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Srednia wielko$¢ czgstek (eng. Z-average)

potencjat zeta (eng. zeta potential)

$redni wskaznik podraznienia



STRESZCZENIE

W toku przeprowadzonych doswiadczen zbadano wptyw warunkow
sporzadzania i sktadu mikrosfer lipidowych na ich penetracje do mieszkéw wiosowych.
Parametrami, ktére rdzinicowaty poszczegdlne formulacje byly sktad, moc
dezintegratora ultradzwiekowego oraz czas prowadzenia procesu ich otrzymywania.
W pierwszym etapie badan skfady mikrosfer lipidowych rdznity sie miedzy soba
rodzajem uzytego emulgatora (Tego Care 450, Axol C 62, MSG i Tween 80). W drugiej
kolejno$é¢ zbadano wptyw stezenia emulgatora Tego Care 450, nastepnie oznaczono
wptyw uzycia mieszaniny emulgatoréw (Tego Care 450 i Tween 80) w rdznych
stosunkach zawartosci aby na koniec przesledzi¢ wptyw konserwantu (Euxyl PE 9010)
na wifasciwosci sporzadzonych czastek lipidowych. W celu otrzymania mikrosfer
zastosowano trzy rézne wartosci mocy aparatu — maksymalng, posrednig i minimalng
(50, 150 i 300 W). Czas prowadzenia procesu wynosit 5, 10 lub 15 minut. Do
zaplanowania i analizy niektorych etapdw wykonywanych badan postuzono sie metoda
planowania doswiadczen. Metodg sonikacji otrzymano w sumie 51 formulacji. Ocena
wielkosci czastek, potencjatu zeta i wspdtczynnika polidyspersji mikroczgstek
za pomocg full factorial design pozwolita wybraé¢ parametry procesowe (maksymalna
moc aparatu, okoto 12-minutowy czas trwania procesu oraz sktad: Tego Care 450 w

stezeniu 3,8%) umozliwiajgce otrzymanie sfer o optymalnych wtasciwosciach.

Przeprowadzono réwniez badania tolerancji skornej na modelu EpiDerm®.
Wykazaty one, ze mniejszy wptyw na zywotnos¢ komdrek majg czastki wytworzone
z uzyciem emulgatora Tego Care 450 (formulacja 15 i 39) w poréwnaniu z Tween 80
(formulacja 29). Badania in vivo potwierdzity dobrg tolerancje skdérng mikrosfer

lipidowych (formulacja 15 i 39), gdyz nie stwierdzono potencjatu draznigcego.

W badaniach przenikania czastek lipidowych do mieszkéw wiosowych in vitro
wykorzystano dwie formulacje, ktére rdznity sie wielkos$cig czgstek. Zaobserwowano,
ze mikrosfery lipidowe o wymiarach 190 nm i 350 nm przenikaja do mieszkdw
witosowych i kumulujg sie w regionie infudibulum, ujsciu gruczotu tojowego i regionie

bulge.



SUMMARY

In the course of conducted experiments, the impact of the preparation
conditions and composition of lipid microspheres on their penetration into the hair
follicles were examined. The parameters that differentiated the individual
formulations were: the composition, power of the ultrasonic disintegrator and the
duration of the obtaining process. In the first stage of research, the composition
of lipid microspheres differed in the type of used emulsifier (Tego Care 450, Axol C 62,
MSG and Tween 80). Secondly, the effect of the emulsifier Tego Care 450
concentration was investigated followed by the effect of using a mixture of emulsifiers
(Tego Care 450 and Tween 80) in various content ratios to finally observe the influence
of the preservative (Euxyl PE 9010) on the properties of the lipid particles. To obtain
microspheres, three different power values of the device were used - maximum,
intermediate and minimum (300, 150 and 50 W). Processing time was 5,10 or 15
minutes. In order to plan and analyze some of the stages of the research, the design
of experiments method was used. A total of 51 formulations were obtained
by sonication. Evaluation of the particle size, zeta potential and microparticles
polydispersity index by means of full factorial design allowed to select process
parameters (maximum power of the device, about 12 minutes duration of the process
and composition: Tego Care 450 in a concentration of 3.8%) enabling obtaining
particles with optimal physical properties.

Skin tolerance studies were carried out on the EpiDerm® model. They showed
that particles produced using Tego Care 450 emulsifier (formulation 15 and 39) had
a smaller effect on cell viability compared to Tween 80 (formulation 29). In vivo studies
confirmed good skin tolerance of lipid microspheres (formulations 15 and 39)
as no irritation potential was indicated.

Two formulations that differed in particle size were used to study the
penetration of lipid particles into the hair follicles in vitro. It was observed that 190 nm
and 350 nm lipid microspheres penetrate the hair follicles and accumulate in the

infudibulum region, sebaceous gland outlet and bulge region.



.  WSTEP

W niniejszej rozprawie doktorskiej zostaty poruszone dwa wazine aspekty
z zakresu technologii farmaceutycznej. Pierwszym z nich jest poszukiwanie
alternatywnych drég podania lekdw, ktdre znajduje sie w kregu zainteresowan
technologdéw farmaceutycznych od wielu lat. Przenikanie substancji leczniczych droga
transfolikularng przez dtugi czas nie byto uznawane za istotne ze wzgledu na niewielka
powierzchnie jakg ujscia mieszkéw wtosowych zajmujg na skérze. Mieszek wtosowy
podzielony jest na regiony, ktére cechujg sie zréoznicowang budowg i petnig okreslone

funkcje. Czescig mieszka wtosowego jest réwniez gruczot fojowy.

W literaturze opisane sg trzy mozliwosci wykorzystania mieszka wtosowego
jako potencjalnego miejsca podania leku:
e Celowane podanie leku w rézne obszary mieszka wtosowego.
e Podanie leku do mieszka wiosowego z mozliwoscig przenikniecia do tkanek
otaczajgcych.
e Podanie leku do mieszka wtosowego z mozliwoscig przenikniecia do krwi

i wywotania dziatania ogdlnego [Wosicka, Cal, 2010].

Dotarcie substancji leczniczej do tej wyjagtkowej struktury mogtoby przyczynié sie
do zoptymalizowania terapii chordb skory. Firmy farmaceutyczne nieustannie pracujg
nad wynalezieniem nowych lekéw, ktére bedg wykazywaty przynajmniej tak samo
dobre efekty terapeutyczne jak szeroko wykorzystywane w dermatologii substancje
lecznicze np. sterydy w terapii tuszczycy czy tretynoina w leczeniu tradziku. Jednak
do dnia dzisiejszego w Europie i Stanach Zjednoczonych w celu leczenia tysienia
androgenowego, ktoére jest najczestszg przyczyng nadmiernego wypadania wioséw,
wykorzystywane sg jedynie dwie substancje: roztwdr minoksidilu (w stezeniach 2, 5
i 10%) do podania miejscowego oraz doustne tabletki zawierajace finasteryd [Blume-

Peytaviiin., 2019].



Drugim zagadnieniem, jakie poruszono w niniejszej pracy jest rozwdj
nowoczesnych postaci leku jakimi sg zawiesiny mikrosfer lipidowych. W dermatologii
czy kosmetyce state czgstki lipidowe sg interesujgcym nosnikiem dostarczajgcym
substancje leczniczg badz substancje odzywcze do skéry. Pierwszymi kosmetykami
na Swiecie zawierajgcym dyspersje lipidowe byty Nanobase®- odzywka do skdry suchej
oraz seria produktéw z koenzymem Q10 niemieckiej firmy Dr. Rimpler GmbH.
Aktualnie nanoczagstki mozna znalezé w produktach regenerujgcych do stdp,
kosmetykach przeciwstarzeniowych, nawilzajgcych i oczyszczajgcych. Mikrosfery
lipidowe wyrdzniajg sie matymi wymiarami, duzg powierzchnig i mozliwosciag
dostarczania leku w sposéb kontrolowany, wykazujac nawet przedtuzone dziatanie.
Dzieki tym cechom mogg by¢ one wykorzystane jako nosniki substancji leczniczych
do mieszkéw wtosowych [Khezriiin., 2018, Lohani i in., 2014, Beloqui i in., 2016, Knorr

iin., 2019].



Il. CZESC TEORETYCZNA

1. CHARAKTERYSTYKA JEDNOSTKI FOLIKULARNEJ

1.1. BUDOWA MIESZKA WLOSOWEGO | WLOSA

Jednostka folikularng, nazywang réwniez jednostkg wtosowo-tojowg, okreslamy
strukture zbudowang z mieszka wiosowego wraz z wyrastajgcym z niego wtosem,
miesien wtosowy oraz jeden badz kilka gruczotdw fojowych. Ten wyjgtkowo
interesujgcy, niewielki uktad cechuje sie dtugoscig od kilkuset mikrometréw do okoto
czterech milimetréow. Pomimo nieduzych rozmiaréw jego budowa jest bardzo ztozona.
Jednostka wtosowo-tojowa sktada sie z okoto 20 rodzajow komorek, petnigcych
okreslone funkcje. S3 to miedzy innymi komorki odpornosciowe, macierzyste,
melanocyty, komodrki gruczotowe oraz naczynia krwionosne [Knorr i in., 2009].

Wtosy wystepuja na powierzchni niemal catego ciata cztowieka, wytgczajac
jedynie takie obszary jak podeszwa stopy, wewnetrzna cze$é dioni i usta [Meidan i in.,
2005]. Zbudowane sg z biatek keratyny, w 50% sktadaja sie z wegla, 20% z tlenu, 17%
z azotu, 6% wodoru i w 5% z siarki. Wtosy zawierajg takze $ladowe ilosSci magnezu,
arsenu, zelaza, chromu oraz innych metali i mineratéw [Vogt i in., 2008].
W otaczajgcym wtos mieszku wtosowym wystepuje flora bakteryjna, ktorg stanowia
drozdzaki Malassezia furfur i bakterie z rodziny Staphylococcus i Propioni [Patzelt i in.,
2008]. W przekroju poprzecznym trzon wtosa tworzg trzy warstwy: rdzen, kora
i kutikula, otoczone dwiema pochewkami (Ryc. 1). Jednak nie wszystkie rodzaje
wioséw posiadajg rdzen np. wiosy skory gtowy sg go pozbawione [Wosicka i Cal, 2010].
Kora zawiera melanosomy, ktore determinujg kolor wtosdow, kutikula natomiast sktada
sie z licznych warstw skeratynizowanych komérek. Komérki kutikuli wtosa utozone

sg dachowkowo, tworzgc tuski wtosowe.
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Zewnetrzna pochewka wtosa

Kutikula Wewngtrzna pochewka wiosa

Kora

Rdzen

Rycina 1. Przekr6j poprzeczny przez wtos ludzki.

W jednostce folikularnej wyrdzniamy cztery regiony, majgce rézng budowe
i petnigce okreslone funkcje. Naukowcy badajgcy przenikanie przez i do mieszkéw
wiosowych wskazujg na mozliwos$é podania substancji w okreslone miejsce mieszka
wiosowego wywotujgc tam dziatanie miejscowe, bgdz przenikanie substancji leczniczej
do krwiobiegu i przez to wywofanie dziatania ogdlnego. Wykorzystanie ztozonej
budowy mieszka wtosowego i potencjatu jaki niesie za sobg ta struktura daje nie tylko
nadzieje na efektywniejszg terapie choréb wtoséw czy skory jak np. tradzik, ale rowniez
terapie genowg i rozwdéj immunoterapii. Do obszaréw struktury wtosowo-tojowej,
w ktorych mozliwe bytoby zastosowanie terapii celowanej zaliczamy: region

infundibulum, region bulge, gruczot tojowy i macierz wtosa (Ryc.2).

e region infundibulum — zaczyna sie na granicy ze skorg, a konczy w miejscu, gdzie
gruczot tojowy otwiera sie na kanat wtosa. W poczatkowej czesci pokryty jest
warstwg komoérek stratum corneum, ktéra w nizszych czesciach traci swoja
barierowos$¢, a komorki sg coraz ciensze. Region ten otoczony jest duzg iloscig
naczyn krwionosnych, co umozliwiatoby ogdlnoustrojowe przenikanie substancji
leczniczych. Wystepuja tutaj rowniez komorki uktadu odpornosciowego. Z tego
powodu naukowcy upatrujg w tym miejscu cel dla bezbolesnych szczepien.

[Patzeltiin., 2008; Vogtiin., 2015].

e gruczot tojowy — tutaj produkowane jest sebum. Ludzkie sebum sktada sie gtéwnie
z trigliceryddéw (57%), z woskdw (26%) oraz ze skwalenu (2%). Ma ono witasciwosci
przeciwgrzybiczne i przeciwbakteryjne, dodatkowo nawilza wtosy i skoére. Jego

sekrecja regulowana jest przez hormony piciowe, moze zmieniaé sie wraz
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z wiekiem i jest zalezna od miejsca wystepowania gruczotu. Nadmierne
pobudzenie czynnosci gruczotu tojowego jest przyczyng takich chordb jak tradzik
czy tupiez fojotokowy. Otaczajg go liczne naczynia wtosowate. Pomiedzy ujsciem
gruczotu tojowego, a regionem bulge wystepuje niewielki isthmus [Meidan i in.,

2005].

region bulge (wybrzuszenie) — w tym miejscu dochodzi do rekonstrukcji mieszka
wiosowego. Region ten jest zbudowany z komdérek macierzystych, o duzym
potencjale proliferacyjnym. Stanowi doskonate miejsce docelowe dla lekow

medycyny regeneracyjnej, w leczeniu ran i genetycznych choréb skoéry.

macierz wiosa — region znajdujacy sie najgtebiej, w cebulce wtosa. Odpowiedzialny
jest za wzrost wtosa, ktory nastepuje dzieki podziatom keratynocytéw [Knorr i in.,

2009; Patzelt i in., 2008; Wosicka, Cal, 2010].

} — Witos

)

Region infundibulum Z/
Isthmus { é\

Miesien wlosowy

Gruczot tojowy

Region bulge

Wewnetrzna pochewka wiosa

Zewnetrzna pochewka wtosa

Macierz wiosa

Brodawka wtosa

Cebulka w*osa/

Rycina 2. Budowa jednostki folikularnej (na podstawie Patzelt i in., 2008)

Naczynia krwionosne
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1.2. RODZAJE WLOSOW

Gestos¢ wystepowania i cechy takie jak srednica czy diugos¢ wioséw zalezg
od czesci ciata, na ktdrej sie znajdujg. U dorostego cztowieka wyrdzniamy dwa gtdwne
rodzaje wioséw: witosy meszkowe (pierwotne) i wiosy terminalne (ostateczne,
dojrzate). Te pierwsze charakteryzujg sie Srednicg ponizej 30 um i dtugoscig ponizej
2 cm, pozbawione sg rdzenia i melaniny. Wiosy meszkowe zagtebione sg na okoto
1 mm w skdrze. Wtosy terminalne posiadajg srednice powyzej 60 um i dtugos¢ powyzej
2 cm, wystepujg one w brwiach, rzesach, na gtowie, brodzie, klatce piersiowej, pod
pachami czy w rejonie tonowym. Zagtebiajg sie na okoto 3 mm w gitgb skéry przez
co ich cebulki zlokalizowane sg bardzo czesto w podskdrnej warstwie ttuszczowej. Poza
tymi dwoma rodzajami wyrdézniamy réwniez wtosy ,posrednie”. Nalezg do nich wtosy,
ktdre sg w stadium przejsciowym pomiedzy wtosem meszkowym a terminalnym [Knorr
iin., 2009; Wosicka, Cal, 2010]. Wtosy na gtowie wystepujg w jednostkach skfadajgcych
sie z jednego do czterech wioséw terminalnych i jednego do dwdch wioséw
meszkowych. Brodawka wtosa terminalnego wraz z macierzg odzywiana jest
za pomocg naczyn wtosowatych, natomiast wiosy meszkowe tych naczyn nie posiadaja.

W badaniu z 2007 roku grupa naukowcow dokonata morfometrycznych
oznaczen dtugosci i pozycji poszczegdlnych obszaréw mieszkédw wtosowych wioséw
terminalnych i meszkowych w ludzkiej skérze pochodzacej z gtowy (Tab. 1) [Vogt i in.,

2007].

Tabela 1. Wielkosci opisujace regiony mieszkow wtosowych [Vogt i in., 2007].

Cecha mieszka wiosowego Mieszki wiosow Mieszki wtoséw
terminalnych meszkowych
Dtugos$é mieszka wtosowego [um] 3864 + 605 646 + 140
Dtugos¢ infundibulum [um] 580+ 84 225+ 34
Gtebokosc regionu bulge [um] 1191 £ 23 362 + 88
Dtugosé regionu bulge [um] 240 £ 52 91 + 27
Srednica otworu wiosowego [pum] 172+70 86 + 37

Srednica otworu mieszkéw wiosowych wioséw terminalnych wynosita 172 pm
na powierzchni skory. Ale juz na gtebokosci 350 pum zmniejszyta sie do 68 um
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i pozostata niezmieniona. Mieszek wiosa terminalnego cechowat sie srednig dtugoscia
okoto 3,8 mm, natomiast wtosa meszkowego zaledwie 650 um. Zmierzono réwniez
grubos¢ nabtonka wystepujgcego w regionie infundibulum mieszka wtosowego.
Okazato sie, ze jest on znacznie cienszy od stratum corneum otaczajgcego otwor
wiosowy. Dla mieszkdw wioséw meszkowych grubos¢ nabtonka wyniosta 45 pum
na gtebokosci 100 um. Dla pordwnania warstwa rogowa otaczajgca otwdr mieszka
miata w tym przypadku grubos¢ 99 um. Dla mieszkédw wioséow terminalnych byto
to 65 um na gtebokosci 150 um w pordwnaniu ze stratum corneum o grubosci 136 um
[Vogt i in., 2007]. Wartosci te wyraznie pokazujg duzg réznice w grubosci pomiedzy
nabtonkiem w mieszku wtosowym a samym stratum corneum. Nabtonek wystepujgcy
w mieszku witosowym w regionie infundibulum cechuje sie gruboscig okoto 50%
mniejszg od startum corneum otaczajgcego otwoér mieszka. Ze wzgledu na zmniejszong
barierowos$¢ nabtonka w mieszku wtosowym wskazano na mozliwos$é lepszej penetracji
substancji leczniczej w gtab skéry lub do krwiobiegu dzieki podaniu leku droga

transfolikularng w poréwnaniu z drogg transepidermalna.

1.3. GESTOSC WYSTEPOWANIA WLOSOW

Gestos¢ wystepowania wioséw na ciele cztowieka jest zrdznicowania
ze wzgledu na miejsce ich wystepowania. Najwiecej wtosow wystepuje na gtowie, jest
ich miedzy 50 a 1000 na cm’ [Meidan i in., 2005]. Otberg w 2004 roku, w jednej
ze swoich prac zbadat wielkosci mieszkow wtosowych i ich rozmieszczenie w réznych
czesciach ciata ludzkiego. Najwiekszg gesto$é¢ wystepowania wtosow meszkowych
oznaczono na czole (292 mieszki wiosowe/cm?), a najmniejszg na tydce i udzie,
odpowiednio 14 i 17 na cm’. Natomiast najwieksza $rednica otworu wiosowego
cechowaty sie witosy na tydce, a najmniejszg na czole. Zbadano réwniez srednice
samego wfosa. Najgrubsze okazaty sie wtosy wystepujgce na tydce (42 um)
i udzie (29 um), srednica pozostatych wynosita ponizej 20 um. Ostatnim ze zbadanych
parametréw byta objetos¢ mieszka wtosowego. Najwiekszg cechowaty sie mieszki
wioséw czota i tydki, najmniejsza natomiast przedramienia. Procent badanej

powierzchni skoéry, ktory pokrywaty mieszki wiosowe miescit sie w zakresach od 0,09%
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na przedramieniu do 1,28% na czole. Autorzy zwracajg jednak uwage, ze pomimo
iz mieszki wtosowe zajmujg jedynie okoto 0,1% powierzchni ludzkiego ciata, stanowig
one swego rodzaju ,otwdr” czy ,wgtebienie” w skdrze. Gtebokos¢ wewnetrzna
mieszkéw wiosowych wynosi okoto 3,8 mm dla wtoséw terminalnych i 0,6 mm dla
wioséw meszkowych. Taka budowa zapewnia znacznie wiekszg wtasciwg powierzchnie
potencjalnego przenikania substancji leczniczych. Biorgc pod uwage te zatozenia
obliczcono, e powierzchnia mieszkdw wtosowych na czole odpowiadajgca

za penetracje wzrasta z 1,28% do 13,7% [Otberg i in., 2004; Patzelt i in., 2008].

