaje na poziomie ok. -18 mV. Zawiesiny 

przechowywane w 25°C charakteryzuj� si� potencjałem ok. -14 mV po 26 

tygodniach, co przy stabilizacji sterycznej (uzyskiwanej dzi�ki zastosowaniu 

Poloxameru jako surfaktanta) mo�e by� warto�ci� wystarczaj�c� (Freitas et al., 1998; 

Mitri et al., 2011). Potwierdzaj� to �rednice cz�stek oraz warto�ci PdI, które 

zmieniaj� si� w bardzo niewielkim stopniu po ponad 6 miesi�cach przechowywania 

w 25 i 40°C. 

Wyniki zamieszczone w tabelach 11 i 12 pozwalaj� stwierdzi�, �e zarówno 

temperatura 25°C jak i 40°C jest odpowiednia do przechowywania badanych 

zawiesin. Pozwala im zachowa� zadowalaj�c� krótko- i długoterminow� stabilno��

fizyczn�. 

W pi�miennictwie opisanych jest niewiele procedur analitycznych słu��cych 

do oceny stopnia inkorporacji API w cz�stkach lipidowych. Ze wzgl�du na trudno��

w odseparowaniu lipofilowego API od lipidowej matrycy, wi�kszo�� metod polega 

na oznaczeniu tej cz��ci substancji leczniczej, która nie jest zainkorporowana  

w cz�stkach (Hu et al., 2004a; Souto et al., 2004; Abdelbary et al., 2009; Gokce et 

al., 2012). S� to metody po�rednie. Tak� posłu�ono si� równie� w niniejszej pracy. 

W tym celu opracowano i zwalidowano now� metod� oznaczania roksytromycyny 

technik� HPLC z detekcj� spektrofotometryczn�. Metody opisane w pi�miennictwie 

wykorzystuj� detekcj� fluorescencyjn� (Glowka et al., 2007), elektrochemiczn�

(Pappa-Louisi et al., 2002) lub spektrofotometryczn� (Macek et al., 1999; Ostrowski

et al., 2010). Rozpuszczalnikiem organicznym w fazie ruchomej jest najcz��ciej 

metanol (Macek et al., 1999; Pappa-Louisi et al., 2002) lub acetonitryl (Pappa-Louisi

et al., 2002; Ostrowski et al., 2010). W opracowanej metodzie u�yto acetonitrylu 

oraz buforu fosforanowego (pH 5,8) w stosunku 1:1. FP IX proponuje 

chromatografi� cieczow� z elucj� gradientow� i czasem retencji ROX wynosz�cym 

ok. 12 min (Farmakopea Polska, 2011). Jednak opracowan� metod� charakteryzuje 
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du�o krótszy czas retencji ROX (ok. 4,5 min) oraz mniejsze zu�ycie rozpuszczalnika 

organicznego. 

Procent inkorporacji ROX w cz�stkach uznano za wa�ny parametr, 

�wiadcz�cy o jako�ci formulacji. Posłu�ono si� nim, tak jak i wielko�ci� cz�stek,  

do selekcji najlepszej formulacji, u�ytej do dalszych bada�. Formulacje A i C z 10% 

zawarto�ci� lipidów charakteryzuje mniejsza inkorporacja ni� formulacje B z 5% 

lipidów matrycowych (tabela 13). Dyspersje C, z mieszan� matryc� lipidow�, 

zawieraj� najmniej ROX (nieco powy�ej 60%) i maj� najwi�ksze wzgl�dne 

odchylenia standardowe. Mo�na domniemywa�, �e dodatek skwalenu nie sprzyja 

inkorporacji ROX. Bior�c pod uwag� sposób otrzymywania zawiesin, mo�na 

zauwa�y�, �e w przypadku ka�dej z 3 formulacji, inkorporacja jest o kilka % 

mniejsza w dyspersjach otrzymanych drog� sonikacji w porównaniu z analogicznymi 

zawiesinami przygotowanymi alternatywn� metod�. Homogenizacja 

szybkoobrotowa najwyra�niej korzystnie wpływa na inkorporowanie API. 

Prawdopodobnie du�a cz��� ROX podczas tego procesu jest ju� wi�zana  

w zestalaj�cych si� lipidach. Nast�pcza sonikacja jedynie zmniejsza wielko�� cz�stek 

i/lub ich polidyspersj�. Za najkorzystniejsze uznano dyspersje B, które przy 

najmniejszej zawarto�ci lipidów charakteryzuj� si� najwi�ksz� ilo�ci� ROX 

zainkorporowanej w lipidowych matrycach (82-86%). 

