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4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

W skifad osiggniecia naukowego wchodzi cykl 6 prac oryginalnych powigzanych
tematycznie i opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych, znajdujacych
sie w bazie Journal Citation Reports (JCR), o sumarycznym wspdtczynniku
oddziatywania Impact Factor (IF): 30.283 i sumarycznej punktacji MEiN: 610 pkt.
Wszystkie publikacje w cyklu powstaly po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych i jestem w nich pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.

Szczegotowy udzial Wspotautorow okreslajacy indywidualny wktad merytoryczny
kazdego z Nich w powstanie poszczegoélnych prac zostat opisany ponizej w punkcie 4.4.
oraz szczegdtowo przedstawiony w Zalaczniku 4 (pkt. 1.2. Wkiad wspotautorow w
powstanie cyklu publikacji).

[H1] Eliza Wolska, Matgorzata Sznitowska, Katarzyna Krzeminska, Maria Ferreira
Monteiro. Analytical techniques for the assessment of drug-lipid interactions and the
active substance distribution in liquid dispersions of Solid Lipid Microparticles (SLM)
produced de novo and reconstituted from spray-dried powders. Pharmaceutics 2020,
12(7): 1-22.

IF: 6.321, MEiN: 100

[H2] Eliza Wolska, Géza Regdon, Jr. Thermal analysis in the evaluation of Solid Lipid
Microparticles in the form of aqueous dispersion and fine powder. Applied Sciences 2023,
13(24): 1-14.

IF: 2.700, MEiN: 100

[H3] Eliza Wolska. Fine powder of lipid microparticles — spray drying process
development and optimization. Journal of Drug Delivery Science and Technology 2021,
64: 1-12.

IF: 5.062, MEiN: 70

[H4] Eliza Wolska, Marta Brach. Distribution of drug substances in Solid Lipid
Microparticles (SLM) — methods of analysis and interpretation. Pharmaceutics 2022;
14(2): 1-18.

IF: 5.400, MEiN: 100

[H5] Eliza Wolska, Martyna Szymanska. Comparison of the in vitro drug release
methods for the selection of test conditions to characterize Solid Lipid Microparticles.
Pharmaceutics 2023; 15(2): 1-19.

IF: 5.400, MEiN: 140
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[H6] Eliza Wolska, Karolina Sadowska. Drug release from lipid microparticles — insights
into drug incorporation and the influence of physiological factors. Pharmaceutics 2024;

-16(4): 1-17.

IF: 5.400, MEiN: 100

Prezentowane wyniki badan, wchodzace w zakres osiggnigcia naukowego, poza
wyzej wymienionymi publikacjami, byly takze przedstawiane w czasie 2 prezentacji
ustnych na konferencji krajowej (Gdansk) i miedzynarodowej (Ankara), jak rdwniez w
formie prezentacji posterowej (3 konferencje migdzynarodowe). Szczegotowy spis — patrz
Zalacznik 4 (Wykaz osiagnie¢ naukowych).

4.3. Omowienie celu naukowego i osiagnietych wynikow
Wprowadzenie

State czastki lipidowe, nazywane tez liposferami, to przyklad wszechstronnych
no$nikéw o wielu potencjalnych zastosowaniach [1-3]. W obrgbie stalych czastek
lipidowych mozna wyrdznié trzy kategorie: SLN (Solid Lipid Nanoparticles, stale
nanoczastki lipidowe), NLC (Nanostructured Lipid Carriers, nanostrukturalne nosniki
lipidowe) i SLM (Solid Lipid Microparticles, state mikroczastki lipidowe). SLN, bedace
jak dotad najpowszechniejszym przedmiotem badan, zaproponowano na poczatku lat 90.
XX wieku jako nosnik lekow alternatywny do emulsji, liposoméw i mikroczastek
polimerowych [4]. Otrzymano je poprzez zastapienie oleju w emulsji typu o/w do podania
pozajelitowego matryca z lipidow stalych w temperaturze ciata ludzkiego [5]. Pewne
pokrewienstwo wskazuje si¢ takze do innych formulacji, takich jak liposomy czy
nanoczastki polimerowe [6]. Z kolei SLM powstaly na bazie SLN, ale jako wigksze
czastki, laczace zalety nosnikéw lipidowych (jak SLN) z formulacjami w skali
mikroczastek (jak mikrosfery polimerowe), przy jednoczesnym wyeliminowaniu ryzyka
zZwigzanego z rozmiarem ,nano”, czy toksycznosci i ograniczen zwigzanych z
polimerami. Przewaga mikrono$nikéw nad nanoczastkami jest tez fakt, ze nie przedostaja
si¢ one do tkanki $rodmigzszowej i nie sg transportowane przez limfe. Material nosnika
zwykle nie ulega wchlanianiu, co nie oznacza jednak, ze efekt leczniczy ogranicza si¢ do
dziatania miejscowego [7]. Lipidowe postacie leku ciesza si¢ obecnie duzym
zainteresowaniem, poniewaz zapewniaja dobrg tolerancj¢ in vivo i biodegradowalnos¢,
gdyz sa zbudowane gltéwnie z fizjologicznych i biozgodnych sktadnikow.

Inne niz lipidowe SLM uktady mikroczastek, takie jak mikrosfery, mikrokapsutki
czy mikropeletki sg szeroko stosowane jako systemy dostarczania lekdéw, poniewaz
zapewniaja wyzsza skuteczno$¢ terapeutyczng i diagnostyczna w poréwnaniu z
konwencjonalnymi formami podania substancji leczniczych [8]. Systemy te wytwarzane
sa z wielu surowcoéw, zwlaszcza polimerowych, tworzacych posta¢ nosnika i
decydujacych o jego wilasciwosciach. Niestety, ze wzgledu na réznorodnos¢ form o
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réznych rozmiarach (czesto mierzonych nawet w mm) i substancji pomocniczych
tworzacych te formulacje klasyfikacja mikroczastek nie jest oczywista, a stosowane
-nazewnictwo moze by¢ niejednoznaczne lub nawet mylace.

Generalnie mikrosfery definiuje si¢ jako kuliste czastki o wymiarach w skali mikro,
czyli w zakresie od 1 pm do 1000 um [9]. Z kolei termin mikroczastka odnosi si¢ jedynie
do rozmiaru, ale juz niekoniecznie do ksztaltu (moga mie¢ na przyktad ksztalt
sferoidalny). Wedlug tego kryterium mikrosfery nalezy wigc uznaé za szczegdlny —
kulisty rodzaj mikroczastek [9]. W ten sam sposob nanosfery okresla si¢ zazwyczaj jako
czastki o Srednicy mniejszej niz 1 mikron (1 pm) czyli 1000 nm, chociaz niektorzy
naukowcy zawezaja te definicje, klasyfikujac nanosfery jako czastki o $rednicy od 10 do
200 nm [9]. Ogdlnie jednak w najnowszej literaturze terminy ,mikroczastki” i
,»hanoczastki” odnoszg si¢ do czastek, ktérych wymiary mierzone s3 odpowiednio w
mikrometrach i nanometrach [10]. SLN i SLM mozna takze okresla¢ terminem liposfery,
ktéry odnosi si¢ do dyspergowalnych w wodzie czastek stalych na bazie lipidéw, o
$rednicy od 0,01 do 100 pm, skladajacych si¢ ze stalego hydrofobowego rdzenia
lipidowego otoczonego stabilizatorem (zwigzkiem powierzchniowo czynnym),
utatwiajagcym dyspergowanie fazy lipidowej w fazie wodnej [11].

Dyspersje mikroczastek, tak jak 1 mikrosfer, sa wielokompartmentowymi
(wielojednostkowymi) systemami dostarczania lekéw o zdefiniowanych zaletach
fizjologicznych i farmakokinetycznych, oferujacymi korzysci zardwno terapeutyczne, jak
i technologiczne [7]. Za podstawowg cech¢ charakterystyczng takiego nosnika nalezy
uzna¢ wielozbiornikowy charakter, dzigki ktéoremu dawka substancji leczniczej roztozona
jest na wiele matych, oddzielnych ,porcji”, z ktérych jest uwalniania [7]. W
przeciwienstwie na przyklad do mikrokapsulek o charakterze typowego zbiornika,
mikroczastki maja jednak struktur¢ matrycy, sa wigc ukladem, w ktérym substancja
lecznicza moze by¢ rozpuszczona lub jednorodnie albo niejednorodnie zdyspergowana.
Opisywane mikroczastki lipidowe najczes$ciej wystgpuja w postaci wodnej dyspersji,
chociaz mogg by¢ tez stosowane w postaci proszku.

Niniejsza praca skupia si¢ wokot badan nad SLM o wielkosci ograniczonej do kilku
(maksymalnie kilkunastu) mikrometréw, ktorych podstawowa cecha jest lipidowy
charakter matrycy stalej w temperaturze pokojowej i ciala ludzkiego. Taki zakres
wielkosci badanych SLM zdecydowanie poszerza mozliwy obszar ich zastosowan,
jednoczesnie gwarantujac stabilnos$¢ plynnej dyspersji. Oczekuje si¢, ze wykorzystanie
no$nikéw  lipidowych w postaci SLM charakteryzujacych si¢ powyzszymi
wiasciwo$ciami przyczyni si¢ do zwigkszenia skutecznosci terapeutycznej podawanych w
tym no$niku substancji leczniczych nie tylko dzigki korzystnym profilom uwalniania, ale
takze optymalnym wiasciwosciom organoleptycznym. Nosniki te, jak przedstawiono
ponizej, prezentuja w pordwnaniu do innych juz stosowanych uktadow
wielozbiornikowych liczne zalety, ktore stang si¢ mozliwe do wykorzystania w wyniku
rozwoju i wdrozenia technologii SLM. Jednoczes$nie, ze wzglgdu na lipidowy charakter i
konieczno$¢ wspotoddzialtywania z czasteczkami substancji leczniczych, rozmieszczenie
leku w matrycy, jak opisano powyzej, moze by¢ rézne.

T AR 1 T 8 40 s
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Praktycznie nie jest mozliwe teoretyczne przewidzenie sposobu rozmieszczenia
substancji aktywnej w mikroczastkach lipidowych, a od tego zaleza najwazniejsze
-wlasciwosci SLM, bedace podstawa ich wykorzystania. Z tego powodu wskazanie
najodpowiedniejszych metod skutecznej oceny instrumentalnej rozmieszczenia leku w
stalych mikroczastkach lipidowych oraz opracowanie metod analizy pozwalajgcych na
ilosciowa oceng¢ dystrybucji substancji leczniczej w SLM stanowi podstawe dalszego
rozwoju i praktycznego wykorzystania tego typu nosnika. Dotychczas opisywane w
literaturze metody ograniczaja si¢ wiasciwie do oceny wydajnosci inkorporacji bez
jakiegokolwiek odniesienia si¢ do miejsca lokalizacji w obrebie mikroczastek. Przyczyna
takiego stanu rzeczy jest przede wszystkim rozmiar mikroczastek, szczegdlnie w
przypadku badania mikrosfer z dolnego zakresu wedlug definicji wielkosci SLM (tj. kilku
mikrometrow), ktdre, jak opisano powyzej, moga by¢ szczegélnie atrakcyjne z punktu
widzenia zastosowan praktycznych takich nosnikéw leku. Takze wykorzystanie réznych
technik mikroskopowych do zobrazowania rozmieszczenia substancji leczniczej w SLM
bardzo czgsto konczy si¢ niepowodzeniem i nie moze by¢ uznane za standardowa metode
odpowiednia dla wszystkich substancji czynnych.

Uzasadniajac celowos¢ podjetych badan przede wszystkim nalezy zwrdci¢ uwage na
fakt, ze SLM majg o wiele krotsza histori¢ badan i zdecydowanie mniejszg ilos$¢
dostepnych danych niz ich odpowiedniki o wielkosci ,,nano”, czyli SLN [12]. Chociaz
pod wzgledem sktadu SLM i SLN sa zblizone, to jednak rozbieznos¢ wielkosci co
najmniej jednego rzgdu (200 nm vs. 2 pum) skutkuje niezaprzeczalnymi réznicami,
zaréwno pod wzgledem metod wytwarzania, sposobodw i drég podawania, czy wreszcie
wlasciwosci 1 morfologii czastek. Z tego powodu o wiele obszerniejsza baza danych
doswiadczalnych na temat SLN nie moze by¢ wyczerpujacym zrodtem informacji przy
rozwoju formulacji SLM. Oczywiscie, ze wzgledu na wspomniane podobienstwa i
znacznie ubozszy zakres danych literaturowych odnoszacych si¢ do SLM, czgsto wyniki
badan SLN stajg si¢ punktem wyjscia lub odniesienia, jednak nie moga zastgpi¢ analiz
mikroczastek lipidowych, niejednokrotnie istotnie réznigcych si¢ wlasciwosciami od
nanoczastek lipidowych i wymagajacych tez odpowiedniej metodologii badan,
dostosowanej przede wszystkim do rozmiaru badanych czastek. Poza tym w przypadku
SLN takze nie dysponujemy szczegélowymi danymi ilo§ciowymi na temat dystrybucji
leku w formulacji, poza predykcyjnymi modelami rozmieszczenia substancji aktywnej w
nanoczastkach, tym bardziej, ze ilo$¢ leku mozliwa do inkorporacji w nanostrukturach jest
zdecydowanie mniejsza w poréwnaniu z mikroczastkami.

SLM 1laczg wiec zalety roznych systeméw dostarczania lekéw, a wsrdd
podstawowych korzysci ich wyboru jako nosnika leku nalezy wymieni¢ [11,13-15]:

e zréznicowane techniki otrzymywania SLM, uzaleznione od wielkos$ci mikroczastek
czy postaci (proszek lub dyspersja), niewymagajace etapu homogenizacji
wysokocisnieniowej, jak w przypadku SLN,

e mozliwos¢ wytwarzania SLM w formie proszku bez uzycia rozpuszczalnikow
organicznych,

e oplacalna produkcja na duzg skalg,
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e czastki utworzone z lipidu stalego w temperaturze ciala ludzkiego (nie ulegaja
rozpuszczaniu ani topnieniu po aplikacji), dzigki czemu gwarantujg nie tylko efekt
przedtuzonego uwalniania, ale takze ochrone¢ inkorporowanej substancji leczniczej,

e jako no$nik wielokompartmentowy oferuja jednolite rozproszenie w miejscu podania,
co zapewnia bardziej rdwnomierne wchtanianie i lepiej chroni aplikowang substancje
lecznicza,

e wyzszy poziom inkorporacji substancji leczniczej w matrycy lipidowej i bardziej
widoczny efekt przedtuzonego uwalniania w poréwnaniu z SLN (ze wzgledu na
wigkszy rozmiar czgstek),

e nietoksyczne, dobrze tolerowane nosniki uznawanego za biozgodne i
biodegradowalne, jako skladniki matrycy lipidowej najcze$ciej wybierane sg tzw.
substancje GRAS (generally recognized as safe),

e mozliwo$¢ podania najbardziej powszechnymi drogami, takimi jak doustna czy
miejscowa,

e mozliwos¢ aplikacji zarowno w formie stalej, jak i ptynnej,

e mozliwos$¢ wyjatawiania termicznego dyspersji i stosowania w formie jatlowe;.

Pomimo wielu wymienionych zalet, podstawowym celem stosowania SLM jest
uzyskanie efektu przedluzonego uwalniania substancji leczniczej, maskowanie smaku
substancji czynnej lub jej ochrona, zar6wno in vitro (np. przed hydroliza lub utlenieniem)
w_celu zwigkszenia trwalodci, jak i in vivo (np. w przewodzie pokarmowym przed
dzialaniem kwasu solnego lub enzymow) [16—19].

SLM jako wielokompartmentowe systemy dostarczania lekéw oferuja wyjatkowe
korzysci zwigzane z wyborem pozadanej postaci dawkowania odpowiedniej do
planowanej drogi podawania leku. SLM mozna stosowaé w roznych postaciach
farmaceutycznych: w postaci statej (w formie proszku, kapsuiki, tabletki), ptynnej (jako
dyspersje/zawiesiny) lub polstalej (koncentraty); dlatego mozna je podawaé doustnie
[17,20], pozajelitowo [21] (domigsniowo, podskornie), miejscowo na skore [22-24] do
nosa [25] czy do oka [26], a nawet wziewnie [27-29].

Sposrdéd licznych mozliwych zastosowan SLM, przeprowadzone i opisane przeze
mnie badania zwykle odnosza si¢ do podania do oka. Ze wzgledu na wielko$é
mikroczastek lipidowych (ktore pozostaja w worku spojowkowym zdecydowanie dluze;j,
niz szybko wymywane krople w postaci roztworu), mozliwos¢ sterylizacji termicznej oraz
posta¢ dyspersji, ktorg mozna aplikowaé¢ w formie jatlowych kropli do oczu, nosnik ten
spelnia wszystkie wymagania dla takiej drogi aplikacji. Ponadto, we wcze$niejszych
badaniach in vivo prowadzonych na krolikach wykazatam juz zaréwno skutecznosé, jak i
dobra tolerancj¢ tego nosnika po podaniu do worka spojowkowego [26]. Uwzgledniajac
powyzsze kryteria dobrano takze wigkszo$¢ ze stosowanych substancji leczniczych.
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Zalozenia i cele badawcze

Postep w dziedzinie nauk farmaceutycznych mozliwy jest nie tylko dzigki
stosowaniu nowych substancji leczniczych i nowoczesnych nos$nikéw leku, ale takze
dzieki wnikliwej analizie wiasciwosci postaci leku z zastosowaniem odpowiednio
dobranych, a czasem nawet opracowanych na potrzeby danego problemu, metod
analitycznych, instrumentalnych i badawczych. Wnikliwa analiza wlasciwosci
nowoczesnych postaci leku na etapie badan i rozwoju prowadzi do otrzymania
optymalnych formulacji, ktére nie tylko sa optymalng kompozycja leku z substancjami
pomocniczymi, ale takze gwarantujg pozadany efekt pod wzgledem sity i czasu dzialania
w okreslonym miejscu podania czy czasie po aplikacji. Takie postgpowanie jest
niejednokrotnie bardzo trudne, gdyz juz na wczesnych etapach rozwoju w testach in vitro,
wymaga przewidzenia i uwzglednienia w jak najwigkszym stopniu, warunkéw i
czynnikéw oddziatywujacych na postac¢ leku in vivo.

Skutecznosé inkorporacji substancji leczniczej w stalych mikroczastkach
lipidowych jest fundamentalng cecha, ktéora determinuje kluczowe wlasciwosci SLM
jako postaci leku. Dlatego podstawowym celem badan naukowych, ktorych wyniki
zostaly zaprezentowane w cyklu prac stanowiacych opisywane osiagnigcie naukowe,
bylo wytypowanie i opracowanie najbardziej odpowiednich metod instrumentalnych
oraz analitycznych sluzacych do precyzyjnej lokalizacji rozmieszczenia substancji
czynnej w matrycy SLM. Wlasciwosé ta jest krytycznym parametrem wyboru
mikrosfer lipidowych jako nosnik leku.

Mozliwos$¢ skutecznej oceny wiasciwosci mikrosfer, w tym przede wszystkim
dystrybucji substancji leczniczej w matrycy lipidowej, warunkuje dalszy rozwdj SLM
jako nowoczesnej, wielokompartmentowej postaci leku. W sytuacji duzej zmiennosci
oddziatywania substancji aktywnych z lipidami i innymi skladnikami matrycy SLM
wlasciwe metody oceny rozmieszczenia leku w matrycy i stopnia jego inkorporacji maja
kluczowe znaczenie, poniewaz od tego zalezy profil uwalniania, ochrona substancji
czynnej czy zdolnos$¢ maskowania jej smaku, a wigc podstawowe aspekty stanowiace
kryterium wyboru tego nosnika.

Badania prowadzono z wykorzystaniem nowoczesnych technik instrumentalnych i
analitycznych. Uzyskane wyniki weryfikowano oceniajac korelacje z nimi dostgpnosci
farmaceutycznej analizowanej z uwzglednieniem takze czynnikéw wptywajacych na SLM
in vivo. Dazono w ten sposob do lepszego zrozumienia wlasciwosci badanych uktadow i
przewidywania ich zdolnosci do osiggnigcia zamierzonego efektu.

Opracowanie nowych testéw i wskazanie optymalnych metod poréwnujacych
krytyczne atrybuty jakosci SLM (dystrybucja leku, dostepnos¢ farmaceutyczna) miaty na
celu standaryzacje badan takich no$nikow pod wzgledem metodologicznym. Umozliwia
to i ulatwia poréwnywanie wynikéw badan pomigdzy réznymi osrodkami naukowymi.
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Szczegotowe cele realizowano w postaci nastepujacych zagadnien badawczych:

e Ocena przydatnosci 1 znaczenia wytypowanych nowoczesnych analiz

" instrumentalnych w charakterystyce dyspersji SLM pod wzgledem rozmieszczenia
modelowych substancji leczniczych w poszczego6lnych fazach uktadu.

e Ocena przydatnosci analiz termograwimetrycznych (DSC/TG) do oceny wiasciwosci
SLM.

e Opracowanie metodyki badan dystrybucji substancji czynnej w SLM oraz analiza
zdolnosci do inkorporowania i rozmieszczenia w dyspersji SLM kilku wybranych
substancji leczniczych odpowiednich do stosowania w postaci kropli do oczu.

e Opracowanie metodyki badan uwalniania substancji aktywnej z SLM oraz
optymalizacja parametréw procesu z uwzglednieniem czynnikoéw fizjologicznych
istotnych in vivo po podaniu do oka.