1.4. AKTYWNOSC WtOoSOwW

Juz na poczatku rozwoju badan nad przenikaniem do mieszkow wtosowych
zauwazono, ze penetracja substancji mozliwa jest jedynie przez niewielkg czesc
mieszkéw witosowych. W badaniach przenikania mikroczastek dwutlenku tytanu
jedynie 10% mieszkdéw wiosowych zapewnito transport tego filtra przeciwstonecznego
w giagb jednostki folikularnej [Lademann i in., 1999]. Wyniki te pozwolity
narozréznienie dwdch rodzajow mieszkéw wtosowych: otwartych (aktywnych)
i zamknietych (nieaktywnych). Kiedy wiosy sg w fazie wzrostu, a gruczot tojowy
wytwarza sebum, mieszki sg ,,aktywne” i mozliwa jest wieksza penetracja substancji
leczniczych. Kiedy wifosy nie rosng i nie odbywa sie produkcja sebum, mieszki
sg ,nieaktywne”, a penetracja substancji jest utrudniona [Lademann i in., 2001].
Wykazano, ze wtosy ,nieaktywne” blokowane sg przez ,czop”, ktéry musi zostac
usuniety, tak aby substancje aplikowane w tym miejscu mogty przenika¢ w gtab
[Lademann i in., 2015; Lademann i in., 1999]. W kolejnych etapach badan nad tym
zjawiskiem scharakteryzowano strukture blokujgcg mieszki wtosowe (czop). Okazato
sie, ze sktada sie ona ze ztuszczonych korneocytéw i wysuszonego sebum, ktéra
w wyniku wzrostu wifosa czy wydzielania sebum jest wypychana na zewnatrz,
co umozliwia otwarcie mieszkdw i wnikanie do nich substancji leczniczej. Wskazano
rowniez, ze zastosowanie dodatkowych procedur podczas badania przenikania, takich
jak delikatny peeling, czy usuniecie zawartosci mieszka wtosowego za pomoca kleju
cyjanoakrylowego, umozliwia otwarcie zamknietych mieszkdw wtosowych [Lademann

iin., 2015; Otberg i in., 2004].
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1.5. FAZY ZYCIA WLOSA

W tak skomplikowanej strukturze, jakg jest mieszek witosowy, kazdy wios
przechodzi przez cykl zycia, ktéry pozwala na jego regeneracje. Wyrdzni¢ mozna trzy

gtéwne fazy zycia wtosa:

e anagen — bedacy fazg wzrostu wtosa, w ktdrej komérki macierzyste znajdujgce
sie w macierzy wtosa dzielg sie intensywnie. Faza ta trwa od 2 do 6 lat, w tej
fazie znajduje sie miedzy 85% a 90% wiosow skéry gtowy. Jest to czas
intensywnego wzrostu nie tylko wfosa, ale i wszystkich komdrek mieszka
wiosowego,

e katagen — faza zaniku, regresji, w ktorej cebulka wtosa przesuwa sie wyzej
w strone regionu bulge, przez co wtos traci swojg przyczepnosc¢ do skory. Faza
ta trwa 2 tygodnie i obejmuje 1% do 2% wtosdw,

e telogen — okoto 10-15% wifoséw znajduje sie w tej fazie, trwa ona

od 2 do 4 miesiecy, jest to faza spoczynku [Knorr i in., 2009].

Poza wyzej wymienionymi, wyrdzniono dodatkowo dwie fazy. Egzogen, ktoéry
jest fazg wypadania wtosa i kenogen, w ktérym mieszek wtosowy jest pusty [Vogt,
McElwee i Blume-Peytavi, 2008]. tysienie androgenowe jest jedng z czestszych chordb
wiosa wystepujacych zaréwno u mezczyzn jak i kobiet. Polega ono na skréceniu fazy
anagenu, co daje kliniczne objawy wypadania wtoséw i wystgpienia fazy kenogenu.
Chorobie tej towarzyszy rowniez zjawisko miniaturyzacji, ktéra jest procesem zmiany

wiosa ostatecznego na wtos meszkowy - duzo mniejszy [Wosicka i Cal, 2010].

2. PRZENIKANIE NANOCZASTEK DO MIESZKOW WLOSOWYCH

Wyrdzniamy cztery gtéwne drogi transportu substancji przez skére: droge
transepidermalng przez stratum corneum: miedzykomdrkowa i przezkomorkowa
oraz droge przez przydatki skory: gruczoty potowe i mieszki wtosowe (transfolikularng).
Naukowcy zainteresowali sie mozliwoscig penetracji substancji do i przez jednostke

folikularng na poczatku lat dziewiecdziesigtych poprzedniego wieku.
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Juz na poczatku lat 90 naukowcy zauwazyt, ze mieszki wiosowe moge mieé
wieksze znaczenie w transporcie przez skornym anizeli wczesniej sadzono.
Wykazali, ze penetracja substancji jakich jak hydrokortyzon, kwas niflumowy, kofeina
czy kwas p-aminobenzoesowy przez skére zawierajgcg mieszki wiosowe jest
kilkukrotnie wieksza niz przez skére nieowtosiong [lllel i in., 1991]. W 1992 roku
potwierdzono to doniesienie i dodatkowo zauwazono, ze przenikanie zalezy
od wtasciwosci fizycznych badanej substancji i czasu jej aplikacji [Hueber i in., 1992].
W kolejnym roku Rolland ze swoim zespotem obserwowat przenikanie mikroczastek
polimerowych (wielkos¢ 5 um), zawierajgcych adapalen, do gruczotu tojowego [Rolland
iin., 1993]. W roku 1999 Lademann i jego zespdt badat przenikanie dwutlenku tytanu
do warstwy rogowej naskodrka i mieszkdw wtosowych. Zauwazyli oni, ze filtr
przeciwstoneczny gromadzit sie gtdwnie na powierzchni skéry i rejonie infudibulum
mieszkéw wtosowych [Lademann i in., 1999]. Dwa lata pdzniej ten sam naukowiec
przyjrzat sie zaleznosci produkcji sebum, aktywnosci wzrostu wtosa i wptywie tych
czynnikdw na przenikanie do mieszkéw wtosowych. W ten sposéb wyrdzniono wtosy
,aktywne” i ,nieaktywne”, o ktérych wspomniano wczesniej. Kolejne lata przyniosty
dalszy rozwdj metod badania przenikania do mieszkdw witosowych, skupiono sie
na nowoczesnych postaciach leku promujacych penetracje do mieszkdw wtosowych.
Ze wzgledu na to, jak niewielkim uktadem jest jednostka folikularna (dtugos¢ okoto
4 mm, Srednica otworu wtosowego okoto 200 um) zaczeto wnikliwie badac¢ wielkos$¢
irodzaj czastek, ktdore najlepiej przenikatyby do tej struktury. Do czagstek, ktore
promujg penetracje do mieszkéw wtosowych zaliczono state nanoczastki lipidowe,
nanostrukturalne nosniki lipidowe oraz nanoczastki polimerowe. Grupa naukowcéw
udowodnifa, ze nanoczastki wnikajg znacznie lepiej do jednostki folikularnej, niz
standardowe postaci leku. Porownano przenikanie dwoch formulacji, zawierajgcych
fluoresceine, przez skoére Swinskg. Pierwsza zawierata barwnik inkorporowany
w czgstkach o wielko$ci 320 nm, a drugg stanowit hydrozel. Zaobserwowano gtebsza
penetracje nanoczastek do mieszkéw wtosowych. Dodatkowo dowiedli oni réwniez,
zew poréwnaniu z tradycyjnymi postaciami leku do podania na skére formy
zawierajgce nanoczgstki mogg kumulowac sie w mieszkach wtosowych do 10 dni,
cooznacza, ze ich obecnos¢ byta wykrywalna o 6 dni dtuzej niz po aplikacji

konwencjonalnego zelu. Dzieki takim wtasciwosciom mikrosfer lipidowych terapie
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chordéb skéry gtowy bytyby mniej czasochtonne i ucigzliwa dla pacjentéw, gdyz mogtyby
by¢ stosowana co kilka dni, a mozliwo$s¢ gromadzenia sie czgstek w jednostce
folikularnej zapewnityby dtugotrwate dziatanie i rzadszg koniecznos¢ aplikacji
produktu. [Lademann i in., 2007].

W literaturze znajdziemy doniesienia wskazujgce na rézne wymiary czgstek
penetrujgcych w gifgb mieszka wiosowego. Tabela nr 2 ukazuje jak duzym
zroznicowaniem pod wzgledem rodzajow i wymiardow cechujg sie sfery mogace

przenika¢ droga transfolikularna.

Tabela 2. Przyktady czastek przenikajacych do mieszkéw wiosowych.

RODZAJ CZASTKI WIELKOSC CZASTEK ZRODLO
Mikroczastki 0,75-6,0 um [Tolliin., 2004]
- 320 nm [Lademanni in., 2007]

NanOCZQStkI PLGA | Od 120 dO 1000 nm [Patzelt iin., 2()11]

krzemionki
Nanoczastki polistyrenowe 20200 nm [z‘ggf‘]rez'Romé" Hn-
Nanoczastki
polikaprolaktonu i 40i 130 nm [Shim iin., 2004]

polietylenoglikolu

SLN 198 nm [zl-;r:]ishehkariin.,
SLN 172 nm i[r\:\-l’ozs(i)clk:]—Frqckowiaki
Nanoczastki lipidowe 242 nm [Lohan i in., 2017]
NLC 200 nm [Gomes Martins, 2014]
SLM 4,2 pm [Lauterbach Mueller-

Goymann, 2014]

Poczatkowo oznaczano gtebokos¢ penetracji czgstek do mieszkéw wtosowych
w zakresie od 750 nm do 6 um. Najgtebiej okazaty sie przenikaé czastki o wielkosci
1,5um ([Toll i in., 2004]. W kolejnych latach naukowcy przeprowadzili pomiary
penetracji czgstek kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego o duzo mniejszych

wymiarach, od 100 do 900 nm. Zauwazyli oni, ze w przedziale wielko$ci 100-650 nm
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im wieksze byty czastki, tym penetrowaty giebiej. Najgtebiej, az do regionu bulge,
whnikaty sfery o wielkosci 643 nm. Sfery powyzej 650 nm penetrowaty znaczgco ptycej,
jednak wcigz osiggaty gtebokos¢ 600 um mieszka wtosowego, co pozwolito im osiggngd
ujscie gruczotu tojowego. Co ciekawe, wyniki dla sfer najmniejszych byty podobne
do tych wykazywanych przez sfery najwieksze. Czgstki o wielko$ci 122 nm i 860 nm
docieraty do gtebokosci okoto 600 um mieszka. Na podstawie obserwacji, ze gtebokos¢
penetracji czgstek zalezy od ich wielkosci, autorzy podkreslili mozliwo$é zastosowania
celowanej terapii w mieszku wtosowym. W takim przypadku, w zaleznosci
od wymiaréw czgstek aplikowanej formulacji, penetrowatyby one do okreslonej
struktury mieszka wtosowego i tam uwalniana bytaby substancja lecznicza wywotujgca
okreslone dziatanie [Patzeltiin., 2011].

W celu utatwienia i zwiekszenia penetracji czastek do mieszkéw wiosowych
zostata opracowana metoda biopsji cyjanoakrylowej. Polega ona na aplikacji na skore
zawierajgcg mieszki wiosowe kleju cyjanoakrylowego. Nastepnie pokrywa sie klej
tasmg i po wyschnieciu odrywa. Na tasmie pozostaje zawarto$s¢ mieszkdw wiosowych
jak | okoto 30% stratum corneum. Procedura ta pozwala na otwarcie zamknietych
mieszkéw wiosowych i przez to utatwia przenikanie substancji [Toll i in., 2004; Vogt
iin., 2015]. Biopsja cyjanoakrylowa poza odblokowaniem samego dostepu
do nieaktywnych mieszkow wtosowych zapewnia rdéwniez usuniecie zawartosci
infundibulum i samego witosa, co poza dodatkowym zwiekszeniem penetracji
do mieszkdw, umozliwia zwiekszenie przestrzeni magazynowania w nim substancji
leczniczej. Udowodniono, ze mieszki wtosowe stanowig znacznie efektywniejszy
zbiornik dla substancji leczniczej niz stratum corenum, ktére ulega ciggtej keratynizacji.
Wptyw na to ma budowa samego mieszka i wglebienie jakie tworzy w skérze
[Lademanniin., 2007; Ossadnik i in., 2006; Otberg i in., 2004].

Inng metodg zwiekszajacg penetracje czastek do mieszkéw wiosowych jest
masaz. We wczesniej przytoczonej pracy badawczej pordwnujgcej przenikanie czgstek
zawierajgcych fluoresceine dowiedziono rdéwniez, ze zastosowanie masazu
po wczesniejszej aplikacji produktu zawierajgcego nanoczgstki, promuje przenikanie
formulacji w gitagb jednostki folikularnej. Tego zjawiska nie zaobserwowano dla
hydrozelu. Dodatkowo zauwazono, ze kiedy tkanka nie byta poddana masazowi

gtebokos¢ penetracji dla obu formulacji byta taka sama. Autorzy podkreslili, ze ruch
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wiosa w mieszku wtosowym i jego dachéwkowa powierzchnia dziatajg na zasadzie
Lpompy”, ktéra powoduje ,zasysanie” czgstek o wielkosci zblizonej do wymiaréw
komorek keratyny (500-800 nm) w gtgb mieszka wtosowego. To zjawisko zauwazalne
jest tylko w warunkach in vivo, jednak mozliwe jest réwniez jego wzbudzenie poprzez
zastosowanie masazu w warunkach in vitro, dzieki temu spotegowana zostaje
penetracja czgstek lipidowych [Lademann i in., 2007].

Transport transfolikualrny okazuje sie by¢ réwniez duzo szybszy niz transport
transepidermalny. Naukowcy poréwnali te dwa rodzaje transportu po dwuminutowej
aplikacji szamponu zawierajgcego kofeine. Wyniki pokazaty, ze w przypadku
przenikania przez mieszki wtosowe stezenie na poziomie 6,3 ng/ml wykrywalne byto
we krwi po uptywie 5 minut od aplikacji. Kiedy mieszki wtosowe byty zablokowane
i mozliwy byt tylko transport przez skére, stezenie takie we krwi zostato osiggniete
dopiero po 20-30 minutach. Po uptywie 2 godzin stezenia osiggnety wartosci
maksymalne okoto 20 ng/ml i byty poréwnywalne dla obu rodzajéw transportu [Otberg
iin., 2007].

Do klasycznych metod badania przenikania in vitro nalezy model przeptywowy
z uzyciem komor Franza z zastosowaniem skory ludzkiej po biopsji lub modele
zwierzece. Do metod in vivo mozemy zaliczyé tape-stripping oraz badanie stezen
we krwi czy moczu. Ze wzgledu na charakterystyczng budowe mieszkéw wtosowych
opracowano dwie dodatkowe procedury badania penetracji drogg transfolikularna:
metode blokowania mieszkéw wtosowych i metode differential stripping [Patzelt i in.,
2008]. Pierwsza z nich umozliwia porownanie przenikania przez skére drogg
transepidermalng i transfolikularng. W pierwszym etapie polega ona na zbadaniu
transportu substancji przez skére obiema drogami, aby w drugim etapie zablokowac
mieszki wtosowe i oznaczy¢ przenikanie tylko drogg transepidermalng. Dzieki temu
w tatwy sposéb mozina zaobserwowaé jaki wplyw na przenikanie substancji
ma transport transfolikularny. Blokowanie mieszkéw przeprowadza sie za pomocg
lakieru do paznokci [Teichmann i in., 2006], czy mieszaniny lakieru z woskiem [Otberg
iin., 2007]. Badania te wykorzystano miedzy innymi do oznaczenia przenikania filtrow
przeciwstonecznych, kurkumy i kofeiny. Druga z metod differentia stripping polega
na usunieciu za pomocg tasmy adhezyjnej warstw stratum corneum zawierajgcych

zaaplikowany preparat. Nastepnie na to samo miejsce aplikowany jest wspomniany
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wczesniej klej cyjanoakrylowy, ktdry pokrywa sie tasmg. Po wyschnieciu tasma zostaje
oderwana a zawarto$s¢ mieszka wtosowego wyizolowana. Technika ta umozliwia
oznaczenie zawartosci substancji leczniczej w jednostce folikularnej, ale moze by¢
rowniez wykorzystana w celu zwiekszania penetracji [Patzelt i in., 2008; Teichmann

iin., 2005].

3. NANOCZASTKI LIPIDOWE

Definicja nanoczastki nie jest do dnia dzisiejszego jednoznaczna i rdzni sie
w zaleznosci od dyscypliny naukowej. Przyjmuje sie, ze nanoczgstki majg wielkosci
w zakresie nanometrycznym od 1 do 1000 nm. FDA natomiast definiuje nanoczastki
jako struktury o wielkos$ci ponizej 100 nm [Keck i Miller, 2013]. Komisja Europejska
w 2011 roku okreslita nanomateriaty jako ,naturalny, powstaty przypadkowo Ilub
wytworzony materiat zawierajgcy czastki w stanie swobodnym lub w formie agregatu
badz aglomeratu, w ktdrym co najmniej 50% lub wiecej czgstek w liczbowym rozktadzie
wielkosci czgstek ma jeden lub wiecej wymiaréw w zakresie 1-100 nm”. W przemysle
farmaceutycznym przyjmuje sie, ze nanoczagstki stanowig sfery o wielkoSci
0od 10 do 1000 nm wytworzone z uzyciem biozgodnej substancji [Khezri i in., 2018].
Poczatkowo ta nowoczesna postac leku rozwijana byta pod katem podania jej dozylnie.
W 2005 roku zarejestrowano pierwszy na Swiecie lek zawierajgcy nanoczastki,
Abraxane®. Jest to zawiesina nanoczgstek alouminy surowicy krwi ludzkiej, zawierajaca
paklitaksel. Lek ten stosowany jest w leczeniu raka piersi z przerzutami, w postaci
wlewu dozylnego [Roberts i in., 2017].

Dyspersje lipidowe sg to heterogenne systemy, ktérych faze wewnetrzng
stanowi staty w temperaturze pokojowej i w temperaturze organizmu cztowieka lipid,
badz jego mieszania z lipidem ciektym. Faze zewnetrzng stanowi natomiast woda.
Stabilizowane sg przez jeden albo dwa emulgatory. Od poczatku lat 90, kiedy
to pierwszy raz opracowano state lipidowe nanoczastki jako alternatywe dla
istniejgcych juz nosnikdow substancji leczniczych: emulsji, liposoméw i czastek
polimerowych, przeprowadzono setki badan rozwijajacych tg dziedzine. Przyczynita sie
do tego dostepnos¢ metod wytwarzania, brak wtasciwosci toksycznych stosowanych

sktadnikdw, a takze zalety w poréwnaniu do postaci tradycyjnych. Do statych

21



nanoczgstek lipidowych nalezg SLN i NLC. SLN zawierajg matryce lipidowg zbudowang
z lipidu statego w temperaturze pokojowej (w stezeniu od 0,1% do 30%) i emulgatora
(w stezeniu od 0,5% do 5%). Druga generacja statych czastek lipidowych, NLC,
zbudowana jest z mieszaniny lipidu statego i ciektego w stosunku 70:30. Te dwie grupy
czgstek rdéznig sie strukturg wewnetrzng (Ryc. 3). SLN majg budowe bardziej
uporzadkowang, ,cegietkowg”, natomiast NLC tworzg nieuporzadkowane struktury
o roznych ksztattach. Dzieki takiej budowie czgstki drugiej generacji charakteryzujg sie
wiekszg pojemnoscig wewnetrzng, przez co mogg byé do nich inkorporowane wieksze
ilosci substancji leczniczych [Garcés i in., 2018; Pardeike i in., 2009; Sala i in., 2018].
Zespot naukowcow w 2004 roku otrzymat SLN i NLC zawierajgce substancje
przeciwgrzybiczg — klotrimazol. Wykazali, ze w czgstki NLC, ze wzgledu na strukture
jaka posiadajg, mozna inkorporowac¢ okoto 5-10% wiecej substancji leczniczej niz
w SLN. Uwalnianie APl nastepowato z nich rdwniez szybciej. Natomiast czgstki SLN
cechowaty sie lepszymi zdolnosciami okluzyjnymi, co jest efektem pozgdanym kiedy

stosowane sg na skore [Souto i in, 2004].