W badaniach Abdelbary et al. (2009) otrzymano cz�stki lipidowe metod�

bardzo zbli�on� do zastosowanej w opisywanym projekcie: homogenizacja 

szybkoobrotowa (21000 rpm) - 10 min; sonikacja - 10 min; schładzanie do 

temperatury pokojowej. Wykorzystano 2 ró�ne lipidy (behenian glicerolu, 

monostearynian glicerolu) w st��eniach 4,75% lub 9,5%; oraz 2 ró�ne emulgatory 

(Poloxamer 188, Tween 80) w st��eniach 2,5% lub 5%. Zaobserwowano, �e 

zwi�kszenie st��enia matrycy lipidowej skutkuje mniejsz� inkorporacj� leku 

(diazepam). Inkorporacja jest równie� ni�sza w przypadku zastosowania dwóch 

surfaktantów jednocze�nie (w stosunku 1:1). 

Chawla et al. (2011) przygotowali z wykorzystaniem ultrad�wi�ków cz�stki  

z Compritolu z 2,5% Poloxameru 188. Zweryfikowali czy zmienia si� inkorporacja 

leku (aceklofenak) po 6 miesi�cach przechowywania w 4, 40°C i temperaturze 

pokojowej. Okazało si�, �e % inkorporacji zmniejszył si� bardzo nieznacznie -  

o mniej ni� 1% we wszystkich przypadkach. 
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Bior�c pod uwag� potencjalne zastosowanie opracowanej formulacji – jako 

no�nika ROX do jednostki włosowo-łojowej, czyli �rodowiska zdecydowanie 

lipidowego, idealnie byłoby sprawdzi� jak ROX uwalniana jest z cz�stek do sebum. 

Symulowałoby to warunki fizjologiczne. Poza jednym przykładem (Rolland et al.,

1993) nie ma informacji w pi�miennictwie na temat takiego modelu uwalniania API. 

Musiał i Kubis (2003) mierzyli jedynie gł�boko�� penetracji trietanoloaminy  

do modelowego łoju skórnego, natomiast Rolland et al. (1993) przeprowadzili 

uwalnianie API z mikrosfer polimerowych w warunkach in vitro do sztucznego 

sebum. Autorzy nie podali jednak, ani jego pochodzenia, ani składu. W ci�gu 24 h 

uwolniło si� do niego prawie 90% API. Niestety, ludzkie sebum nie jest dost�pne 

jako medium do uwalniania, a skomponowanie go samodzielne i wykonanie takiego 

badania byłoby niezmiernie trudne. Dlatego próbowano u�y� wodnego roztworu 

surfaktanta (0,5% laurylosiarczan sodu) który jest spotykany w pi�miennictwie jako 

płyn akceptorowy. Jednak przy takim medium zaobserwowano niekorzystne zmiany 

w błonie dializacyjnej, która po kilku godzinach prowadzenia do�wiadczenia p�kała. 

Wybrano wi�c dejonizowan� i odgazowan� wod�, która tak�e bywa u�ywana jako 

płyn do uwalniania API z zawiesin cz�stek lipidowych (Mitri et al., 2011). Badaniu 

poddano formulacj� B S, która w �wietle przedstawionych wcze�niej wyników, 

uznana została za najlepsz�. Aby mie� pewno��, �e cz�stki lipidowe nie przedostan�

si� do płynu akceptorowego, u�yto błony dializacyjnej 10 kDa MWCO (zatrzymuje 

ona 90% cz�stek/cz�steczek o masie molowej wi�kszej ni� 10 kDa). Wyniki tego 

badania w formie wykresu przedstawia rycina 36. Przez cał� długo�� badania – 24 h 

– do płynu akceptorowego uwolniło si� ok. 21% ROX. Lipidy tworz�ce matryc�

cz�stek nie rozpuszczaj� si� w wodzie, dlatego mo�na przyj��, �e nie uległy one 

degradacji podczas tego badania i nie uwolniły całej ilo�ci zawartej w nich ROX. 