Szczegolowy opis osiagniecia naukowego

Przeprowadzone badania naukowe skupiaty si¢ na kilku aspektach sluzacych jak
najdoktadniejszej charakterystyce SLM pod wzgledem rozmieszczenia i precyzyjnej
lokalizacji inkorporowanej substancji leczniczej w no$niku. W pierwszym etapie oceniano
przydatnos¢ do wskazanego celu wybranych nowoczesnych metod instrumentalnych. W
kolejnym kroku rozwinigto i udoskonalono opracowang wczesniej metod¢ badania
dystrybucji substancji aktywnej w dyspersjach SLM. Nastepnie opracowano takze
metodologi¢ i zoptymalizowano warunki badania dostgpnosci farmaceutycznej substancji
czynnych z SLM z uwzglednieniem czynnikow fizjologicznych panujacych w oku.

W badaniach skupiono si¢ na SLM w postaci dyspersji wodnej przeznaczonej do
podania do oka w postaci kropli. We wczesniejszych badaniach in vivo na krolikach
wykazano juz dobra tolerancj¢ tego nosnika po aplikacji do worka spojowkowego. W
celach doswiadczalnych jako czynniki réznicujace badane formulacje wybrano takie
aspekty jak: lipid, substancja lecznicza, st¢zenie substancji czynnej oraz posta¢ nosnika
(dyspersja lub proszek). Analizie poddawano SLM z modelowymi substancjami
leczniczymi jak np. cyklosporyna, indometacyna czy klotrimazol, a takze innymi; a w
celach porownawczych badano SLM placebo. W wybranych doswiadczeniach do badan
stosowano réwniez SLM w postaci proszku, ktéry otrzymywano w procesie suszenia
rozpylowego. Matryca lipidowa mikroczastek uformowana byta z lipidu statego
Compritol 888 ATO (dibehenian glicerolu), wytypowanego jako najkorzystniejszy we
wczesniejszych pracach, jak rowniez z innych lipidow np. Precirol ATO 5
(palmitostearynian glicerolu) czy kwas stearynowy.

Wiyniki badan uzyskane na poszczegdlnych etapach pracy, jak rowniez wynikajace z
nich wnioski podsumowano w opisie przedstawionym ponizej. Jest on podzielony na
sze$¢ kolejnych czgsci, w ktorych szczegdtowo omowiono kolejne publikacje oznaczone
literg [H1-H6], wchodzace w sktad osiagnigcia (tytuty prac patrz pkt 4.2.).
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H1 - ocena przydatno$ci wybranych metod instrumentalnych do analizy inkorporacji
i dystrybucji substancji leczniczych w mikrosferach lipidowych

W pierwszym etapie badan do identyfikacji wlasciwosci, rozmieszczenia i
oddzialywan substancji czynnych z innymi skladnikami mikrosfer lipidowych
wykorzystano cztery techniki instrumentalne:

— analize¢ termiczng opartg o roéznicowg kalorymetri¢ skaningowa (DSC) polaczong z
analizg termograwimetryczng (TG),

— mikroskopig sit atomowych (AFM),

— spektroskopi¢ Ramana oraz

— spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jagdrowego (1H NMR).

Badaniom poddawano SLM zawierajace jako lipid Compritol (dibehenian glicerolu)
lub kwas stearynowy, stabilizowane polisorbatem. Modelowymi substancjami
leczniczymi inkorporowanymi w mikroczastkach byly cyklosporyna A i spironolakton
uzyte w roznych stezeniach (0,1-5,3%). Badano nie tylko wodne dyspersje mikrosfer
lipidowych otrzymane de novo, ale takze SLM w formie proszku otrzymanego w procesie
suszenia rozpylowego. Suszenie rozpylowe wykorzystano jako proces technologiczny,
stuzacy dalszemu przetwarzaniu dyspersji SLM, ktéry jednak moéglby wplywaé na
dystrybucj¢ leku w SLM i stabilno$¢ badanych formulacji.

Powyzsze badania zostaly przeprowadzone w ramach grantu Miniatura z
Narodowego Centrum Nauki (2017/01/X/NZ7/01717). Przy ich realizacji
wspotpracowatam migdzy innymi z laboratorium badawczo-rozwojowym Nanores we
Wroctawiu. W wybranych badaniach brala rowniez udziat studentka farmacji Maria
Ferreira Monteiro z University of Porto w Portugalii.

Celem badan bylo wytypowanie tych metod instrumentalnych, ktdre najlepiej
pozwalajg scharakteryzowaé, w sposob bezposredni lub posredni, dystrybucje substancji
czynnej w SLM, lokalizujac ja lub oceniajac jej wptyw na wihasciwosci lipidu i innych
sktadnikéw matrycy oraz wykrywajac wzajemne oddzialywania pomiedzy tymi
sktadnikami. Ocenie poddawano takze wplyw procesu suszenia rozpylowego dyspers;ji
SLM na wiasciwoéci otrzymywanych w ten sposéb proszkéw SLM, jednoczesnie
rozwazajgc przydatnos¢ stosowanych metod do identyfikacji zmian dystrybucji substancji
czynnych indukowanych w efekcie suszenia.

Jako pierwszg zastosowano metod¢ roznicowej kalorymetrii skaningowej
wspomagang analizg termograwimetryczng (DSC/TG). DSC jest powszechnie stosowang
metodg badaniach liposfer gldwnie ze wzgledu na polimorfizm tworzacych je lipidow.
Stuzy takze do oceny stabilno$ci formulacji. Ocena wlasciwos$ci mikroczastek lipidowych
za pomoca analizy termicznej moze byé wykorzystywana nie tylko na etapie badan
rozwojowych i do oceny stabilnosci, ale takze w kontroli jakosci.

Analiza DSC opiera si¢ na fakcie, ze rézne formy polimorficzne charakteryzuja si¢
réznymi temperaturami topnienia i entalpia topnienia, na co wplyw maja takze
modyfikacje w stanie statym. Metoda ta moze réwniez dostarcza¢ informacji na temat
struktury stalych mikroczastek, czyli tego w jakiej postaci — krystalicznej/amorficznej
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znajduje si¢ w matrycy inkorporowana substancja lecznicza. Wiadomo, ze
problematyczne jest wykrywanie niskich st¢zen substancji, a takie zwykle wystepuja w
-mikrosferach, przez co potwierdzenie inkorporacji leku w matrycy na drodze
bezposredniej analizy jego przemian termicznych moze okazaé si¢ niemozliwe. Czy w
takiej sytuacji ocena wplywu posrednio, poprzez wplyw na przejscia fazowe lipidu
matrycy, bedzie miarodajna i pozwoli na okreslenie powtarzajacych si¢ trendow? Na to
pytanie probowatam odpowiedzie¢ planujgc doswiadczenia. Kluczowe okazalo si¢ takze
przygotowanie probki do badania, szczegdlnie jesli SLM wystgpowalty w formie
dyspersji.

Podjete badania skupity si¢ wigc na probach identyfikacji i charakterystyki przemian
termicznych pochodzacych od substancji czynnych inkorporowanych w SLM i efektow
termicznych bedacych skutkiem oddziatywan substancji czynnych ze skladnikami
matrycy lipidowej. Tak, jak si¢ spodziewalam, na termogramach DSC nie stwierdzono
przemian charakterystycznych dla substancji czynnych. Odnotowano natomiast wyrazne
réznice miedzy formulacjami w zaleznosci od lipidu tworzacego matryce mikroczastek
(Compritol vs. kwas stearynowy), jak rowniez wrazliwos¢ ukladéow na procesy
przetwarzania, takie jak emulgowanie w temperaturze powyzej temperatury topnienia
lipidu czy suszenie rozpylowe. Na tym etapie badan nie stwierdzilam zaleznosci
wynikajacych z wptywu cyklosporyny czy spironolaktonu na wilasciwosci termiczne
SLM, jednak wyrazne roznice w obserwowanych przemianach i potwierdzenie stabilnosci
termicznej inkorporowanych substancji w warunkach badania (krzywe TG wykluczyty
degradacje substancji czynnej) byly podstawa do kontynuacji badan SLM technika
DSC/TG w pdzniejszym czasie (patrz H2).

Mikroskopia sit atomowych (AFM) jest metoda, ktéra znalazta juz zastosowanie w
badaniach nanosfer lipidowych, jednak wylgcznie do obrazowania topografii powierzchni
SLN oraz do prezentacji ksztaltéw i rozmiaré6w nanoczastek [30], czyli bardziej jako
specyficzna analiza obrazowania. Tymczasem technik¢ AFM mozna réwniez wykorzysta¢
do pomiaru wiasciwosci lepkosprezystych badanych powierzchni (w tym przypadku
powierzchni SLM), co bedzie zrédlem informacji o wiasciwosciach powierzchniowych
formulacji, na podstawie oddzialywania powierzchni czastki z sonda. Wprowadzajac
AFM do spektrum analiz fizycznych SLM planowatam oceni¢ mozliwo$é wykorzystania
tej techniki i pozna¢ interakcj¢ matrycy lipidowej z substancja czynng oraz wykazac jej
dystrybucje w uktadzie na podstawie badania oddziatywan powierzchniowych.

Metoda mikroskopii sit atomowych staje si¢ obiecujacg technikg do wykorzystania w
tym obszarze badan, poniewaz pomiar wihasciwosci mechanicznych, takich jak
sztywnos$é/elastyczno$é, mikrotarcie czy adhezja okazuje si¢ precyzyjnym zrodtem
informacji o wilasciwo$ciach badanej powierzchni. Niewatpliwa zaleta mikroskopii sit
atomowych sg pomiary badanych powierzchni z bardzo duzg rozdzielczoscia. Duzy zakres
mierzonych sit w przeprowadzonych badaniach $wiadczy o czulosci i latwosci w
wykrywaniu zmiennosci badanej struktury, zaleznej od jej skladu (rodzaj lipidu, rodzaj
substancji czynnej, ilo$¢ substancji czynnej zlokalizowanej powierzchniowo) czy
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procesOw, jakim zostala poddana (proces suszenia rozpylowego), a takze zmian
zachodzacych w czasie (badania trwatosci).

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen z SLM potwierdzajg uzytecznos¢ i
wskazujg na dalszy potencjal zastosowania metody AFM nie tylko do badan topografii
czastek 1 uzyskiwania rzeczywistych, trojwymiarowych obrazow, ale takze do
charakteryzowania powierzchni mikrosfer lipidowych poprzez ocene jej oddziatywania z
sond3.

Wiasciwosci nanomechaniczne powierzchni SLM zbadane za pomocg AFM (Ryc. 1)
pozwalaja na rozrdznienie SLM placebo i z substancja czynng zlokalizowang
powierzchniowo, a takze obserwacje zmian zachodzgcych pod wplywem suszenia
rozpylowego. Zaleta metody AFM jest stosunkowo proste i malo czasochtonne
przygotowanie probki do badania. Jednoczesnie metoda ta jest bardziej wymagajaca, na
przyklad w zakresie doboru odpowiedniej sondy pomiarowe;.
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Rycina 1. Srednie sily adhezji zmierzone za pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM)
preparatéw placebo SLM (F1, F6) i z substancja leczniczg (F4, F5, F9, F10), (a) z Compritolem i
(b) z kwasem stearynowym, sporzadzonych de novo (m ptynne dyspersje) oraz po suszeniu
rozpylowym (e state, proszki).

Spektroskopia Ramana jest kolejng z zaawansowanych metod mikroskopowej
analizy chemicznej zaproponowana do oceny rozmieszczenia i wspdtoddziatywania
substancji czynnych w mikrosferach. Jak wiadomo mapowanie ramanowskie moze
generowaé obrazy chemiczne o wysokiej rozdzielczosci ztozonych materiatow (np.
tabletek), co pozwala na ocen¢ nie tylko réznic w skladzie, ale takze mikrostrukturze
preparatu. Utworzenie takich map chemicznych wymaga obrazowania rozktadu
intensywnosci  sygnatéw ramanowskich charakterystycznych dla poszczegdlnych
sktadnikow w badanej plaszczyznie. Uzyskanie dwuwymiarowych obrazéw
przedstawiajacych rozklad pojedynczych sktadnikow chemicznych w mikroczgstkach
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lipidowych technikg spektroskopii Ramanowskiej byloby idealnym potwierdzeniem,
spodziewanej na podstawie innych badan, powierzchniowej lokalizacji znacznej frakcji

-substancji czynnej (patrz H4). Warto podkresli¢, ze do tej pory takie badania nie byty

prowadzone w odniesieniu do wielokompartmentowych dyspersji mikrosfer. Niestety w
trakcie prowadzonych eksperymentdéw technika ta nie przyniosta spodziewanych efektow.
Chociaz udato si¢ zidentyfikowa¢ badane substancje czynne na powierzchni SLM
(cyklosporyna, spironolakton), to jednak uzyskane mapy nie potwierdzily
powierzchniowej lokalizacji znacznej frakcji substancji leczniczej (Ryc. 2), na co
wskazywaly badania dystrybucji czy badanie uwalniania. Powodem moze by¢ dominacja
na uzyskanych mapach chemicznych sygnatéw pochodzacych gléwnie od lipidu
tworzacego matryce mikroczastek, a takze innych substancji pomocniczych
lokalizujgcych si¢ powierzchniowo, jak polisorbat czy polivinylopirolidon. Czynnikiem
ograniczajgcym zastosowanie tej techniki okazat si¢ problem znaczacej intensywnosci w
widmach pasm pochodzacych od lipidow nakladajacych si¢ z pasmami o niewielkiej
intensywnosci pochodzacymi od substancji aktywnych. W spektroskopii ramanowskiej
wykrywalnos¢ zalezy w duzym stopniu od wzglednej intensywnosci, a przede wszystkim
potozenia sygnalow interesujacego sktadnika w poréwnaniu z sygnatami generowanymi
przez matryce nosnika. Nawet wystepowanie sygnalow o stosunkowo duzej
intensywnosci jest trudne do wykrycia, gdy nalozg si¢ na nie sygnaly matrycy lipidowe;j.
Przy niskich stezeniach leku sygnaly sa prawie nierozréznialne spos$réd szumu linii
podstawowe;.

Rycina 2. Przykladowe mapy ramanowskie mikrosfer placebo (F1L) i z cyklosporyng — CsA
(F3S, F8L). Lipid tworzacy matryce SLM to Compritol (F1L oraz F3S) lub kwas stearynowy
(F8L). Formulacja F3S badana po procesie suszenia rozpytowego dyspersji SLM.

Interferowanie sygnaléw, dodatkowo znacznie rdznigcych si¢ intensywnoscia,
zawezyto uzyteczno$¢ tej metody badania do formulacji z substancja aktywna o
korzystnych (tu w rozumieniu pasm pozwalajacych si¢ zr6znicowa¢ w poréwnaniu z
widmem lipidu) wiasciwos$ciach spektralnych. Jednoczesnie nalezy dodaé, ze zaleta
spektroskopii ramanowskiej jest niewymagajace przygotowanie probki, a takze mozliwos¢
prowadzenia obserwacji w stanie ciektym. Dlatego nie zaleca si¢ catkowitej rezygnacji z
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tej techniki badawczej. Raczej nalezy wskaza¢ na potrzebe przeprowadzenia wstgpnej
analizy widm przed ostateczng decyzja o zasadnosci ich kontynuacji lub rezygnacji z tego
-rodzaju badan, w zaleznosci od specyficznych wiasciwosci testowanych formulacji.
Oczywiscie brak mozliwo$ci zastosowania metody do wszystkich SLM, niezaleznie od
sktadu, ogranicza jej uzytecznos¢ jako uniwersalnej metody porownawcze;j.

Jako jedna z rozwazanych metod oceny oddziatywan sktadnikéw SLM z substancja
leczniczg i jej rozmieszczenia lub zmian w dystrybucji na skutek suszenia rozpylowego
wykorzystano takze spektroskopie magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR). O ile
techniki spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego w roztworze znalazly
szerokie zastosowanie w farmacji, to spektroskopia 1H NMR w badaniach liposfer jest
nadal rzadko wykorzystywana, a jej potencjal aplikacyjny jako metody badania SLM
nieznany, dlatego réwniez t¢ metode postanowiono wykorzystaé w zalozonym celu do
badan statych mikroczastek lipidowych.

Spektroskopia NMR do szczegélowego badania struktur molekularnych
wykorzystuje promieniowanie elektromagnetyczne o cze¢stosciach z zakresu radiowego do
wykrywania jader atomowych (1H) w czasteczkach. Jak juz opisano w przypadku
nanosfer lipidowych, sygnaly NMR dotyczace triglicerydéw sg trudne do obserwacji ze
wzgledu na bardzo krotkie czasy relaksacji [31,32]. Ze wzgledu na zjawisko relaksacji
zalezace od stopnia ruchliwosci czasteczek [30], metoda 1H NMR daje mozliwosé
rozréznienia ruchomej cieczy od unieruchomionych ciat stalych. W zwigzku z tym
oczekiwano, ze metoda ta umozliwi ewentualne wykrycie ruchliwosci 1 rearanzacji
czasteczek substancji czynnej wylaczonych z matrycy, gdyby takie zdarzenie wystgpito.
Przeprowadzone badania opieraty si¢ na zalozeniu, ze interakcja lipid-substancja czynna
i/lub zmiana dystrybucji substancji czynnej w formulacji bedzie odzwierciedlona
pojawieniem si¢ sygnalow charakterystycznych dla substancji aktywnej lub zmiang
szerokosci albo amplitudy sygnatéw generowanych przez badane mikrosfery.

W  przeprowadzonych badaniach nie udatlo si¢ zidentyfikowaé¢ sygnatow
pochodzacych od substancji czynnych, jesli byly one inkorporowane w statej matrycy
lipidowej. Frakcja cyklosporyny znajdujacej sie¢ w fazie wodnej dyspersji skutkowata
obecnos$cig specyficznego sygnatu, ale poza charakterystycznym obszarem widma (tzw.
finger print). Sygnaléw takich nie zarejestrowano w przypadku drugiej badanej substancji
— spironolaktonu. Widma 1H NMR formulacji suszonych rozpylowo prezentowaly co
prawda charakterystyczne zmiany zwigzane z polimerem dodanym w trakcie suszenia
(PVP), jednak nadal nie byly widoczne Zzadne sygnatly zwigzane z substancjami czynnymi.

Nalezy stwierdzié, ze stosujac spektroskopie¢ 1H NMR bardzo trudno jest
zidentyfikowaé sygnaty pochodzace od substancji leczniczych, ktére sg inkorporowane w
stalej matrycy lipidowej, a wolna frakcja substancji daje w widmie malo
charakterystyczne zmiany, lub sg one w ogoéle niewykrywalne.
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Rezultaty i wnioski H1

Za najbardziej przydatne sposrod zastosowanych instrumentalnych metod
analizy SLM nalezy uzna¢ techniki DSC/TG i AFM. W przypadku kazdej z
tych metod nietatwy, ale kluczowy dla uzyskania rzetelnych i1 powtarzalnych
wynikow badan, okazat si¢ doswiadczalny dobdr parametrow pomiarowych i
procedury badawczej, szczegélnie w przypadku dyspersji SLM, znacznie
trudniejszej do badania w poréwnaniu z proszkiem SLM. Wskazano tez zalety
1 ograniczenia poszczegolnych metod.

DSC uznano za istotne narzedzie do charakteryzowania zmian wilasciwosci
mikroczastek i interakcji lek-lipid w SLM. Metoda ta pozwolita na wykrycie
zmian w SLM z kwasem stearynowym, wystepujacych na skutek wigkszej
wrazliwosci tego lipidu na temperature podczas suszenia rozpylowego.

Uzyskane wyniki uzasadniajg wykorzystanie metody AFM jako narzedzia
przydatnego w analizie nie tylko w celu uzyskania rzeczywistych obrazéw
topograficznych, ale takze w celu analizy obecnosci i rozkladu substancji
czynnej na powierzchniach mikroczastek lipidowych poprzez oceng
oddziatywan lepkosprezystych powierzchni z sondg.

Wskazano na ograniczenia w wykorzystaniu Spektroskopii Ramana do
mapowania rozmieszczenia substancji czynnej w mikroczastkach lipidowych,
gléwnie ze wzgledu na spektralne whasciwosci substancji aktywnych, ktore w
potaczeniu z ich niewielkim procentowy udziatem w formulacji utrudniaja lub
uniemozliwiajg opracowanie i dalsze przetwarzanie widm spektralnych i map
ramanowskich.

Badania metodg spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (1H
NMR) okazaly si¢ najbardziej wymagajace z analitycznego punktu widzenia.
Dlatego w porownaniu do ilo$ci i wartosci uzyskiwanych wynikéw te technike
uznano za zdecydowanie nieprzydatng do realizacji zalozonego celu.