Rycina 3. Struktura wewnetrzna SLN (A), struktura wewnetrzna NLC (B) [Miiller i in., 2007]

Opracowano wiele metod otrzymywania czastek lipidowych.
Do najpopularniejszych z nich nalezy: homogenizacja wysokocisnieniowa [Souto i in.,
2004; Wissing i Miiller, 2003] technika tworzenia mikroemulsji, metoda emulgowania
i odparowania rozpuszczalnika, technika wysokoobrotowej homogenizacji i sonikacja.
Sonikacja, ktéra zostata zastosowana w niniejszej pracy, wyrdznia sie tatwoscig
prowadzenia procesy i brakiem uzycia toksycznych, organicznych rozpuszczalnikow.
Proces ten wystepuje w literaturze rzadko jako samodzielna metoda jest jednak

nieskomplikowany i nie pochtania duzo czasu [Schwarz i in., 2012]. Metoda sonikacja
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jest procesem polegajgcym na zmianie energii elektrycznej w energie fal dzwiekowych.
Fale dzwiekowe rozchodzg sie w medium i dzieki temu nastepuje dyspersja czgstek
w roztworze. Metoda ta nie jest jednak pozbawiona wad. Podczas przeprowadzania
procesu istnieje zagrozenie zanieczyszczenia formulacji metalami, ktére moga sie tam
dostac z urzadzenia. W porédwnaniu z homogenizacjg wysokoci$nieniowg otrzymane
czastki tworzg uktady mniej homogenne [Schwarz i in., 2012]. Tabela 3 przedstawia
zestawienie rodzajow, wielkosci i zastosowan czgstek otrzymanych za pomoca
sonikacji.

Substancja lecznicza inkorporowana w czgstkach lipidowych moze znajdowa¢
sie w roznych czesciach tej struktury, co bedzie bezposrednio wptywaé na proces jej
uwalniania. Wyrdzniamy 3 gtéwne modele (Ryc. 4): kiedy substancja lecznicza jest
homogennie rozproszona w catej czgstce, kiedy znajduje sie w otoczce i kiedy
wystepuje w rdzeniu [Khezri i in., 2018]. To jaki uktad zostanie otrzymany zalezy
od uzytych substancji pomocniczych, wtasciwosci APl i samego procesu sporzgdzania.
Model homogenny (A) powstaje w procesie homogenizacji na zimno, badZ przy
zastosowaniu leku o wtasciwosciach silnie lipofilowych, ktéry dobrze rozpuszcza sie
w podtozu ttuszczowym i w procesie chfodzenia nie dochodzi do rozdziatu faz miedzy
lipidem i lekiem. Model B powstaje, gdy substancja lecznicza tworzy w podtozu
lipidowym roztwér nienasycony i lipid rekrystalizuje w pierwszej kolejnosci. Model C
natomiast tworzy sie, gdy roztwér jest prawie lub catkowicie nasycony i kiedy podczas
procesu chtodzenia nastepuje przesycenie APl w stopionym lipidzie i lek krystalizuje

szybciej niz lipid [Mller, Radtke i Wissing, 2002; Miiller, Mader i Gohla, 2000].
Powtoka zawierajgca substancje leczniczag Lipidowa powtoka

B @

Substancja lecznicza réwnomiernie Lipidowy rdzen Rdzen zawierajacy substancje lecznicza
rozproszona

Rycina 4. Modele inkorporacji substancji leczniczej do czastek lipidowych SLN [Miiller i in., 2000].

23



Tabela 3. Przyktady formulacji otrzymanych metoda sonikacji

SREDNIA
RODZAJ . SUBSTANCJA o ) .
PODLOZE TEUSZCZOWE/EMULGATOR WIELKOSC SPOSOB PODANIE ZRODtO
CZASTKI LECZNICZA
CZASTEK
SLN Compritol 888 ATO/Poloxamer 188 roksytromycyna 172 nm Na skorg, do mieszkow | [Wosicka-Frackowiak i
wiosowych in., 2015]
SLM | Rézne - 0d 1do 30 um Iniekcja dozylna [Pietkiewicz i
Sznitowska, 2004]
SLN Compritol 888 ATO/Tween 80 - <300 nm - [Sznitowska i in., 2017]
SLN Compritol 888 ATO/Tego Care 450 - <360 nm - [Sznitowska i in., 2017]
NLC | Compritol 888 ATO, Miglyol 812/Lutrol F68 ketoprofen 335nm Na skére [Puglia i in., 2008]
naproxen 380 nm
SLN Precirol ATO 5/Plantacare 810 UP kwas flufenamowy 106 nm Na skére [Schwarziin., 2012]
NLC Precirol ATO 5, Miglyol 812/Plantacare 810 UP kwas flufenamowy 118 nm Na skére [Schwarziin., 2012]
SLN Compritol 888 ATO/Lecytyna, polyoxyl (40) stearate Mitoksantron 61 nm Iniekcja podskérna [Luiin., 2006]
Compritol 888 ATO, Precirol ATO 5/ (Poloxamer 188, 0d 300 nm do > B
SLN Tween 20 and Tween 80, laurylosiarczan sodu, Kwercetyna Na skore [Boseiin., 2013]
. 1000 nm
dokuzynian sodu
NLC Palmitynian cetylu, Miglyol 812/Tween 80 Metotreksat <500 nm Na skore [Ferreiraiin., 2015]
NLC Witepsol E85, Miglyol 812/alcohol poliwinylowy Metotreksat 252 nm Ogolnoustrojowe [Ferreiraiin., 2016]
i miejscowe na skore
palmitynian
SLN Compritol 888 ATO/Span 80 270 nm Na skore [Claresiin., 2014]
glicerolu
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State czgstki lipidowe badane sg pod kgtem mozliwosci podania ich do ptuc,
doustnie, dozylnie [Wissing i in., 2004], do oka [Fangueiro i in., 2014; Leonardi i in.,
2014; Sanchez-Lopez i in., 2017] i dostarczenia substancji leczniczej do mdzgu [Jose
iin., 2014; Kumar i in., 2014]. W dermatologii, do aplikacji na skore, zastosowanie
znajdujg rozne postaci leku, jednak tg najbardziej powszechng sg preparaty potstate:
masci, kremy, zele. Nanoczgstki lipidowe SLN czy NLC wystepujg w formie wodnej
dyspersiji i cechujg sie niewielkg lepkoscig. Aby uzyskaé odpowiednig koricowg potstaty
postaé preparatu konieczne jest zastosowad jednej z dwodch strategii. Pierwsza,
w ktorej gotowg zawiesine bezposrednio tgczy sie z wczesdniej przygotowang formag
potstatg. Druga, ktéra polega na zwiekszeniu lepkosci formulacji poprzez dodatek
odpowiednich substancji pomocniczych [Garcés i in., 2018; Pardeike i in., 2009].

W sktad czgstek SLN wchodzi podtoze ttuszczowe, emulgator i woda. Wybor
odpowiednich substancji pomocniczych ma wplyw na wifasciwosci fizyczne
ostatecznego produktu. W tabeli 4 przedstawiono najczesciej stosowane substancje

stosowane przy otrzymywania dyspers;ji lipidowych.
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Tabela 4. Podtoza ttuszczowe i emulgatory uzywane do wytwarzania SLN do podania na skére. Na podstawie
[Garcés i in., 2018; Montenegro i in., 2016; Schifer-Korting, Mehnert, Korting, 2007]

Nazwa Nazwa handlowa
PODLOZA TLUSZCZOWE
Palmitynostearynian glicerolu Precirol® ATO 5
Behenian glicerolu Compritol® 888 ATO

Kwas palmitynowy -

Wosk pszczeli -

Palmitynian cetylu Precifac® ATO 5, Cutina® CP
Tristearynian glicerolu Dynasan® 118
Tripalimitynian glicerolu Dynasan® 116
Trimyrystynian glicerolu Dynasan® 114

Kwas stearynowy -

EMULGATORY
Polisorbat 80 Tween® 80
Polisorbat 20 Tween® 20

Distearynian poliglicerylo-3 metyloglukozy Tego Care® 450

Poloxamer 407 Pluronic® F127
Polaxamer 188 Lutrol® F68, Pluronic® F68
- Tyloxapol®

- Miranol Ultra® C32

Lecytyna sojowa -

Wybér odpowiedniego podtoza ttuszczowego, jego polarnosé i rozpuszczalnos$é
w nim substancji leczniczej majg wptyw na przenikanie lekéw w gtgb skéry. Grupa
naukowcéw pordwnata penetracje betametazonu ze statych czagstek lipidowych,
sporzgdzonych z uzyciem rdéznych podtozy ttuszczowych, z konwencjonalng mascia.
Wykazano, ze znacznie wieksza czes¢ substancji leczniczej przedostawata sie do skéry
w przypadku aplikacji formulacji, gdzie nosnikiem byty SLN. Przy aplikacji czastek
otrzymanych z uzyciem Precirol® ATO 5 otrzymano najwyzsze stezenia betametazonu
w skérze, co wyttumaczono najlepszg rozpuszczalnoscig tej substancji leczniczej
w podtozu, powinowactwem podtoza lipidowego do lipidéw stratum corneum, jak
réwniez najmniejszg wielkoscig tych czastek [Jenseniin., 2011].

Nanoczgstki lipidowe posiadajg wiele zalet w poréwnaniu z konwencjonalnymi

postaciami leku stosowanymi na skdre. Majg one charakter lipofilowy, dzieki czemu
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mogg tatwo pokonac bariere jaka jest stratum corneum. NLC i SLN wytwarzane
sg z substancji biozgodnych i biodegradowalnych, dlatego sg nietoksyczne dla
organizmu ludzkiego. Czastki lipidowe wykazujg lepsze wchtanianie przezskérne oraz
cechujg sie kontrolowanym uwalnianiem substancji leczniczej. Kolejng zalete stanowi
zdolnos$¢ czastek lipidowych do ochrony fizycznej inkorporowanej w nie substancji
leczniczej [Montenegro i in.,, 2016; Trombino i in., 2009]. SLN dajg mozliwos¢
inkorporowania w nie substancji zaréwno lipofilowych jak i hydrofilowych. Ponadto
mate wymiary nanoczastek przyczyniajg sie do zwiekszenia ich wtasciwosci adhezyjne
i powierzchni kontaktu z warstwg rogowg, promujac przenikanie leku przez skoére
[Garcésiin., 2018; Pardeike i in., 2009]

Wissing i Miller poréwnali wtasciwosci nawilzajagce dwodch preparatow.
Pierwszym z nich byta konwencjonalna emulsja o/w, a drugim emulsja zawierajgca
state czastki lipidowe o wielko$ci 480 nm. Preparaty byly aplikowane przez okres
4 tygodni. Po tym czasie przy pomocy korneometru oznaczono nawilzenie skory.
Wyniki pokazaty, ze obydwie formulacje wptynety korzystnie na poziom nawilzenia
skéry, z tym ze, formulacja zawierajgca SLN w duzo wiekszym stopniu [Wissing i Miller,
2003]. Zjawisko wzrostu nawilzenia skéry po aplikacji czastek lipidowych zostato przez
naukowcéw wyttumaczone zdolnoscia czastek do tworzenia okluzyjnego filmu
na powierzchni skoéry, ktdéry ogranicza transepidermalng utrate wody. Jako drugi
mechanizm ttumaczacy te wtasciwosci wymienili adhezje czgstek do stratum corneum,
dzieki czemu wzmacniana zostaje bariera lipidowa skéry [Garcés i in., 2018; Miiller i in.,
2002].

W innym badaniu nanostrukturalne nosniki lipidowe zawierajgce leki
przeciwzapalne takie jak ketoprofen i naproksen, poddane zostaty badaniom
przenikania przez skore ludzka. Wykazano, ze «czastki zdolne byty przenikaé
i akumulowac sie w warstwie rogowej naskérka. Dodatkowo mozliwe byto zapewnienie
przedtuzonego uwalania substancji leczniczej w skdrze w poréwnaniu z roztworem.
NLC wykazywaty zdolnosci akumulacji w stratum corneum [Puglia i in., 2008]. Rowniez
Zoubari i jego zespdt wskazujg na przedtuzone uwalnianie substancji z no$nikdéw
lipidowych. Podkreslajg, ze zalezy ono od struktury krystalicznej zastosowanego
podtoza ttuszczowego i rozpuszczalnosci substancji leczniczej. Czgsteczki o budowie

bardziej uporzadkowanej uwalniaty substancje leczniczg wolniej niz te, ktérych
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struktura byfa mniej uporzagdkowana [Zoubar i in., 2017]. Hamishehkar i jego zespot
potwierdzili zdolno$¢ gromadzenia sie czgstek lipidowych w skorze. Badali oni
formulacje statych czastek lipidowych zawierajgcych kofeine, stosowanych w terapii
cellulitu. Dowiedli oni, ze formulacja SLN kumuluje sie w skérze w wiekszym stopniu niz
standardowy hydrozel zawierajgcy kofeine. Potwierdzili rowniez trzykrotnie mniejsze
wchtanianie ogdlnoustrojowe kofeiny z formulacji SLN [Hamishehkar i in., 2015].
Powyisze przyktady potwierdzajg jak duze znaczenie dla rozwoju terapii
w dermatologii miatoby zastosowanie dyspersji lipidowych. Sfery lipidowe umozliwiajg
lepszg penetracje sktadnikdw do okreslonych tkanek, dzieki czemu mozliwy bytby
wzrost skutecznosci i bezpieczedstwa terapii. Jednak poza wieloma wyzej
wymienionymi zaletami SLN nie sg one pozbawione wad. Najwiekszg z nich jest,
wspomniana wczesniej, mozliwos¢ inkorporowania do nich tylko niewielkiej iloSci
substancji leczniczej, co wynika z budowy wewnetrznej czgstek. Ponadto w samej
formulacji podczas przechowywania moze dojs¢ do zjawiska rekrystalizacji i wycieku
substancji leczniczej spowodowanych zmianami w strukturze. Kolejng wada tych
nos$nikow jest duza zawartos¢ wody. Stanowi ona miedzy 70 a 99,9% zawartosci
formulacji, przez co w procesie wytwarzania nie jest mozliwe otrzymanie zawiesiny
o wysokim stezeniu nanoczastek [Ganesan i Narayanasamy, 2017; Pardeike i in., 2009;

Salaiin., 2018].

4. TOKSYCZNOSC NANOCZASTEK

Nanoczgstki stosowane na skoére, ktore przenikng do krwi, mogg wywieraé
dziatanie toksyczne. Badane byty formulacje aplikowane podskdrnie myszom bedacym
W cigzy, zawierajace dwutlenek tytanu w formie nanoczastek. Okazato sie, ze TiO,
penetruje do mdzgu prowadzac do jego uszkodzenia, a takze wptywa na redukcje
dziennego wytwarzania niesienia u potomstwa pfci meskiej [Takeda i in., 2009].

Keck i Miller zaproponowali w roku 2012 system klasyfikacji nanotoksycznosci.
Rozrdznia on 4 klasy bezpieczenstwa nanosfer w farmacji. Klasy te réznig sie miedzy
sobg zakresem wielkosci czastek i biodegradowalnoscig. Czastki biodegradowalne
metabolizowane s3 w organizmie do zwigzkédw naturalnie tam wystepujacych.

Autorzy zaznaczaja, ze problem bezpieczenstwa podania tak matych czastek wigze sie
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zich wiekszg adhezyjnoscia do powierzchni tkanki. Zakres wielkosci, na ktdrym
skupiono sie w tej kwalifikacji wynosi od 100 do 1000 nm. Wyznaczenie dolnej granicy
na poziomie 100 nm spowodowane jest tatwiejszym przenikaniem czgstek o tych
rozmiarach przez btony komérkowe. Do klasy pierwszej bezpieczenstwa zaliczamy
czastki o wielkosci powyzej 100 nm i biodegradowalne, do drugiej czastki o wielkosci
powyzej 100 nm, niebiodegradowalne. Grupe trzecig stanowig czgstki o wymiarach
ponizej 100 nm, biodegradowalne i ostatnig czastki o tych wielkosciach
niebiodegradowalne. Grupa | cechuje sie brakiem lub niskim ryzykiem toksycznosci.
Do tej klasy mozemy zaliczy¢é nanoemulsje, liposomy i czgstki lipidowe o odpowiedniej
wielkosci. Natomiast podane uprzednio jako przyktad nanoczastki dwutlenku tytanu
to klasa czwarta. Opisana powyzej klasyfikacja odnosi sie do formulacji aplikowanych
na skdre. Nanoczastki podane inng drogg powinny by¢ rozpatrywane indywidualnie.
Substancje inkorporowane w nanoczgstki w zaleznosci od ich dawki moga
charakteryzowac sie rézing toksycznoscig. Zaproponowana kwalifikacja nie zwalnia
z koniecznosci szerokiego spojrzenia na konkretne formulacje i przenikliwej analizy ich
toksycznosci. Autorzy zaznaczajg koniecznos$¢ standaryzacji metod oznaczania
toksycznosci nanoczastek, badania ich pod katem biodostepnosci, farmakokinetyki,
trwatosci, degradacji, absorpcji przez komorki, interakcji z komdrkami czy ich losu

w komérkach [Keck i Muller, 2013].

5. METODA PLANOWANIA DOSWIADCZEN

Idea postuzenia sie analizg statystyczng na poczatku planowania doswiadczen
anie tylko analizg danych, ktére otrzymano w wyniku eksperymentu ma swoje
poczatki w 1920 roku i jej autorem byt Roland Fisher. W kolejnych latach zaznaczano,
ze odpowiednie zaplanowanie procesu zapewni wysokg jako$¢ produktu. Tak powstat
termin ,,Quality by Design” — jakos$¢ poprzez planowanie. Planowanie doswiadczen jest
metodg polegajagcg na wykazaniu zwigzku pomiedzy czynnikami wptywajgcymi
na proces, a wynikami tego procesu. Czynnik majgcy najwiekszy wptyw okreslany jest
jako parametr krytyczny procesu, a jego zmienno$¢ ma decydujgcy wptyw na jakos¢
otrzymanego produktu i powinna by¢ kontrolowana. Miedzynarodowa Rada

Harmonizacji w wytycznych dotyczacych rozwoju produktéow farmaceutycznych
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(ICH Q8) wyrdznia réwniez pojecie krytycznych atrybutow jakosci. Sktadajg sie na nie
cechy chemiczne, fizyczne, biologiczne oraz mikrobiologiczne opisujgce produkt, ktére
powinny sie miesci¢ w odpowiednich zakresach i potwierdzac jakos¢.

Planowanie eksperymentéw pozwala na:

= wyznaczenie parametru majgcego najwiekszy wptyw na korcowe cechy
produktu,

= wyznaczenie optymalnej wartosci czynnika dla osiggniecia odpowiedniej jakosci
produktu,

= oznaczenie interakcji miedzy czynnikami [Politis, i in., 2017].