Została prawdopodobnie uwolniona ROX z powierzchni no�ników. Znaj�c  

% inkorporacji ROX w cz�stkach formulacji B S – 82%, mo�na obliczy�, �e ok. 18% 

ROX to API „wolne”- niezainkorporowane w no�nikach. Ta frakcja na pewno 

przechodzi do płynu akceptorowego w pierwszej kolejno�ci. Pozostałe 3% 

uwolnionej ROX mo�e stanowi� lek uwolniony z powierzchni cz�stek.  

W podobnym do�wiadczeniu, gdzie badano uwalnianie luteiny z zawiesiny cz�stek 

lipidowych do wody, autorzy po 24 h uzyskali ok. 10% luteiny w płynie 

akceptorowym. Nie podano tam jednak stopnia inkorporacji API. Autorzy testowali 
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równie� 3% roztwory surfaktantów (Tween 80 i Plantacare 810) jako media 

akceptorowe. W ci�gu doby uwolniło si� do nich mniej ni� 5% API (Mitri et al.,

2011).  

Teskac et al. (2010) charakteryzowali cz�stki lipidowe z Compritolu  

o wielko�ci podobnej do no�ników otrzymanych w opisywanych badaniach  

(~180 nm, PdI < 0,3). Jako surfaktantów u�yli 1% lecytyny sojowej oraz 0,1% 

Poloxameru 188. Inkorporowanym API był resweratrol. Zbadano jego uwalnianie do 

wody przez błon� dializacyjn� 12 kDa MWCO. W czasie 4 h uwolniło si� prawie 

90% resweratrolu, wi�cej ni� dyfundowało z samego roztworu tego API (~ 70%), 

który stanowił prób� kontroln�. Jest to zastanawiaj�ce na tle wyników wykonanych 

bada�, zwłaszcza �e resweratrol (logP=3,3) jest jeszcze bardziej lipofilowy ni� ROX. 

Autorzy wyja�niaj� wyniki tego eksperymentu obecno�ci� dwóch ró�nych 

surfaktantów i ewentualnym tworzeniem miceli przez fosfolipidy lecytyny. 

Przewiduj� oni nawet % inkorporacji API na podstawie wyników uwalniania. 

Porównuj�c jego uwalnianie z cz�stek z dyfuzj� z roztworu, autorzy zauwa�aj�,  

�e w ci�gu pierwszych 15 min oznaczona ilo�� wolnego API jest taka sama (~ 15%)  

w obu próbach. Uznaj� to za API niezainkorporowane w no�nikach lipidowych.  

Ze wzgl�du na budow� cz�steczki resweratrolu Teskac et al. (2010) sugeruj�, �e jest  

on umiejscowiony głównie na powierzchni cz�stek lipidowych. Nast�pne 60% API 

(uwolnione w ci�gu kolejnych 160 min) według autorów pochodzi wła�nie  

z powierzchni no�ników. Ostatnie 15% resweratrolu, uwolnionego przez kolejne 100 

min, pochodzi prawdopodobnie z wn�trza („j�dra”) cz�stek. 

Jednostka włosowo-łojowa to miejsce powstawania tr�dziku, powszechnego 

schorzenia dermatologicznego. Z wykwitów tr�dzikowych izolowane s� bakterie 

Propionibacterium acnes i to one uwa�ane s� za jedn� z przyczyn powstawania  

tej choroby (Downie et al., 2004; Zouboulis, 2004). Wpływaj� w szczególno�ci  

na rozwój stanu zapalnego, uwalniaj�c czynnik chemotaktyczny. Powoduje  

on gromadzenie si� neutrofilów, które wytwarzaj� reaktywne formy tlenu. 

Dodatkowo bakteryjne lipazy, hydrolizuj�c triglicerydy zawarte w sebum, tworz�

wolne kwasy tłuszczowe. Te ostatnie wraz z reaktywnymi formami tlenu powoduj�

powstawanie stanu zapalnego oraz degradacj� �cian mieszka włosowego oraz 

gruczołu łojowego. Dowiedziono, �e ROX ma zdolno�� hamowania wytwarzania 

przez bakterie lipaz oraz czynnika chemotaktycznego dla neutrofilów (Akamatsu  
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et al., 2002; Chen et al., 2002). U�ywana jest z dobrym skutkiem w doustnej terapii 

tr�dziku (Hayashi et al., 2011). Nie ma jednak do tej pory �adnego preparatu ROX 

przeznaczonego do stosowania zewn�trznego. Badanie aktywno�ci formulacji B S 

przeciw P. acnes zostało wykonane, aby potwierdzi� zasadno�� ewentualnego 

zastosowania preparatu do miejscowego leczenia tr�dziku. Wyniki tego badania, 

wykonanego zgodnie z wytycznymi Ph. Eur. 7.0, s� pozytywne. Zawiesina B S 

zarówno z 0,5%, jak i 1% ROX prawie w 100% hamuje rozwój badanego szczepu 

bakterii. 