Wykazano, ze mozliwe jest suszenie rozpylowe dyspersji SLM bez wptywu na
wilasciwosci mikroczagstek lipidowych, zalezy to jednak gléwnie od rodzaju
lipidu tworzgcego matryce mikrosfer i modelowej substancji leczniczej.
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H2 — Poglebiona analiza stalych mikroczastek lipidowych metoda DSC/TG, wytypowang
jako narzedzie do oceny wlasciwos$ci zwigzanych z inkorporacja substancji leczniczych
w matrycy lipidowej SLM w postaci wodnej dyspersji lub proszku

Niniejsza praca jest kontynuacja badan mikroczastek lipidowych technika DSC/TG, i
zostala wykonana przy wspdlpracy z Profesorem Géza Regdon, Jr. w Instytucie
Technologii Farmaceutycznej (Institute of Pharmaceutical Technology and Regulatory
Affairs) Uniwersytetu w Szeged, Wegry. Zalozonym celem badan byta bardziej wnikliwa
ocena przydatnosci analizy termicznej do charakterystyki SLM w réznej formie
(zawiesina, proszek), na wszystkich etapach rozwoju i przetwarzania postaci leku, a takze
rozwigzanie trudno$ci zwigzanych z przygotowaniem plynnej probki (dyspersji mikrosfer)
do analizy. W tym celu zastosowano lgcznie dwie metody (DSC i TG), co umozliwia tzw.
jednoczesng analize termiczng STA (simultaneous thermogravimetric analysis), ktorej
zaletg jest uzyskanie kompleksowej charakterystyki termicznej badanej probki [33]. W
przypadku jednoczesnej analizy termograwimetrycznej oba sygnaly rejestrowane s3
jednoczesnie na tej samej aparaturze, a warunki panujace podczas badania (atmosfera,
ci$nienie, szybko$¢ nagrzewania, to samo naczynie pomiarowe itp.) sa identyczne dla
analiz TG i DSC, co ma istotne znaczenie dla jakosci uzyskiwanych wynikow.

Badaniom poddawano dyspersje SILM i suszone rozpylowo proszki SIM =z
wybranymi substancjami leczniczymi: cyklosporyng A, spironolaktonem, a takze
indometacyng. Przeprowadzono réwniez charakterystyke termiczng formulacji placebo
SLM i mieszanin fizycznych. Formulacje testowano zaraz po sporzadzeniu (dyspersje
otrzymane de novo), po przetworzeniu w posta¢ proszku (wplyw procesu suszenia
rozpylowego), a takze w trakcie badan trwatosci.

Doswiadczenia rozpoczeto od  wytypowania najkorzystniejszej metody
przygotowania ptynnej probki (dyspersja SLM) do badan. Dotychczas, w literaturze
przedmiotu, zaproponowano juz kilka metod, jednak obarczonych réznymi
ograniczeniami. Praktycznie metoda DSC/TG nadaje si¢ do bezposredniego badania
ciektych dyspersji SLM, ale woéwczas woda usuwana jest w poczatkowym etapie analizy.
Ewentualnie wode usuwa si¢ w innym procesie, aby analizie poddawa¢ juz tylko sucha

pozostatos$é. Kluczowe staje si¢ wiec przygotowanie probki w taki sposdb, aby usuwanie
wody nie miato wplywu na wlasciwosci mikrosfer badanych na etapie wlasciwej analizy.
Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly celowos¢ wczesniejszego usunigcia wody z
dyspersji SLM, poniewaz jej obecno$¢ w probce podczas analizy powoduje, ze krzywe
DSC i TG wykazuja charakterystyczny profil parowania wody, po ktérym dopiero
nastgpuje rozklad termiczny z karbonizacjg, co jest trudne do interpretacji z punktu
widzenia analizy lipidu. Gdy SLM testuje si¢ bezposrednio w postaci cieklej dyspersji,
krzywa DSC pokazuje jeden duzy pik konwersji, zwigzany gléwnie z parowaniem wody,
w obrebie ktérego nie jest mozliwe wyodrgbnienie zdecydowanie mniejszego piku
topnienia lipidow (Ryc. 3). Analogicznie do krzywej DSC, na krzywej TG mozna
wyrdézni¢ dwa etapy rozktadu z utratg masy, ktore odpowiadajag gidwnie odparowaniu
wody, a takze rozkladowi pozostatych sktadnikow postaci leku. Gdy dyspersje SLM bada
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si¢ po wczesniejszym usunigciu wody, na krzywych DSC mozna wyraznie wyrdznié
pojedynczy etap przejscia endotermicznego (Ryc. 3), bez utraty masy na krzywych TG, co
- odpowiada procesowi topnienia lipidu tworzacego matryce SLM. Dopiero analiza DSC
suchych prébek pozwala na wyrazne rozréznienie i analiz¢ zdarzen zwigzanych z
topnieniem lipidow.

Jedna z zalecanych metod usuwania wody jest wstepne podgrzanie probki w tyglu, a
nastgpnie ponowne jej schtodzenie przed analizg. Ze wzgledu na temperatur¢ powyzej
temperatury topnienia lipidow proces ten z pewno$ciag ma wplyw na wiasciwosci
preparatu [34,35]. Inng metoda jest liofilizacja dyspersji przed analiza termiczng, jednak
suszenie sublimacyjne rowniez moze prowadzi¢ do znacznych zmian wlasciwosci probki
na skutek dzialania obnizonej temperatury czy niekorzystnych sit wplywajacych na
mikroczastki podczas zamrazania [36]. W celu uniknigcia wstgpnego podgrzewania przed
analiza lub czasochlonnego i wymagajacego procesu liofilizacji, zaproponowano
odparowanie wody w temperaturze pokojowej pod spr¢zonym powietrzem, bez lub po
ultrawirowaniu dyspersji. Biorac pod uwage niewielkg mas¢ mikroczastek potrzebng do
przeprowadzenia analizy DSC, wystarczajaca okazata si¢ metoda odparowywania wody z
niewielkiej objetosci dyspersji pod spr¢zonym powietrzem w temperaturze pokojowej,
bez procesu wirowania generujacego sity odsrodkowe, takze zdolne do oddziatywania na
SLM, co obserwowano na termogramach. Zaproponowang metod¢ przygotowania
dyspersji SLM wykorzystano we wszystkich nast¢gpnych eksperymentach.

TG
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Rycina 3. Krzywe DSC i TG dyspersji SLM z Compritolem: (A) bez odparowania wody i (B) po
odparowaniu wody bezposrednio przed analizg termiczna.

W czasie badan na termogramach SLM nie zaobserwowano piku topnienia zadnej z
badanych substancji leczniczych, niezaleznie od ich stezenia w preparacie. Co wigcej, nie
obserwowano transformacji termicznej niezaleznie od rozmieszczenia substancji czynnej
w SLM. Substancji aktywnej nie udato si¢ wykryé takze w sytuacji jej niepelnej
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inkorporacji czy po przeprowadzeniu testu, jak w badaniu dystrybucji (wytrzasanie z
metanolem i jego odparowanie, patrz H4). W niektorych formulacjach zanik piku
-topnienia substancji aktywnej w SLM mozna tlhumaczy¢ faktem niskich stezen, na co
wskazuja tez wyniki innych zespoltéw badawczych [37-39], jednak piki te nie sa
widoczne nawet gdy stosunek np. cyklosporyny do lipidu wynosit 1:2 (Ryc. 4). Dlatego
uzasadnione jest tez wyjasnienie tego faktu interakcjami lek-lipid (lub lek-inne sktadniki
postaci leku np. polisorbat) i wlaczeniem substancji leczniczej w struktur¢ matrycy na
skutek jej rozpuszczenia w stopionym lipidzie podczas procesu produkcyjnego. Taki efekt
potwierdzaja przeprowadzone badania mieszanin fizycznych.

Przede wszystkim, jak wykazano na przykladzie badanych substancji leczniczych,
obecnos$¢ substancji rozpuszczonej w matrycy mikrosfer przez wplyw na strukturg
krystaliczng powoduje obnizenie temperatury topnienia matrycy lipidowej, zalezne od
stezenia inkorporowanej substancji czynnej, a w widmie DSC przesunigcie piku topnienia
lipidu matrycy w strong nizszej temperatury. Tak wiec o obecnosci substancji czynnej i jej
wplywie na wihasciwosci SLM w badaniach termicznych mozna wnioskowac jedynie
posrednio, na podstawie spadku temperatury topnienia lipidéw (DSC) lub subtelnej
zmiany temperatury rozktadu (TG). Co wazne, zachowanie termiczne dyspersji SLM byto
bardzo podobne, niezaleznie od rodzaju wprowadzonej substancji leczniczej, co daje
mozliwo$¢ wykorzystania obserwowanych zmian do oceny wilasciwosci badanych
formulac;ji.

a) TG b) zoom

DSC

wlowwopzouo|wcmmmwmmm:ngﬁmmmanwmmt 120 125 130 135 140 145 150

Rycina 4. (a) Krzywe DSC i TG oraz (b) powigkszenie: (A) dyspersji SLM z 2% cyklosporyny,
(B) dyspersji SLM z 5% cyklosporyny, (C) cyklosporyny oraz (D) piku cyklosporyny
przeksztatconego do poziomu zawarto$ci w SLM (5%).

Rozktad termiczny widoczny na krzywych TG takze podlega charakterystycznym
zmianom na skutek inkorporacji substancji leczniczej w mikroczastkach. Przesunigciu,
tym razem w stron¢ wyzszych temperatur (nieznaczne spowolnienie procesu degradacji),
ulega temperatura rozktadu w SLM z substancja aktywna, podczas gdy temperatura
formulacji placebo jest taka jak samego lipidu wykorzystanego do otrzymania nosnika, co
potwierdza zalezno$¢ obserwacji od substancji aktywnej. Ten sam efekt zaobserwowano
w badanych preparatach z r6znymi substancjami.
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Jak wskazujg uzyskane wyniki, lipid tworzacy matryc¢ mikroczastek ma istotny
wplyw na wiasciwosci SLM otrzymanych po procesie suszenia rozpylowego. Nie

.obserwowano zmian termicznych w mikrosferach z Compritolem, ktéry okazat sig

odporny na warunki procesu suszenia, a takze byl stabilny podczas przechowywania, w
przeciwienstwie do zdecydowanie mniej trwatego kwasu stearynowego. Ulegal on
niekorzystnym zmianom, czasami nawet juz na poczatkowym etapie wytwarzania
mikroczastek — w procesie emulgowania na gorgco.

W badaniach STA potwierdzono takze stwierdzong na podstawie innych
doswiadczen stabilno$¢ zaréwno dyspersji, jak i proszkow SLM, w ktérych matryce
lipidowag stanowi Compritol. W SLM z Compritolem przechowywanych przez 12
miesigcy w lodowce w postaci ptynnej dyspersji nie stwierdzono zadnych zmian w testach
DSC/TG, niezaleznie od rodzaju substancji aktywnej. Te same formulacje byty trwale w
postaci proszku (otrzymywanego w procesie suszenia rozpylowego) przechowywanego w
temperaturze pokojowej przez okres 24 miesigcy.

Rezultaty i wnioski H2

e Przeprowadzone badania potwierdzity przydatno$¢ analizy STA do oceny
interakcji lek—lipid oraz modyfikacji struktury matrycy SLM indukowanej
warunkami metody produkcji (metoda emulgowania na goraco) i dalszym
przetwarzaniem (proces suszenia rozpylowego), a takze zjawiskami
zachodzacymi podczas badan stabilnosci.

e Kluczowy dla analizy DSC/TG dyspersji SLM okazal si¢ sposob
przygotowania probki, polegajacy na odparowaniu wody w temperaturze
pokojowej, bez stosowania dodatkowych procesow wplywajacych na
mikroczastki, jak np. wirowanie.

e Podstawowa cechg charakteryzujaca widma DSC mikrosfer lipidowych jest
intensywny, endotermiczny pik w zakresie temperatury topnienia lipidu. Pik
ten jest gtownym zrédlem informacji o wiasciwosciach i stabilnosci badanego
preparatu SLM.

e Powtarzajacg si¢ cechg widm DSC mikroczastek lipidowych jest brak
zobrazowanych przemian termicznych charakterystycznych dla substancji
leczniczych zawartych w SLM. Obecnos¢ substancji czynnych i ich wpltyw na
wlasciwosci SLM w badaniach termicznych mozna ocenia¢ jedynie posrednio,
na podstawie zmian (obnizenia) temperatury zwigzanej z topnieniem lipidow
(DSC) lub subtelnej zmiany temperatury rozktadu (TG).
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e Niestety badania STA nie pozwalajag na stwierdzenie stopnia wbudowania
substancji leczniczej w matryce lipidowa mikroczastek 1 w tym celu nalezy
zastosowac inne techniki badawcze, ktére pozwolg potwierdzié¢ lub wykluczy¢
ten fakt.

e Badania DSC/TG potwierdzity brak wplywu procesu suszenia rozpylowego na
wiasciwosci SLM z inkorporowang substancja czynng i matrycg z Compritolu.

e Badania potwierdzity rowniez 2-letnig stabilnos¢ SLM z cyklosporyna.

H3 — Opracowanie i optymalizacja techniki suszenia rozpylowego wodnej dyspersji
SLM z r6znymi lipidami tworzacymi matryce lipidowg

Jak juz opisano we wstgpie, SLM mozna stosowa¢ w postaci ptynnej dyspersji
(wodna zawiesina mikrosfer) lub drobnego proszku (np. proszki do inhalacji) w
zaleznosci od sposobu i zamierzonej drogi podania [13,40,41]. Wytwarzanie SLM w
postaci proszku jest rowniez uzasadnione ze wzgledu na zwigkszenie dlugoterminowej
trwatosci preparatu (fizycznej, chemicznej i mikrobiologicznej) [42,43]. Ex tempore
proszek moze by¢ redyspergowany ponownie do formy ptynnej zawiesiny. Pomimo iz
badania stabilnosci potwierdzily, ze preparaty zarowno SLM jak i SLN w postaci ptynnej
zawiesiny pozostajg stabilne po 2 latach przechowywania [44,45], w zaleznosci od sktadu
i wlasciwosci inkorporowanej substancji leczniczej w niektérych wodnych dyspersjach
SLM istnieje wigksze ryzyko wystgpienia niekorzystnych zmian, niz w formie proszku.
Niekorzystne przemiany fizykochemiczne moga dotyczy¢ zaréwno matrycy lipidowej lub
substancji pomocniczych, jak i substancji czynnej, ktéra moze ulec degradacji chemiczne;j
(np. hydrolizie) lub przedwczesnemu uwolnieniu. Ponadto, w niektérych dyspersjach
SLM lub SLN zaobserwowano zmiany, takie jak degradacja matrycy czastek lub
agregacja/fuzja liposfer, skutkujaca niepozadanym wzrostem wielkosci czastek [13,42].
Po przeksztalceniu mikroczastek w form¢ drobnego, suchego proszku, SLM mozna
przechowywaé przez dhugi czas, bez ryzyka wystagpienia zmian fizykochemicznych
charakterystycznych dla dyspersji ptynnych. W razie potrzeby otrzymane suche preparaty
mozna stosowa¢ nie tylko w postaci proszku, ale takze po przywrdceniu formy ptynnej
dyspersji w toku rekonstytucji.

Z powyzszych wzgledow badania opisane w publikacjach H1 i H2 prowadzone byta
nie tylko na dyspersjach wodnych SLM, ale rowniez z wykorzystaniem SLM w formie
proszkéw, ktdre otrzymano w procesie suszenia rozpylowego wodnych dyspersji SLM.

Istnieje kilka metod wytwarzania SLM w postaci proszku, takich jak zestalanie
rozpylowe (spray congealing/spray chilling), suszenie rozpylowe ale z roztworu
organicznego, liofilizacja, mikronizacja kriogeniczna czy technika mikronizacji
nadkrytycznej (Particles from Gas-Saturated Solutions) [46]. GIéwnymi problemami przy
wykorzystaniu tych metod sg jednak: duzy rozmiar otrzymywanych czastek lipidowych
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(nawet do 2000 pm), czasochlonno$¢ oraz zlozonos¢ procesu i/lub koniecznosé
wykorzystania  rozpuszczalnikow  organicznych  (np.  etanolu, chloroformu,
-dichlorometanu) [46,47]. Tymczasem zaproponowany dwuetapowy proces sktadajacy si¢
z: 1/ przygotowania wodnej dyspersji SLM technika emulgowania na goraco, a nastgpnie
2/ usunigcia wody poprzez suszenie rozpylowe powstalej dyspersji prowadzi do
otrzymania drobnego proszku SL.M wielkosci kilku-kilkunastu mikrometréw bez uzycia
rozpuszczalnikéw organicznych z jednoczesnym uniknigciem wskazanych powyzej
ograniczen.

Suszenie rozpylowe jest technologia prosta, szybka 1 skalowalna, szeroko stosowang
nie tylko w przemysle farmaceutycznym, ale takze spozywczym i chemicznym [46,48]. W
procesie suszenia wodna dyspersja ulega rozpyleniu przez dysz¢ w drobne kropelki, ktore
w kontakcie z gorgcym czynnikiem suszacym (najczgsciej powietrzem) ulegaja
wysuszeniu na skutek odparowania wody. Pomimo iz rozpylana ciecz styka si¢ z gorgcym
gazem, kontakt ten jest bardzo krétki, a dziatanie chlodzace odparowujacego
rozpuszczalnika utrzymuje temperature kropli na stosunkowo niskim poziomie. Dzigki
temu nawet produkty wrazliwe na temperatur¢ moga by¢ suszone z zachowaniem swoich
wlasciwosci. W ten sposdb mozliwe jest rowniez suszenie uktadow lipidowych, nawet w
temperaturach powyzej 100°C [40,41]. Poniewaz jednak temperatura ta jest wyzsza od
temperatury topnienia lipidu tworzacego matryc¢ mikrosfer, w przypadku zle dobranych
parametrow procesu nalezy spodziewac si¢ zjawiska topienia matrycy lipidowej. To z
kolei moze skutkowaé¢ zmiang lub nawet znacznym pogorszeniem poczatkowych
wlasciwosci SLM (glownie dystrybucji czy szybkosci uwalniania substancji czynnej), jak
réwniez negatywnie wplywaé¢ na wydajno$¢ suszenia i sprawny przebieg procesu. W
efekcie niezbedna jest optymalizacja procesu pozwalajagca na zachowanie wlasciwosci
suszonych SLM. Chociaz proces suszenia rozpylowego ma wiele zastosowan w przemysle
farmaceutycznym, jego wykorzystanie do przeksztatcania wodnej dyspersji SLM w suchy
proszek nie jest wystarczajgco poznane ani dobrze opisane. Dlatego przed wdrozeniem tej
metody do otrzymywania proszku SLM konieczne bylo przeprowadzenie optymalizacji
warunkOw procesu, co opisano w publikacji H3 (Ryec. 5).

Ze wzgledu na brak doniesien literaturowych, ktére dotycza gldwnie wodnych lub
organicznych roztwordéw substancji aktywnych i polimeréw, a nie zawiesin lipidowych,
opracowanie technologii suszenia rozpylowego wodnych dyspersji SLM rozpoczgto od
dostosowania parametrow suszenia, takich jak: temperatura wlotowa (od 75 do 120°) i
wylotowa powietrza, nat¢zenia przeptywu (prgdkos¢ podawania suszonego medium, od
1,2 do 6,0 ml/min) czy st¢zenie suszonej dyspersji (2,5%; 5%; 10%), ktore decydujg o
wydajnosci procesu i wlasciwo$ciach otrzymywanych proszkéw. Praktycznym aspektem
pracy byla identyfikacja najbardziej krytycznych parametréw suszenia i preparatu w celu
pomyslnego przeprowadzenia procesu, w wyniku ktoérego otrzyma si¢ produkt o
pozadanej wielkosci czastek i niezmienionej morfologii czy dystrybucji.
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Rycina 5. Wykresy powierzchniowe 3D przedstawiajace wpltyw badanych czynnikow na
wlasciwosci suszonych rozpytowo proszkéw SLM z dodatkiem Compritolu. Zaleznos$¢ (A)
czynnika Span (rozpigtos¢), (B) procentowego udziatu czastek wielkosci <50 um, (C) wydajnosci,
(D) temperatury wylotowej, (E) wilgotnosci, (G) kata zsypu, (H) wspdiczynnika Hausnera od
temperatury na wlocie i szybkosci pompy podajacej suszong dyspersj¢; przedstawiono takze (F)

zalezno$¢ czynnika Span (rozpigtosci) od wydajnosci i wilgotnosci. Kolor bragzowy odpowiada
warto$ciom najwyzszym, a kolor ciemnozielony najnizszym.

W pierwszym etapie badan zaprojektowano doswiadczenia majace na celu
optymalizacj¢ parametréw procesu suszenia rozpylowego dyspersji

placebo SIM
przygotowanych z uzyciem dwdch lipidow: Compritolu lub kwasu stearynowego. Do
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monitorowania wybrano temperatur¢ na wlocie i szybko$¢ podawania suszonego medium.
Jako wartosci odpowiedzi wybrano takie cechy jak wydajno$¢ i jako$¢ produktu
-konicowego, czyli wielko$¢ czastek, zawarto§¢ wilgoci i sypko$¢ proszku.
Zoptymalizowane w pierwszym etapie parametry procesu wykorzystano nast¢pnie do
wysuszenia dyspersji SLM z modelowymi substancjami aktywnymi: cyklosporyng i
spironolaktonem.

Na podstawie wynikéw wstepnych analiz wybrano dyspersj¢ zawierajaca 5% (w/w)
SLM do dalszych badan i oceny parametréw krytycznych. Przeprowadzone eksperymenty
wykazaly, ze tylko wybrane kombinacje badanych parametrow (temperatura wlotowa i
predkos¢ podawania suszonego medium) pozwolity uzyskaé produkt koncowy o
pozadanych wlasciwosciach. Zastosowanie trojwymiarowych wykresow
powierzchniowych,  opracowanych na  podstawie = wynikow  eksperymentéw
przeprowadzonych z réznymi warto$ciami zmiennych niezaleznych, pozwolito
przewidzie¢ wartosci zmiennych zaleznych w zaleznosci od warunkéw procesu (Ryec. 5).