Jednym z rodzajow planowania doswiadczen jest full factorial design.
Umozliwia on zbadanie wszystkich mozliwych zaleznosci miedzy czynnikami oraz czy
badane czynniki majg wptyw na efekt korncowy. Planowanie doswiadczen jest
narzedziem utatwiajagcym prace technologa a odpowiednia analiza danych pozwala
na zmniejszenie ilo$ci wykonywanych préb. Obniza réwniez ilo$é uzytych odczynnikdw,
przez co redukowane sg koszty rozwoju nowego produktu [Shah i Pathak, 2010].

Full factorial design staje sie metodg coraz czesciej wykorzystywang
w projektowaniu  doswiadczen. Jej zalety <zostaty wykorzystane réwniez
do optymalizacji wytwarzania SLN. Grupa naukowcéw z Portugalii za pomocga
projektowania doswiadczen zbadata wptyw rézinych czynnikdw na wielko$é statych
czgstek lipidowych  wytworzonych metodg emulgowania i wyparowania
rozpuszczalnika. Okazato sie, ze w tej technice otrzymywania czgstek najwiekszy wptyw
na wielkos¢ ma stosunek rozpuszczalnika do lipidu, a zwiekszenie ilosci rozpuszczalnika
powoduje zmniejszenie wielkosci czgstek. Rodzaj rozpuszczalnika, rodzaj lipidu oraz
ilos¢ emulgatora nie majg wptywu na wymiary, natomiast ilos¢ uzytego lipidu niewielki.
Im mniej lipidu uzyto, tym otrzymane czastki byty mniejsze. Udato sie réwniez
wyodrebni¢ optymalne warunki otrzymywania sfer o konkretnych cechach. Wyniki
przeprowadzonego eksperymentu swiadczg o duzej przydatnosci metody i wskazujg
na ufatwienie pracy technologéw farmaceutycznych [Vitorino i in., 2011].

Metoda planowania doswiadczed postuzyta réowniez do zbadania wptywu
stezenia lipidu i emulgatora na sporzadzanie SLN zawierajgcych linalol metoda
wysokocisnieniowej homogenizacji na gorgco. Uzyskane dane pokazaty istotnosé

wptywu poszczegdlnych czynnikdw na produkt koncowy, jak réwniez umozliwity
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wyodrebnienie wartosci czynnikdw koniecznych do uzyskania formulacji optymalne;j.
Taka formulacjg okazaty sie SLN sktadajgce sie w 1% linalolu, 2% statego lipidu, ktérym
w tym wypadku byt monostearynian glicerolu, 5% emulgatora oraz wody [Pereira i in.,
2018].

Innej grupie naukowcdw metoda full factorial design ufatwita rozwdj
i optymalizacje wytwarzania SLN zawierajgcych rywastygmine metodg homogenizacji
wysokocisnieniowej. Czynnikami, ktorych wptyw na otrzymany produkt zbadano, byty:
stosunek stezenia leku do lipidu, stezenie emulgatora i czas homogenizacji [Shah i in.,
2015].

Przytoczone przyktady pokazujg, jak duze znaczenie w technologii
farmaceutycznej, w ktorej wiele réznych czynnikéw moze mieé wptyw na jakosé
otrzymanego produkty, moze mie¢ metoda planowania doswiadczen. Dzieki niej
proces rozwoju nowej postaci leku, czy nowego produktu, staje sie o wiele fatwiejszy
i szybszy. Metoda ta daje mozliwos¢ obserwacji zaleznosci miedzy czynnikami
i pozwala w szybki i fatwy sposdb zaplanowaé doswiadczenie, przeanalizowac uzyskane

dane i wyciggna¢ odpowiednie wnioski.
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lll. CELE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Gtéwnym celem opisanych w tej rozprawie doktorskiej badan byto okreslenie
wptywu warunkéw procesowych otrzymywania i sktadu mikrosfer lipidowych na ich
penetracje do mieszkdw wtosowych. W przebiegu tego projektu wyrdznié mozna dwa
etapy. Pierwszym z nich byta optymalizacja wytwarzania statych czgstek lipidowych
metodg sonikacji. Polegata ona na wyodrebnieniu takich parametrow procesowych
oraz wyborze takiego emulgatora, ktére pozwolg otrzymaé czastki o okreslonych
wiasciwosciach. W drugiej fazie badan skoncentrowano sie na oznaczeniu penetracji

otrzymanych mikroczgstek do mieszkow wtosowych.
Do szczegétowych etapdw pracy nalezato:

e wybranie odpowiednich parametréow procesowych i rodzaju emulgatoréow
w celu otrzymania formulacji mikroczastek lipidowych,

e wytwarzanie statych czastek lipidowych metoda 1z zastosowaniem
ultradzwiekéw,

e ocena wifasciwosci czastek takich jak wielko$é, potencjat zeta i wspdtczynnik
polidyspersji,

e zbadanie zaleznosci miedzy parametrami procesowymi i cechami emulgatora
na wtasciwosci mikrosfer lipidowych,

e ocena potencjaty draznigcego wybranych formulacji metodg in vitro i in vivo,

e inkorporacja barwnika RBHE w mikrosfery lipidowe,

e obrazowanie penetracji mikrosfer o rdéinych parametrach do mieszkéw

wiosowych.

Wszystkie etapy pracy realizowane byty w Katedrze i Zaktadzie Farmacji
Stosowanej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego we wspodtpracy z Katedra
i Zaktadem Biofarmacji i Farmakokinetyki i Centrum Naukowo-Badawczym Dr Irena

Eris.
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IV. CZESC DOSWIADCZALNA

1.

ODCZYNNIKI

Behenian glicerolu (Compritol 888 ATO), Gattefossé, Lyon, Francja,

Distearynian poliglicerylo-3 metyloglukozy (Tego Care 450), Evonik Industries,
Essen, Niemcy,

Etanol 95°, Polmos, Biatystok, Polska,

Ester heksylowy rodaminy B, Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA,
Fenoksyetanol, etyloheksylogliceryna (Euxyl PE 9010), Schiilke Inc., Norderstedt,
Niemcy,

0,9% roztwoér chlorku sodu, Katedra i Zaktad Farmacji Stosowanej, GUMed,
Monostearynian glicerolu, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone,
Olej z pestek winogron, Olitalia, Forli, Wtochy,

Polisorbat 80 (Tween 80), MP Biomedicals, Santa Ana, USA,

Stearylocytrynian glicerolu (Axol C 62), Evonik Industries, Essen, Niemcy,

Woda oczyszczona metodg wymiany jonowej i odwrdconej osmozy, system Elix 3,

Millipore, Bedford, USA.

APARATURA

Analizator wielkosSci czgstek LS 13 320, Beckman Coulter, Brea, Kalifornia, Stany
Zjednoczone,

Aparat do pomiaru wielkosci czgstek i potencjatu zeta, Zetasizer Nano ZS, Malvern
Instruments, Malvern, Wielka Brytania,

Dezintegrator ultradzwiekowy typ UD-20, Techpan, Putawy, Polska,

Kriotom Cryotome E, Thermo Shandon, Pittsburgh, USA,

Masazer atom, Homedics, Opole, Polska,

Mikroskop fluorescencyjny Nikon Eclipse 50i, kamera Nikon Digital Sight DS-5MC,

lampa rteciowa Nikon C-SHG1 i programam komputerowy NIS Elements Advanced
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Research 3.2, Nikon Corporation, Tokyo, Japonia z zautomatyzowanym napedem
osi Z Prior ES 102E/a, Scientific Instruments, Cambridge, Wielka Brytania,

Ptyta grzewcza SLK 1, Schott Instruments, Mainz, Niemcy,

Program komputerowy SAS JMP wersja 320 8.0, SAS Institute, Cary, USA,

Waga analityczna TYP WAX 62, Zaktady Mechaniki Precyzyjnej Radwag, Radom,
Polska,

Waga laboratoryjna PS 1200/C/1, Zaktady Mechaniki Precyzyjnej Radwag, Radom,
Polska,

pHmetr Five Easy F20, Mettler Toledo, Columbus, Stany Zjednoczone,

Termometr laboratoryjny, szklany, bezrteciowy, Merazet, Poznan, Polska.

MATERIALY

Bibutki do testow tolerancji skérnej, SmartPractice Europe GmbH, Barsbiittel,
Niemcy,

Ludzki model naskdrka EpiDerm™*, MatTek Corporation, Ashland, USA,

Plaster Viscoplast, 3M, Maplewood, Stany Zjednoczone,

Skdra ludzka, Zaktad Patomorfologii, GUMed, Gdansk, Polska.

*Katedra i Zaktad Farmacji Stosowanej GUMed posiada zgode nr TKEBN/120/96

Terenowej Komisji Etyki Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku

na prowadzenie badan z uzyciem skory ludzkiej pobranej ze zwtok lub fragmentéw

skéry uzyskanych podczas operacji chirurgicznych.
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4. METODYKA

4.1. OPTYMALIZACJA WYTWARZANIA MIKROSFER LIPIDOWYCH

4.1.1. Wplyw rodzaju emulgatora i warunkéw procesowych

Planowanie otrzymywania mikrosfer lipidowych za pomocq full factorial design

Po przeprowadzeniu badan wstepnych zdecydowano sie na zbadanie wptywu
rodzaju emulgatora i warunkdw procesowych, takich jak moc aparatu i czas
prowadzenia procesu na wfasciwosci czgstek lipidowych (Ryc. 5). Biorgc pod uwage
czynniki wejsciowe, ilos¢ zmiennych, specyfike procesu oraz cel pracy, przy
projektowaniu i analizie wynikéw, postuzono sie metoda planowania doswiadczen,
a doktadniej full factorial design. To narzedzie pozwala na okreslenie istotnosci wptywu
poszczegdlnych czynnikdw wejsciowych na wyjsciowe witasciwosci otrzymanych
mikrosfer, ale rowniez na zbadanie wptywu wystepujacych miedzy nimi interakcji.
Korzystano z program SAS JMP wersji 320 8.0. W pierwszym etapie zostat
wygenerowany zrandomizowany plan procesu wytwarzania, wedtug ktérego
otrzymywano poszczegblne formulacje. W celu uzyskania zawiesin mikrosfer

lipidowych postuzono sie szybka i tatwg metodg sonikacji.

ULTRASONIKACIA

parametry wejsciowe procesu

EMULGATOR MOC APARATU CZAS PROWADZENIA
TegoCare 450 150W 5 min.
MSG 300W 10 min.
Tween 80 15 min.

Rycina 5. Parametry wejsciowe (réznicujace poszczegélne formulacje) procesu otrzymywania mikrosfer
lipidowych.
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Otrzymywanie mikrosfer

Do otrzymania mikroczastek lipidowych zastosowano dezintegrator
ultradzwiekowy typu UD-20 o czestotliwosci 20 kHz. Wszystkie mikroczgstki zostaty
przygotowane przy uzyciu matrycy ttuszczowej, ktérg stanowit Compritol 888 ATO,
wody oczyszczonej i Srodka konserwujgcego. Poszczegdlne formulacje rdznity sie
natomiast miedzy sobg rodzajem emulgatora i warunkami procesowymi ich
otrzymywania (Tab. 5). W przebiegu badan wykorzystano 4 emulgatory: Axol C 62,
Tego Care 450, MSG i Tween 80, podczas gdy zmiennymi opisujgcymi procedure
wytwarzania czgstek byta moc aparatu, ktéra wynosita odpowiednio 50, 150 lub 300 W
i czas prowadzenia procesu (5, 10 lub 15 minut). Na podstawie wygenerowanego planu
otrzymano 36 formulacji, w trzech powtdrzeniach. Szczegétowe sktady i warunki
wytwarzania wszystkich zawiesin mikrosfer lipidowych, otrzymanych w przebiegu prac

badawczych, zatgczono na koricu niniejszej rozprawy doktorskiej.

Tabela 5. Sktad i warunki otrzymywania formulacji 1-36.

Nr formulacji | Emulgator [2%] | Moc aparatu [W] | Czas [min.]
1-9 Axol C 62 50, 150, 300 5,10, 15
10-18 Tego Care 450 | 50, 150, 300 5,10, 15
19-27 MSG 50, 150, 300 5,10, 15
28-36 Tween 80 50, 150, 300 5,10, 15

Przed przystgpieniem do sporzadzania odwazono dwie fazy niezbedne w tym
procesie. Faze lipidowa, ktérg stanowit emulgator w stezeniu 2% i podtoze ttuszczowe
w stezeniu 5% oraz faze wodng zawierajgcg wode w ilosci 92% i konserwant w stezeniu
1% (Ryc. 6). Jedynie w prébkach zawierajgcych emulgator Tween 80 substancja
ta dodawana byta do fazy wodnej. Faze ttuszczowga topiono w temperaturze 70-80°C,
afaze wodng podgrzano do temperatury 70-80°C. Po osiggnieciu odpowiedniej
temperatury przez ukfady, potaczono je wlewajgc faze ttuszczowa do fazy wodnej
i poddano dziataniu ultradzwiekéw przy zastosowaniu odpowiednich parametréw
procesowych. W ten sposdéb sporzadzono formulacje zawiesin mikrosfer lipidowych,
ktére ochtodzono w temperaturze pokojowej i rozdozowywano do plastikowych

pojemnikéw. Otrzymane prébki poddano pomiarom ich wtasciwosci fizycznych.
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Fazawodna Fazatiuszczowa

70-B0%C 70-30°C faza thuszczowa
woda i .
| % emulgator <\o 4

Sr. konserwuacy | podicie thusiczowe

[

Phyta grzawcza faza wodna

* jedynie w przypadku zawiesin zawigrajacych
Tween B0 emulgator inajdowat sie w fazie

wodng| s
! Homogenizator ultradiwiskowy

Rycina 6. Schemat procesu otrzymywania mikrosfer lipidowych
Obserwacje wizualne
Czastki byty obserwowane pod katem ich barwy, konsystencji i homogennosci.
Pomiar wielkosci czgstek
Oceny wielkosci czgstek dokonano przy uzyciu techniki dynamicznego
rozproszenia $wiatta za pomocg aparatu Zetasizer Nano ZS. Wyznacza on parametry
opisujgce czastki takie jak wspodtczynnik polidyspersji czy srednia wielko$é czastek.

Przed dokonaniem pomiary préby rozcieficzano wodg oczyszczona tysigckrotnie.

Pomiar potencjatu zeta
Potencjat zeta zmierzono za pomocg aparatu Zetasiezer Nano ZS technika
dopplerowskiej elektroforezy laserowej. Przed dokonaniem pomiary préby byly

rozcienczane tysigckrotnie wodg oczyszczona.

Pomiar wartosci pH
pH formulacji mierzono metodg potencjometryczng, za pomocg wczesniej
skalibrowanej elektrody kombinowanej bezposrednio zanurzonej w zlewce

zawierajgcej zawiesine. Dokonano trzech pomiaréw dla kazdej prébki.

Analiza full factorial design

Otrzymane wyniki przeanalizowano za pomocg programu komputerowego SAS
JMP wersja 320 8.0. Jako parametry wyjsciowe, opisujace czgstki, wybrano Pdl, d(gg)
oraz potencjat zeta. W odpowiedzi zostat wygenerowany model, ktéry na podstawie
zadanych mu parametréw procesowych potrafi przewidzie¢ wartosci zmiennych

wyjsciowych.
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Na podstawie przeglagdu piSmiennictwa podczas analizy przyjeto nastepujgce

zakresy kryteriow doswiadczalnych dla parametrow wyjsciowych:

e wielkos¢ czastek - d(o,g) do 650 nm,
e potencjat zeta od -25 do -50 mV,

e wspotczynnik polidyspersji Pdl - wartosci jak najmniejsze.

Badania trwatosci

Po uzyskaniu wynikow analizy metodg FFD wybrano formulacje, ktére poddano
badaniom trwatosci. Byty to préby, do ktérych wytwarzania zastosowano emulgator
Tego Care 450 i MSG. Przechowywano je w plastikowych pojemnikach przez 2 miesigce
w temperaturze pokojowej i 8°C. Po tym czasie poddano je ponownemu pomiarowi
wielkosci czastek, potencjatu zeta i pH w celu zaobserwowania ewentualnych zmian.
Otrzymane wyniki przeanalizowano za pomocg programu komputerowego SAS JMP
wersja 320 8.0. Procedury oznaczania charakterystyki czgstek jak i analizy FFD byty

jednakowe z opisanymi wcze$nie;.

4.1.2. Wplyw stezenia emulgatora

W wyniku analizy danych z badan wptywu rodzaju emulgatora i parametréw
procesowych na mikrosfery lipidowe, zaprojektowany zostat eksperyment oznaczania
wptyw stezenia emulgatora Tego Care 450 na witasciwosci mikrosfer lipidowych
(Tab. 6). Mikroczastki zostaty przygotowane wedtug wczesniej opisanego procesu.
W przypadku tych badan postuzono sie maksymalng mocg aparatu (300 W) przy
zastosowaniu réznych czaséw (5, 10 i 15 minut). W ten sposéb otrzymano 9 formulacji
réznigcych sie stezeniem Tego Care 450. Dodatkowo przeprowadzono badania
trwatosci w temperaturze pokojowej i 8°C dla tych formulacji. Mikrosfery zostaty
zbadane pod katem ich wielkosci, potencjatu zeta i pH, metodami opisanymi w punkcie
4.1.1 niniejszej rozprawy, zaraz po otrzymaniu i po dwumiesiecznym okresie
przechowywanie. Badanie zostato zaplanowane i wyniki zostaty przeanalizowane przy

pomocy programu SAS JMP wersja 320 8.0.
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Tabela 6. Sktad i czas prowadzenia procesu otrzymywania zawiesin mikrosfer lipidowych dla formulacji nr. 37-45.

Nr formulacji Stezenie emulgatora | Czas prowadzenia procesu | ||0¢¢ fazy wodnej
(Tego Care 450) [min]
37-39 4% 5/10/15 91,0%
40-42 2,5% 5/10/15 92,5%
43-45 1% 5/10/15 94%

4.1.3. Wplyw zastosowania mieszaniny emulgatoréw

W kolejnym etapie badan zdecydowano sie na sprawdzenie wplywu uzycia
mieszaniny emulgatorow na wiasciwosci mikrosfer lipidowych. W tym celu wybrano
dwa emulgatory, Tego Care 450 i Tween 80 i zastosowano je razem w réznych
stezeniach (Tab. 7). Mikrosfery lipidowe zostaty przygotowane i scharakteryzowane

w taki sam sposdb jak opisany wczesniej przy uzyciu mocy 300 W i czasie 15 min.

Tabela 7. Stezenia emulgatoréw w formulacjach 46-48.

Formulacja 46

Formulacja 47

Formulacja 48

Tween 80

0,5

1,0

1,5

Tego Care 450

1,5

1,0

0,5

4.1.4. Wptyw dodatku konserwantu

Ostatnim etapem badan nad wptywem czynnikdw na witasciwosci otrzymanych
mikrosfer lipidowych byto oznaczenie zaleznosci miedzy uzytym konserwantem
(Euxyl PE 9010) a charakterystykg mikroczastek lipidowych. Mikrosfery sporzadzonych
wyzej opisang metodg sonikacji. Zastosowano emulgator Tego Care 450 w stezeniu 2%,
moc aparatu 300 W nie dodajgc konserwantu. Proces prowadzono przez 5, 10 i 15

minut. Otrzymano 3 formulacje (49, 50 51).
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4.2. BADANIA POTENCJALY DRAZNIACEGO IN VITRO

Kontynuacjg badan byto okreslenie potencjatu draznigcego mikrosfer
lipidowych wyrazonego jako procentowy stopien przezywalnosci komadrek po aplikacji
badanego preparatu na model naskérka EpiDerm® (Ryc. 7). Badanie to wykonano
w Centrum Naukowo-Badawczym Dr Irena Eris w Warszawie. Oznaczano potencjat

draznigcy dla prébek nr 15, 29 i 39.