ROX, tak jak pozostałe antybiotyki makrolidowe, wi��e si� z lipidami 

komórkowymi. Istniej� równie� doniesienia na temat jej przenikania i gromadzenia 

si� w komórkach (Munic et al., 2011). Dlatego w projekcie, b�d�cym przedmiotem 

rozprawy, uwzgl�dniono badanie cytotoksyczno�ci wybranej formulacji. Pozwoliło 

to oceni� jej potencjał dra�ni�cy. Ewaluacj� dyspersji B S przeprowadzono  

w warunkach in vitro na ludzkim modelu naskórka EpiDerm
®

. Zarówno formulacja 

zawieraj�ca 1% ROX, jak i ta z 0,5% ROX, nie wykazały wła�ciwo�ci dra�ni�cych. 

Prze�ywalno�� komórek naskórka po ich zastosowaniu była wysoka (93%). 

Inkorporacja API mo�e zmniejsza� jego wła�ciwo�ci dra�ni�ce. 

Pi�miennictwo dostarcza wielu przykładów pozytywnego wpływu inkorporacji API 

do no�ników lipidowych na obni�enie potencjału dra�ni�cego substancji 

inkorporowanej (Shah et al., 2007). Mandawgade et al. (2008) zaobserwowali 

znaczne jego zmniejszenie w przypadku tretinoiny umieszczonej w lipidowych 

nanocz�stkach w porównaniu do komercyjnego preparatu zawieraj�cego jej woln�

form�. Na tej podstawie mo�na przypuszcza�, �e, cho� wolna ROX mo�e 

wykazywa� pewne działanie cytotoksyczne, jej inkorporacja do no�ników 

lipidowych znacz�co zmniejsza ten efekt. Mo�na s�dzi�, �e stosowanie miejscowe 

opracowanej formulacji nie b�dzie wywoływa� efektów dra�ni�cych skór�. 

Autorzy przytaczanej ju� pracy (Teskac et al., 2010) odnotowali 

skuteczniejsz� aktywno�� cytostatyczn� resweratrolu po jego inkorporacji do 

no�ników lipidowych, co tłumacz� zwi�kszonym wnikaniem API w no�nikach do 

komórek. Sprawdzili równie� cytotoksyczno�� samych no�ników. �ledzili losy 

nanocz�stek z Compritolu (~180 nm) podczas inkubacji z ludzkimi keratynocytami. 

Ju� po 15 min zaobserwowali wnikni�cie cz�stek do komórek. Po 3 dniach 

obserwacji przemieszczania si� no�ników w keratynocytach, te ostatnie zachowały 
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sw� wyj�ciow� �ywotno��, nie zmieniła si� tak�e ich morfologia ani aktywno��

metaboliczna. Wyniki te równie� mog� potwierdza� brak cytotoksyczno�ci 

opracowanych  w tej pracy cz�stek.  

Aby wizualnie oceni� penetracj� no�ników lipidowych w skórze,  

ze szczególnym uwzgl�dnieniem mieszków włosowych, wykonano formulacj� B S  

z lipofilowym barwnikiem fluorescencyjnym - estrem heksylowym nadchloranu 

rodaminy B. Oprócz ró�nych pochodnych rodaminy (Gokce et al., 2008; Kuechler  

et al., 2009) w podobnym celu u�ywane s� te� inne barwniki, np. czerwie� Nilu 

(Munster et al., 2005; Rancan et al., 2009; Morgen et al., 2011), 5-izotiocyjanian 

fluoresceiny (Alvarez-Roman et al., 2004), 5-aminofluoresceina (Patzelt et al.,

2011), fluoresceina sodowa (Lademann et al., 2007), kumaryna-6 (Rancan et al.,

2009). Do bada� u�yto skóry ludzkiej ex vivo, podobnie jak w zbli�onych 

do�wiadczeniach (Rolland et al., 1993; Toll et al., 2004; Vogt et al., 2006; Rancan  