Elastyczno$¢ w doborze warunkow suszenia zalezy przede wszystkim od lipidu
tworzacego matryc¢ mikroczastek. Wyboér warunkéw suszenia SLM z kwasem
stearynowym jest znacznie mniej elastyczny w poréwnaniu do SLM z Compritolem,
dlatego lipid tworzacy matryce mikrosfer nalezy uzna¢ za podstawowy czynnik
decydujacy o doborze odpowiednich parametrow suszenia.

Wstepnie rozwazano wykorzystanie temperatury wylotowej jako parametru
sterujgcego suszeniem rozpytowym i optymalizujacego jego warunki, jednak biorac pod
uwage zaobserwowane zalezno$ci, ostatecznie uznano, ze temperatura powietrza
wlotowego, a nie wylotowego jest bardziej odpowiednia do oceny wpltywu parametréw
procesu na wlasciwosci proszku. Suszone rozpylowo proszki SLM (Ryc. 6) oceniano pod
wzgledem nastepujacych wilasciwosci: wielko$¢ czastek, zawarto$¢ wilgoci, odzysk
(wydajno$¢ procesu), kat usypu i wspoétczynnik Hausnera (HR). Zgodnie z przyjetymi
zalozeniami otrzymywany suchy proszek SLM powinien spelnia¢ nastgpujace
wymagania: dobra sypkos¢, procentowy udzial czastek <50 pm co najmniej 90%,
dopuszczalna wydajnos¢ co najmniej 50% i wilgotnos¢ nie wigcej niz 3%.

Wyniki  przeprowadzonych  eksperymentéw, ktére zebrano w  postaci
trojwymiarowych wykreséw powierzchniowych (Ryc. 5) oraz analiza statystyczna
uzyskanych wartosci doprowadzity do wskazania najkorzystniejszych warunkéw
prowadzenia procesu suszenia rozpylowego dyspersji SLM z Compritolem: temperatura
na wlocie 90°C i predko$¢ podazy suszonego medium 2,4 ml/min, oraz dyspersji SLM z
kwasem stearynowym: temperatura na wlocie 80°C przy szybko$ci pompy 3 ml/min.

Stwierdzono, ze suszenie rozpylowe jest skuteczng metoda otrzymywania suchych
proszkow z wodnych dyspersji SLM (Ryc. 6), a za najwazniejszy czynnik, od ktorego
zalezg parametry procesu, nalezy uznaé lipid tworzacy matryce SLM. Suszenie rozpytowe
mozna przeprowadzi¢ catkowicie bez uzycia rozpuszczalnikoéw organicznych, dzigki
temu, ze suszona jest wodna dyspersja mikroczastek lipidowych. Dodatkowo istnieje
mozliwo$¢ optymalizacji procesu suszenia na preparatach placebo do warunkow, ktore
nastepnie z powodzeniem zostang wykorzystane do suszenia SLM z substancja lecznicza.
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spray-dried
SLM powder

Rycina 6. Obrazy ze skaningowego mikroskopu elektronowego: (A) wodnej dyspersji SLM przed
suszeniem rozpytowym i (B) proszku SLM otrzymanego po suszeniu rozpylowym.

Rezultaty i wnioski H3

Opracowano technike suszenia rozpylowego wodnej dyspersji SLM, ktoéra
umozliwia otrzymywanie statych mikroczastek lipidowych w postaci proszku
catkowicie bez uzycia rozpuszczalnikow organicznych.

Sprecyzowano parametry procesu suszenia — zalezne od skladu SLM,
mikroczastek z dwoma lipidami tworzagcymi matryce lipidowa: Compritolem
lub kwasem stearynowym, potwierdzajac ze tylko okreslony poziom wartosci
pozwala uzyskaé proszek charakteryzujacy si¢ pozadanymi wiasciwosciami i
zadowalajaca wydajnoscia.

Optymalne warunki suszenia dobrane podczas suszenia preparatow placebo
okazaly si¢ réwnie skuteczne, gdy suszeniu poddawano SLM o tym samym
sktadzie, ale z dodatkiem modelowej substancji czynnej. Jest to istotne z
punktu widzenia badan laboratoryjnych, gdyz pozwala na optymalizacj¢
procesu suszenia rozpylowego wybranego preparatu z substancja lecznicza
przy uzyciu formulacji placebo z tym samym lipidem tworzacym matryce
mikroczgstek, oszczedzajac nierzadko droga i trudno dostgpng substancje
leczniczg. Mozna wigc oczekiwaé, ze warunki zoptymalizowane podczas
suszenia SLM placebo bgda odpowiednie do suszenia wszystkich formulacji o
tym sktadzie, niezaleznie od rodzaju inkorporowanej substancji aktywne;j.
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H4 — Metody analizy i interpretacja dystrybucji substancji leczniczych w mikrosferach
lipidowych oraz ocena poréwnawcza krytycznych wlasciwosci SLM

Ze wzgledu na staty charakter lipidu tworzacego matryce mikrosfer gldéwnym celem
zastosowania SLM jako nosnika leku jest zapewnienie przedtuzonego uwalniania,
ochrona substancji czynnej lub maskowanie jej smaku [13,15,49]. W kazdym z
powyzszych przypadkow dla osiggniecia pozadanego efektu niezbedne jest skuteczne
wbudowanie czasteczek substancji leczniczej w matryce lipidowa. Dystrybucja leku w
nosniku wplywa takze na inne wlasciwosci, w tym trwato$¢ preparatu [15,49-52]. Z
powyzszych powoddéw ocena rozmieszczenia substancji leczniczej w obrebie statych
mikroczastek lipidowych jest kluczowym aspektem oceny SLM jako postaci leku. W
przeciwienstwie do wczesniejszych badan instrumentalnych (H1 i H2), obecnie opisano
metode analityczng pozwalajaca nie tylko na identyfikacje rozmieszczenia, ale takze
ilosciowa charakterystyke substancji czynnej w poszczegolnych fazach formulacji SLM.

W danych literaturowych ilos¢ leku zawartego w SLM zwykle jest charakteryzowana
dwoma parametrami: EE — entrapment efficiency (efektywnos$¢ zamykania) i DL — drug
loading (stopien upakowania/zaladowania leku) [22,49,52-55]. Efektywno$¢ zamykania
to ilo$¢ leku wprowadzonego do czastek lipidowych (pomyslnie zamknigtego) podzielona
przez jego catkowitg ilo§¢ dodana do preparatu, a stopien zaladowania to ilos¢ leku
inkorporowanego na jednostk¢ masy calego ukladu lub lipidu. Wyznaczenie tych
parametrow w dyspersji SLM polega na wydzieleniu fazy wodnej (poprzez dialize,
ultrawirowanie lub filtracj¢ membranow3g) i oznaczeniu stg¢zenia rozpuszczonej substancji
— frakcje¢ rozpuszczong uwaza si¢ za wolny lek, a reszte leku, jako ilo$¢ wigczong do
mikroczastek [13,49,54]. Gdy mikrosfery otrzymywane sg w postaci suchej (proszek
SLM) zawarto$¢ substancji czynnej okresla si¢ bezposrednio w czastkach lipidowych po
ich stopieniu i ekstrakcji [13,14,54]. Tak wyznaczone parametry EE i DL s3 zwykle
uwazane za miar¢ przewidywanego potencjatu terapeutycznego formulacji. W ten sposéb
pomijany jest jednak istotny fakt, ze lek nie musi by¢ zamknigty w matrycy mikrosfer,
tylko moze by¢ zlokalizowany w réznych obszarach czastek lipidowych, czego w zaden
sposéb nie rozrozniajg podawane parametry EE i DL, a co ma kluczowe znaczenie dla
wilasciwosci SLM.

Istnieje wiele opisow zakladanego, oczekiwanego Iub przewidywanego
rozmieszczenia leku w SLM czy SLN [5,56], ktore jednak wynikajg z przyjetych
koncepcji wielokompartmentowego nosnika, opartych o wyniki analiz instrumentalnych,
modelowania przestrzennego, czy nawet efektu szybkiego uwalniania, a nie z
doswiadczen pozwalajacych ilosciowo przedstawié rozmieszczenie leku w dyspersji SLM.
Opisywane s3 proby dokladniejszego zlokalizowania leku w SLM z wykorzystaniem
technik obrazowania metodami XPS, SEM, konfokalnej mikroskopii skaningowej,
spektroskopii Ramana czy spektroskopii fluorescencyjnej [13,52,56,57], jednak sa to
metody zdecydowanie bardziej wymagajgce, skomplikowane i nie zawsze przynosza
oczekiwane skutki lub mozna je zastosowaé wybidrczo tylko do niektdrych substancji (na
przyktad prezentujacych wlasciwosci fluorescencyjne, wiele substancji ich nie posiada),
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co wykazano juz takze badaniami wiasnymi (H1-H2). Ponadto takie metody nie
dostarczajg informacji na temat ilosciowego rozkladu substancji leczniczej pomigdzy
‘rdzeniem matrycy lipidowej a powierzchnig czastek.

Rozktad substancji czynnych pomig¢dzy poszczegdlnymi fazami dyspersji SLM
zalezy od wielu czynnikéw, takich jak hydrofobowos¢ leku, wiasciwosci lipidu, rodzaj i
stezenie srodka powierzchniowo czynnego czy sposéb otrzymywania SLM [13,15,49]. W
efekcie proces ten jest na tyle ztozony, ze niemozliwe staje si¢ przewidzenie dystrybucji
leku i jego wlgczenie do matrycy lipidowej jedynie na podstawie wiasciwosci sktadnikow
formulacji, czy nawet badan rozpuszczalno$ci. Nie ma bezposredniej zaleznosci pomigedzy
rozpuszczalnoscig substancji leczniczej oznaczong w lipidzie, a jej zdolnosciag do
inkorporacji w SLM zawierajacych w sktadzie ten lipid.

SLM wytwarzane metoda emulgowania na goraco (emulsja o/w) s3 stabilizowane
zwigzkami powierzchniowo czynnymi, ktére w procesie otrzymywania lokalizujg si¢ w
miedzyfazie zwigzanej z powierzchnig SLM [15]. Substancje aktywne wprowadzane do
formulacji na etapie sporzadzania mogg lokalizowa¢ si¢ w roznych obszarach dyspersji
SLM: w wewnetrznej czesci mikroczastek (tzw. rdzeniu lipidowym), na powierzchni
SLM (w tak zwanej mi¢dzyfazie) lub w fazie wodnej dyspersji (poza mikroczastkami).
Lokalizacja substancji czynnej uzyskana bezposrednio po schlodzeniu goracej emulsji i
uformowaniu si¢ statych mikroczastek lipidowych moze ulega¢ zmianom w trakcie
dalszego przetwarzania (np. w procesie sterylizacji termicznej, prowadzacej do
ponownego stopienia mikroczastek) lub przechowywania (np. w wyniku przemian
polimorficznych lipidéw matrycy, skutkujacych reorganizacja ukladu przestrzennego
czasteczek lipidow i tworzonych przez nie przestrzeni dla substancji inkorporowanej). W
wyniku takich zmian mozliwa jest nie tylko redystrybucja substancji w uktadzie pomig¢dzy
poszczegblnymi fazami, ale takze precypitacja substancji inkorporowanej w fazie wodnej
na skutek wydzielenia z matrycy lipidowej, poza SLM, i wytracenia w fazie wodnej w
wyniku przekroczenia rozpuszczalnosci.

Opisujac  dystrybucje substancji leczniczych w SLM nalezy doprecyzowac
stosowang nomenklature, w ktorej wyrdzniamy angielskie terminy: interphase oraz
interface stosowane przy opisie dyspersji liposfer, emulsji i innych uktadéw czastek,
czesto zamiennie i bez wyjasnienia [58,59]. W oparciu o dostgpne dane przyjeto
terminologie definiujagcg pojecie “interface” jako dwuwymiarowa granica pomigdzy
dwiema powierzchniami (lipid-woda) oraz ,,interphase” jako trdjwymiarowy obszar
pomigdzy dwiema fazami (lipid-chmura srodka powierzchniowo czynnego-woda) — tzw.
mig¢dzyfaza opisywana w przeprowadzonych badaniach.

O obecno$ci znacznej frakcji substancji leczniczej na powierzchni mikroczastek lub
nanoczastek donoszono juz w licznych publikacjach [49,57]. Doniesienia te opieraty si¢
najczesciej na uzyskanych profilach szybkiego uwalniania znacznej frakcji leku w
poczatkowej fazie (efekt wyrzutu, tzw. burst effect), a takze na wspomnianych powyzej
technikach obrazowania. Jednakze jak dotad nie przedstawiono badan ilosciowych, ktore
pozwolityby na szczegolowe okreslenie rozkladu leku przy uwzglednieniu domen
strukturalnych w liposferach (rozro6znienie pomiedzy frakcja zlokalizowang na

T AT RO A s
26



@ GDANSKI

Y

T UNIWERSYTET dr n. farm. Eliza Wolska AUTOREFERAT
" MEDYCZNY

powierzchni i w rdzeniu lipidowym). W uktadach wielokompartmentowych, takich jak
SLM, substancja lecznicza zlokalizowana na powierzchni liposfer jest zakotwiczona w
-miedzyfazie utworzonej przez czasteczki $rodka powierzchniowo czynnego
stabilizujgcego uktad. Frakcja ta jest stosunkowo tatwo dostgpna, wigc moze skutkowaé
szybkim poczatkowym uwalnianiem — co w zaleznosci od formulacji moze by¢ tez cecha
korzystng (stabilna dyspersja SLM zapobiega precypitacji leku zlokalizowanego na
powierzchni czastek lipidowych, ktory jest lepiej rozpuszczalny, niz podany w postaci
zawiesiny, a szybkie uwolnienie powierzchniowej frakcji po aplikacji zapewnia tatwo
dostepng dawke inicjujaca w miejscu podania). Jednak powierzchniowa lokalizacja
przewazajacej ilosci leku w SLM nie pozwoli skutecznie zamaskowac¢ smaku czy
zapobiec degradacji chemicznej leku, jesli w takim celu zostata zastosowana postac leku.
Podsumowujac, parametry EE i DL nie uwzgledniaja rozmieszczenia leku w obrebie
matrycy lipidowej mikroczastek, ani zjawisk zachodzacych na powierzchni czastek,
dlatego sa niewystarczajace do okreslenia efektywnosci inkorporacji leku w SLM, a tym
samym przydatnosci tego nosnika dla wybranej substancji leczniczej i celu jego uzycia. W
zwigzku z powyzszym przeprowadzono badania rozkladu modelowych substancji
leczniczych w poszczegélnych fazach wodnej dyspersji SLM, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem oceny rozktadu substancji czynnych w obrgbie mikroczastek lipidowych.
Wykorzystano wilasng — opracowang w toku doswiadczen nad liposferami — technike
wytrzasania dyspersji SLM z rozpuszczalnikiem organicznym (metanolem), pozwalajaca
na ekstrakcje badanej substancji leczniczej z migdzyfazy bez rozpuszczania i uszkadzania
matrycy lipidowej mikroczastek. Procedura ta jest prosta i pozwala na iloSciowe
okreslenie frakcji leku zlokalizowanej w migdzyfazie. Jako badania wprowadzajace do
zastosowania proponowanej metody oceniano wplyw metanolu i innych
rozpuszczalnikow organicznych na matryc¢ mikrosfer lipidowych z wykorzystaniem
obrazowania mikroskopowego oraz pomiaru wielkosci czastek. Wykazano, ze
krotkotrwate (5 min) wytrzasanie na mieszadle vortex dyspersji SLM z metanolem
(koncowe stezenie 80%) nie powoduje degradacji matrycy, lecz pozwala na catkowite
rozpuszczenie substancji leczniczej zwigzanej z powierzchnig mikroczastek. Rowniez
ocena SEM badanych SLM przed i po wytrzasaniu z metanolem potwierdza brak
zauwazalnych zmian w strukturze mikrosfer.

Zaproponowana procedura obejmuje trzy rownolegle etapy: catkowita ekstrakcje
substancji czynnej metanolem po stopieniu liposfer (analiza catkowitej zawartosci leku w
dyspersji SLM), ultrafiltracj¢ nierozcienczonej dyspersji SLM (oznaczenie frakcji
substancji czynnej rozpuszczonej w fazie wodnej) oraz ekstrakcje¢ substancji leczniczej z
migdzyfazy metanolem i wydzielenie fazy wodno-metanolowej przez odwirowanie
(oznaczana jest wtedy suma zawartosci leku w fazie wodnej i w migdzyfazie, skrot MP).
Taka procedura pozwolita oznaczy¢ ilo$ciowo trzy frakcje leku w SLM (Rye. 7), tj.:

— frakcje wbudowang w matryce lipidowa (oznaczang LC),

— frakcj¢ zwigzang z mikrosferami, ale znajdujaca si¢ na powierzchni liposfer (w
miedzyfazie, oznaczana IF), ta frakcja nie uwzglednia leku z rdzenia SLM (frakcji LC) i

— frakcj¢ rozpuszczong w fazie wodnej dyspersji (oznaczana AP).
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Cyklosporyna A (CsA)

*

Fla '16%
b

*
F3a 1.3%

33%
66%
F7 1.3% F8 0.6%
q 23% a 26%

Klotrimazol (KL) Hydrokortyzon (HC)

Fa 0.4%
q 27%

F9

* *
F10 2.2% F10a 2.1% F15a

Diklofenak sodu (DNa)

#
F12 # 122 F13 F13a

Rycina 7. Dystrybucja cyklosporyny, klotrimazolu, diklofenaku sodu i hydrokortyzonu pomiedzy
fazami dyspersji SLM: faz¢ wodng oznaczono (AP — kolor niebieski), miedzyfaze (IF — kolor
fioletowy) i matryce lipidowa (LC — kolor z6tty). Dyspersje SLM badano przed i po sterylizacji
termicznej (formulacje oznaczone literg a). (*): preparaty przed i po sterylizacji, pomigdzy
ktérymi stwierdzono réznice istotne statystycznie (n=3-5). (#): preparaty, ktore nie byly oceniane
statystycznie.

Zoptymalizowang technik¢ wykorzystano do badania dyspersji SLM z czterema
wybranymi substancjami leczniczymi (cyklosporyna, diklofenak sodu, klotrimazol,
hydrokortyzon) w réznych stezeniach (Ryc. 7). Wyniki uzyskane w toku takiej procedury
poréwnano z wartosciami EE i DL uzyskanymi metodami opisanymi w literaturze, co
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doprowadzitlo do wnioskéw zasadniczo odmiennych od tych, ktére wynikaja z
interpretacji tylko wartosci EE i DL.

Majac na uwadze, ze warto$¢ EE nie obejmuje jedynie frakcji substancji czynnej z
fazy wodnej, wyniki sugeruja doskonatg skuteczno$é inkorporacji szczegdlnie
cyklosporyny czy klotrimazolu w mikroczgstkach lipidowych. Tymczasem wyniki
badania dystrybucji wyraznie wskazuja, ze wspomniane powinowactwo jest
zdecydowanie slabsze, a najwigksza cze¢$¢ modelowych substancji w niemal wszystkich
badanych preparatach zlokalizowana jest na powierzchni mikroczastek, a nie w matrycy
lipidowej, na co moglyby wskazywa¢ wysokie wartosci EE. Wiasciwie frakcja zawarta w
rdzeniu lipidowym w wigkszosci preparatow nie przekracza 30%, a w SLM z
diklofenakiem czy hydrokortyzonem wynosi zaledwie 1-6%. Jednoczesnie frakcje
diklofenaku i hydrokortyzonu odpowiadajace wartosciom EE (22-62%) sa prawie w
catosci zlokalizowane na powierzchni. Pomimo niskich stezen leku (0,1-0,5%) nie udato
si¢ skutecznie wprowadzi¢ tych czasteczek do matrycy mikrosfer. Na tej podstawie mozna
wnioskowa¢, ze skuteczne i trwate wigczenie substancji leczniczej do rdzenia lipidowego
SLM wydaje si¢ znacznie trudniejsze i ograniczone. Chociaz frakcje substancji
aktywnych oznaczone w fazie wodnej preparatéw byly znikome, trudno bylo uzyskaé
wysoki udziat tych lekéw w matrycy lipidowej, nawet jesli wyniki badan
rozpuszczalnosci sugerowaly takg mozliwos¢.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan dystrybucji stwierdzono, ze niezaleznie
od formulacji najwigksza frakcja substancji czynnej (od 52% do nawet 93% catkowitej
zawartosci) znajdowata si¢ w miedzyfazie. Pozostala czgs¢ znajdowata si¢ gléwnie w
matrycy lipidowej (od 21% do 48%). Ilos¢ leku w fazie wodnej nie przekracza 6,5% poza
pojedynczymi formulacjami np. z diklofenakiem.