Rycina 8. Przekréj poprzeczny

Na poczatku model EpiDerm” zostat umieszczony w inkubatorze na 24 godziny
w celu kondycjonowania uktadu. Nastepnie badane formulacje byty aplikowane
na powierzchnie insertéw na 60 min (Ryc. 8). Jednoczesnie wykonano pozytywng
probe kontrolng, ktdrg stanowit 5% roztwdr SDS - dodecylosiarczanu sodu w wodzie
i prébe negatywng, ktérg byta woda oczyszczona. Po uptywie tego czasu inserty zostaty
kilkukrotnie przemyte w celu usuniecia testowanego preparatu i umieszczone
w Swiezym medium. Po okoto 40 godzinnym procesie inkubacji prébki przeniesiono
do medium zawierajgcego sél tetrazoliowg (MTT) w stezeniu 1mg/ml. Po 3 godzinach

pobierano barwny produkt, ktéry ekstrahowano izopropanolem i oznaczono
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spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 570 nm. Srednia przezywalno$¢ komérek dla

pojedynczej préby byta wyliczana jako procent sredniej kontroli negatywnej.

4.3. BADANIA TOLERANCIJI SKORNEJ IN VIVO

W celu zbadania potencjatu draznigcego formulacji in vivo wykorzystano
pototwarty ptytkowy test dermatologiczny (Ryc. 9). Oceny tych wtasciwosci dokonano
na grupie 10 ochotnikdbw bez wywiadu alergologicznego, zapoznanych
z przeciwwskazaniami i zaleceniami dotyczgcymi badania. Badaniom poddano prébki
nr 15 i 39. Formulacje czastek lipidowych zostaty w niewielkiej ilosci zaaplikowane
na papierowe ptatki. Dodatkowo w celu zobiektywizowania wynikéw testu wykonano
Slepg prébe, ktorg stanowit sam papierowy ptatek oraz prébe z wykorzystaniem wody.
Plaster przymocowano na przedramieniu wolontariuszy. Po uptywie 48 godzin
od natozenia plastry zdjeto. Pierwszego odczytu dokonano po 15 minutach od zdjecia

plastra wedtug ponizej skali (Tab. 8).

Tabela 8. Skala oceny reakcji skéry

Rumien

0 Brak

0,5 | Lekki odczyn rumieniowy

1 Odczyn rumieniowy (grudki)

2 | Sredni odczyn rumieniowy (grudki, pecherzyki)

3 Silny odczyn rumieniowy (grudki, pecherzyki, pecherze)

4 Bardzo silny odczyn rumieniowy (widoczne owrzodzenie/nadzerka)

Obrzek

0 |Brak

1 Bardzo lekki

2 | Lekki

3 Umiarkowany
4 Bardzo silny
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Rycina 9. Plastry przygotowane do aplikacji na skére (lewa strona) i plaster zaaplikowany na
skore przedramienia (prawa strona).

Po uptywie kolejnych 24 godzin dokonano ponownego odczytu. Na podstawie
obserwacji reakcji skéry oceniony zostat potencjat draznigcy i alergizujgcy badanych
formulacji. Wyniki zostaty przedstawione za pomocg wskaznika podraznien, ktory
stanowi sume wszystkich wynikdw podzielong przez ilos¢ odczytéw. Uzyskana w ten
sposob wartos¢ umozliwia klasyfikacje badanego produktu kosmetycznego wedtug
skali (Tab. 9). Ze wzgledu na brak w sktadach formulacji substancji leczniczej i ich
przysztego zastosowania w preparatach kosmetycznych, do przeprowadzenia badan

nie byta wymagana zgoda komisji bioetycznej.

Tabela 9. Skala klasyfikacji produktu kosmetycznego

Sredni wskaznik podraznienia — Xsr Klasyfikacja wyrobu
Xs$r< 0,50 Niedraznigcy
0,50 < X$r< 2,00 Lekko draznigcy
2,00 < Xs$r< 5,00 Umiarkowanie draznigcy
5,00 < Xs$r Silnie draznigcy

4.4. BADANIA PRZENIKANIA MIKROSFER LIPIDOWYCH EX VIVO

4.4.1. Inkorporowanie barwnika fluorescencyjnego do mikrosfer lipidowych.

Mikrosfery lipidowe inkorporowano barwnikiem fluorescencyjny, ktory
stanowit ester heksylowy rodaminy B, w stezeniu 0,005 mg/ml. W celu otrzymania
czastek o roznych wielkosciami formulacje sporzadzono w rdéinych warunkach

procesowych (Tab. 10).
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Tabela 10. Parametry procesu otrzymywania formulacji 52 i 53 oraz stezenie uzytego emulgatora.

Nr Stezenie emulgatora Czas otrzymywania Moc aparatu
formulacji [%] [min.] [w]

52 2 15 300

53 2 5 150

Czastki otrzymano metodg sonikacji opisang w punkcie 4.1.1, z uzyciem
emulgatora Tego Care 450. Barwnik rozpuszczono w fazie ttuszczowej z dodatkiem
kropli etanolu. Wielko$¢ otrzymanych czastek oznaczono za pomocy analizatora

LS 13 320 firmy Beckman Coulter wykorzystujgcego technike dyfrakcji laserowej.

4.4.2. Przygotowanie materiatu biologicznego do badan.

Materiat biologiczny do badan przenikania mikrosfer lipidowych do mieszkéw
wiosowych zostat pobrany przez pracownikéw Zaktadu Patomorfologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego od niezyjgcych dawcow ze skoéry gtowy. Przechowywany byt
w zamrazarce. Przed przystgpieniem do badania skére rozmrozono, usunieto z niej
tkanke ttuszczowg, oczyszczono jatowym roztworem 0,9% NaCl i osuszono bibutka.

Whtosy przycieto do kilku milimetréw.

W ten sposdb przygotowang tkanke pocieto na mniejsze kawatki i umieszczono
na folii aluminiowej w ptytce Petriego zawierajgcej zwilzong w 0,9% roztworze NaCl
lignine (Ryc. 10). Kolejno niewielkg ilo$¢ zawiesiny mikrosfer, 100 um, zaaplikowano
na skore i przystgpiono do 5 minutowego masazu z uzyciem masazera Atom (Ryc. 11).
Preparaty inkubowano w cieplarce w temperaturze 37°C przez 60 min i 5 godzin.
Po tym czasie materiat oczyszczono z nadmiaru preparatu i osuszono. Slepe préby
stanowita skora na ktdérg zaaplikowano roztwor olejowy barwnika i skéra bez barwnika.
Nastepnie przystgpiono do przygotowania przekrojow poprzecznych skdéry. Prébki
umieszczono w aparacie Criotomu E gdzie zamrozono je w temperaturze -60°C aby
w dalszym toku prac pocigé je, w temperaturze -25°C, na przekroje poprzeczne
o grubosci okoto 20 um. Materiat biologiczny zbierano na szkietkach podstawowych

i poddawano obserwacjom mikroskopowym.
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Rycina 10. Skéra ludzka z gtowy przygotowana do Rycina 11. Proces masowania
aplikacji formulacji materiatu biologicznego

4.4.3. Obrazowanie przenikania mikrosfer lipidowych do mieszkéw wiosowych

Przekroje poprzeczne obserwowane byty pod mikroskopem
epifluorescencyjnym Nikon Eclipse 50i z lampg rteciowa. Ze wzgledu na uzyty barwnik
RBHE i jego maksimum absorpcji promieniowania swietlnego przy dtugosci fali 555 nm
i emisji promieniowania Swietlnego przy dtugosci 579 nm zastosowano filtr zielony
G 2A o zakresie 510-560 nm. Podczas obrazowania i edycji zdje¢ wykorzystano
automatyczny naped, kamere oraz program komputerowy NIS Elements AR 3.2.
Otrzymywano zdjecia przedstawiajgce gtebokos¢ wnikania preparatéw w giagb
mieszkédw  wtosowych. Dodatkowo zmierzono intensywnos¢ fluorescenciji.
Dla wszystkich prob zastosowano identyczne ustawienia kamery w celu umozliwienia

pozniejszego poréwnania wynikow.
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5. WYNIKI

5.1. WPLYW RODZAJU EMULGATORA | WARUNKOW PROCESOWYCH

miaty ptynng konsystencje

Wszystkie zawiesiny po przygotowaniu
i charakteryzowaty sie barwg od biatej do jasno kremowe;j. pH formulacji mierzone byto
po ochtodzeniu kazdej z probek do temperatury pokojowej. pH zawiesin miescito sie

w zakresie od 6,8 do 8,0.

5.1.1. Wplyw emulgatora Axol C 62 i warunkéw procesowych

Czastki otrzymane przy uzyciu emulgatora Axol C 62 miaty wielkosci od okofo
360 nm do 760 nm dla parametru d(gq). Wspotczynnik polidyspersji dla czterech
formulacji z szesciu wynosit ponizej 0,3. Wyniki pokazaty, ze najmniejsze czastki przy
uzyciu emulgatora Axol C 62 uzyskano stosujgc moc 150 W i podczas 10 minutowego
czasu trwania procesu (Tab. 10, formulacja nr 2). Dwie z szeSciu formulacji
charakteryzowaty sie wielkosciami powyzej 650 nm. Sktady i warunki otrzymywania
wszystkich formulacji opisane zostaty w tabeli A (strona 95), ktéra zatgczona jest

na koncu niniejszej rozprawy.

Tabela 11. Srednie parametry opisujace czastki otrzymane przy uzyciu emulgatora Axol C 62.

dio,9) [Nm] dio,5) [nm] Z-Ave [nm] Pdl

Nr + RDS % + RDS % + RDS % + RDS %
N=3 N=3 N=3 N=3

1 693,0 + 15,16 232,2+10,17 223,9+4,53 0,289 +9,2
2 366,2+17,9 106,4 + 10,0 169,7 + 11,7 0,237 £ 8,8
3 448,5+ 7,4 172,51 24,2 191,6 £ 7,0 0,229+ 8,7
4 411,0 27,5 157,8 £ 21,5 176,7 £ 11,8 0,220+ 15,7
5 587,0+ 33,7 159,8 + 28,3 182,8+5,9 0,305+ 27,3
6 764,0 + 36,1 197,8 £ 16,1 187,5+5,5 0,322 +29,8




5.1.2. Wptlyw emulgatora Tego Care 450 i warunkow procesowych

Wielkosci mikrosfer otrzymanych przy zastosowaniu emulgatora Tego Care 450
zawieraty sie w przedziale miedzy 260 nm a 500 nm (d(o.9)). Wspotczynnik polidyspersji
dla pieciu z szesciu formulacji wynosit ponizej 0,3. Wyniki wskazaty, ze najmniejsze
czgstki uzyskano stosujgc moc 300 W podczas 15 minutowego okresu prowadzenia
procesu (Tab. 11, formulacja nr 15). Sfery wytworzone przy mocy 300 W byty mniejsze
od tych otrzymanych z zastosowaniem mocy 150 W. Najwiekszymi wymiarami

cechowata sie formulacja 11.

Tabela 12. Srednie parametry opisujace czastki otrzymane przy uzyciu emulgatora Tego Care 450.

dio,9) [Nm] dio,5) [nm] Z-Ave [nm] Pdl
Nr + RDS % + RDS % + RDS % + RDS %
N=3 N=3 N=3 N=3
10 | 461,3+15,9 159,3 + 30,2 198,7 £ 13,1 0,259+4,5
11 | 501,8+17,0 133,5+ 38,4 189,8 + 3,0 0,307 + 23,7
12 316,8+ 8,3 87,3+8,8 155,3+ 8,9 0,241 +5,3
13 | 339,8+ 33,8 97,0+27,1 164,1+14,0 | 0,228+ 12,3
14 | 300,7+21,4 85,7 +10,9 149,4 + 12,7 0,239+ 7,2
15 | 261,2+23,5 75,8+ 10,3 136,9+10,3 | 0,237 +10,0

5.1.3. Wptlyw emulgatora MSG i warunkow procesowych

Czastki otrzymane przy uzyciu emulgatora MSG miaty wielkosci od okoto
420 nm do 650 nm (dg). Wspdtczynnik polidyspersji dla wszystkich formulacji
wynosit ponizej 0,3. Zaobserwowano, ze najmniejsze czastki przy uzyciu emulgatora
MSG uzyskano stosujgc moc 300 W i 15 minutowy czas trwania procesu (Tab. 12,
formulacja nr. 24). Wszystkie formulacje cechowaty sie wiekszymi wymiarami niz

wczesniej opisane, jednak zadna nie przekroczyta 650 nm.
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Tabela 13. Srednie parametry opisujace czastki otrzymane przy uzyciu emulgatora MSG.

dio,9) [Nm] dio,5) [nm] Z-Ave [nm] Pdl
Nr + RDS % + RDS % + RDS % + RDS %
N=3 N=3 N=3 N=3
19 | 645,6+ 19,9 234,6+9,8 210,0+ 2,3 0,249+ 12,5
20 492,8+7,8 189,5 + 24,7 196,5 + 6,6 0,230+ 16,6
21 | 440,0+10,6 | 163,2*33,2 190,1 + 10,5 0,238+ 19,0
22 | 471,0+10,7 | 191,2+16,9 201,6+1,2 0,218+ 24,4
23 446,0+ 9,6 159,7 + 40,8 190,7 £ 8,9 0,233+ 18,2
24 420,3 19,7 148,4 + 47,5 181,9+12,3 0,232 + 16,5

5.1.4. Wplyw emulgatora Tween 80 i warunkéw procesowych

Czastki otrzymane przy uzyciu emulgatora Tween 80 przyjmowaty wielkosci

od okoto 260 nm do 460 nm (dig). Wspdtczynnik polidyspersji dla wszystkich

formulacji wynosit ponizej 0,2 i cechowat sie bardzo niskg wartos$cig. Na podstawie

otrzymanych wynikdw zauwazono, ze najmniejsze czgstki przy uzyciu emulgatora

Tween 80 uzyskano stosujgc moc 150 W i 10 minutowy czas trwania procesu (Tab. 13,

formulacja nr 29).

Tabela 14. Srednie parametry opisujace czastki otrzymane przy uzyciu emulgatora Tween 80.

dio,9) [Nm] dio,5) [nm] Z-Ave [nm] Pdl
Nr + RDS % + RDS % + RDS % + RDS %
N=3 N=3 N=3 N=3
28 307,2+9,6 167,3+12,8 171,6 £ 8,0 0,131+5,5
29 | 262,2+20,3 | 139,7+35,9 154,6 + 20,3 0,135 + 25,5
30 | 442,5+28,3 | 228,5+27,1 212,4 + 18,8 0,151+ 12,3
31 334,3+5,2 193,5+2,9 187,8+1,5 0,114+ 11,6
32 | 370,8+29,8 | 199,0+ 27,6 193,1+ 19,6 0,135+9,9
33 | 460,0+27,6 | 255,7+20,6 234,2 £+ 15,6 0,131+ 21,5
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Porownujgc wszystkie otrzymane formulacje, najmniejsze czastki udato sie
uzyska¢ stosujgé emulgatory Tego Care 450 i Tween 80. Wieksze okazaty sie
te wytworzone z MSG i Axol C 62. Co ciekawe, tylko dwie formulacje z wyzej opisanych
(formulacja 1 i 6) i wszystkie otrzymane przy zastosowaniu mocy 50 W (wtasciwosci
tych czgstek pominieto w tabelach 10-14) posiadaty Srednig wielkos$¢ czgstek powyzej
zatozonych 650 nm. Dla emulgatoréw Axol C 62 i Tween 80, w procesie otrzymywania
mikrosfer metoda sonikacji, optymalna okazata sie moc 150 W i czas 10 minut.
Dzieki takiemu zaprojektowaniu procesu udato sie uzyskac formulacje o najmniejszych
wielkosciach czgstek. Natomiast dla Tego Care 450 i MSG maksymalny czas trwania
sonikacji (15 mininut) i maksymalna moc aparatu (300 W) pozwolity uzyskac
najmniejsze czastki. Przy zastosowaniu mocy 300 W dla emulgatoréw Axol C 62
i Tween 80 wydtuzenie czasu homogenizacji spowodowato wzrost wielkosci czastek.
Jednak dla emulgatoréw MSG i Tego Care 450 zauwazalne byfo zjawisko zupetnie
odwrotne. Im dtuzszy byt czas homogenizacji tym mniejsze wymiary mikrosfer
lipidowych obserwowano.

Potencjat zeta otrzymanych zawiesin wynosit pomiedzy -50 mV a -20 mV
(Tab. 14). Najnizsze wartosci posiadaty formulacje otrzymane przy uzyciu emulgatora
Axol C 62, byto to miedzy -50 mV a -40 mV, dla Tego Care 450 -42 mV do -37 mV i dla
MSG od -27 mV do -38 mV. Wartosci najwyzsze, powyzej -22 mV, otrzymano dla

formulacji wytworzonych przy uzyciem emulgatora Tween 80.
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Tabela 15. Wartosci potencjatu zeta dla formulacji przygotowanych przy uzyciu réznych emulgatoréw.

Potencjat zeta Potencjat zeta
Emulgator Nr + Ln;\;]% Emulgator Nr + [Rrg\;]%
N=3 N=3
1 -41,8+5,7 19 -37,8 £ 10,6
2 -48,6 £ 5,7 20 -33,5+9,7
Aol C 62 3 -41,6 + 18,5 MSG 21 -31,1+39
4 -48,4+ 4,9 22 -31,7+ 16,6
-50,1+6,7 23 -27,8+14,1
6 -49,2 + 3,2 24 -30,0 £+ 11,8
10 -41,7+3,9 28 -22,3+13,0
11 -39,3+3,2 29 -21,2+6,0
Tegfsgare 12 -37,4+2,7 Tween 80 30 -19,9+£ 13,0
13 -37,6+1,7 31 -22,7+12,2
14 -38,1+5,4 32 -21,2+4,3
15 -37,8+8,3 33 -19,8 £ 3,0

5.1.5. Wyniki analizy full factorial design

Wyniki pomiardw wielko$ci czastek, potencjatu zeta i wspdtczynnika
polidyspersji dla wszystkich 36 formulacji zostaty przeanalizowane w programie SAS
JMP. Otrzymano profil zaleznosci poszczegdlnych parametréw wejsciowych

od parametréw wyjsciowych otrzymanych formulacji (Ryc. 12).
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Rycina 12. Profil wptywu zmiennych wejsSciowych na zmienne wyjsciowe. Wptyw rodzaju emulgatora i
parametrow procesowych na witasciwosci statych czastek lipidowych. Pojecie desirability oznacza funkcje
uzytecznosci czyli zwigzek pomiedzy przewidywanymi odpowiedziami wielkosci wyjsciowej a uzytecznosciag
odpowiedzi. Przyjmuje ona wartosci od 0,00 dla wartosci niepozadanych do 1,00 dla wartosci uzytecznosci bardzo
pozadanych.

Wygenerowane przez program profile pokazaty, w jakim stopniu poszczegélne
zmienne wejsciowe wptywajg na zmienne wyjsciowe. Najwiekszy wptyw na parametry
koricowe otrzymanych sfer miat rodzaj emulgatora, a najkorzystniejszym okazat sie
Tego Care 450. Moc aparatu w zakresie miedzy 50 W a 150 W wptywata w duzym
stopniu na wifasciwosci czastek, jednak w zakresie od 150 W do 300 W rdznica ta nie
byta juz taka duza i wptyw mocy byt znacznie mniejszy. Pomimo to jako optymalna
zostata przez program wskazana moc najwyzsza. Czas trwania procesu miat
najmniejszy wptyw na cechy statych czastek lipidowych, natomiast najkorzystniejsze
dla wiasciwosci koncowych mikrosfer okazato sie prowadzenie sonikacji przez okres
15 minut. Na wszystkie trzy parametry wyjsciowe (wielko$¢ czastek, wartosc¢
potencjatu zeta i wspdtczynnika polidyspersji), w ich zatozonych kryteriach, najwiekszy

wplyw miat rodzaj emulgatora i moc aparatu.
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5.1.6. Badanie trwatosci statych czastek lipidowych

Mikrosfery otrzymane z uzyciem Tego Care 450 i MSG poddano badaniom
trwatosci. Przechowywano je w temperaturze pokojowej i w temperaturze 2-8°C.
Po uptywie 8 tygodni przeprowadzono ponowne pomiary wielkosci czastek i potencjatu
zeta.