et al., 2009). Jednak niektórzy autorzy u�ywaj� skóry pochodz�cej od królików 

(Morgen et al., 2011), chomików (Morgen et al., 2011), szczurów (Rolland et al.,

1993), czy �wi�skiej (Alvarez-Roman et al., 2004; Munster et al., 2005; Lademann

et al., 2007; Patzelt et al., 2011). Funkcjonuje opinia, �e �wi�ska skóra jest bardzo 

podobna do ludzkiej i w zwi�zku z tym jest odpowiednim materiałem do 

przeprowadzania eksperymentów przenikania (Lademann et al., 2007; Lademann  

et al., 2010). Co wi�cej, niektórzy badacze twierdz�, �e �wi�skie mieszki włosowe 

maj� zbli�on� wielko�� do mieszków ludzkich włosów terminalnych i to uzasadnia 

zastosowanie takiej skóry w podobnych do�wiadczeniach (Patzelt et al., 2011). 

Jednak bezdyskusyjnie najbardziej warto�ciowych wyników dostarczaj� badania  

z wykorzystaniem skóry ludzkiej. 

W procedur� aplikacji preparatu wł�czono masa�, który jak wynika z wielu 

bada� (Toll et al., 2004; Lademann et al., 2008; Knorr et al., 2009), znacznie 

poprawia penetracj� no�ników do mieszków. Niektórzy badacze s� zdania, �e masa�

stosowany w badaniach in vitro mo�e na�ladowa� poruszanie si� włosów  

w mieszkach, jakie ma miejsce w warunkach in vivo (Patzelt et al., 2011). Jednak 

brak jest jednolitej procedury przeprowadzania takiego masa�u, aby wyniki ró�nych 

bada� były porównywalne (Wosicka i Cal, 2010). W przeprowadzonym 

eksperymencie do wykonania 5-min masa�u u�yto masa�era Atom Massager.  

Na zdj�ciach przekrojów podłu�nych skóry ex vivo z okolicy klatki piersiowej wida�



���
����������������
�����
�

�

����

wyra�nie, �e aplikowana formulacja gromadzi si� wokół włókien włosowych  

(ryc. 37A,B). Mo�na obserwowa� fluorescencj� w gł�bokiej cz��ci mieszka, a� do 

cebulki włosa (ryc. 38). Zdj�cia przekrojów poprzecznych, wykonanych na 

gł�boko�ci > 1 mm ukazuj� fluorescencj� tylko dookoła włókien włosowych  

(ryc. 39A, B). Dowodzi to, �e aplikacja no�nika lipidowego poparta masa�em jest  

w stanie dostarczy� lek gł�boko do mieszka włosowego i, co wa�ne, w sposób 

selektywny. Wida� wyra�nie, �e cz�stki drog� folikularn� docieraj� na tyle gł�boko, 

aby dosi�gn�� nie tylko uj�� gruczołów łojowych, ale tak�e rejonu zawieraj�cego 

komórki macierzyste, okre�lanego jako bulge. 

Münster et al. (2005) u�yli ludzkiej skóry z głowy w celu zbadania 

przenikania cz�stek lipidowych z barwnikiem fluorescencyjnym (czerwie� Nilu). 

No�niki miały �rednic� < 500 nm, a matryc� był behenian glicerolu. Zaobserwowali 

siln� fluorescencj� w mieszkach włosowych na gł�boko�ci do 200 m oraz gł�biej  

w gruczołach łojowych (do 900 m). W innym badaniu (Chen et al., 2006) u�yto 

�wi�skiej skóry aby sprawdzi� penetracj� cz�stek lipidowych (< 100 nm �rednicy)  

z API wykazuj�cym fluorescencj�. Zaobserwowano j� tylko w naskórku i mieszkach 

włosowych. Ogl�daj�c przekroje poprzeczne skóry zauwa�ono spadek fluorescencji 

w gł�bszych obszarach skóry a� do ok. 275 m gł�boko�ci. Zarówno w jednym, jak  

i drugim do�wiadczeniu nie zastosowano masa�u podczas aplikacji badanych 

formulacji.  