Wsrdd preparatéw SLM z cyklosporyng rozkltad substancji czynnej w dyspersji byt
podobny: do 70% w migdzyfazie, od 24% do nawet 50% w matrycy lipidowej (w
zaleznos$ci od stezenia leku w SLM), z niewielkim ulamkiem substancji w fazie wodnej
(Ryc. 7). Taki rozktad niezalezny byt od lipidu tworzacego matryce (Compritol lub kwas
stearynowy) 1 ulegt znacznemu obnizeniu dopiero po wprowadzeniu do matrycy lipidu
ciektego (jednoczes$nie znacznie zwigkszajac frakcj¢ w fazie wodnej). Zwigkszenie
stezenia fazy lipidowej z 10% do 30% w dyspersji, przy zachowaniu tego samego stezenia
cyklosporyny (2%), réwniez nie spowodowato zmiany dystrybucji substancji w
poszczegolnych fazach. Brak istotnych zmian w rozmieszczeniu cyklosporyny w SLM po
zmianach w skladzie §wiadczy o stabilnym powinowactwie tej substancji leczniczej do
lipidu SLM, jak réwniez sugeruje, ze najprawdopodobniej nie osiggni¢to jeszcze
maksymalnego poziomu inkorporacji w lipidzie. Powinowactwo diklofenaku i
hydrokortyzonu do matrycy lipidowej mozna uzna¢ za znacznie nizsze, skutkujace
nieznacznym (2-6%) wbudowaniem w struktur¢ SLM (Ryec. 7).

Poréwnujac wyniki badania dystrybucji z wynikami uwalniania substancji leczniczej
z SLM, mozna stwierdzi¢ wyrazne zalezno$ci, zwigzane z poczatkowym efektem wyrzutu
(burst effect), podczas ktérego uwolniona ilo$¢ leku nie przekracza ilosci oznaczonej w
migdzyfazie, Catkowite uwolnienie substancji czynnej, w tym frakeji inkorporowanej w
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matrycy lipidowej jest powolne i w warunkach prowadzenia badania (bez enzymoéw i
czynnikéw powodujacych degradacj¢ matrycy lipidowej) najczesciej niecatkowite.

Chociaz w SLM o tym samym skladzie substancji pomocniczych wzrost
rozpuszczalnosci substancji czynnej w lipidach jest zgodny ze zwigkszajaca sig
mozliwo$cig wbudowania czasteczek leku w matryce lipidowa, to jednak zaleznos¢ ta nie
jest proporcjonalna, a stgzenie leku w liposferach moze nawet przekraczac¢ stezenie
okreslone w badaniu rozpuszczalnosci, co potwierdzono w SLM z cyklosporyna.

Ze wzgledu na zmiany zachodzace w czasie, a zwigzane z transformacja lipidow
(przejscie z form polimorficznych niestabilnych a i ' o wyzszej energii do bardziej
stabilnych i uporzadkowanych PB) badania dystrybucji powinny by¢ takze elementem
badan trwatos$ci. Na skutek redystrybucji czgsteczki substancji czynnej usunig¢te z matrycy
lipidowej moga zosta¢ wykluczone poza SLM do fazy wodnej (niekorzystny efekt
krystalizacji). Zjawisko wykluczania z matrycy lipidowej (drug expulsion) dotyczy takze
SLN, na przykladzie ktérych zostalo niejednokrotnie opisane [4,5,50,51]. Poza tym,
substancja aktywna moze by¢ przemieszczona z rdzenia do migdzyfazy bez
niekorzystnego efektu wytracania poza mikrosferami. Niektore formulacje, na przyktad
nawet ze znaczng frakcja cyklosporyny zlokalizowang w migdzyfazie, moga tez by¢
trwale (brak istotnych statystycznie réznic w badaniach dystrybucji) przez okres co
najmniej 2 lat.

Jednoczesnie na uwage zashuguje korzystny wplyw procesu sterylizacji termicznej
(istotna w lekach przeznaczonych do podawania pozajelitowego lub do oka)
obserwowany w niektorych formulacjach, a objawiajacy si¢ nawet dos¢ znacznym
zmniejszeniem frakcji migdzyfazowej i zwigkszeniem iloséci leku w matrycy lipidowe;j.
Wykrycie tego zjawiska mozliwe jest dopiero w wyniku przeprowadzenia
zaproponowanych badan dystrybucji rozrézniajacych ilosci substancji czynnej w
poszczegdlnych fazach dyspersji SLM, podczas gdy nie jest to mozliwe tylko na
podstawie analizy parametréw EE i DL, ktore nie zmieniajg si¢ po sterylizacji.

Przedstawione badania wykazaly, ze ocena i charakterystyka wielokompartmen-
towych, lipidowych postaci leku, takich jak dyspersje SLM, oparta wylacznie na
parametrach EE i DL, jest niewystarczajaca, a nawet mylaca i nieprawidlowa, poniewaz
substancji leczniczej zlokalizowanej na powierzchni mikroczastek i substancji zawartej w
rdzeniu lipidowym SLM nie mozna rozpatrywaé w ten sam sposéb. W badaniach
uwalniania frakcja leku znajdujaca si¢ na powierzchni SLM moze skutkowaé efektem
szybkiego poczatkowego uwalniania, poza tym nie bgdzie chroniona czy maskowana w
takim stopniu, jak frakcja inkorporowana w rdzeniu lipidowym czastek. Parametry EE i
DL nie pozwalajg na odrdéznienie ilo$ci leku zwigzanego z powierzchnig mikroczastek od
ilosci faktycznie zawartej w rdzeniach lipidowych mikroczastek. Wskazuja one jedynie na
rozdzielenie substancji czynnej pomiedzy faze wodng i faze lipidowa dyspersji oraz
efektywnos$¢ procesu, ale wylacznie w rozumieniu przylgczenia substancji aktywnej do
lipidu, a nie inkorporacji w nim. Wydaje si¢ bezwzglednie konieczne prezentowanie
szczegblowego rozmieszczenia leku migdzy poszczegdlnymi fazami dyspersji SLM nie
tylko w toku badan rozwojowych, ale tez trwatosci czy kontroli serii. Dlatego w niniejszej
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pracy zaproponowano metod¢ usuwania substancji czynnej z powierzchni mikroczastek
lipidowych za pomoca metanolu bez uszkodzenia matrycy lipidowej i wymycia leku w
-niej inkorporowanego, a frakcj¢ ogolnie uwazang za wiaczong do SLM podzielono na
dwie: zwiazang w mig¢dzyfazie i wlaczong do rdzenia matrycy lipidowej. Uzyskane
wyniki wyraznie wskazuja na zasadnicze roznice w ocenie na podstawie
zaproponowanego modelu rozkladu w poszczegoélnych fazach uzyskiwanego po badaniu
dystrybucji i dotychczas stosowanych parametréw EE i DL.

Rezultaty i wnioski H4

e Opracowana i zastosowana metoda badania dystrybucji identyfikuje i rozréznia
frakcje leku w fazie wodnej, migdzyfazie (czyli zlokalizowang na powierzchni
1 w zewngetrznych warstwach mikrosfer), ale przede wszystkim w matrycy
lipidowej. Taka charakterystyka SLM stanowi nowe narzgdzie pomocne w
rozwoju tej postaci leku i zrozumieniu jej dziatania in vitro i in vivo.

e Biorac pod uwage tylko parametry EE i DL w odniesieniu do badanych SLM
jedyny wniosek, jaki mozna przedstawié¢ dotyczy podziatu badanych substancji
leczniczych na takie, ktore prezentujg wysoka (EE prawie 100%) efektywno$é
inkorporacji (np. cyklosporyna i klotrimazol) lub nizsza EE (np. diklofenak czy
hydrokortyzon, na poziomie 24-66%).

e Wyniki badan dystrybucji zaproponowang metoda utatwiajg krytyczng oceng
stopnia rzeczywistej inkorporacji leku w SLM i sposobu jego rozmieszczenia
w matrycy lipidowej. Znaczaca cze$¢ wigkszosci testowanych substancji
aktywnych zlokalizowana byla w mig¢dzyfazie, znacznie mniejsza frakcja
inkorporowala si¢ w matrycy lipidowej. Wskazuje to — w przeciwienstwie do
wynikéw EE i DL — na ograniczong inkorporacj¢ substancji leczniczych w
rdzeniu SLM.

e Dopiero ocena parametréw dystrybucji, takich jak frakcja leku w miedzyfazie i
rdzeniu lipidowym, pozwolita wykry¢ wplyw procesu sterylizacji na strukturg
SLM i zmiang rozktadu modelowych substancji w liposferach.

e Wyniki dystrybucji substancji czynnej w poszczegoélnych fazach SLM mozna
takze skorelowa¢ z wynikami dostgpnosci farmaceutycznej i profilami
uwalniania leku.

e Zaproponowana metoda badania dystrybucji pozwala na ilo$ciowe okreslenie
rzeczywistego stopnia wbudowania substancji leczniczej w matrycg lipidowa
SLM, a tym samym przydatnosci nosnika w takiej postaci. Jest stosunkowo
prosta i nie wymaga skomplikowanego sprzgtu.

e L
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HS5 — Wyboér metody badania uwalniania substancji leczniczej z SLM i optymalizacja
warunkow procesu w sytuacji braku jednoznacznych wytycznych dla tej postaci leku

Profil uwalniania substancji czynnej inkorporowanej w mikrosferach jest jednym z
najwazniejszych atrybutéw postaci leku, poniewaz podstawowym celem wykorzystania
SLM jako nos$nika leku jest uzyskanie przedtuzonego uwalniania [13]. Wielkos$¢ czastek
lipidowych, ich morfologia i obcigzenie lekiem, a takze sposdéb inkorporacji (opisana
powyzej dystrybucja leku w mikrosferach, patrz H4) sa podstawowymi cechami
jakosciowymi i ilosciowymi SLM jako postaci leku i dlatego sa indywidualnie oceniane
na etapie badan rozwojowych. Cecha wspdlng, zalezng tacznie od wszystkich tych
czynnikéw, jest profil uwalniania leku z nosnika, ktory staje si¢ w ten sposob
najwazniejszym badaniem postaci leku, a jednoczesnie najbardziej krytycznym z punktu
widzenia oczekiwanych efektéw in vivo.

Badanie uwalniania in vifro, nazywane réwniez badaniem dost¢pnosci
farmaceutycznej, jest powszechnie wykorzystywane, w réznych postaciach leku, nie tylko
na etapie ich rozwoju, ale takze w czasie kontroli jakosci serii produkcyjnych. Jest to tak
wazne, ze wzgledu na wplyw poszczegélnych czynnikéw na uzyskiwane profile
uwalniania, a tym samym mozliwo$¢ monitorowania zmiennosci kolejnych partii
produktu [60,61].

Jednocze$nie ze wzgledu na innowacyjno$¢ badanej postaci leku nie ma
jednoznacznych wytycznych, ani farmakopealnej metody wilasciwej i dedykowanej do
badania dyspersji SLM, bedacej wielokompartmentowym uktadem lipidowym.

Standardowe metody badania uwalniania, zgodnie z wytycznymi Farmakopei
Europejskiej (EurPh), Farmakopei Amerykanskiej (USP) czy agencji rejestracyjnych:
Europejska Agencja Lekéw (EMA) i Agencja ds. Zywnosci i Lekow (FDA), ograniczaja
si¢ glownie do klasycznych postaci dawkowania i nie s3 odpowiednie dla wielokom-
partmentowych ukltadow dyspersyjnych. Do badania dostgpnosci farmaceutycznej z
mikroczastek lipidowych mozna zastosowaé zaréwno aparat topatkowy, jak i komore
przeptywowa; nie sg one jednak optymalnym rozwigzaniem, gdyz wymagaja modyfikacji,
np. zastosowania odpowiednich adapteréw, zapobiegajacych wyplukiwaniu czastek,
pobieraniu ich podczas probkowania, sgczeniu pobranych porcji ptynu akceptorowego itp.
[61,62]. Dlatego w przypadku niestandardowych no$nikow leku rozwaza si¢ modyfikacje
tradycyjnych metod, a takze opracowuje si¢ i stosuje metody niefarmakopealne, biorac
pod uwage specyfike badanego produktu. Niestety prowadzi to do mnozenia réznych
technik i zdecydowanie utrudnia poréwnywanie wynikow uzyskiwanych przez réznych
badaczy. Nalezy bowiem pamietac, ze rézne konfiguracje eksperymentalne takze beda
mialy istotny wptyw na przebieg procesu uwalniania, a w konsekwencji na uzyskiwane
wyniki. Niezbedne jest wigc poznanie i wskazanie czynnikéw majacych najwigkszy
wplyw na przebieg procesu, aby jak najlepiej zmodyfikowa¢ i udoskonali¢ stosowang
metodologi¢, jednoczes$nie dazac do jej standaryzacji. Bedac $wiadomym przyczyn
wystepujgcych réznic i braku ujednolicenia stosowanych technik mozna tez przynajmniej

32



@ GDANSKI

T UNIWERSYTET dr n. farm. Eliza Wolska AUTOREFERAT
¥ MEDYCZNY

unikna¢ blednej interpretacji danych, np. podczas porownywania wynikow uzyskanych
réznymi metodami.

Generalnie, rozpatrujac metodologi¢ prowadzenia badania uwalniania z
mikroczastek lipidowych mozna wyr6zni¢ trzy grupy technik: metody dializacyjne,
metody przeplywowe oraz bezposrednie mieszanie z ptynem akceptorowym w réznych
objetosciach [62]. W praktyce najczgsciej preferowana jest metoda worka dializacyjnego,
poniewaz media i czastki sg juz fizycznie oddzielone membrang i nie ma potrzeby
dodatkowego oddzielania przed pobieraniem ptynu, a takze zatrzymywania probki w
uktadzie [62,63].

Jak wykazano w przeprowadzonych badaniach, profil uwalniania najlepiej
odzwierciedla rozmieszczenie substancji leczniczej w SLM dajac tez mozliwos¢ wykrycia
subtelnych réznic w inkorporacji substancji leczniczej, ktore sg trudne do stwierdzenia
nawet w badaniu dystrybucji. Tak wigc, ze wzgledu na znaczenie badan uwalniania in
vitro na rdéznych etapach rozwoju i produkcji SLM, przeprowadzono dos$wiadczenia
poréwnujace zastosowanie roznych metod oceny dostgpnosci farmaceutycznej, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem réznic w blonach dializacyjnych i ptynach akceptorowych,
aby wytypowa¢ najodpowiedniejsza konfiguracje eksperymentalng oraz wskaza¢ czynniki
majace najwigkszy wptyw na zmiennos¢ otrzymywanych danych.

W badaniach poréwnawczych wykorzystalam preparaty SIM o takim samym
skladzie. Matryce lipidowg stanowil Compritol, surfaktantem byl polisorbat 80, a
substancjami leczniczymi indometacyna lub cyklosporyna, ktére charakteryzowaly sig
podobng dystrybucja substancji czynnej w dyspersji SLM. Badania prowadzono metodg
bez blony, technikg r¢kawa dializacyjnego, jak réwniez w komorach horyzontalnych typu
Side-Bi-Side przegrodzonych btong dializacyjna.

W modelu badania bez membrany dializacyjnej dominujagcym efektem byto szybkie
poczatkowe uwolnienie (Ryc. 8) znacznej frakcji leku (burst effect), ktorej ilosé jest
podobna do ilosci oznaczonej w migdzyfazie w badaniach dystrybucji. Trudno jest to
jednoznacznie stwierdzié, ale najprawdopodobniej efekt szybkiego poczatkowego
uwalniania jest skutkiem nie tylko powierzchniowej lokalizacji znacznej frakcji substancji
leczniczej, ale przede wszystkim wynikiem bezpo$redniego rozcienczania i mieszania
liposfer z duza iloscig ptynu akceptorowego, co nie mialoby miejsca in vivo. Efekt
przedluzonego uwalniania poprzedzony etapem szybkiego, poczatkowego uwalniania,
opisano juz w literaturze zarowno w odniesieniu do SLN, jak i SLM [64—66]. Efekt
przedluzonego uwalniania wynika z frakcji leku inkorporowanej w matrycy lipidowej, z
ktérej moze nie ulec catkowitemu uwolnieniu (zatrzymanie uwalniania np. cyklosporyny
na poziomie ok. 80%). Wynika to ze sktadu plynéow akceptorowych, ktérymi byly
wylacznie wodne roztwory surfaktantow (polisorbat 80, laurylosiarczan sodu), nie
powodujace degradacji enzymatycznej matrycy lipidowej mikrosfer.

W kolejnym etapie prowadzono badanie uwalniania w_aparacie dyfuzyjnym lub
worku dializacyjnym przy uzyciu odpowiednich membran (Ryc. 8). Badanie z membrang
zasadniczo rézni si¢ od testu bez membrany, poniewaz przenikanie czasteczek substancji
leczniczej do kompartmentu akceptorowego jest ograniczone nie tylko szybkos$cig
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uwalniania z postaci leku czy rozpuszczalnoscia w plynie akceptorowym, ale takze
dyfuzja substancji przez membrang. Zastosowana membrana zatrzymuje SLM w
 kompartmencie donorowym, ale umozliwia przenikanie rozpuszczonych/uwolnionych
czasteczek leku do kompartmentu akceptorowego. Do najwazniejszych zalet takich metod
nalezy oddzielenie SLM od ptynu akceptorowego, brak koniecznosci filtrowania pobrane;j
probki oraz utrzymanie probki w ukladzie. Pojemnos¢ worka dializacyjnego i objgtos¢
ptynu akceptorowego mozna elastycznie dostosowac, w celu zapewnienia warunkow sink
w trakcie trwania badania. Kluczowe znaczenie ma natomiast dobér membrany o
odpowiednich whasciwosciach.

(A) (B)

SLM-Ind: three methods comparison SLM-CsA: three methods comparison
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Rycina 8. Profile uwalniania leku in vitro uzyskane trzema r6znymi metodami (I — bez btony
dializacyjnej, II — metoda worka dializacyjnego, III — komory horyzontalne Side-Bi-Side) z (A)
SLM z indometacyng (do ptynu akceptorowego z polisorbatem) i z (B) SLM z cyklosporyng (do
ptynu akceptorowego z SLS).

Zasadnicza r6znicg, obserwowana w przeprowadzonych badaniach, pomigdzy
modelem membranowym a modelem bezmembranowym, byt brak efektu wyrzutu
(szybkiego poczatkowego uwalniania znacznej frakcji leku), kazdorazowo wyraznie
obserwowanego tylko w modelu bez btony. Ponadto w modelach z membrang widoczne
byly istotne réznice pomigdzy SLM z ré6znymi badanymi substancjami, natomiast w
metodzie bez membrany profile uwalniania byly bardzo podobne. Efekty te potwierdzaja
istotny wplyw na uzyskiwane wyniki obecnosci w ukladzie badanym membrany i
wybranego modelu. Swiadcza one réwniez o wigkszej czulosci metody
dwukompartmentowej, pozwalajacej na wykrycie subtelnych rdéznic pomigdzy
formulacjami SLM na podstawie obserwowanych profili uwalniania.

Glowng wlasciwoscia membrany stosowanej w badaniu uwalniania, decydujaca o
przebiegu procesu jest tzw. punkt odciecia masy czasteczkowej (MWCO, molecular
weight cut-off). Zgodnie z deklaracja producenta membrany MWCO oznacza masg
czasteczkowa, ponizej ktorej czasteczki moga swobodnie przemieszczaé si¢ przez
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membrang [67]. Nie ma jasnych wytycznych dotyczacych doboru tego parametru
membrany w zaleznosci od masy czasteczkowej badanej substancji leczniczej. W
-raportach naukowych znajduja si¢ pewne wskazowki, oparte bardziej na wilasnych
doswiadczeniach badaczy, na przyktad Xu i in. [68] zalecaja, aby punkt odcigecia wynosit
okoto 100-krotnos¢ masy czasteczkowej leku. Jednakze na podstawie analizy danych
literaturowych mozna stwierdzi¢, ze powszechnie stosowany MWCO jest zwykle tylko od
12 do maksymalnie 70 razy wiekszy od masy czasteczkowej badanej substancji [41,68—
70]. MWCO membrany dializacyjnej stosowanej w moich badaniach (14 kDa) daje 12- i
40-krotnie wigkszy punkt odcigcia w poréwnaniu odpowiednio z masg czasteczkowa
cyklosporyny i indometacyny. Na tej podstawie nalezaloby oczekiwa¢ swobodnego
przenikania badanych substancji przez membrang.

Sposrod dwoch metod dwukompartmentowych wykorzystujacych btong dializacyjna
za zdecydowanie korzystniejszag uznano technike re¢kawa dializacyjnego. Jego zalety
opisano juz powyzej, podczas gdy drugi z modeli zlozony ze szklanych komor
horyzontalnych wykazywat istotne ograniczenia. Przede wszystkim przemieszczanie si¢
membrany z uszczelkami wzgledem komory donorowej i akceptorowej stwarzato ryzyko
zmniejszenia i tak juz niewielkiej powierzchni przenikania. Zaobserwowalam, ze
szczelno$¢ ukladu oraz latwos¢ jego przygotowania (prawidlowego zamontowania
membrany) do badania zalezala m.in. od rodzaju stosowanej blony. Ponadto, po
zakonczeniu badania stwierdzalam niejednorodno$¢ dyspersji w przedziale donorowym,
gdzie mikroczastki lipidowe gromadzity si¢ od strony membrany (w tym miejscu komora
jest strukturalnie zwezona), pomimo stosowania mieszania magnetycznego w obu
cze$ciach komory przez caly czas trwania badania. Zjawiska tego nie obserwowalam
tylko wtedy, gdy dyspersja SLM w komorze donorowej byla rozcienczana przed
badaniem.