Formulacje po uptywie tego czasu zmieniaty konsystencje z ptynnej na podtstata.
Nie zaobserwowano natomiast zjawiska rozdziatu faz. Dla kazdej prdobki, po okresie
przechowywania, zmierzono réwniez pH a jego wartosci nie przekraczaty 8,0.
Tabela nr 15 przedstawia wyniki dla formulacji 15 i 24. Analizujgc ponizsze dane mozna
zauwazyc, ze wartosci roznity sie nieznacznie od poczgtkowych. Widoczny jest przyrost
wielkosci czgstek o maksymalnie okoto 10 %. Potencjat zeta ulegt tylko nieznacznym
zmianom. Nie obserwowano réwniez zaleznosci

konkretnych wzgledem

przechowywania mikrosfer lipidowych w lodéwce i temperaturze pokojowe;j.

Tabela 16. Parametry opisujace czastki po oSmiotygodniowym przechowywaniu w lodéwce i temperaturze

pokojowej.

Temperatura 2-8°C Temperatura pokojowa (do 25°C)
Nr Z-Ave [nm] Pdl ZP [mV] Z-Ave [nm] Pdl ZP [mV]
* RDS % + RDS % + RDS % + RDS % + RDS % + RDS %

N=3 N=3 N=3 N=3 N=3 N=3
141,0 + 0,214 -359+ 130,3 0,215 % -37,5+

15 3,9 14,59 21,82 7,06 8,68 24,51
24 200,6 £ 0,240 -32,0+ 193,6 + 0,211 -32,6 ¢

4,45 16,00 4,31 11,16 13,92 1,81

Otrzymane wartosci wielko$ci czastek, potencjatu zeta oraz wspodtczynnika
polidyspersji poddano dodatkowo analizie FFD, w wyniku czego otrzymano profil
wpltywu  poszczegdlnych  czynnikdw  uwzgledniajagc  ich  oSmiotygodniowe
przechowywanie w réznych warunkach. Zakresy wartosci zmiennych wyjsciowych byty
jakie same jak w poprzedniej analizie, a wiasciwosci czgstek po uptywie 2 miesiecy

miaty miescic sie w tych kryteriach.
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Rycina 13 przedstawia profil wptywu poszczegdlnych czynnikow wejsciowych
(rodzaj emulgatora, moc aparatu i czas trwania procesu) na wtasciwosci czgstek
w czasie O jak i po okresie przechowywania w lodéwce i temperaturze pokojowe;j.
Biorgc pod uwage trwatos¢ otrzymanych uktaddow, najwiekszy wptyw na parametry
wyjsciowe formulacji ma moc aparatu. Widoczna jest znaczna rdznice miedzy moca
150 a 300 W. Uzycie wyzszej mocy urzgadzenia pozwolito otrzymac sfery o mniejszych
wymiarach. Kolejnym istotnym czynnikiem byt rodzaj emulgatora. W tym wypadku
ponownie emulgator Tego Care 450 pozwolitby uzyska¢ formulacje o optymalnych
wiasciwosciach. Podobnie jak w poprzedniej analizie FFD czas okazat sie nie stanowic
istotnego parametru dla wtasciwosci czgstek i mdgtby zostaé skrécony do koto 6 minut.
Takie postepowanie pozwolitoby w dalszym ciggu zachowaé optymalne parametry

koncowe mikroczastek lipidowych.

5.2. WPLYW STEZENIA EMULGATORA

W kolejnym etapie zbadano wptyw stezenia emulgatora Tego Care 450
na witasciwosci mikrosfer lipidowych. Zaobserwowano, ze niezaleznie od stezenia Tego
Care 450, im dtuzszy byt czas otrzymywania mikroczgstek, tym posiadaty one mniejsze
wielkosci, co potwierdzito wczesniejsze wyniki. Czastki o najmniejszym wymiarach
otrzymano przy uzyciu 4% Tego Care 450 w ciggu 15 minut prowadzenia procesu. d(gs)
dla tych czgstek wynosito 52 nm, a d(o,9) 259 nm (Tab. 16, formulacja 39). Rézny czas
prowadzenia procesu umozliwit otrzymanie czgstek o zréznicowanych witasciwosciach.
Czastki otrzymane w czasie 5 minut i zakresie stezen emulgatora 4, 2,5 i 1%
przekraczaty wymiarami 650 nm. Wyniki zobrazowaty, ze przy wiekszych stezeniach
Tego Care 450 krétki czas prowadzenia procesu jest niewystarczajgcy, aby uzyskac
czastki o wielkosci ponizej 650 nm. Wspotczynnik dyspersji dla tych prob byt réwniez
dos¢ wysoki i wynosit powyzej 0,3. Dodatkowo zauwazono, ze najbardziej jednolite pod
wzgledem wielkosci czastki uzyskano, niezaleznie od czasu prowadzenia procesu,
stosujgc emulgator Tego Care 450 w stezeniu 2%. Potencjat zeta otrzymanych czgstek

zawierat sie w przedziale miedzy -42mV a -25mV (Tab. 17).

53



Tabela 17. Srednie parametry opisujace czastki otrzymane przy uzyciu réznych stezen

emulgatora Tego Care 450.

Tabela 18. Wartosci potencjatu zeta dla formulacji przygotowanych przy uzyciu réznych
stezen emulgatoréw, mieszaniny emulgatoréw i formulacji bez uzycia konserwantu.

Potencjat Potencjat
Emul Nr zeta [mV] Emul Nr zeta [mV]
mulgator + RDS % mulgator + RDS %
N=3 N=3
37 | -32,6x0,9 46 | -31,6+3,4
Mieszanina
38 -33,6+2,9 | Tween +Tego | 47 -32,6 1,5
Care 450
39 | -33,1£0,5 48 | -25,5+1,8
40 | -38,2+1,7 49 | -40,9+2,5
Bez
Tego Care 450,
g s 41 | -38,5+0,6 konserwantu 50 | 41,4+15
rozne stezenia
42 | -31,3+2,1 51 | -42,4+0,7
43 | -34,8+1,1
44 | -356+1,4
45 | -31,8+4,6

djo,9) [Nnm] dio,5) [Nnm] Z-Ave [nm] Pdl
Nr + RDS % + RDS % + RDS % + RDS %
N=3 N=3 N=3 N=3
37 806,0 189,0 207,8 0,420
+13,5 +51,8 +2,6 +3,8
38 343,0 60,5 148,8 0,339
+7,6 +20,0 +1,1 +9,7
39 259,0 52,2 135,6 0,283
+21,0 +18,2 +0,5 +1,2
0 862,0 196,0 229,9 0,409
3,3 +41,8 +2,6 +4,0
a1 337,7 59,7 159,7 0,283
+7,1 +25,0 +1,1 +1,1
42 307,3 66,4 143,5 0,274
+19,4 +32,1 +1,3 +1,1
13 339,8 97,0 164,1 0,228
+33,8 +27,1 +14,0 +12,3
14 300,7 85,7 149,4 0,239
+21,4 +10,9 +12,7 +7,2
i 261,2 75,8 136,9 0,237
+23,5 +10,3 +10,3 +10,0
43 690,7 187,7 2191 0,330
+12,7 +23,3 +1,6 +7,7
m 443,0 99,2 173,6 0,296
+13,4 +9,2 +0,6 +13,3
45 4543 96,9 172,3 0,288
+12,8 +7,8 +0,6 +4,3
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Powyiszy profile przedstawiajg zaleznosci miedzy stezeniem emulgatora Tego
Care 450 i czasem prowadzenia procesu sonikacji a witasciwosciami mikrosfer
lipidowych (formulacje 37-45 i 13-15) uwzgledniajac rowniez badania ich trwatosci
(Ryc. 14). Najwiekszy wptyw na wartosci parametrow wyjsciowych miat w tym
przypadku czas prowadzenia procesu. Najbardziej optymalny wynositby niewiele
ponad 12 minut. Stezenie emulgatora okazato sie mieé¢ do$é niewielki znaczenie, ale

optymalng wartoscig obliczong przez program byto stezenie okoto 3,8%.

5.3.  WPLYW ZASTOSOWANIA MIESZANINY EMULGATOROW

Uzycie emulgatora Tego Care 450 w pofaczenie z Tween 80 nie wplyneto
pozytywnie na witasciwosci otrzymanych czastek. Wielkos¢ czastek formulacji 47 i 48
znacznie przekraczata 650 nm (Tab. 18). Jedynie formulacja 46 cechowata sie
mniejszymi wymiarami czastek, a jej wspotczynnik polidyspersji wynosit 0,4. Wartosci

potencjatu zeta dla wszystkich z tych formulacji byty ujemne (Tab. 17).

Tabela 19. Wtasciwosci czastek otrzymanych przy uzyciu mieszaniny emulgatoréw

Z-A
dos) [nm] do,s) [nm] Ave ol Pdi
Nr *+ RDS % + RDS % " Ne2 0 *+ RDS %
N=2 N=2 - N=2
46 475,0+1,19 70,5+1,51 166,8 + 1,06 0,400 2,83
47 | 2400,0%2,36 191,0+ 0,74 192,2+0,37 0,256 * 3,87
48 | 1166,0+23,89 | 458,0+ 14,40 292,1+0,44 0,247 + 3,65

5.4. WPLYW DODATKU KONSERWANTU

W celu poréwnania wtasciwosci czagstek otrzymanych przy uzyciu emulgatora
Tego Care 450, zamierajacych Euxyl PE 9010, z czastkami nie zawierajacych tego
konserwantu, otrzymano 3 formulacje. Wielkosci czastek trzech sporzadzonych

zawiesin przekraczajg 450 nm. Potencjat zeta wynosit okoto -40 mV (Tab. 17 i 19).
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Tabela 20. Wiasciwosci czastek otrzymanych bez uzycia konserwantu Euxyl PE 9010

dio,9) [Nm] dio,5) [nm] Z-Ave [nm] Pdl
Nr + RDS % + RDS % + RDS % + RDS %
N=3 N=3 N=3 N=3
49 881,0+ 15,4 361,0+ 11,8 276,9+0,3 0,273+1,9
50 631,0+ 1,5 248,7+7,9 224,0+0,9 0,256 + 3,8
51 490,7 £ 5,6 192,3+13,8 197,1+1,3 0,237+2,4
5.5. BADANIA POTENCIJALU DRA2NIACEGO IN VITRO
Srednia przezywalnoé¢ komoérek dla zbadanych formulacji wynosita

odpowiednio: 80,7% dla formulacji 15, 59,3% dla formulacji nr 29 i 83,1% dla formulacji

39 (Ryc. 15). Do dalszych badan tolerancji skornej wybrane zostaty formulacje 15 i 39.

140

120

100

80

60

40

20

Srednia przezywalnosé komorek [ % ]

kontrola
negatywna

kontrola
pozytywna

form. 15

form. 29

form. 39

Rycina 15. Srednia przezywalno$¢ komérek dla formulacji 15, 29, 39 oraz préb kontrolnych.
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5.6. BADANIE TOLERANCJI SKORNEJ IN VIVO

Po przeprowadzeniu badania dermatologicznego dla formulacji 15 i 39, i po 15

minutach od zdjecia plastra, dokonano pierwszej obserwacji skory. Na przedramionach

wszystkich uczestnikdw badania nie zauwazono zmian $wiadczacych o ewentualnej

reakcji alergicznej i nie zaobserwowano podraznien (Ryc. 16). W drugiej dobie

od zdjecia plastra wyniki byty rowniez negatywne (Tab. 20, Ryc. 17).

Tabela 21. Wyniki odczytu reakcji skornej

48h 72h
Uczestnik
Rumien Obrzek Rumien Obrzek
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0

Rycina 16. Obszary badania po uptywie 48 godzin od aplikacji plastrow z formulacjami, 15 minut od zdjecia

plastra.
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5.7.

Rycina 17. Obszary badania po uptywie 24 godzin od zdjecia plastrow.

BADANIA PRZENIKANIA MIKROSFER DO MIESZKOW WtOSOWYCH

Otrzymano dwie formulacje z inkorporowanym barwnikiem RBHE. Formulacja

52 charakteryzowata sie czastkami o wielkosci okoto 190 nm, a formulacja 53 okoto

350 nm (Ryc. 16 i Ryc. 17).

Volume (%)

Differential Volume

10

—— RBHE_TC2%_15MIN_5P (2).$ls

T T T T T T T T
05 1 5 10 50 100 500 1000
Particle Diameter (um)

Rycina 18. Rozktad wielkosci czastek dla formulacji 52.
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Differential Volume
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Rycina 19. Rozktad wielkosci czastek dla formulacji 53.

Kolejne ryciny (18-28) przedstawiajg zdjecia przekrojow poprzecznych skory
po aplikacji roztworu barwnika i formulacji 52 i 53 z inkorporowanym barwnikiem.
Formulacje inkubowane byty w réznym czasie, 1 (Ryc. 18-23) i 5 godzin (Ryc. 24-28).
Grubos¢ uzytej tkanki do badan przenikania do wynosita okoto 3 mm. Przekroje
poprzeczne skéry zostaty podzielone na dwie warstwy. Warstwa A siegata gtebokosci

okoto 1,5 mm i znajdowata sie blizej warstwy rogowej, warstwa B byty to glebsze

rejony skory, miedzy 1,5-3,0 mm.

Rycina 20. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji roztworu olejowego barwnika RBHE i godzinnej
inkubacji, warstwa A skory.
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Rycina 21. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji roztworu olejowego barwnika RBHE i godzinnej
inkubacji, warstwa B skory.

Rycina 22. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 52 i godzinnej inkubacji, warstwa A skory.

Rycina 23. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 52 i godzinnej inkubacji, warstwa B skory.
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Rycina 24. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 53 i godzinnej inkubacji, warstwa A skory.

Rycina 25. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 53 i godzinnej inkubacji, warstwa B skory.

Rycina 26. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji roztworu olejowego barwnika RBHE i pieciogodzinnej
inkubacji, warstwa A skory.
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Rycina 27. Przekréj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 52 i pieciogodzinnej inkubacji, warstwa A
skory.

Rycina 28. Przekréj poprzeczny skéry ludzkiej po aplikacji formulacji 52 i pieciogodzinnej inkubacji, warstwa B
skory.

Rycina 29. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 53 i pieciogodzinnej inkubacji, warstwa A
skory.
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Rycina 30. Przekréj poprzeczny skéry ludzkiej po aplikacji formulacji 53 i pieciogodzinnej inkubacji, warstwa B
skory.

Otrzymane zdjecia przeanalizowano pod wzgledem intensywnosci fluorescencji
za pomocg programu NIS Elements Advanced Research 3.2. Na fotografiach oznaczono
strzatkami obszary pomiaru dzieki czemu zostaty wygenerowane wykresy obrazujgce
intensywnos¢ fluorescencji. Badania prowadzono przy dtugosci fali z zakresu Swiatta
czerwonego, niebieskiego i zielonego. Ryciny 29 i 30 przedstawiajg Slepe proby, czyli
przekroje poprzeczne dla skéry po wczesniejszej aplikacji samego roztworu olejowego
barwnika RBHE i jednogodzinnej inkubacji. Kolejne wykresy ilustrujg intensywnosé
fluorescencji dla obszaréw po aplikacji zawiesiny 52 (Ryc. 31 i 32) i 53 (Ryc. 33 i 34),
po jednogodzinnej inkubacji. Badania przeprowadzono rdwniez stosujgc inkubacje
pieciogodzinng. Ryciny 35-39 przedstawiajg intensywnosc¢ fluorescencji dla tych prob.
Natomiast w tabelach 21 i 22 pokazano wartosci liczcbowe $redniej intensywnosci

fluorescencji w zakresie dtugosci fali Swiatfa czerwonego w poszczegdlnych obszarach.

"

Rycina 31. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji roztworu olejowego RBHE i godzinnej inkubacji. Wykres
| przedstawia intensywnos$¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej, wykres 1l wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa A skory.
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Rycina 32. Przekréj poprzeczny skéry ludzkiej po aplikacji roztworu olejowego RBHE i godzinnej inkubacji. Wykres
przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biate. Warstwa B skory.

Rycina 33. Przekréj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 52 i godzinnej inkubacji. Wykres |
przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biate, wykres Il wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa A skory.

Rycina 34. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 52 i godzinnej inkubacji. Wykres |
przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej, wykres Il wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa B skory.
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Rycina 35. Przekréj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 53 i godzinnej inkubacji. Wykres |
przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej, wykres Il wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa A skory.

Rycina 36. Przekréj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 53 i godzinnej inkubacji. Wykres |
przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej, wykres Il wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa B skory.

Rycina 37. Przekréj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji roztworu olejowego RBHE i pieciogodzinnej inkubaciji.
Wykres przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej. Warstwa A skory.
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Rycina 38. Przekrdj poprzeczny skoéry ludzkiej po aplikacji formulacji 52 i pieciogodzinnej inkubacji. Wykres |
przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej, wykres Il wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa A skory.

Rycina 39. Przekrdj poprzeczny skoéry ludzkiej po aplikacji formulacji 52 i pieciogodzinnej inkubacji. Wykres |
przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej, wykres Il wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa B skory.

Rycina 40. Przekrdj poprzeczny skory ludzkiej po aplikacji formulacji 53 i pieciogodzinnej inkubacji. Wykres |
przedstawia intensywnos$¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej, wykres Il wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa A skory.
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Rycina 41. Przekrdj poprzeczny skoéry ludzkiej po aplikacji formulacji 53 i pieciogodzinnej inkubacji. Wykres |
przedstawia intensywnos¢ fluorescencji wzdtuz linii biatej, wykres Il wzdtuz linii niebieskiej. Warstwa B skory.

Tabela 22. Wartosci sSredniej intensywnosci fluorescencji dla dtugosci fali swiatta czerwonego w dwdch
warstwach skéry dla 3 réznych formulacji po jednogodzinnej inkubaciji.

Slepa préba Formulacja 52 Formulacja 53
INKUBACIA 1h
| I | 1 | I
Intensywnos¢ quor,escencu 103 88 227 247 236 190
warstwa A skoéry
Intensywnos¢ fluor:escencu 80 i 133 124 137 75
warstwa B skéry

Tabela 23. Wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji dla diugosci fali swiatta czerwonego w dwoéch
warstwach skéry dla 3 réznych formulacji po pieciogodzinnej inkubacji.

. i Formulacja 52 Formulacja 53
INKUBACIJA 5h Slepa préba I . I .
Intensywnos¢ fluor,escencu 54 234 125 214 214
warstwa A skory
Intensywnos¢ quor:escencu i 133 105 cs 108
warstwa B skory

We wszystkich $lepych prébach, ktére stanowit roztwér olejowy barwnika
RBHE, srednia intensywnos¢ fluorescencji, o dtugosci fali $wiatta czerwonego, wynosita
maksymalnie okoto 100 (Tab. 21 i 22). Natomiast dla formulacji statych czastek
lipidowych wskaznik ten cechowat sie duzo wyzszymi wartosciami. W przypadku
aplikacji czastek obu formulacji (52 i 53), w warstwie A skory i niezaleznie od czasu
inkubacji zostata osiggnieta prawie maksymalna intensywnos¢ fluorescencji czyli 250.
Ponadto wartosci wskaznika dla formulacji 52 byly nieznacznie wyzisze niz dla

formulacji 53. Wyniki dla formulacji 52, wykres 1l, w warstwie A skory, przy
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pieciogodzinnej inkubacji (Ryc. 36, tab. 22) okazaty sie by¢ znacznie nizsze, niz dla
pozostatych prob. W warstwie skéry A intensywnosé fluorescencji stanowita okoto 200
i tylko w jednym przypadku osiggnat zaledwie 125. W warstwie B intensywnos¢
fluorescencji dla wiekszosci préb wynosita ponad 100. Tylko w dwéch przypadkach nie
osiggneta tej wartosci. Dodatkowo zauwazono, ze w warstwie B skory intensywnos¢

fluorescencji przyjmowata znacznie mniejsze wartosci niz w warstwie A.
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6. DYSKUSJA WYNIKOW

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta optymalizacja wytwarzania czgstek
poprzez wybdér odpowiedniego emulgatora i warunkéw procesowych, ktére pozwolg
otrzymadé czastki o sprzyjajacych wtasciwosciach — wielkosci: do 650 nm , potencjale
zeta: ponizej -25 mV i wspoétczynniku polidyspersji o jak najmniejszej wartosci. Podczas
projektowania badan zdecydowano sie na zastosowanie substancji powszechnie
wykorzystywanych przez przemyst kosmetyczny (Tego Care 450, Axol C 62 i Euxyl PE
9010) i farmaceutyczny (Tween 80, MSG i Compritol 888 ATO). Jednak najwazniejszym
kryterium byta mozliwo$¢ ich uzycia w procesie wytwarzania mikrosfer lipidowych.
Wtym celu zastosowano cztery réine emulgatory, ktorych charakterystyke

podsumowuje tabela 23.