Uzyskane w badaniu zdj�cia przekrojów podłu�nych skóry głowy pozwalaj�

wykaza� ró�nic� w rozmieszczeniu barwnika aplikowanego w postaci olejowego 

roztworu oraz no�ników lipidowych. Po aplikacji roztworu RBHE (ryc. 42A,B) 

wida� bardzo siln� fluorescencj� na powierzchni skóry, brak jej natomiast w kanale 

włosa. Zdj�cia po zastosowaniu barwnika w no�niku lipidowym (ryc. 43A,B) 

uwidaczniaj� fluorescencj� tak�e w gł�bi mieszka włosowego. W celu zobrazowania 

penetracji RBHE w skórze, wykonano przekroje poprzeczne o grubo�ci 100 µm, 

poczynaj�c od ok. 300 µm w gł�b skóry. Ryciny 44 i 45 pozwalaj� skonfrontowa�

penetracj� barwnika w postaci no�nika i roztworu na porównywalnych 

gł�boko�ciach. Na wszystkich zdj�ciach wida� selektywn� fluorescencj� wokół 

włókien włosowych, lecz na rycinach 45A–D intensywno�� tej fluorescencji jest 

znacznie wi�ksza, co pozwala s�dzi�, �e barwnik w no�niku lipidowym skuteczniej 

penetruje do mieszków. Aby ilo�ciowo porówna� fluorescencj� na zdj�ciach 
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poddano je komputerowej analizie. Na podstawie otrzymanych wykresów mo�na 

jednoznacznie stwierdzi�, �e intensywno�� fluorescencji w przypadku RBHE 

aplikowanego w no�niku jest wyra�nie wi�ksza. Dotyczy to szczególnie pierwszych 

dwóch warstw (ryc. 46 i 47 oraz 48 i 49). 

W podobnym do�wiadczeniu, ale z u�yciem �wi�skiej skóry ex vivo, 

Lademann et al. (2007) porównali penetracj� barwnika fluorescencyjnego 

inkorporowanego do no�ników polimerowych o wielko�ci 320 nm oraz w postaci 

roztworu. Badanie wykonali dwa razy: wł�czaj�c masa� w procedur� aplikacji 

preparatów oraz aplikuj�c formulacje bez masa�u. Zauwa�yli wyra�nie gł�bsz�

fluorescencj� w mieszkach w przypadku u�ycia barwnika w no�nikach (~ 1500 µm), 

ni� w roztworze (~ 500 µm), lecz tylko w wypadku fragmentów skóry na których 

zastosowano masa�. Próbki skóry, w które preparaty z barwnikiem nie były 

wmasowane, wykazały fluorescencj� na porównywalnej, płytkiej gł�boko�ci  

(~ 300 µm). 

Zdj�cia fluorescencyjne cyjanoakrylowych biopsji mieszków ex vivo ze skóry 

klatki piersiowej (ryc. 40A,B i 41A,B), uzyskane dzi�ki procedurze differential 

stripping, potwierdzaj� gromadzenie si� barwnika wokół włókien włosowych. 

Biopsje, na których wida� włos „wyj�ty” wraz z zawarto�ci� z mieszka, 

uwidaczniaj� fluorescencj� na powierzchni włosa. Ukazuje to drog� penetracji 

no�ników lipidowych w mieszkach i dowodzi wnikania formulacji gł�boko  

do kanałów włosowych. 

Patzelt et al. (2008) przeprowadzili procedur� differential stripping

dwukrotnie na tych samych fragmentach skóry pacjentów poddawanych zabiegom 

chirurgii plastycznej. Celem było ilo�ciowe porównanie obj�to�ci mieszków 

włosowych w skórze w warunkach in vivo oraz ex vivo. Okazało si�, �e ex vivo  

ta obj�to�� wynosi zaledwie ok. 10% obj�to�ci in vivo. Potwierdziło to 

przypuszczenia autorów, którzy twierdz�, �e po wyci�ciu skóry włókna elastynowe 

otaczaj�ce mieszki kurcz� si�, zmniejszaj�c jednocze�nie obj�to�� mieszków 

włosowych. Dlatego ilo�ciowe wnioski na temat penetracji folikularnej ex vivo 

powinny by� traktowane krytycznie, poniewa� mog� by� zani�one. 

Maj�c na uwadze powy�sze, przeprowadzono procedur� differential stripping 

tak�e w warunkach in vivo, w taki sam sposób w jaki wykonano j� ex vivo.  