Dalsze eksperymenty przeprowadzilam z wykorzystaniem réznych membran
filtracyjnych w modelu komér poziomych (poniewaz w badaniach chciatam wykorzystaé
takze membrany niemajgce formy r¢kawa dializacyjnego). Jako kluczowe czynniki
majace wpltyw na uzyskiwane wyniki zidentyfikowano przede wszystkim wielkos¢ poréw
membrany, przez ktére przenika substancja lecznicza, jak rowniez wlasciwosci
hydrofilowe/hydrofobowe membrany. Ze wzgledu na wielko$¢ i strukture czasteczki
cyklosporyna (1203 kDa) przenikala przez membrany zdecydowanie trudniej niz
indometacyna (358 kDa). Porownujac rozne rodzaje membran (Cuprophan MWCO
10 kDa, membrana celulozowa MWCO 14 kDa, CA 0,2 um, PTFE 0,2 pm) najlepsze
przenikanie cyklosporyny zapewniata btona porowata CA, podczas gdy btona filtracyjna
PTFE o tej samej wielko$ci porow byla praktycznie nieprzepuszczalna dla tej substancji.
Indometacyna przenikata dobrze zaréwno przez blony dializacyjne 10 jak i 14 kDa,
podczas gdy cyklosporyna wymagata zdecydowanie wigkszego punktu odcigcia.
Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze poréwnanie profili uwalniania uzyskanych nie tylko z
dyspersji SLM, ale rowniez z zawiesiny substancji czynnej dowodza, ze uzyskane wyniki
(stosujagc membrany, ktore nie hamowaty przenikania substancji czynnej) sg rezultatem
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spowolnienia uwalniania przez nosnik (mikroczastki lipidowe), a nie sag wynikiem braku
zdolno$ci dyfuzji przez zastosowang membrang dializacyjna.

Kolejnymi czynnikami, w istotny sposéb wplywajacymi na profil uwalniania sa:
rozpuszczalnos$¢ substancji czynnej w plynie akceptorowym (wymagana do zapewnienia
warunkow sink; obie substancje sg praktycznie nierozpuszczalne w wodzie) oraz réznica
stezen substancji czynnej po obu stronach membrany, bedaca sita napedowa procesu, jak
réwniez ci$nienie osmotyczne w obu kompartmentach. Z tego powodu w sktadzie ptynow
akceptorowych  stosowano  zwigzki  powierzchniowo  czynne, zwigkszajace
rozpuszczalnosé substancji leczniczych (laurylosiarczan sodu w badaniach cyklosporyny i
polisorbat 80 w uwalnianiu indometacyny), a takze chlorek sodu jako substancje¢
zwigkszajaca cisnienie osmotyczne (do wartosci fizjologicznej, ok. 300 mosmol/l). Za
istotne uznano roéwniez rozcienczanie dyspersji SLM w worku dializacyjnym ptynem
akceptorowym. Nasladuje to w pewien sposdob model bez blony dializacyjnej oraz
warunki in vivo, w ktérych dochodzi do bezposredniego wymieszania z plynami
ustrojowymi (w przypadku podania do oka z ptynem tzowym). Jednoczesnie istotny jest
stosunek tego rozcienczenia (np. 1+1), aby ilo§¢ dodawanego ptynu nie byta zbyt duza
(tak jak dzieje si¢ w przypadku metody badania bez blony).

Podczas badan uwalniania przeprowadzono takze ocen¢ mikroskopowg (SEM) SLM,
aby oceni¢ zmiany, ktore zachodzg w matrycy lipidowej w wyniku uwalniania substancji
leczniczej (Ryc. 9). Mikroczastki lipidowe badane de novo miaty ksztatt sferyczny z
,Wyboistg”, nierbwng powierzchnig, podobng zaréwno w przypadku preparatow z
cyklosporyna, jak i indometacyng.

Rycina 9. Obrazy z mikroskopu SEM stalych mikroczgstek lipidowych: (A) przed i (B) po 48 h
badania uwalniania.

36



@ GDANSKI

Y

i UNIWERSYTET dr n. farm. Eliza Wolska AUTOREFERAT
T MEDYCZNY

Jak mozna zobaczy¢ na Rycinie 9, po zakonczeniu badania uwalniania ksztalt i
rozmiar SLM byt podobny. Jednoczesnie w ich strukturze widoczne byly dos¢ wyrazne
‘defekty w postaci peknig¢ i szczelin.

Podsumowujac, obecnie ze wzgledu na brak jasnych wytycznych oraz powszechna
swobode w doborze aparatury i warunkdéw procesu, porownywanie wynikow badan
mikroczgstek lipidowych prowadzonych przez rdézne laboratoria praktycznie nie jest
mozliwe. W tej sytuacji tylko standaryzacja metod badania uwalniania z
wielokompartmentowych nosnikow lipidowych umozliwi oceng poréwnawcza wynikow z
réznych osrodkow.

Rezultaty i wnioski HS

e Badanie dostgpnosci farmaceutycznej polegajace na wyznaczeniu profilu
uwalniania substancji czynnej z SLM, zalezy od wszystkich cech postaci leku,
a przede wszystkim od rozmieszczenia substancji aktywnej w obrebie
poszczegdlnych mikroczgstek lipidowych. Z tego powodu jest najlepszym
badaniem nie tylko do oceny wilasciwosci biofarmaceutycznych dyspersji
SLM, ale takze do kontroli jakosci.

e Sposéb prowadzenia badania uwalniania, czyli metoda i warunki s3
czynnikami istotnie wptywajacymi na uzyskiwane wyniki. Jest to podstawowa
wiedza niezbedna przy pordwnywaniu wynikdéw, aby unikna¢ ryzyka
uzyskania btgdnych wnioskéw ze wzgleddw metodologicznych.

e Przeprowadzone badania wyraznie wskazuja, ze stosowanie réznych metod
prowadzi do wuzyskania rdéznych profili uwalniania. Na podstawie
przeprowadzonych do$wiadczen za najwlasciwsza do badania uwalniania
substancji leczniczych z SLM uznano metod¢ worka dializacyjnego.

e Zastosowanie metody badania w komorze horyzontalnej typu Side-Bi-Side,
takze z membrang dializacyjna, skutkowato uzyskaniem podobnych wynikéw
jak z uzyciem metody worka dializacyjnego, jednak metoda ta okazala si¢
najbardziej wymagajaca z analitycznego i technicznego punktu widzenia, ze
wzgledu na stosunkowo mata powierzchni¢ przenikania i epizody wycieku
ptynu z komory akceptorowe;.

e Efekt szybkiego poczatkowego uwalniania (tzw. burst effect) co prawda
korelowat z ilo$cig substancji leczniczej zlokalizowang powierzchniowo i
oznaczong w badaniach dystrybucji w miedzyfazie, jednak wystgpowal tylko w
metodzie bezposredniego mieszania SLM z ptynem akceptorowym w znacznie
wigkszej ilo$ci, co nie odzwierciedla warunkéw fizjologicznych, a tym samym
nie symuluje realnego proces uwalniania, ktéry mogltby zachodzi¢ in vivo.
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e Jako kluczowe czynniki decydujace o szybkosci uwalniania zidentyfikowano
rowniez: membrane dializacyjng (ze wzglgdu na MWCO), rodzaj plynu
akceptorowego oraz rdznice stezen substancji leczniczej pomigdzy
kompartmentem donorowym i akceptorowym.

H6 — Ocena wplywu czynnikéw fizjologicznych na proces uwalniania in vitro substancji
leczniczej z SLM na przykladzie mikroczastek lipidowych 2z indometacyng
przeznaczonych do podania w postaci kropli do oczu

Ten etap doswiadczen jest kontynuacja analizy wplywu poszczegdlnych warunkow
metody badania uwalniania na uzyskiwane wyniki dostgpnosci farmaceutycznej substancji
leczniczej stosowanej w postaci dyspersji SLM. W poprzednim etapie [HS5] jako
najbardziej odpowiednia do badania dyspersji SLM wybrano metod¢ worka
dializacyjnego, wskazujac jednocze$nie na kluczowe znaczenie skladu ptynu
akceptorowego 1 réwnie istotng rol¢ rozpuszczalnosci badanej substancji w plynie
akceptorowym, nie tylko w celu zapewnienia warunkéw sink. Badania kontynuowano,
aby wykaza¢, jak istotne znaczenie majg czynniki fizjologiczne, wystepujace i
oddziatywujace na posta¢ leku w miejscu podania, gdy zostang uzyte in vitro w badaniu
dostepnosci farmaceutyczne;.

We wczesniejszych badaniach wykazano juz potencjal dyspersji SLM jako
obiecujacej postaci leku do stosowania miejscowego do oka w postaci kropli [26], dlatego
w niniejszym badaniu skupiono si¢ na wplywie in vifro na mikroczastki lipidowe
czynnikow fizjologicznych, takich jak te, wptywajace na SLM w worku spojowkowym
(sztuczny ptyn zowy, enzym lizozym).

Inkorporowang w SLM substancja lecznicza byla indometacyna, ktora jest
niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym, charakteryzujacym si¢ duza skutecznoscia
przeciwbolowa i przeciwzapalng. Zaliczana jest do klasy II BCS (Biopharmaceutics
Classification System), zatem charakteryzuje si¢ stabg rozpuszczalnoscia i dobra
penetracjg przez bariery biologiczne [71]. Indometacyna jest stabo rozpuszczalna w
srodowisku kwasnym (przy pH 1,1 okoto 0,001 mg/ml) i lepiej przy wyzszym pH (pH 6,0
to juz >0,5 mg/ml) [72]. Jednak rozpuszczalno$¢ w wodzie nie zawsze najlepiej koreluje z
rozpuszczalnosciag in vivo i w konsekwencji z biodostgpnoscia. Dlatego tez stosowanie
mediéw istotnych biologicznie (biorelevant media) jest bardziej odpowiednim podejsciem
do nasladowania warunkéw in vivo w badaniach uwalniania. Bioistotne plyny to roztwory
testowe o tych samych skladnikach fizjologicznych i wlasciwosciach podobnych do
symulowanych ptynéw, np. ptynu lzowego lub ptynu zotagdkowo-jelitowego.

Ze wzgledu na wytypowang drogg aplikacji dyspersji SLM do oka oceniano takze
wpltyw enzymu lizozym (LZ) oraz innych niz chlorek sodu, sktadnikow plynu tzowego,
dotychczas nie stosowanych w badaniach uwalniania. Ze wzgledu na wspomniane juz
znaczenie rozpuszczalnosci substancji leczniczej w medium akceptorowym oceniano
takze dodatek polisorbatu 80, poniewaz modelowa substancjg byta trudno rozpuszczalna
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w wodzie indometacyna. Jest to substancja, ktéra dobrze przenikala w poprzednich
badaniach przez stosowang membrang dializacyjng (MWCO 14 kDa), dlatego stosujac
‘wylgcznie taki rodzaj blony, wyeliminowano wptyw tego czynnika na uzyskiwane wyniki.

Wedhug mojej najlepszej wiedzy nie przeprowadzono dotychczas zadnych badan
dotyczacych uwalniania leku z SLM do ptynu akceptorowego zawierajacego skladniki
fizjologiczne, takie jak enzym lizozym, elektrolity ptynu tzowego czy inne zwigzki
obecne we tzach. Obecnie dostgpnych jest tylko kilka badan dotyczacych uwalniania leku
z czastek lipidowych (SLN, SLM), w ktorych uwzgledniono pewne czynniki fizjologiczne
in vitro. Badania liposfer przeznaczonych do podawania do oka ograniczaja si¢
praktycznie wylacznie do SLN. Badania te przeprowadzono przy uzyciu zmodyfikowanej
komory dyfuzyjnej Franza, aparatu do uwalniania wg USP z modyfikacjami lub
zmodyfikowanej techniki dyfuzyjnej w worku dializacyjnym w aparacie topatkowym oraz
symulowanego ptynu tzowego (STF) jako plynu akceptorowego [73-76]. Co istotne,
sktad STF stosowanego w tych badaniach ograniczat si¢ tylko do 3—4 soli, takich jak
NaCl, NaHCO3, CaCl, czy KCl, co nie odzwierciedla bogatego sktadu ptynu tzowego.
Ponadto w badaniach tych nie stosowano zadnych enzyméw. Obecnie nie ma zadnych
danych na temat wplywu enzymu lizozym na integralno§¢ SLM lub SLN, a tym samym na
szybko$¢ uwalniania substancji czynnej z tych formulacji. Jak dotad przeprowadzono
tylko dwa badania SLM z uzyciem plynéw symulujgcych warunki fizjologiczne, ale w
odniesieniu do podawania doustnego, a nie do oczu [52,77].

Efekt przedluzonego uwalniania z SLM zalezy od frakcji leku zlokalizowanej w
stalej matrycy lipidowej. SLM to czastki lipidowe, ktore nie topig si¢ w temperaturze
ludzkiego ciata, dlatego calkowite uwolnienie substancji czynnej ze stalej matrycy
lipidowej wymaga erozji tej matrycy, na przyklad w wyniku dziatania enzymow
lipolitycznych. Poza enzymami oddziatywujacymi na macierz lipidowa do uwolnienia
istotne sg takze inne czynniki fizjologiczne panujace w miejscu podania nosnika
lipidowego, takie jak elektrolity zmieniajace stabilno$¢ enzymdéw lub rozpuszczalnos¢
substancji leczniczej, pH, sita jonowa, perystaltyka przewodu pokarmowego czy rodzaj i
stezenie soli zolciowych (w przypadku podawania doustnego) [78]. Specyficznym
miejscem aplikacji jest takze worek spojowkowy, w ktéorym panujagce warunki
fizjologiczne to pH okoto 7,4 i osmolalnos¢ plynu tzowego w zakresie od 280 do 293
mOsm/kg po przebudzeniu [79].

Uwalnianie leku jest istotne dla jego biodostgpnosci i skutecznosci terapeutycznej
[80]. Prawidtowo zaprojektowane badanie uwalniania in vitro pozwala nie tylko oceni¢
jako$¢ i stabilnos¢ produktu leczniczego, ale takze daje podstawe do przewidywania
zachowania si¢ in vivo. Ponadto prowadzenie badania zgodnie z wytycznymi farmakopei i
zaleceniami organizacji rejestrujacych (o ile takie istniejag) pozwala na pordéwnanie
wynikow badan pomigdzy osrodkami. Niestety w chwili obecnej nie ma zharmonizowanej
normy regulacyjnej (FDA/EMA) dotyczacej metody badania uwalniania do oceny
wielokompartmentowych nosnikéw lipidowych, jak np. SLM, szczegélnie gdy sa one
przeznaczone do podawania do oka. W tej krytycznej dziedzinie brakuje informacji i
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ujednoliconych wskazan, podczas gdy standaryzacja procedur o kluczowym znaczeniu dla
wykazania jakosci produkcji [80] wlasciwie nie istnieje.

Prowadzone analizy rozpoczgto od badania rozpuszczalnosci indometacyny w
sztucznym plynie lzowym, roztworach chlorku sodu i polisorbatu, takze z dodatkiem
lizozymu. W badaniach wykorzystalam sztuczny plyn izowy, ktérego sklad, tak jak
stezenie lizozymu (1,4 mg/ml) dobrano na podstawie dostgpnych danych [81-83]. W
ptynie lzowym znalazly si¢ nie tylko klasyczne elektrolity (chlorki sodu, potasu, amonu,
magnezu i wapnia oraz wodoroweglan sodu), ale takze kwas mlekowy, kwas cytrynowy
czy mocznik, fizjologicznie obecne w worku spojéwkowym. Oznaczona rozpuszczalnosé
substancji w sztucznym plynie tzowym byla wyzsza niz w roztworze polisorbatu, co
mozna wytlhumaczyé skltadem sztucznego plynu izowego. Za obserwowany efekt
odpowiadajg miedzy innymi cytrynian sodu i mocznik, dzigki wzmocnieniu solwatacji
czasteczek leku przez wode [84]. Dodatek polisorbatu zwigkszyl rozpuszczalnos¢
indometacyny zar6wno w sztucznym ptynie }zowym, jak i w roztworze chlorku sodu, nie
wplywajac znaczgco na wartosci pH tych roztworéw. Natomiast dodatek lizozymu do
jakiejkolwiek cieczy nie wplynat istotnie na rozpuszczalnos¢ badanej substancji, nawet
pomimo obnizenia w ukladach niebuforowanych pH od 0,9 do 1,6 jednostki. Nie
stwierdzono istotnych réznic rozpuszczalnosci w obecnosci lizozymu, chociaz takiej
korelacji mozna bylo si¢ spodziewa¢ ze wzgledu na zmiang pH. Podsumowujac, nie
mozna oczekiwaé zwigkszonej rozpuszczalnosci indometacyny wraz ze wzrostem pH (w
zakresie pH 4,5-8,0). W przeprowadzonych badaniach zalezno$¢ ta byta bardzo stabo
widoczna, a réznice w pH nie wyjasnialy roznic w rozpuszczalnosci substancji czynne;j.
Wyniki badania rozpuszczalnosci pozwalaja na wykorzystanie wszystkich badanych
cieczy, z wyjatkiem roztworu chlorku sodu bez dodatku polisorbatu, jako ptynow
akceptorowych gwarantujagcych warunki sink w proponowanym modelu badawczym.

W badaniach uwalniania przeprowadzonych ze sztucznym pltynem izowym (AT)
uwolnilo si¢ mniej niz 50% indometacyny w czasie 96 h (Ryc. 10). Chociaz dodatek
lizozymu zwigkszal uwalnianie nawet dwukrotnie w ciggu 48 h, ostatecznie z SLM
uwolniono nie wigcej niz 41% dawki. Dodatek polisorbatu spowodowal statystycznie
istotny wzrost uwolnienia indometacyny z SLM, jednak w dalszym ciaggu obserwowano
efekt plateau, a poziom uwalniania substancji leczniczej nie przekraczat 79%.

Ze wzgledu na swoj stabo kwasny charakter indometacyna wykazuje bardzo niska
rozpuszczalno$¢ w wodzie [85]. Zastosowanie polisorbatu (Tw) jako substancji
powierzchniowo czynnej w skladzie sztucznego plynu }zowego uzasadnione jest
stanowiskiem Europejskiej Agencji Lekow. Zgodnie z wytycznymi EMA [86] generalnie
nalezy stosowa¢ $rodowisko wodne, ale aby w takich warunkach uzyska¢ odpowiednie
uwalnianie substancji aktywnych stabo rozpuszczalnych w wodzie, dopuszczone jest
stosowanie srodkéw powierzchniowo czynnych [86]. Uzasadnieniem dodatku polisorbatu
— niefizjologicznego sktadnika — do plynu akceptorowego moga by¢ takze badania
opisane przez Siepmanna i in. [87], wg ktorych ograniczona rozpuszczalnos$¢ leku moze
odgrywac gtéwng role w kontroli uwalniania. Lek uwolniony in vivo moze si¢ wchtania¢,
by¢ szybko transportowany z worka spojowkowego np. do krwiobiegu lub by¢ usuwany
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droga nosowo-tzowa. Zastosowany model eksperymentalny in vitro to ,,uktad zamknigty”
1 ostatecznie moga wystapi¢ sztuczne efekty nasycenia lekiem w otaczajagcym osrodku
‘uwalniajacym, ,,zafalszowujac” wynikajaca z tego kinetyke uwalniania [87]. Pomimo
zapewnienia warunkow sink szybko$¢ rozpuszczania jest proporcjonalna do gradientu
stezen, zgodnie z rownaniem Noyesa-Whitneya [88]. Oprocz efektu powierzchniowego
jest to rowniez jeden z efektéw wplywajacych na lepsze uwalnianie Ind w obecnosci
polisorbatu. W ten sposéb dodanie polisorbatu in vitro w pewnym stopniu réwnowazy
opisane efekty in vivo, ktérych nie mozna idealnie nasladowaé¢ w zamknigtym modelu
badania uwalnianiu. Tak wigc, pomimo iz zar6wno sztuczny plyn {zowy, jak i ptyn tzowy
z dodatkiem polisorbatu zapewnialy warunki sink i nie roznity si¢ pod wzgledem pH,
powinno stosowac si¢ polaczenie tych sktadnikéw, dlatego, ze to rozpuszczalno$é (ktdra
byla wyzsza w obecnosci polisorbatu) nalezy uznaé za sil¢ napedowa uwalniania
indometacyny z SLM, a polisorbat zwigkszajac ja rbwnowazyl in vitro efekty zachodzace
in vivo.

Cumulative release (%)

0 24 48 72 96
Time (h)
i AT et AT/Tw e N aCl1/Tw
-0=-AT (4+1LS) «0=AT/Tw (4+1LS)  =a=NaCl/Tw (4+1LS)
-~ Tw -@=AT/Tw (4+1)

Rycina 10. Profile uwalniania indometacyny z dyspersji SLM (n=3-5) w worku dializacyjnym do
réznych ptynéw akceptorowych. Linia ciggla oznacza dyspersje SLM badane bez rozcienczenia,
linia przerywana oznacza dyspersje SLM rozcienczone (4+1) w worku dializacyjnym, a profile
uzyskane w obecnosci lizozymu zaznaczono czerwonym kolorem znacznikow.

Jak wykazatly obrazy mikroskopowe, powierzchnia mikroczastek nie jest gtadka, ale
nieregularna i pomarszczona. Wchodzac w interakcje z tg powierzchnig, polisorbat
powoduje jej dalsze zwigkszanie si¢ poprzez poglebianie fald i rowkéw w wyniku
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rozpuszczania i uwalniania indometacyny z SLM. Ma to wplyw na dzialanie innych
sktadnikéw plynu akceptorowego. Ponadto, jak wynika z wczesniejszych do$wiadczen
-[H4,H5], uwolnienie nie wigcej niz 79% indometacyny w ciggu 96 h, pomimo obecnosci
polisorbatu, byto zwigzane z dystrybucja substancji leczniczej w roznych fazach dyspersji
SLM. Mozna zatem stwierdzi¢, ze S$rodek powierzchniowo czynny jest wazny dla
uwalniania indometacyny zlokalizowanej gléwnie na powierzchni SLM. Niecalkowite
uwolnienie i osiggnigcie efektu plateau po 48 h, przy poziomie uwalniania 79%,
potwierdza wilaczenie okoto 20% indometacyny do matrycy lipidowej SLM.