Tabela 24. Wtasciowsci emulgatoréw

Typ emulsji Temperatura Zalecane
Emulgator Liczba HLB

ktdra tworza topienia stezenie

Tego Care 450 12 o/W ok. 55°C 2-3%
Axol C 62 12 o/W ok. 60°C 1,5-2%
MSG 5,8 w/0 ok. 55°C -
bd, rozpuszczalny
Tween 80 15 o/W 1-20%
w wodzie

Trzy z zastosowanych emulgatordow majg wysokie wartosci réwnowagi
hydrofilowo-lipofilowej i tworzg emulsje O/W, stosowane sg w kremach i balsamach.
MSG jest natomiast emulgatorem tworzagcym emulsje W/O, o wartosci HLB 5,8. Tego
Care 450, Axol C 62 i MSG sg substancjami tgczgcymi sie z fazg lipidowg, Tween 80
rozpuszcza sie w wodzie [informacja techniczna: AXOL® C 62 Pellets, 2012; TEGO® Care
450, 2015; Tween® 80, 2006].

W procesie otrzymywania mikroczastek lipidowych jako podtoze lipidowe

wykorzystano behenian glicerolu [Shah i in., 2015; Souto i in., 2006; Sznitowska i in.,

70



2017]. Jest on matrycg ttuszczowa statg w temperaturze pokojowej, a zakres jego
temperatury topienia wynosi 65-77°C (https://www.gattefosse.com/compritol-888-
ato). Dodatkowo, do fazy ttuszczowej formulacji dodawany byt w stezeniu 1%
konserwant Euxyl PE 9010. Jest on mieszaning fenoksyetanolu i etyloheksylogliceryny
w stosunku 9:1 o szerokim spectrum dziatania  przeciwbakteryjnego
i przeciwgrzybicznego. Uzycie konserwantu miato na celu zachowanie czystosci
mikrobiologicznej otrzymanych formulacji. Bazujgc na wczes$niejszym doswiadczeniu
i przegladzie literatury podtoze ttuszczowe zastosowano w stezeniu 5%, a emulgator
w stezeniu 2%. Wyniki badan otrzymywania statych czastek lipidowych zawierajgcych
roksytromycyne przy uzyciu sonikacji, wskazujg, ze uzycie takich stezen jest
odpowiednie do otrzymania czgstek o wielkosciach okoto 200 nm [Wosicka-Frackowiak
iin., 2015].

Opisany tutaj proces wytwarzania czgstek lipidowych jakim jest sonikacja,
stanowi najczesciej jedynie jeden z etapdw uzyskiwania mikrosfer. Dzieki zastosowaniu
jej jako niezaleznego sposobu otrzymywania czastek lipidowych, skrécono czas
wytwarzania formulacji, a sam proces stat sie mniej skomplikowany. Badania,
w ktorych  poréwnano dwie metody otrzymywania czgstek: homogenizacje
szybkoobrotowg na ciepto z uzyciem ultradzwiekédw i samg sonikacje
wskazujg, ze dzieki zastosowaniu wytgcznie procesu sonikacji czastki cechujg sie
mniejszymi wymiarami, a otrzymane zawiesiny s3 bardziej jednorodne [Wosicka-
Frackowiak, 2014].

W procesie otrzymywania czgstek lipidowych wykorzystano dezintegrator
ultradzwiekowy. Pozwala on na zastosowanie mocy miedzy 50 a 300 W w 5 stopniowej
skali. Zdecydowano sie na uzycie mocy najmniejszej, posredniej i najwiekszej (50, 150
i 300 W). Celem takiego postepowania byto znalezienie zaleznosci pomiedzy réznymi
wartosciami mocy, a witasciwosciami statych czgstek lipidowych. Zatozono, ze czas
prowadzenia sonikacji nie miat by¢ dtugotrwaty. W literaturze sonikacja niezaleznie
od tego, czy stosowana samodzielnie, czy jako etap dodatkowy otrzymywania
mikrosfer, prowadzona jest od 5 do 15 minut [Ferreira i in., 2015; Lu i in., 2006;
Schwarz i in.,, 2012; Sznitowska i in., 2017, Wosicka-Frgckowiak i in., 2015].
Stad zdecydowano sie zbada¢ wptyw prowadzenia procesu w czasie 5, 10 i 15 minut

na witasciwosci statych czastek lipidowych.
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W literaturze brak jest jednoznacznych informacji na temat wielkosci, jakimi
powinny charakteryzowaé sie czastki przenikajagce w gtgb mieszkow wtosowych.
Na przestrzeni ostatnich 15 lat doniesienia naukowe wskazywaty na wartosci
od kilkudziesieciu nanometrow do kilku mikrometrow. W ostatnich latach ze wzgledu
na rozwoj technologii zauwazyé mozna znaczgcy tendencje w kierunku stosowania
mniejszych wielkosci (100-300 nm). Takie postepowanie wydaje sie uzasadnione
ze wzgledu na budowe wtosa i $rednice otworu wtosowego, ktdra wynosi pomiedzy 90
a 170 um. Mate czastki z tatwoscia dostawatyby sie do jednostki folikularne;j.
Niektdérzy autorzy wskazujg natomiast na wielkosci niewiele wieksze dowodzac,
ze najgtebiej przenikajg czastki o wymiarach 643 nm (ll. Czes$¢ teoretyczna,
2. Przenikanie nanoczgstek do mieszkdw witosowych, strona 19). Na podstawie tych
doniesienl, w celu otrzymania optymalnej formulacji mikroczastek lipidowych
przenikajgcej w giab jednostki folikularnej, zdecydowano sie okresli¢ maksymalng
akceptowalng granice wielkosci czgstek na poziomie 650 nm.

Potencjat zeta, nazywany inaczej potencjatem elektrokinetycznym, jest
parametrem opisujgcym napiecie na granicy faz dwdch uktadu. Zasadniczo nanoczgstki
o wartosciach potencjatu zeta wiekszych niz 30 mV dodatnich lub mniejszych niz 30 mV
ujemnych majg wysoki stopien stabilnosci. Dyspersje o wartosci potencjatu zeta
mniejszej niz +25 mV lub wiekszej niz -25 mV aglomerujg z powodu interakcji
miedzyczgsteczkowych, w tym oddziatywarn van der Waalsa, hydrofobowych oraz
wodorowych [Kumar i Kumar Dixit, 2017].

Wspétczynnik polidyspersji pozwala opisa¢ jako$¢ wuzyskanej zawiesiny
mikrosfer lipidowych pod katem rozktadu wielkos$ci. Za maksymalng akceptowalng
wartos$é wspotczynnika polidyspersji przyjmuje sie 0,3 i im mniejsza jest jego wartos¢,
tym otrzymana formulacja cechuje sie wiekszg homogennoscig, co wptywa rédwniez
na jej stabilnos¢ [Danaei i in., 2018].

W przebiegu badan sktadajgcych sie na niniejszg rozprawe doktorska zbadano
wptywu poszczegdlnych emulgatoréw na wtasciwosci mikrosfer. Analizujgc otrzymane
dane (IV. Cze$¢ doswiadczalna, 5. Wyniki, strony 45-47, tabele 11-14) zaobserwowano,
ze najmniejsze czgstki otrzymano z uzyciem emulgatora Tego Care 450. 50% czastek
formulacji 12-15 przyjmowato wielkosci ponizej 100 nm. Ze wzgledu na niewielkie

wymiary czgstek (ponizej 1 um) jakie uzyskano dla formulacji w badaniach wstepnych,
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pomiary tego parametru zdecydowano sie przeprowadzi¢ za pomocg urzgadzenia
Zetasizer Nano ZS firmy Malvern Instruments. Aparat ten umozliwia pomiary wielkosci
czastek w zakresie wielkosci od 0,3 nm do 10 um.

Potencjat zeta dla wszystkich otrzymanych czgstek posiadat wartos¢ ujemng,
jednak dla czgstek otrzymanych przy zastosowaniu emulgatora Tween 80 wartosci
te byty wieksze niz -25 mV, co sugerowa¢ moze gorszg stabilnos¢ tych ukfadéw
(IV. Cze$¢ doswiadczalna, 5. Dyskusja wynikéw, strona 72).

Farboud i jego zespot pordwnali wytwarzanie statych czastek lipidowych, przy
uzyciu 10 rézinych substancji, emulgatorow i podiozy ttuszczowych, metodg
homogenizacji wysokocisnieniowej. Najmniejsze formulacje udato sie im uzyskaé
stosujgc 8% Tego Care 450 lub Tween 80 [Farboud i in., 2011]. Otrzymane czgstki miaty
wielkos¢ okoto 100 nm (Z-Ave) dla zawiesin zawierajgcych Tego Care 450. Parametr ten
przyjmuje wartosci mniejsze od tych, ktére udato sie w tej rozprawie uzyskac (IV. Cze$é
doswiadczalna, 4. Wyniki, strona 45-47, tabela 11-14). Nalezy jednak zauwazyc,
ze czgstki otrzymywane byty inng metodg i przy uzyciu innego podtoza ttuszczowego —
palmitynianiu cetylu.

W przypadku niektorych formulacji wydtuzenie czasu trwania procesu
skutkowato zmniejszeniem wielkosSci czastek. Dla formulacji o numerach od 4 do 6
zawierajgcych Axol C 62 i wszystkich formulacji z emulgatorem Tween 80 (28-33)
ta obserwacja okazato sie zupetnie odwrotne. Wydtuzenie czasu sonikacji skutkowato
zwiekszeniem wielkosSci czgstek. Rowniez zastosowanie maksymalnej mocy aparatu
(300 W) pozwolito otrzyma¢ mniejsze czgstki w przypadku uzycia emulgatora Tego
Care 450 i MSG. Dla Tween 80 i Axol C 62 prawidtowo$¢ ta nie zostata zaobserwowana
a zwiekszenie mocy urzadzenia czesto prowadzito do wzrostu wymiaréw czastek
(IV. Czes¢ doswiadczalna, 4. Wyniki, strona 45-47, tabela 11-14). Zaréwno wzrost czasu
prowadzenia procesu jak i mocy urzgdzenia mogty mie¢ wptyw na temperature w jakiej
prowadzony byt proces otrzymywania mikrosfer. Podczas procesu sporzgdzania czgstek
lipidowych obie fazy formulacji — wodna i ttuszczowa zostaly podgrzane
do temperatury okoto 80 °C i potgczone. Nastepnie przeprowadzono sonikacje,
podczas ktérej nie podgrzewano zawiesiny. Takie postepowanie mogto prowadzi¢
do obnizenia temperatury prowadzenia procesu i otrzymania czgstek o wiekszych

rozmiarach. Jednak jak opisano powyzej, prawidtowos¢ ta nie zostata zauwazona dla
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wszystkich uzytych emulgatoréw. Pod wptywem wzrostu mocy aparatu nastepowat
wzrost szybkosci rozchodzenia sie fal dzwiekowych przez co mogta podniesé sie
temperatura zawiesiny. Biorgc pod uwage powyisze, stosowne mogtoby okazac sie
oznaczenie temperatury otrzymanej zawiesiny, badZz przeprowadzenie sonikacji
utrzymujgc dodatkowo statg temperature procesu. To zagadnienie nie byto jednak
przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej.

Analizujgc literature wymieniong w tabeli nr 3 (ll. Cze$¢ teoretyczna,
3. Nanoczastki lipidowe, strona 24) tylko w dwdch przypadkach natkniemy sie
na doniesienia, w ktérych autorzy poswiecajg uwage temu zagadnieniu i podaja
dokfadng temperature panujgcg w trakcie procesu sonikacji. Otrzymywali oni lipidowe
nanoczastki utrzymujac temperature co najmniej 5- 10°C powyzej temperatury
topnienia lipidu. Czastki przez nich sporzgdzone osiggaty wielkosci okoto 400 nm oraz
nawet 1 um, czyli byty znacznie wieksze od tych otrzymanych w niniejszej rozprawie
doktorskiej [Bose i in., 2013; Puglia i in., 2008].

Jako narzedzie utatwiajgce zaplanowanie i przeprowadzenie doswiadczen
sktadajacych sie na te rozprawe doktorskg postuzyta metoda planowania doswiadczen.
Na poczatku prac wyznaczona zostata losowa kolejno$é otrzymywania formulacji
zaplanowanych w DoE w celu zminimalizowania bftedu wynikajgcego z kolejnosci
sporzagdzania zawiesin. W kolejnych etapach DoE przeanalizowane zostaty otrzymane
wyniki dla parametréw wejsciowych i wyjsciowych (IV. Czes¢ doswiadczalna,
4. Metodyka, strona 35, rycina 5 oraz strona 8). W wyniku przeprowadzonej analizy
FFD zaobserwowano zaleznosci miedzy poszczegdlnymi zmiennymi co pozwolito
na wskazanie formulacji, ktéra najlepiej spetnia zatozone kryteria. W pierwszym etapie
badan, w ktérym poréwnano wptyw rodzaju emulgatora na witasciwosci otrzymanych
mikrosfer lipidowych jako najkorzystniejszy zostat wyznaczony emulgator Tego Care
450 oraz parametry procesowe: moc-300 W i czas-15 minut. Zaobserwowano,
ze czynniki takie jak rodzaj emulgatora i moc urzadzenia miaty najwieksze wptyw
na wiasciwosci otrzymanych czastek. W wyniku przeprowadzonej analizy mozna
zaobserwowaé, ze im wieksza moc aparatu zostataby uzyta, tym otrzymane czastki
lepiej odpowiadatyby zatozonym zakresom zmiennych wyjsciowym. Natomiast
niewielki wptyw czasu, w tym przypadku Swiadczytby o mozliwosci ewentualnego jego

skroceniu. Takie postepowanie datoby mozliwos¢ jeszcze szybszego otrzymywania
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zawiesin mikrosfer lipidowych i bytoby korzystne w przypadku inkorporacji substancji
leczniczej. Po doktadnej analizie zaleznosci wystepujgcych miedzy rodzajem
emulgatora, warunkami procesowymi i witasciwosciami otrzymanych czastek,
zdecydowano sie przeprowadzi¢ badania trwatosci dla 18 formulacji zawierajgcych
Tego Care 450 i MSG (formulacje 10-18 i 19-27). Po 8 tygodniowym okresie
przechowywania w temperaturze 2-8°C i w temperaturze pokojowej czgstki poddano
badaniom ich wifasciwosci. Tak uzyskane wartosci zmiennych wyjsciowych
przeanalizowano statystycznie. Program  wyodrebnit wartosci parametrow
wejsciowych (czas, moc aparatu irodzaj emulgatora), ktére pozwolityby otrzymac
czastki o najkorzystniejszych wtasciwosciach. Ponownie jako preferowany emulgator
wybrany zostat emulgator Tego Care 450 i maksymalna moc aparatu, natomiast
optymalny czas wynositby okoto 5,9 minut.

Metoda planowania doswiadczenn okazata sie przydatnym narzedziem
w procesie optymalizacji wytwarzania statych czastek lipidowych. Pozwolita w tatwy
spos6b przeanalizowad zaleznosci pomiedzy zmiennymi wejsciowymi i wyjsciowymi,
jak rowniez bazujac na zatozonych zakresach ich wartosci, wybra¢ formulacje
optymalna. Przydatnos¢ tej metody w technologii farmaceutycznej zostata
potwierdzona w wielu badaniach. Ferreira i jej zespdt wykorzystali planowanie
doswiadczen do optymalizacji wytwarzania czastek lipidowych drugiej generacji NLCs.
Zmiennymi, jakie rdznity poszczegdlne formulacje byly stezenie ciektego lipidu, w tym
przypadku Miglyol 812, stezenie surfaktantu - alkoholu poliwinylowego oraz ilo$é
inkorporowanej substancji leczniczej: metotreksatu. Jako zmienne zalezne, wyjsciowe
autorzy wybrali wymiary czastek, ktére miat wynosi¢ 250 nm, jak najmniejszy
wspotczynnik  polidyspersji i maksymalng inkorporacje substancji leczniczej
w czgstkach. Autorom udato sie dzieki metodzie planowania doswiadczen wybrad
optymalny i odpowiadajgcy ich wymaganiom sktad formulacji [Ferreira i in., 2015].

Wedtug informacji technicznej producenta emulgator Tego Care 450 powinno
stosowac sie w stezeniu 2-3%. Nalezy jednak zauwazyé, ze zalecenia te odnoszg sie
do sporzadzania tradycyjnych emulsji, ktérych wielkosci fazy rozproszonej znajdujg sie
w granicach 1-5 um [TEGO®Care 450, 2015]. Wykorzystanie tego emulgatora
do wytwarzania nanoczgstek nie jest postepowaniem standardowym, chociaz czesto

spotykanym w literaturze naukowej. W 2002 roku R.H Miiller, pionier rozwoju
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lipidowych nanoczastek, uzyt Tego Care 450 w stezeniu zaledwie 1,2% w celu
otrzymania SLN [Mdller i in., 2002]. Takie dostepowanie, w ktérym stezenie tego
emulgatora nie przekraczato 2%, byto wiele razy nasladowane [Lohan i in., 2015;
Sznitowska i in., 2017; Wissing i in., 2004]. Pomimo tego mozna napotkac doniesienia,
w ktorych autorzy opisujg udane préby sporzgdzania czgstek przy uzyciu Tego Care 450
w stezeniu az 8%. Udato sie im uzyska¢ metodg homogenizacji wysokoci$nieniowej SLN
o wymiarach nie przekraczajgcych 100 nm [Farboud i in., 2011].

W rezultacie przeprowadzonych w tej rozprawie badan i wyborze Tego Care
450 jako emulgatora, ktéry pozwolit otrzymaé czastki o najkorzystniejszych
parametrach, w kolejnym etapie zdecydowano sie sprawdzi¢ wplyw stezenia tego
emulgatora w formulacji na wfasciwosci otrzymanych czastek. Poniewaz w poprzednim
badaniu moc aparatu okazata sie parametrem istotnie wptywajagcym na wiasciwosci
mikrosfer lipidowych, wszystkie formulacje wykonano przy uzyciu mocy 300 W,
a zmiennymi byt czas i stezenie emulgatora. Dzieki metodzie planowania doswiadczen,
otrzymany profil przewidziat, ze modelowe stezenie emulgatora, pozwalajgce otrzymac
mikroczastki lipidowe o zatozonych wfasciwosciach (kryteriach wyjsciowych),
wynositoby okoto 3,8%, a czas trwania procesu wytwarzania 12,4 minut.
Taka procentowa zawartos¢ Tego Care 450 w formulacji rowniez znacznie przekracza
rekomendowane 2%. Niemniej jednak to wtasnie formulacje zawierajgce w skfadzie 2%
tego emulgatora, niezaleznie od czasu ich otrzymywania, charakteryzowaty sie
najmniejszym rozrzutem wartosci ich wielkosci (od 260-340 nm -— IV. Czes¢
doswiadczalna, 5. Wyniki, strona 54, tabela 17).