Po jednorazowej aplikacji, czas pozostawania formulacji na skórze (przed pobraniem 
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biopsji) wyznaczono ze wzgl�dów praktycznych na 30 min i 12 h (w czasie 12h 

skóra była raz myta). Po ekstrakcji biopsji metanolem podj�to prób� oznaczenia 

zawarto�ci ROX. Ze wzgl�du na spodziewane niskie st��enia API oraz du�e 

„zanieczyszczenie” biopsji fizjologiczn� zawarto�ci� mieszków włosowych, u�yto 

techniki HPLC-ESI-MS/MS. Uzyskane rezultaty (tabela 15) nie s� jednoznaczne  

ze wzgl�du na to, i� badanie in vivo miało charakter wst�pny. Ilo�ci ROX 

wyekstrahowanej z biopsji wykonanych na przedramieniu s� do�� zbli�one:  

ok. 3 µg/ cm2 po 30 min penetracji i 4,7 µg/ cm2 po 12 h. Zastanawia jednak fakt,  

�e po dłu�szym czasie zostało w mieszkach nieco wi�cej ROX, która teoretycznie 

mogła zosta� np. cz��ciowo wypłukana przy myciu skóry. W przypadku biopsji  

z obszaru łydki wyniki s� odmienne: po 30 min penetracji - 3,8 µg/ cm2, a po 12 h - 

0,47 µg/ cm2. Prawie dziesi�ciokrotnie mniejsza zawarto�� ROX po dłu�szym czasie 

od aplikacji mo�e wynika� wła�nie z wymycia leku. Bior�c pod uwag� ilo�� ROX 

aplikowanej na powierzchni� skóry: 100 µl formulacji B S/5cm2, co przy g�sto�ci 

0,99 g/ml daje 198 µg ROX/cm2, ilo�ci API wyekstrahowane z mieszków 

włosowych mieszcz� si� w granicach 0,24-2,4% aplikowanej ilo�ci. Nie bez 

znaczenia dla omawianych wyników s� ró�nice w �rednicach otworów mieszków 

włosowych na ró�nych obszarach ludzkiego ciała przedstawione w pracy Otberg  

et al. (2004). Wykazali oni, �e �rednice te s� du�o mniejsze w przypadku skóry 

przedramion (ok. 75 µm) ni� na obszarze łydek (ok. 170 µm). Fakt ten był brany pod 

uwag� przy wyborze obszarów poddawanych procedurze differential stripping. 

G�sto�� wyst�powania mieszków na porównywanych obszarach ciała jest bardzo 

zbli�ona, natomiast obj�to�� mieszków (pomniejszona o włókno włosa)  

w przeliczeniu na cm2 jest du�o wi�ksza na łydkach, ni� na przedramionach. 

Wskazane ró�nice mog� niew�tpliwie wpływa� na efekt opisywanego etapu bada�. 

Do wi�kszych otworów mieszkowych na łydkach łatwiej jest wprowadzi�

zewn�trznie lek w no�nikach i to w wi�kszej ilo�ci, natomiast mo�na przypuszcza�, 

�e równie� łatwiej i szybciej b�dzie on stamt�d eliminowany. 

Niewiele jest prac, w których autorzy podejmuj� si� ilo�ciowego oznaczenia 

substancji penetruj�cych do mieszków włosowych w warunkach in vivo. Lademann 

et al. (2012) przeprowadzili jednak podobn� procedur� na przedramionach 

(differential stripping in vivo) po 14 dniach codziennej aplikacji (2 razy dziennie) 

komercyjnego kremu z azotanem izokonazolu. Po 6 h od ostatniej aplikacji pobrali 
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cyjanoakrylowe biopsje, z których wyekstrahowali i oznaczyli technik� HPLC-ESI-

MS/MS ilo�� API. Wyniosła ona �rednio 1,5 µg/cm2, co przy 20 µg API 

aplikowanych na ka�dy cm2 stanowi 7,5%. Jest to warto�� nieco wi�ksza ni�

otrzymana w badaniu, stanowi�cym przedmiot rozprawy, jednak nale�y wzi�� pod 

uwag�, �e Lademann et al. wykonali biopsje po 28 aplikacjach preparatu. 

Udowodniono wcze�niej, �e mieszki włosowe stanowi� długoterminowy zbiornik 

aplikowanych substancji (Lademann et al., 2006), nale�y wi�c si� spodziewa�,  

�e wielokrotne stosowanie spowoduje nagromadzenie si� API w mieszkach. 