Enzym lizozym wystgpuje w duzych ilosciach w plynie lzowym i ma dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe. Chociaz nie jest typowym enzymem lipolitycznym trawigcym
macierz lipidowa mikroczastek, interakcja lizozymu obecnego w warstwie wodnej filmu
tzowego z lipidami (kwasami thuszczowymi, cholesterolem, fosfolipidami i ich
mieszaninami) obecnymi w warstwie lipidowej i innych filmach lipidowych jest
przedmiotem aktualnych badan [89]. Lizozym jest enzymem hydrolitycznym zlozonym ze
129 aminokwaséw. Zastosowanie enzymu lizozym w badaniach jest trudne, poniewaz
jego aktywnos¢ jest funkcjg zardwno pH, jak i sily jonowej [90]. Dodatek lizozymu do
worka dializacyjnego (rozcienczanie SLM w worku dializacyjnym nasladuje bezposrednie
mieszanie SLM z plynem lzowym podczas aplikacji do oka), w badaniu uwalniania
przeprowadzonym do roztworu chlorku sodu z dodatkiem polisorbatu spowodowat wzrost
ilosci uwolnionej substancji o okoto 10%. Ten sam efekt zaobserwowano w przypadku
sztucznego ptynu lzowego. W testach uwalniania przeprowadzonych ze sztucznym
plynem izowym z dodatkiem polisorbatu, zastosowanie lizozymu zwigkszylo procent
uwolnionej dawki az do 100%. Fakt ten potwierdza, ze uwalnianie substancji czynnej
aplikowanej na powierzchni¢ oka w postaci SLM bedzie zaleze¢ nie tylko od obecnosci
lizozymu, ale bedzie rdwniez zwigzane z ptynem tzowym w worku spojéwkowym. Zatem
in vitro dopiero rozcienczenie mikroczastek ptynem akceptorowym z dodatkiem lizozymu
(AT/Tw 4 + 1 LS), w obecnosci polisorbatu, skutkuje uwolnieniem catej dawki substancji
leczniczej (Ryc. 10).

Wptyw lizozymu stwierdzony niezaleznie od rodzaju plynu akceptorowego, przy
jednoczesnym braku istotnych zmian rozpuszczalnosci Ind w ptynie akceptorowym pod
wpltywem lizozymu, wskazuje na inny mechanizm zwigkszonego uwalniania,
bezposrednio powigzany z SLM. Zmiany profili uwalniania wywolane przez lizozym
zalezalty od jego wplywu na mikroczastki lipidowe, a takze od rodzaju plynu
akceptorowego, do ktoérego nastgpito uwolnienie (w tym od dodatku polisorbatu). W
zwigzku z tym nalezy rozwazyé, czy lizozym oddziatuje na mikroczastki na tyle silnie,
aby uwolni¢ nawet t¢ czgs¢ substancji, ktdra jest wbudowana w matryce lipidowa czastek,
czy tez wbudowanie indometacyny do mikroczastek behenianu glicerolu nastgpuje jedynie
w zewngtrznych warstwach lipidowych mikroczastek, co oznacza, ze indometacyna jest
stosunkowo latwo dostepna. Probe wyjasnienia powyzszego efektu podjeto w dalszych
badaniach, w ktérych oceniano zawarto$¢ worka dializacyjnego po tescie uwalniania, a
takze SLM po inkubacji z naturalnym ptynem {zowym.
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Tween i lizozym okazaly si¢ waznymi sktadnikami ptynu akceptorowego, pomimo
braku interakcji z rdzeniem mikroczastek. Ich powolne dzialanie spowodowato
‘uwolnienie indometacyny, ktéra podczas oznaczania frakcji znajdujacej si¢ w migdzyfazie
(test dystrybucji substancji, H4) nie ulegla rozpuszczeniu nawet przez metanol. Jest
oczywiste, ze po podaniu do oka in vivo nie bedzie kontaktu preparatu z polisorbatem.
Jednakze zmiany zaobserwowane na powierzchni mikroczastek byly wystarczajace do
catkowitego uwolnienia indometacyny in vitro, a te same przemiany i1 deformacje
obserwowano takze po inkubacji SLM ze tzami bez polisorbatu (patrz ponizej).

Ostatecznie, aby ustali¢, czy istnieje wplyw enzymu lizozym oraz warunkow
fizjologicznych panujacych w oku (elektrolity i inne substancje obecne we 1zach) na
uwalnianie indometacyny z mikroczastek lipidowych, dyspersje SLM inkubowano z
naturalnymi {zami. Zmiany zaobserwowane w SLM z Ind byty bardzo podobne do tych po
badaniu pozostatosci z worka po uwalnianiu, a nawet bardziej wyrazne i nasilone, gdy z
naturalnymi izami inkubowano placebo SLM. Wtedy widoczne byly nawet agregaty
czastek o wyraznie zaburzonej strukturze indywidualnej. W preparatach placebo wiele
czastek bylo zdeformowanych i wydawalo sig, ze sa popekane i tracg integralnosc.
Widoczne byly takze roznice w ksztalcie powierzchni czastek. Porownujac SLM placebo i
z indometacyng, przed i po inkubacji ze lzami, wyraznie zaobserwowano wigksze
,zmarszczki” i ostre krawedzie na powierzchni czastek w poréwnaniu z gladszymi i
bardziej kulistymi mikroczastkami o ‘tagodnych krawedziach przed inkubacja.
Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze zostal potwierdzony wptyw lizozymu na
mikroczgstki lipidowe, cho¢ efekt ten nie jest zwigzany z catkowita degradacja matrycy
lipidowej przez enzym, tylko z efektami powierzchniowymi, co przy ustalonej lokalizacji
substancji leczniczej gwarantuje jej dobre uwalnianie. Wyniki badan uwalniania oraz
ocena pozostalosci po tescie, jak i po inkubacji z naturalnymi izami jednoznacznie
wykazaly, ze mozliwe jest uwolnienie 100% Ind z mikroczastek bez catkowitej degradacji
matrycy lipidowe;.

Podsumowujac, nalezy stwierdzié, ze potwierdzono wplyw enzymu lizozym na
mikroczastki lipidowe, cho¢ efekt ten nie wynika z calkowitej degradacji matrycy
lipidowej. Zmiany strukturalne zaobserwowane w mikroczastkach inkubowanych z
naturalnymi tzami dowodza wplywu sktadnikéw fizjologicznych na SLM. Jednoczesnie
roztwor tylko chlorku sodu w obecnos$ci lizozymu byl niewystarczajacy do uzyskania
efektow zblizonych do wywotywanych przez naturalne tzy, co sugeruje wpltyw ptynu
tzowego (sktadniki, pH, sita jonowa) na aktywno$¢ enzymu i w konsekwencji wptyw na
SLM. Potwierdza to potrzeb¢ jednoczesnego stosowania wszystkich skladnikow
fizjologicznych wystepujacych in vivo, w potaczeniu z surfaktantem gwarantujacym dobra
rozpuszczalno$¢ (nie tylko poziom sink) slabo rozpuszczalnej substancji aktywne;j.
Uzyskanie uwolnienia calkowitej dawki indomeatcyny bez jednoczesnej degradacji
struktury mikroczastek sugeruje rowniez lokalizacj¢ substancji aktywnej na powierzchni i
w zewnetrznych warstwach matrycy lipidowej, dzigki czemu jest ona stosunkowo fatwo
dostepna do uwolnienia, bez catkowitej degradacji mikroczastek. Pomimo tego, w
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badanych modelach bez plynu lzowego i lizozymu, uwalnianie indometacyny nie
przekraczato 60% w ciagu 96 h.

Sposrdd  wszystkich testow in vitro badanie uwalniania jest kluczowym
eksperymentem. Kinetyka uwalniania substancji czynnej z SLM dostarcza podstawowych
informacji na temat zdolnosci mikroczastek lipidowych do modyfikowania uwalniania
leku, co jest waznym parametrem uwzglednianym przy ocenie skutecznosci i jakosci
produktéw. Jesli badanie uwalniania zostanie zaplanowane i wykonane prawidlowo,
uzyskane wyniki mozna powigza¢ nie tylko z rozkladem substancji czynnej w
mikroczasteczkach, ale przede wszystkim z zachowaniem si¢ postaci dawkowania in vivo.

Badania uwalniania w bioodpowiednich mediach majg kluczowe znaczenie dla
przewidywania zachowania nosnikow lipidowych in vivo, poniewaz uwzgledniaja
czynniki fizjologiczne wyst¢pujace w miejscu podania, co ulatwia lepsze zrozumienie
wlasciwosci  farmaceutycznych preparatow lipidowych oraz interakcji pomiedzy
lipidowymi substancjami pomocniczymi, substancjami leczniczymi a Srodowiskiem
fizjologicznym. Zlozono$¢ warunkéw wplywajacych na posta¢ leku w worku
spojowkowym zdecydowanie utrudnia przewidywanie dziatania leku in vivo na podstawie
wynikow in vitro uzyskanych metodami nieuwzgledniajacymi czynnikow fizjologicznych.

Przeprowadzone badania zdecydowanie poglebiaja wiedzg o znaczeniu i wplywie
czynnikow fizjologicznych, takich jak dzialanie enzymu lizozym, sity jonowej, skladu
jonowego, rozpuszczalnosci substancji czynnej, panujagcych w miejscu aplikacji postaci
leku, a takze wpltywu obecnosci srodka powierzchniowo czynnego, na proces uwalniania
in vitro substancji leczniczej z SLM. Uzyskane wyniki wyjasniaja krytyczne czynniki
istotne przy opracowywaniu metody badania uwalniania in vitro z dyspersji SLM. Jest to
istotne, dlatego, ze oczekuje si¢, iz badania uwalniania z wykorzystaniem czynnikow
fizjologicznych dostarczg juz na wczesnym etapie rozwoju formulacji wystarczajacych
informacji na temat wlasciwosci postaci leku oraz utatwia jej modyfikacje i projektowanie
w taki sposéb, aby osiagnaé¢ pozadany efekt, bez koniecznosci prowadzenia
eksperymentdw w kolejnych fazach (ex vivo lub in vivo na zwierzgtach), zanim zostanie
opracowany ostateczny i pozadany sklad formulacji, ktory w pdzniejszych fazach
potwierdzi tylko swoje wiasciwosci. Optymalizacja procesu uwalniania w oparciu o
wskazane parametry ulatwi badania rozwojowe, a takze moze poméc w regulacyjnej
ocenie tej postaci dawkowania, a tym samym dopuszczeniu do obrotu
wielokompartmentowego nosnika w postaci mikroczastek lipidowych.

Rezultaty i wnioski H6

e W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono wyraznej zaleznosci
pomigdzy rozpuszczalnoscig indometacyny, a pH badanych plynow
akceptorowych, w konsekwencji czego w testach uwalniania nie stwierdzono
korelacji miedzy pH (w zakresie 4,5-8,0), a ilo$cig uwolnionej substancji.
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e Zastosowanie sztucznego plynu izowego z dodatkiem enzymu lizozym jako
osrodka biozgodnego w badaniu uwalniania indometacyny z SLM uznano za
calkowicie uzasadnione i majgce istotny wptyw na uzyskiwane wyniki.

e Wyniki badan uwalniania oraz ocena pozostalos$ci po tescie jednoznacznie
wykazatly, ze mozliwe jest uwolnienie 100% substancji czynnej z SLM bez
catkowitej degradacji matrycy lipidowej mikroczastek. Jest to konsekwencja
charakterystycznej dystrybucji substancji leczniczej w SLM (indometacyna
rozmieszczona gléwnie na powierzchni i w zewngtrznych warstwach
mikroczastek). Efekt ten nie jest mozliwy do uzyskania in vitro jesli nie
zastosuje si¢ jednocze$nie enzymu lizozym, polisorbatu i sztucznego plynu
1zowego, odpowiedzialnych za zmiany powierzchniowe w SLM.

e Zmiany strukturalne zaobserwowane w SLM inkubowanych z naturalnymi
tzami potwierdzity wptyw sktadnikéw fizjologicznych na mikroczastki i byty
takie same, jak te obserwowane po badaniu pozostatosci po uwalnianiu, w
ktorym symulowano warunki fizjologiczne.

e Pordéwnanie wptywu naturalnych tez na SLM z indometacyna z pozostatoscia
po badaniu uwalniania do ptynu biopodobnego pozwala oczekiwaé¢ podobnego
zachowania mikroczastek lipidowych in vivo po aplikacji do worka
spojowkowego, jak podczas oceny dostgpnosci farmaceutyczne;.

Podsumowanie

W cyklu publikacji, prezentujagcych poszczegdlne etapy prac stanowigcym
osiggniecie naukowe, opisano korzysci i ograniczenia z wykorzystania nowoczesnych
technik instrumentalnych do badania rozmieszczenia substancji czynnych w stalych
mikroczastkach lipidowych [H1, H2]. Ponadto przedstawiono, opracowane na potrzeby
badan SLM jako postaci leku, rozwigzania metodologiczne analizy dystrybucji [H4] i
badania uwalniania substancji czynnej [HS5, H6]. Ze wzgledu na stosowanie w
poszczegdlnych etapach prac nie tylko ptynnej formy dyspersji SLM, ale rowniez SLM w
formie proszku, na potrzeby prowadzenia badan oraz przysztych zastosowan medycznych
preparatu opracowano i zoptymalizowano metod¢ suszenia rozpylowego wodnych
dyspersji SLM [H3].

W prowadzonych badaniach za modelowa posta¢ leku przyjeto dyspersje¢ SLM, ktora
moglaby by¢ stosowana w postaci kropli do oczu. Generalnie jednak, poza doborem
czynnikow panujacych in vivo w worku spojéwkowym do badania uwalniania (np.
lizozym, sztuczny ptyn tzowy, H6] wszystkie inne analizy nadaja si¢ do ogdlnego
zastosowania w badaniach SLM nie tylko przeznaczonych do podania do oka. Podobnie,
zastosowane modelowe substancje czynne nie ograniczaja w zaden sposob szerszej
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uzytecznosci i interpretacji prezentowanych wynikow. Tam, gdzie zostato to wskazane,
wlasciwosci zaleza $cisle od inkorporowanej substancji leczniczej (np. dystrybucja w
‘matrycy SLM), w innych sytuacjach procedury moga odnosi¢ si¢ ogdlnie do badanego
uktadu (np. warunki suszenia rozpytowego opracowane dla formulacji placebo). Ponadto,
wszystkie wykorzystane jako modelowe substancje lecznicze moglyby takze znalezé
zastosowanie w formie SLM przeznaczonych do podania innymi drogami.

Wyniki uzyskane w toku prac sktadajgcych si¢ na osiggni¢cie naukowe pozwalaja
wskazaé najodpowiedniejsze narzedzia i techniki instrumentalne do oceny wihasciwosci i
badan rozwojowych postaci leku w formie SLM.

Innowacyjne podejécie do oceny rozmieszczenia inkorporowanej substancji
leczniczej w SLM z wykorzystaniem opracowanej metodologii prowadzenia badania
dystrybucji substancji czynnej pozwala na ilosciowg charakterystyke podziatu substancji
aktywnej pomig¢dzy rdzen lipidowy, migdzyfaze oraz fazg wodna formulacji SLM.

Wytypowana i zoptymalizowana metoda badania dostgpnosci farmaceutycznej
ulatwia oceng¢ wiasciwosci stalych mikroczastek lipidowych, w odniesieniu do ich
mozliwego zachowania in vivo, z jednoczesnym wskazaniem czynnikéw majacych
najwigkszy wplyw na uzyskiwane wyniki i stwarzajacych ryzyko popehnienia btedu
zwlaszcza podczas porownywania wynikéw uzyskanych innymi technikami.

Opracowana metoda suszenia rozpylowego wodnych dyspersji SLM stanowi metode
otrzymywania SLM w formie proszku bez wykorzystania rozpuszczalnikéw
organicznych. Ponadto mozliwa jest standaryzacja procesu, w zaleznosci od lipidu
tworzacego matryce mikroczastek, z wykorzystaniem do tego celu jedynie formulacji
placebo.

Najistotniejsze wyniki i obserwacje badawcze dokonane w toku prowadzenia
eksperymentéw prezentowanych w pracach sktadajacych si¢ na osiaggnigcie naukowe, jak
réwniez opracowane metody umozliwig dalszy rozwdj badan nad statymi mikroczastkami
lipidowymi SLM i skuteczng ocen¢ ich wilasciwosci. Waznym aspektem jest réwniez
osiagnigcie nie tylko optymalizacji, ale przede wszystkim standaryzacji prowadzonych
procedur badawczych, jako elementu niezbg¢dnego do poréwnywania badan miedzy
osrodkami, a w przysztosci rozwoju regulacji rejestracyjnych, ktére moglyby ulatwié
praktyczne wykorzystanie SLM jako nowoczesnej lipidowej i wielokompoartmentowe;j
postaci leku.
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4.4. Wkiad w powstanie cyklu publikacji skladajacych sie na osiagniecie

We wszystkich publikacjach prezentowanych w ramach osiggnigcia [H1-H6] jestem
pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym. Szczegétowy udzial wszystkich
Wspdtautorow okreslajacy indywidualny wklad merytoryczny kazdego z Nich w
powstanie poszczegélnych prac zostal przedstawiony w Zataczniku 4 (pkt. 1.2. Wkiad
wspotautoréw w powstanie cyklu publikacji). Jest on opracowany i zgodny z deklaracja
przyjeta i ztozong przez Autordw, ktora jest integralng czgscig kazdej publikacji — sekcja
”Author Contributions” (poza H3, w ktorej jestem jedynym autorem). Z powyzszych
powodow do wniosku o wszczgcie postgpowania habilitacyjnego nie dotaczono
powtérnych o$wiadczen Wspotautorow publikacji. Jednoczesnie sekcja “Author
Contributions” zawarta w poszczeg6lnych artykutach i stanowigca podstawg zestawienia
w zalagczniku 4 kazdorazowo zostala opracowana zgodnie z kryteriami CRediT
(Contributor Roles Taxonomy) kwalifikujacymi do autorstwa. W publikacjach H4, HS i
H6 wspotautorami sa magistrantki wykonujace prace magisterskie w Katedrze Farmacji
Stosowanej GUMed przy wspotpracy ze mng, ktérych promotorem byla Profesor
Malgorzata Sznitowska.
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Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowg realizowang w
wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej

5.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Prace naukowa rozpoczgtam 2007 roku pod kierunkiem Profesor Matgorzaty
Sznitowskiej w Katedrze Farmacji Stosowanej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Jako pracownik naukowo-dydaktyczny na stanowisku asystenta realizowalam badania
naukowe w ramach pracy doktorskiej, ktére dotyczyly przede wszystkim opracowania
formulacji SLM optymalnej do podania cyklosporyny A do oka. Znaczng czg¢$¢ tamtych
doswiadczenn obejmowaly zagadnienia zwigzane z mozliwoscia i bezpieczenstwem
stosowania dyspersji SLM do oka. Ze wzgledu na brak tego rodzaju badan (dostgpne
prace, ktorymi si¢ kierowano dotyczyty gtéwnie SLN do podania do oka) przeprowadzono
eksperymenty na krolikach potwierdzajace brak dzialania draznigcego i bezpieczenstwo
stosowania do oka zaréwno dyspersji SLM placebo, jak réwniez z cyklosporyna A. Po
uzyskaniu takich wynikow w kolejnym etapie oceniano stgzenia cyklosporyny w
poszczegblnych tkankach oka po wielokrotnej aplikacji w postaci SLM. Badania in vivo
na zwierzetach prowadzitam przy wspdtpracy z Katedrg i Klinika Okulistyki Wydziatu
Lekarskiego oraz Zaktadem Biofarmacji i Farmakodynamiki Wydzialy Farmaceutycznego
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Ten bardzo wartosciowy okres badan
zaowocowal do$wiadczeniami nie tylko z zakresu przygotowywania wnioskéw do
Komisji Etycznej, ale takze mozliwoscia rozwinigcia umiejgtnosci i zasad pracy
laboratoryjnej ze zwierzgtami. Zebrane wyniki opisanych do$wiadczen stanowily
podstawe rozprawy doktorskiej. W 2014 roku uzyskatam z wyréznieniem tytul doktora
nauk farmaceutycznych nadany przez Wydzial Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Promotorem pracy doktorskiej byta prof. dr hab. n. farm. M. Sznitowska.

Trudnosci napotkane w trakcie badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej nad
stalymi mikroczgstkami lipidowymi, zwigzane z charakterem SLM, jako nowoczesnej
postaci leku, dla ktorej brakuje nie tylko badan in vivo, ale takze wytycznych
regulacyjnych, farmakopealnych czy nawet wiedzy wynikajacej z dotychczasowych
doswiadczen i praktyk, staly sie podstawg p6zniejszych badan majacych przyczyni¢ si¢ do
rozwoju tej lipidowej postaci leku, ktoére czgSciowo zostaly przedstawione w ramach
prezentowanego osiggniecia. Kontynuujac podj¢ta tematyke rozpoczgto badania
charakteryzujace wiasciwosci SLM z réznymi substancjami leczniczymi.