Ze wzgledu na najnizsze wartosci wspofczynnika polidyspersji, jakimi cechowaty
sie formulacje zawierajgce emulgator Tween 80 i najmniejsze wielkosci, jakimi
cechowaty sie czgstki otrzymane przy uzyciu Tego Care 450 zdecydowano sie potgczyc
te dwa emulgatory w réznych konfiguracjach stezen i sprawdzié, czy takie dziatanie
pozwoli  uzyska¢ czastki o korzystniejszych  wifasciwosciach. W  wyniku
przeprowadzonych badan zaobserwowano niestety, ze zastosowanie mieszaniny tych
emulgatoréw w zadnym z wybranych uktadéw stezen nie przyniosto oczekiwanej
poprawy wtasciwosci mikroczastek lipidowych, a efekt byt catkowicie odwrotny
(IV. Cze$¢ doswiadczalna, 4. Wyniki, strona 56, tabela 19). Otrzymane czastki

cechowaty sie wymiarami znacznie wiekszymi niz czastki otrzymane z zastosowaniem
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Tego Care 450 badz Tween 80 samodzielnie. W literaturze znajdziemy doniesienia
o zastosowaniu Tween 80 w potaczeniu z innymi emulgatorami takimi jak: Tween 20
i 60, Poloxamer 188. Tego Care 450 natomiast najczesciej wystepuje w formulacji
samodzielnie [Beloqui i in., 2016; Doktorovova i in., 2016; Farboud i in., 2011; Lohan
iin., 2015].

W zgromadzonym pismiennictwie, z wyjatkiem jednej publikacji, nie znaleziono
informacji na temat wptywu konserwantu na wtasciwosci otrzymanych mikrosfer.
W sktad konserwantu Euxyl PE 9010, uzytego w przebiegu badan, wchodzg substancje
nalezgce do zwigzkéw amfifilowych, dzieki czemu moze on mie¢ wptyw na napiecie
powierzchniowe otrzymanych formulacji. Ze wzgledu na te cechy, oznaczono wptyw
Euxyl PE 9010 na wfasciwosci czgstek lipidowych. Na podstawie wynikéw stwierdzono,
ze dodatek tego konserwantu powoduje dodatkowe zmniejszenie wielkosci mikrosfer
otrzymanych przy uzyciu emulgatora Tego Care 450. Pordéwnujgc witasciwosci
otrzymanych zawiesin (IV. Cze$¢ doswiadczalna, 5. Wyniki, strona 57, tabela 20)
z wynikami dla préb 13-15 (IV. Czes$¢ doswiadczalna, 5. Wyniki, strona 46, tabela 11)
zaobserwowano wyrazne réznice w ich wartosciach. Formulacje, w ktérych nie
zastosowano Euxyl PE 9010 charakteryzowaty sie wymiarami wiekszymi o minimum
50%.

W badaniu z 2017, w ktdrych zbadano wptyw uzycia konserwantu Euxyl PE 9010
w potgczeniu z emulgatorem Tween 80 na otrzymywanie czgstek lipidowych, nie
stwierdzono zaleznosci opisanej wczesniej, a obserwacje naukowcéw byty wrecz
odwrotne. Formulacje, w sktad ktérych wchodzity obydwie z wyzej wymienionych
substancji cechowaty sie wymiarami wiekszymi od czastek zamierajgcych wytgcznie
emulgator [Sznitowska i in., 2017].

Badania potencjatu draznigcego in vitro zastgpity testy in vivo wykonywane
na krélikach. Metoda ta zostata jako pierwsza opracowana przez naukowcdéw grupy
L'Oreal dla modelu EpiSkin®. Pozwolifa ona z dostateczng precyzjg oceni¢ potencjat
draznigcy substancji chemicznych aplikowanych na skére i przypisanie ich wedtug
klasyfikacji Unii Europejskiej jako draznigce (R38) i niedraznigce skoére (no-label).
Model EpiDerm” jest to wielowarstwowa, wysoce zréznicowana hodowla
keratynocytéw pochodzenia ludzkiego, zawierajgca wszystkie cztery warstwy naskérka

(warstwa podstawna, kolczysta, ziarnista i rogowa). W badaniu z jej uzyciem jako
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indykator przezywalnosci komdrek wykorzystuje sie reakcje, ktéra zachodzi pomiedzy
76ttym roztworem soli tetrazoliowej i dehydrogenazg mitochondrialng obecng
w zywych komodrkach. Im bardziej fioletowe zabarwienie ma badany roztwér tym,
przezywalnos¢ komodrek jest wieksza. Substancja uwazana jest za draznigca, jezeli
Srednia wzgledna zywotnos¢ trzech pojedynczych tkanek wystawionych na jej dziatanie
wynosi ponizej 50% S$redniej zywotnosci kontroli negatywnych (Tab. 25). Kontrole
negatywng stanowi woda oczyszczona [informacja technicza: In Vitro EpiDermT'VI Skin
Irritation Test, 2017]. Do badan przezywalnosci komédrek po aplikacji preparatu
zawierajgcego mikroczagstki wybrano formulacje 15, 29 i 39. Wszystkie formulacje
poddane badaniom in vitro cechowaty sie najmniejszymi, jakie udato sie uzyskag,
wielkosciami czgstek — okoto 260 nm, natomiast rdznity sie rodzajem oraz stezeniem
emulgatora (VIII. Zafaczniki, strona 95, tabela A). Otrzymane wyniki pokazujg,
ze wszystkie formulacje mozemy zakwalifikowa¢ do grupy niedraznigcych (IV. Czesé
doswiadczalna, 4. Wyniki, strona 57). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze formulacja
zawierajgca Tween 80 jako emulgator cechowata sie znacznie nizszg S$rednig
przezywalnoscig komodrek (okoto 60%), podczas gdy pozostate, zawierajgce emulgator
Tego Care 450 w stezeniu 2 i 4% osiggnety wartos¢ tego wskaznika na poziomie okoto
80%. W badaniach statych czastek lipidowych, w skfadzie ktérych uzyto emulgatora

Poloxamer 188, srednia przezywalnos¢ komodrek wynosita 81% [Wosicka-Frgckowiak

iin., 2015].
Tabela 25. Potencjalne dziatanie draznigce wedtug klasyfikacji EU.
Wynik in vitro Przewidywania in vivo
$rednia przezywalno$é komorek <50% draznigce
$rednia przezywalno$é komarek >50% niedraznigce

Potencjat draznigcy formulacji mozna réwniez badaé metoda in vivo. W tym
celu stuzy badanie ptatkowe - patch test. Metoda ta jest szeroko wykorzystywana przez
dermatologéw i alergologdw do diagnozowania alergii kontaktowych. Patch testy
sg rowniez pierwszym badaniem, jakie przeprowadza sie dla kosmetykdw
wprowadzanych na rynek. Pozwalajg one producentowi oceni¢ ewentualny potencjat

draznigcy ich produktéw. Jezeli kosmetyk zakwalifikowany zostanie jako niedraznigcy,
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moze zosta¢ poddany badaniom skutecznosci dziatania — badaniom aplikacyjnym.
Badaniom patch test poddano dwie formulacje 15 i 39. W opisanym powyzej tescie
in vitro te dwie préby cechowaty sie znacznie wyzszg $rednig przezywalnoscig komédrek
w poréwnaniu z formulacjg 29. Wyniki testéw in vivo przeprowadzonych w przebiegu
pracy doktorskiej potwierdzity te otrzymane metodg in vitro. Preparaty okazaty sie by¢
bezpieczne dla skéry niezmienionej chorobowo i mozna je oceni¢ jako niedraznigce
i niegrozne dla skory (IV. Cze$¢ doswiadczalna, 4. Wyniki, strona 58-59). Mandawage
ijej zespot przeprowadzili testy ptatkowe na krdlikach dla zawiesin zawierajgcych
tretynoine. Konwencjonalne produkty zawierajgce ten zwigzek jak zele i emulsje
cechujg sie wysokim potencjatem draznigcym gdy stosowane sg na skdre zmieniong
chorobowo. Metodg testéow ptatkowych dowiedli, ze inkorporowanie tretynoiny
w state czastki lipidowe w znaczny sposdb zmniejsza podraznienie skéry wywotane
aplikacjg produktu zawierajgcego ten lek [Mandawgade i in., 2008].

Gdy dokonano analizy wptywu réznych czynnikdéw na witasciwosci mikrosfer
lipidowych i oceniono potencjat draznigcy wybranych formulacji, przystgpiono
do zbadania przenikania czgstek do mieszkdw witosowych. Otrzymano mikrosfery
lipidowe zawierajgce emulgator Tego Care 450, w ktdre inkorporowano barwnik
fluorescencyjny ester heksylowy rodaminy B. W celu przeprowadzenia badan
przygotowano dwie formulacje, ktére rdznity sie wielkoscig czgstek. Byta to formulacja
52, ktérej wymiary wynosity 190 nm i formulacja 53 o wielkosci 350 nm (IV. Czes$¢
doswiadczalna, 5. Wyniki, rycina 18, strona 59 i rycina 19, strona 60). Wybdor dwéch
wielkosci czgstek miat na celu przeprowadzenie badan poréwnawczych zaleznosci
gtebokosci penetracji od wielkosci. Do badan wykorzystano skore ludzka z gtowy, gdyz
to witasnie w terapii chorob mieszkéw wtosowych zastosowanie mogtyby znalezé
otrzymane formulacje. Wielu autoréw wskazuje rowniez na mozliwos¢ stosowania
do tego typu badan tatwiej dostepnej skéry ze Swinskiego ucha, ktérej wtosy budowa
przypominajg ludzkie wtosy terminalne [Lademann i in., 2011]. Ester heksylowy
rodaminy B jest barwnikiem posiadajgcym witasciwosci lipofilowe o maksimum
wzbudzenia $wiatta wynoszagcym 556 nm i emisji 578 nm. Inkorporacja tego barwnika
w mikrosfery umozliwita zwiekszenie kontrastu i obserwacje czgstek w skoérze
i mieszkach wiosowych pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Mikroskopia fluorescencyjna jest rodzajem mikroskopii sSwietlej wykorzystujgcej
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zjawiska emisji Swiatta przez badang probke. W literaturze opisane sg rowniez inne
metody mikroskopowe umozliwiajgce obserwacje przenikania przez skére
w warunkach in vitro, sg to: fluorescencyjny skanujacy laserowy mikroskop konfokalny,
skaningowy mikroskop elektronowy, transmisyjny mikroskop elektronowy czy
mikroskop sit atomowych [Cal i in., 2009]. Ciekawg metodg badania przenikania przez
skére jest zastosowanie techniki spektroskopii ramanowskiej w pofgczeniu
z mikroskopem konfokalnym [Bohling i in., 2014; Ascencio i in., 2016]. Umozliwia ona
obserwacje in vivo w czasie rzeczywistym przenikania substancji w gtgb skéry. Technika
ta nie jest czesto stosowana i wymaga dalszego udoskonalenia, gdyz do jej
praktycznego zastosowania konieczne jest przeprowadzenie skomplikowanej walidacji.
Ponadto, metoda ta nie mozne by¢ szeroko wykorzystywana w badaniu przenikania
do mieszkéw wifosowych z powodu mozliwosci obserwacji penetracji tylko
do gtebokosci 350 um (II. Czes¢ teoretyczna, 1.1 Budowa mieszka wtosowego i wtosa,
strona 13, tabela 1).

Analizujgc zdjecia wykonane mikroskopem fluorescencyjnym zaobserwowano,
ze czastki zawierajgce inkorporowany barwnik penetrowaty gtebiej do jednostki
folikularnej niz roztwér olejowy tegoz barwnika. Aplikacja RBHE w postaci roztworu
olejowego skutkowata gromadzeniem sie formulacji na powierzchni skéry, natomiast
czastki lipidowe penetrowaty znacznie giebiej. Obserwacje te potwierdzajg opisane
wczesniej badania przenikania hydrozelu zawierajgcego fluoresceine w postaci
nanoczastek (ll. Czes¢ teoretyczna, 2. Przenikanie nanoczgstek do mieszkow
wtosowych, strona 17) .

W przebiegu pracy doktorskiej postanowiono rdéwniez zbada¢, czy dzieki
wydtuzeniu czasu inkubacji state czastki lipidowe charakteryzowac sie bedg gtebsza
penetracjg w mieszek wiosowy Pieciogodzinny ekspozycja skéry na formulacje nie
spowodowata gtebszej penetracji mikrosfer lipidowych. Obserwacja ta wskazuje,
ze proces przenikania do jednostki folikularnej jest szybki i nie wymaga wielogodzinnej
aplikacji formulaciji.

W badaniach wykorzystano réwniez masaz jako etap promujgcy penetracje
do mieszkéw wtosowych. Procedura ta imituje naturalne ruchy wtosa, ktére
w warunkach in vitro nie wystepujg. Dzieki ruchowi mechanicznemu dachéwkowe

utozone komorki kutikuli tworzg swego rodzaju ,pompe” zasysajacg nanoczastki
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do mieszka wtosowego (ll. Czes$¢ teoretyczna, 2. Przenikanie nanoczgstek do mieszkéw
wiosowych, strona 20). Wielu autoréw uznaje ten etap za konieczny
do przeprowadzenia badan przenikania do mieszkéw wiosowych w warunkach in vitro
[Lademanniin., 2007, 2009; Neubert, 2011; Prow i in., 2011; Trauer i in., 2014]. Innym
zabiegiem, jaki mozina wykona¢ w celu zwiekszenia penetracji do mieszkéw
wiosowych, ktéry w tej pracy nie zostat wykorzystany, jest peeling. Metoda ta jest
znacznie mniej inwazyjna niz biopsja cyjanoakrylowa. Pozwala oczysci¢ powierzchnie
skéry i pozby¢ sie martwych komérek naskdrka, co powoduje otwarcie zamknietych
mieszkow wtosowych (lIl. Czes$¢ teoretyczna, 1.4 Aktywnos¢ wtosow, strona 15)
[Lademanniin., 2011; Wosicka i Cal, 2010].

W celu lepszego pordwnania przenikania statych czgstek lipidowych
do mieszkéw wtosowych postuzono sie pomiarem intensywnosci fluorescencji.
Intensywnosé fluorescencji jest wskaznikiem, ktéry przyjmuje wartosci od 0 do 250.
Im wyzsza jest jego warto$é, tym wieksze jest stezenie substancji wykazujacej
wiasciwosci fluorescencyjne w danym miejscu. Oznaczenie tego parametru pozwolito
zauwazy¢, ze mikroczastki zawierajgce barwnik fluorescencyjny RBHE penetrujg w giab
mieszka wtosowego znacznie lepiej niz roztwdr olejowy tej substancji. State czastki
lipidowe o wielkosci 190 nm i 350 nm dobrze przenikaty do mieszkéw wtosowych
i gromadzity sie w ich gdrnych czesciach. Biorgc pod uwage powyzsze obserwacje oraz
grubosé skory (okoto 3 mm), ktdra postuzyta do badan mozna stwierdzi¢, ze formulacje
52 i 53 przenikaty do mieszkéw wiosowych i kumulowaty sie w regionie infundibulum,
ujsciu gruczotu fojowego i regionie bulge. Intensywnos¢ fluorescencji dla formulacji 53,
w warstwie skory A i gdzie czas inkubacji wynosit 5 godzin przyjeta znacznie mniejsze
wartosci niz pozostate 7 przyktadéw. Wskaznik ten wynosit 125 w pordwnaniu z 230
(IV. Czes¢ doswiadczalna, 5. Wyniki, strona 68, tabela 23). Biorgc powyzsze pod uwage
nasuwa sie wniosek, ze mieszek ten mogt by¢ nieaktywny, zamkniety przez
co mozliwos¢ penetracji w gtgb zostata ograniczona. Zastosowanie dodatkowo wyzej
wspomnianego juz peelingu mogtoby umozliwi¢ otwarcie zamknietej jednostki
folikularnej i spotegowac penetracje inkorporowanych barwnikiem mikroczgstek
w gtab jednostki transfolikularnej (Il. Czes¢ teoretyczna, 1.4 Aktywnos¢ wtosoéw, strona

15).
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7. WNIOSKI

1. Najkorzystniejszym emulgatorem wykorzystywanym do otrzymywania mikrosfer
lipidowych metoda sonikacji jest Tego Care 450. Czgstki wytworzone z uzyciem tej
substancji charakteryzowaty sie wymiarami okoto 260 nm, wspdtczynnikiem

polidyspersji o wartosci 0,24 i .potencjatem zeta -38 mV.

2. Metoda planowania doswiadczen wskazata na duzg role czynnikéw wejsciowych
na parametry wyjsciowe mikroczgstek lipidowych. W badaniu wptywu rodzaju
emulgatora na witasciwosci otrzymanych mikrosfer, najbardziej znaczacy byt typ
emulgatora i zastosowana moc aparatu. Najkorzystniejszym emulgatorem
wybranym przez program byt Tego Care 450, a optymalng moc stanowito 300 W.
Czas prowadzenia procesu nie miat wiekszego wplywu na parametry

otrzymywanych zawiesin.

3. W badaniu wptywu stezenia emulgatora Tego Care 450 na wiasciwosci
otrzymanych czastek, wiekszy wptyw wykazywat czas prowadzenia procesu niz
samo jego stezenie. Jako optymalne parametry ustalono 12,4 minutowy czas

prowadzenia procesu sonikacji i stezenie emulgatora 3,8%.

4. Formulacje mikrosfer lipidowych zawierajgce emulgator Tego Care 450

sg niedraznigce dla skéry, co potwierdzity testy in vitro i in vivo.

5. Mikrosfery lipidowe o wymiarach 190 nm (formulacja 52) i 350 nm (formulacja 53)
inkorporowane barwnikiem RBHE przenikajg na gtebokos¢ okoto 1 mm mieszkow
wiosowych docierajgc do regionu infudibulum, bulge i ujscia gruczoty tojowego,

natomiast rozwor olejowy tego barwnika gromadzi sie na powierzchni skory.
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VIll. ZAtACZNIKI

Tabela A. Podsumowanie sktadéw i warunkéw procesowych otrzymywania mikrosfer lipidowych metoda sonikacji.

Nr Sktad formulacji [%] Moc [W] Cz.as
Compritol 888 ATO | Axol C62 | Tego Care 450 | MSG| Tween 80 | Euxyl PE9010 | Woda [min]
1 5 2 - - - 1 92 150 5
2 5 2 - - - 1 92 150 10
3 5 2 - - - 1 92 150 15
4 5 2 - - - 1 92 300 5
5 5 2 - - - 1 92 300 10
6 5 2 - - - 1 92 300 15
7 5 2 - - - 1 92 50 5
8 5 2 - - - 1 92 50 10
9 5 2 - - - 1 92 50 15
10 5 - 2 - - 1 92 150 5
11 5 - 2 - - 1 92 150 10
12 5 - 2 - - 1 92 150 15
13 5 - 2 - - 1 92 300 5
14 5 - 2 - - 1 92 300 10
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15

92

300

15

16

92

50

17

92

50

10

18

92

50

15

19

92

150

20

92

150

10

21

92

150

15

22

92

300

23

92

300

10

24

92

300

15

25

92

50

26

92

50

10

27

92

50

15

28

92

150

29

92

150

10

30

92

150

15

31

92

300

32

92

300

10

33

92

300

15

34

92

50
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35 5 - 2 92 50 10
36 5 - 2 92 50 15
37 5 4 - 91 300 5
38 5 4 - 91 300 10
39 5 4 - 91 300 15
40 5 2,5 - 92,5 300 5
41 5 2,5 - 92,5 300 10
42 5 2,5 - 92,5 300 15
43 5 1 - 94 300 5
44 5 1 - 94 300 10
45 5 1 - 94 300 15
46 5 1,5 0,5 92 300 15
47 5 1 1 92 300 15
48 5 0,5 1,5 92 300 15
49 5 2 - 93 300 5
50 5 2 - 93 300 10
51 5 2 - 93 300 15
52* 5 2 92 300 15
53* 5 2 92 150 5

* formulacje zawieraty barwnik fluorescencyjny w stezeniu 0,005 mg/ml.
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