Jednocze�nie taka wła�nie aplikacja preparatu - co 12 h przez 

kilkana�cie/kilkadziesi�t dni – jest bliska prawdziwym warunkom stosowania 

preparatów leczniczych na skór�. 
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VI  WNIOSKI 

1. Opracowano now� metod� otrzymywania cz�stek lipidowych, 

wykorzystuj�c� tylko ultrad�wi�ki. Cz�stki otrzymane t� metod� s� mniejsze  

i bardziej jednorodne pod wzgl�dem wielko�ci, ni� te otrzymane przy 

wykorzystaniu homogenizacji szybkoobrotowej i ultrad�wi�ków. 

2. Otrzymano zawiesiny cz�stek lipidowych o nast�puj�cym składzie 

jako�ciowym: woda, behenian glicerolu, skwalen, poloxamer 188, 

roksytromycyna. 

3. Formulacja uznana za najkorzystniejsz� charakteryzuje si� wielko�ci� cz�stek 

w zakresie: 169-174 nm; współczynnikiem polidyspersji w granicach:  

0,23-0,24 i potencjałem Zeta w zakresie: (-28)-(-34) mV. 

4. Opracowano i zwalidowano now� metod� oznaczania roksytromycyny 

technik� HPLC z detekcj� spektrofotometryczn� i posłu�ono si� ni� do oceny 

% inkorporacji leku w no�nikach lipidowych. Wyniósł on 61-86%. 

5. Wykazano, �e aplikacja barwnika fluorescencyjnego (estru heksylowego 

nadchloranu rodaminy B) w cz�stkach lipidowych powoduje jego gł�bsz�

penetracj� do mieszków włosowych ni� aplikacja tego samego barwnika  

w postaci roztworu. 

6. Udowodniono, �e cz�stki lipidowe z roksytromycyn� znakowane 

fluorescencyjnie docieraj� do ludzkich mieszków włosowych ex vivo nawet 

na gł�boko�� > 1 mm. 

7. Zawiesina cz�stek lipidowych otrzymana metod� homogenizacji 

ultrad�wi�kowej wykazuje stabilno�� fizyczn� przez ponad 6 miesi�cy 

przechowywania w temperaturze 25 i 40°C. 

8. Opracowane cz�stki lipidowe z roksytromycyn� hamuj� namna�anie 

Propionibacterium acnes w warunkach in vitro.  
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IX  ZAŁ�CZNIK 

Tabela A. Jednodniowa precyzja pomiarów czasu retencji dla roztworów wzorcowych ROX  
o st��eniu 1 i 25 g/ml 

st��enie
[�g/ml]

czas retencji 
[min] 

	redni czas  
retencji [min]

SD RSD%

1 

4,53 

4,488 0,040 0,90% 

4,528 

4,525 

4,523 

4,525 

25 

4,452 

4,45 

4,45 

4,448 

4,45 

Tabela B. Jednodniowa precyzja pomiaru pól powierzchni pików dla roztworów wzorcowych ROX 
o st��eniu 1 i 25 g/ml 

st��enie 
[�g/ml]

powierzchnia piku 
[�V/100 min] 

	rednia  
powierzchnia piku 

[�V/100 min] 
SD RSD%

1 

7587 

7860 383 5% 
7423 

7782 

8208 

8301 

25 

181728 

185070 2247 1% 
184844 

184488 

187223 

187069 
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Tabela C. Mi�dzydniowa precyzja pomiarów czasu retencji dla roztworów wzorcowych ROX  
o st��eniu 10 g/ml 

data  
czas retencji 

[min] 
	redni czas 

retencji [min] 
SD RSD% 

02.08.2010 
4,803 

4,648 0,231 4,97% 

4,805 

4,803 

21.09.2010 
4,8 

4,8 

4,8 

28.09.2010 
4,345 

4,34 

4,335 

Tabela D. Mi�dzydniowa precyzja pomiarów pól powierzchni pików dla roztworów wzorcowych 
ROX o st��eniu 10 g/ml 

data 
powierzchnia 

piku  
[�V/100 min] 

	rednia 
powierzchnia 

piku  
[�V/100 min]

SD RSD% 

02.08.2010 
63443 

68900 4970 7,21% 

62864 

66033 

21.09.2010 
75126 

74343 

75797 

28.09.2010 
67434 

68330 

66730 