W opisywanym okresie przed uzyskaniem stopnia doktora realizowalam migdzy
innymi w latach 2012-2014 zadanie badawcze (MN-01-0085/08) ,,Badanie wchianiania
wybranych substancji leczniczych stosowanych w okulistyce przez rogowke zwierzqgt
doswiadczalnych w zaleznosci od uzytego nosnika lipidowego” finansowane przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, stuzace rozwojowi mtodych naukowcow.
Kolejnym realizowanym projektem byto w 2014 r. zadanie badawcze dofinansowane w
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ramach dotacji i wsparcia dzialalno$ci naukowej w zakresie realizacji nowych projektow
badawczych dla Krajowego Naukowego Osrodka Wiodagcego (KNOW) na Wydziale
 Farmaceutycznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego zatytutowane ,,Pordownanie
wlasciwosci  reologicznych nowoczesnych i tradycyjnych postaci leku do oka z
cyklosporyng A”.

Mo¢j dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora, z uwzglednieniem prac,
na podstawie ktorych powstata rozprawa doktorska, obejmuje 3 prace oryginalne o tacznej
wartosci wspodtczynnika oddziatywania IF = 7,937 i punktacji MEiIN = 104 (Zalacznik 4).
Wiyniki prowadzonych przeze mnie badan przed doktoratem prezentowalam réwniez w
formie 17 doniesien na zjazdach i konferencjach naukowych o zasiggu krajowym (11) i
miedzynarodowym (6) (Zalacznik 4).

5.2. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Obroniona przeze mnie rozprawa doktorska zostata zgloszona w 2015 roku przez
Wydziat Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego do II edycji
ogoblnopolskiego konkursu Lider Nauk Farmaceutycznych. Decyzja Komisji Konkursowej
pod przewodnictwem prof. Janusza Pluty, prezesa Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego, uzyskalam tytul Lidera Nauk Farmaceutycznych za rozprawe
doktorska. Poza zaszczytnym tytulem, nagroda za I miejsce w konkursie byt dla mnie
trzymiesieczny staz naukowy w laboratoriach firmy farmaceutycznej Gedeon Richter, a
dla Wydzialu Farmaceutycznego ztoty medal Scientia nobilitat. Czas spgdzony w
laboratoriach Pionu Rozwoju Produktu (Dzial Analityczny, Dzial Medyczny, Dzial
Rejestracji Lekow, Oddzial Poéttechniki) pozwolit mi zdoby¢ wiedze¢ i praktyczne
doswiadczenie w zakresie badan rozwojowych, wdrozeniowych i pharmacovigilance.

Po zajeciu stanowiska adiunkta w grupie pracownikow naukowo-dydaktycznych
kontynuowatam badania nad wlasciwosciami SLM, nie tylko w formie dyspersji, ale takze
proszku otrzymywanego metodg suszenia rozpylowego. Moje zainteresowania naukowe
obejmujg takze inne uklady lipidowe, takie jak emulsje submikronowe czy oleje
samoemulgujgce (SEO). W zakresie tematu badan in vivo na krélikach dotyczacych
uktadow samoemulgujacych wspolpracowalam migdzy innymi z Zakladem Farmacji
Stosowanej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Z t3
samg jednostkg wspOlpracowatam rowniez w zakresie badan nad postaciami leku z
chitosanem. Badania z obszaru emulsji submikronowych 1 trwatosci ukladow
dyspersyjnych, takich jak SLM planuje rozwija¢ w przysziosci przy wspolpracy z
Politechnikg Gdanska.

W celu doskonalenia umiej¢tnosci zwigzanych z praca ze zwierzgtami
uczestniczytam w dwodch tygodniowych kursach doskonalacych: ,,Szkolenie dla o0sdb
odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen oraz za ich przeprowadzanie”
oraz ,,Szkolenie dla osob wykonujgcych procedury, uczestniczqcych w wykonywaniu
procedur i sprawujgcych opieke nad zwierzgtami utrzymywanymi w  oSrodku”
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realizowanych zgodnie z programem okreslonym w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z 2015 r. (Zatacznik 4).

Po uzyskaniu stopnia doktora bylam wnioskodawca, a w latach 2018-2019
kierownikiem i wykonawcg projektu naukowego finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki w ramach konkursu Miniatura-1 (NCN 2017/01/X/NZ7/01717). Zadania
badawcze projektu pod tytutem ,,Identyfikacja oddzialywan substancji czynnej z lipidem i
ocena zmian jej dystrybucji w liposferach pod wplywem procesu suszenia rozpylowego”
realizowane byly migdzy innymi we wspodtpracy z laboratorium badawczym Nanores we
Wroctawiu. Wyniki badan w zakresie powyzszego grantu zostaly opublikowane i opisane
w ramach prezentowanego osiggnigcia naukowego, byly réwniez prezentowane na
konferencjach (Zatacznik 4).

W latach 2015-2016 oraz 2017-2018 realizowalam dwa projekty finansowane przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, stuzace rozwojowi miodych naukowcow.
Zarébwno w pierwszym (MN-01-0181/08/510 ,,Wplyw warunkow technologicznych na
dystrybucje substancji leczniczych w fazach dyspersji mikrosfer i nanosfer lipidowych”),
jak i w drugim zadaniu badawczym (MN-01-0306/08/510 ,,Opracowanie i optymalizacja
procesu liofilizacji i redyspersji zawiesiny mikrosfer lipidowych SLM z wybranymi
substancjami czynnymi”) bytam kierownikiem i wykonawca projektu.

Dzieki Europejskiemu Programowi Wspolpracy w Dziedzinie Badan Naukowo-
Technicznych (COST, UNGAP) w 2018 r. mialam mozliwo$¢ uczestniczy¢ w
trzydniowych warsztatach poswigeconych w catosci lipidowym postaciom leku (czgs¢
wyktadowa i laboratoryjna) pt. The fundamentals of formulating with functional lipid
excipients for modulating drug release, increasing solubility, and enhancing
bioavailability, na Uniwersytecie w Kopenhadze, w Danii.

Z kolei w ramach sieci CEKA PharmTech programu CEEPUS wspierajacego
wymiane akademicka w zakresie ksztalcenia i doskonalenia zawodowego nauczycieli
akademickich uczestniczylam w miesigcznym stazu zagranicznym (2022) na
Uniwersytecie w Szeged, Wegry. (CEEPUS Mobility grant no.: CIII-RS-1113-05-2122-
M-152952). Podczas pobytu w Instytucie Technologii Farmaceutycznej (Institute of
Pharmaceutical Technology and Regulatory Affairs) Uniwersytetu w Szeged
kontynuowatam, miedzy innymi, nawigzang wczesniej wspolpracg z prof. Geza
Regdonem jr. w zakresie analizy termograwimetrycznej (DSC/TG). Wyniki tej
wspotpracy i powstala na ich podstawie publikacja sa takze czeScig zglaszanego
osiagnigcia.

W 2023 r. uczestniczylam réwniez w 2-tygodniowym zagraniczny stazu
dydaktycznym na Uniwersytecie degli Studi di Bari Aldo Moro, Dipartimento di
Farmacia, w Bari, Wlochy, ktéry odbywal si¢ w ramach projektu Wielomodutowy
program poprawy efektywnosci i jakoSci funkcjonowania Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego wspdétfinansowanego przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu
Spolecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020.
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Realizacja wymienionych projektéw oraz praca badawcza samodzielna i prowadzona

we wspdlpracy z wymienionymi o$rodkami zostata przedstawiona w cyklu 6 prac

*wchodzacych w zakres tematyki mojego postgpowania habilitacyjnego [H1-H6], a takze

w innych pracach, wymienionych ponizej, z mojego dorobku naukowo-badawczego (patrz
tez Zalacznik 4):

Lista publikacji spoza cyklu prac zgloszonych do postepowania habilitacyjnego:

Wolska Eliza; Sznitowska Malgorzata; Chorgzewicz Juliusz; Krzeminska Katarzyna;
Szerkus Oliwia; Radwanska Aleksandra; Markuszewski Michat Jan; Kaliszan Roman; Raczynska
Krystyna; Microscopic and biopharmaceutical evaluation of emulsion and self-emulsifying oil
with cyclosporine. Pharmaceuticals (2023) vol. 16, nr 12, 1-14.

Impact Factor: 4,6 punktacja MEiN: 140

Potas Joanna; Szymanska Emilia; Wroblewska Magdalena; Kurowska Izabela; Maciejczyk
Mateusz; Basa Anna; Wolska Eliza; Wilczewska Zofia; Winnicka Katarzyna; Multilayer films
based on chitosan/pectin polyelectrolyte complexes as novel platforms for buccal administration
of clotrimazole. Pharmaceutics (2021) vol. 13, nr 10, 1-23.

Impact Factor: 6,525 punktacja MEiN: 100

Wolska Eliza; Sznitowska Matgorzata; Chorgzewicz Juliusz; Szerkus Oliwia; Radwanska
Aleksandra; Markuszewski Michat Jan; Kaliszan Roman; Raczynska Krystyna; Ocular irritation
and cyclosporine A distribution in the eye tissues after administration of Solid Lipid
Microparticles in the rabbit model. Eur. J. Pharm. Sci. (2018) vol. 121, 95-105

Impact Factor: 3,532 punktacja MEIN: 35

Sznitowska Malgorzata; Wolska Eliza; Baranska Helena, Cal Krzysztof, Pietkiewicz
Justyna; The effect of a lipid composition and a surfactant on the characteristics of the solid lipid
microspheres and nanospheres (SLM and SLN). Eur. J. Pharm. Biopharm. (2017) vol. 110, 24-30.

Impact Factor: 4,491 punktacja MEiIN: 40

Wolska Eliza; Kluk Anna; Zarazinska Magda; Boniecka Magdalena; Sznitowska

"non. ”

Matgorzata; Choice of excipients for gelly-like pulp prepared ex tempore "on a spoon"-"placebo

and with sartans. Drug Dev. Ind. Pharm. (2016) vol. 42, nr 6, 998—-1007.
Impact Factor: 2,295 punktacja MEIN: 25

Poza publikacjami naukowymi wchodzacymi w zakres prezentowanego osiagnigcia i
pozostaltymi publikacjami rezultatem prowadzonych przez mnie badan sa takze liczne
doniesienia konferencyjne (lgcznie 10 po uzyskaniu stopnia doktora), w tym konferencje
naukowe o zasiggu krajowym (5) i migdzynarodowym (5) (szczegély w Zataczniku 4).
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M¢j dorobek naukowy w okresie po uzyskaniu stopnia doktora (z wylaczeniem
publikacji wchodzacych w sklad osiggnigcia habilitacyjnego IF = 30,283 / MEIN = 610)
‘obejmuje 9 prac naukowych: 5 oryginalnych i 4 podgladowe o tacznej punktacji IF =
21,443 / MEIN = 573. W momencie sktadania wniosku tacznie moj dorobek naukowy
obejmuje prace o wspodlczynniku oddzialywania IF = 59,663 / MEIN = 1287.
Szczegotowe dane przedstawiono w zalgczonym opracowaniu bibliograficznym
przygotowanym przez Biblioteke Gtowng Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Poza realizacjg projektow i zadan badawczych, zaréwno przed, jak i po uzyskaniu
stopnia doktora, bytam takze zaangazowana we wspdlprace z firmami reprezentujagcymi
przemyst farmaceutyczny i kosmetyczny (szczeg6ly patrz Zalacznik 4).

Jestem recenzentem 25 manuskryptoéw dla nastgpujacych czasopism naukowych:
Acta Poloniae Pharmaceutica, Pharmaceutics, Pharmaceuticals, International Journal of
Molecular Sciences, Diagnostics, Applied Sciences, Coatings, Molecules, Foods,
Fermentation, Chemosensors, Processes.

Poza wyzej wymienionymi w zakresie doskonalenia naukowego odbylam szereg
szkolen i kurséw, zarowno krajowych, jak i zagranicznych, przydatnych w planowaniu
eksperymentéw, prowadzeniu badan i rzetelnej ocenie uzyskiwanych danych. Na
przyktad: szkolenie z Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (GLP) i Systemu zapewnienia
jakosci w chemiczno-technologicznym laboratorium badawczym prowadzone przez firmie
PewniK, szkolenie statystyczne z programu Statistica Zestaw Farmaceutyczny, firma
StatSoft.

W zakresie doskonalenia zawodowego uczestnicze w kursach prowadzonych w
ramach szkolenia ciggltego farmaceutow zgodnie z aktualnym rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia z 20 lutego 2018. Ponadto uczestnicz¢ w zebraniach naukowo-szkoleniowych
przydatnych w pracy zawodowej nauczyciela akademickiego, organizowanych migdzy
innymi przez Gdanskg Okregowg Izb¢ Aptekarska czy Polskie Towarzystwo
Farmaceutyczne. Przykladowe kursy i szkolenia to organizowana cyklicznie
Ogolnopolska Konferencja Naukowo-Szkoleniowa z zakresu prowadzenia opieki
farmaceutycznej, czy pdzniejsze Nauczanie Opieki Farmaceutycznej w swietle ustawy o
zawodzie farmaceuty wspotorganizowane przez Uniwersytet Jagiellonski, Collegium
Medicum w Krakowie, PTFarm oraz Uniwersytet Medyczny w Lublinie. Coroczne
konferencje pt. Gdanskie Dni Cukrzycy i Nadcisnienia Tetniczego, Szkolenie z
aktualizacji zalecen Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego, Post¢py w farmakoterapii
wybranych choréb przewodu pokarmowego czy skutecznosci lekow przeciwbdlowych.
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6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz populary-
zujgcych naukg lub sztuke

6.1. Dziatlalnos¢ dydaktyczna

Od momentu zatrudnienia w Katedrze Farmacji Stosowanej aktywnie uczestnicz¢ w
dziatalnoéci dydaktycznej prowadzgc éwiczenia, seminaria i wyklady ze studentami
réznych lat i kierunkow:

kierunek Farmacja

e Technologia Postaci Leku I — Receptura apteczna, ¢wiczenia laboratoryjne, III rok
e Technologia Postaci Leku II, ¢wiczenia laboratoryjne, IV rok

e Technologia Postaci Leku III, ¢wiczenia laboratoryjne, V rok

e Szkolenie Apteczne, ¢wiczenia, 111 rok

e Farmacja praktyczna z opieka farmaceutyczng, ¢wiczenia, seminaria, V rok

e Technologia Postaci Leku III, wyktad (Niezgodnosci recepturowe), V rok

e Fakultety, seminaria (Opieka farm. nad pacjentem z chorobg wrzodowa), V rok

e Fakultety, ¢wiczenia (Receptura lekéw dermatologicznych), IV rok

kierunek Przemysl Farmaceutyczny i Kosmetyczny

e Technologia Formulacyjna, ¢wiczenia laboratoryjne (emulsje), I rok
e Technologia Formulacyjna, ¢wiczenia laboratoryjne (leki do oczu, SOPy), II rok

kierunek Master of Pharmacy (English Division)

e Pharmaceutical Technology I, éwiczenia laboratoryjne, IV rok
e Pharmaceutical Technology III, ¢wiczenia laboratoryjne, V rok

W ramach wspoélpracy ze Studium Ksztalcenia Podyplomowego na Wydziale
Farmaceutycznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego prowadze zajecia (¢wiczenia,
seminaria 1 wyktady) z zakresu ksztalcenie podyplomowego dla:

e Specjalizacji z Farmacji Apteczne;j
e Specjalizacji z Farmacji Szpitalnej
e Studiéw Podyplomowych ,,Farmacja Przemystowa”

W latach 2008-2024 byla opiekunem 18 prac magisterskich (w tym 1 praca na
kierunku English Division) wykonywanych przez studentéw Wydziatu Farmaceutycznego
w Katedrze Farmacji Stosowane;j, ktorych promotorem byta prof. Matgorzata Sznitowska.
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Uczestniczytam w opracowywaniu nowego wydania skryptu obejmujacego
zagadnienia receptury aptecznej dla studentéw III roku Kierunku Farmacja. Skrypt ten od
'2018 r. jest corocznie aktualizowany. Wspdlpracowatam réwniez przy przygotowaniu
wybranych rozdzialow aktualnej wersji podrecznika Farmacja Stosowana: technologia
postaci leku, jak rowniez wybranych monografii Farmakopei Polskiej IX.

[1] Gajewska Monika; Sznitowska Malgorzata. Podstawy receptury aptecznej:
materialy do ¢wiczen dla studentéw farmacji. zespol aut.: Hanna Bartylak,
Agnieszka Chodkowska, Monika Gajewska, Joanna Karolewska-Szalbierz, Maciej
Matecki, Danuta Partyka, Marcin Placzek, Elzbieta Rutkowska, Malgorzata
Sznitowska, Janina Szulc, Katarzyna Winnicka, Eliza Wolska. Pod Red. Moniki
Gajewskiej i Malgorzaty Sznitowskiej. Warszawa: Fundacja Pro Pharmacia Futura
(2024).

[2] Wolska Eliza; Gajewska Monika; Trofimiuk Monika; Sznitowska Matgorzata.
Przetwory roslinne i postacie lekow roslinnych; red. nauk. Malgorzata Sznitowska;
Farmacja stosowana: technologia postaci leku; Warszawa: PZWL Wydawnictwo
Lekarskie (2017): 495-530.

[3] Sznitowska Malgorzata; Wolska Eliza; Placzek Marcin; Pietkiewicz Justyna; Turk
Magdalena; Kluk Anna; Cal Krzysztof, Gajewska Monika; Sotohub Krzysztof.
Substancje pomocnicze; red. nauk. M. Sznitowska; Farmacja stosowana:
technologia postaci leku; Warszawa: PZWL Wydawnictwo Lekarskie (2017) 881-930.

6.2. Dzialalno$¢ organizacyjna

Od roku 2008 jestem opiekunem z ramienia Uczelni nadzorujacym przebieg
szeSciomiesiecznej praktyki zawodowej studentéw VI roku kierunku Farmacja Wydzialu
Farmaceutycznego.

Od roku 2008 jestem opiekunem z ramienia Uczelni nadzorujacym przebieg
miesi¢ecznej praktyki zawodowej studentéow III roku kierunku Farmacja w aptekach
ogoblnodostepnych i studentéw IV roku kierunku Farmacja w aptekach szpitalnych.

Od roku 2017 sprawuj¢ funkcje zastepcy opiekuna studentéw III roku kierunku
Farmacja na wydziale Farmaceutycznym.

Od roku 2018 odpowiadam za organizacj¢ zaje¢ i plan ¢wiczen z receptury
aptecznej (TPL I, III rok Farmacji), jak rdwniez za organizacj¢ i przebieg egzaminu
praktycznego z Receptury aptecznej (TPL III, V rok Farmacji) w Katedrze Farmacji
Stosowane;.
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W 2008 r. zostatam czlonkiem Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, a od
2013 r. jestem czlonkiem Zarzadu Gdanskiego Oddzialu PTFarm i peklni¢ funkcje
-skarbnika oddzialu. Wspélpracuje rowniez przy opiece i organizacji zbioréow Izby
Muzealnej Gdanskiego Oddziatu PTFarm. Jestem czlonkiem Ogolnopolskiej Sekcji
Opieki Farmaceutycznej Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego.

Jestem czlonkiem Kolegium Elektoréw Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego na
kadencje 2024-2028.

6.3. Dzialalno$¢ popularyzujaca nauke

Wspotautorstwo publikacji popularno-naukowych dotyczacych miedzy innymi
zagadnien z receptury aptecznej. Artykuly publikowane na przyklad w czasopi$mie
Farmacja Polska dedykowanym farmaceutom pracujacym w aptekach miaty na celu
dostarczanie czytelnikom rzetelnej informacji z zakresu technologii postaci leku i
rozpowszechnianie praktycznej wiedzy z dziedziny farmacji.

Wolska Eliza; Kupiec Agata. Rozwigzania zapewniajace lepsza tolerancj¢ i
skuteczniejsza aplikacje kropli do oczu. Solutions for better tolerance and more effective
application of eye drops. Farm. Pol. (2021) 77(9).

Wolska Eliza; Gajewska Monika; Sznitowska Matgorzata. Trudnosci w
sporzadzaniu recepturowych kropli do oczu z cyklosporyna A. Problems in
pharmaceutical compounding of eye-drops with cyclosporine A. Farm. Pol. (2019)
75(11).

Wolska Eliza; Lukasz Katarzyna. Liofilizacja réznych postaci leku i znaczenie
krioprotektantow. Swiat Przem. Farm. (2017) 2.

Wolska Eliza; Boniecka Magdalena; Sznitowska Malgorzata. Superdezintegranty:
substancje pomocnicze w suplementach diety w postaci tabletek. Superdisintegrants:
excipients in dietary supplements in the form of tablets. Zywnos¢. Nauka. Technologia.
Jakos¢. (2016) 23.

Prowadzenie zajg¢ (éwiczenia, wyklady) i udzial w organizowaniu wydarzen o
charakterze konferencji, kursow czy szkoly letniej dla przedstawicieli uczelni i przemyshu,
zaréwno z kraju jak i z zagranicy:

e w ramach wspodlpracy z zakladami farmaceutycznymi Polpharma kurs dla
przedstawicieli nauki i przemystu z Kazachstanu (2013),

e szkolenie: Topical, liquid and semisolid preparations: excipients, technology,
analysis training course, organizowane dla przedstawicieli firmy IMCD (2019)
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e Szkota Letnia Technologii Farmaceutycznej dla przedstawicieli uczelni i
przemystu farmaceutycznego z Polski (2007-2019)

Prowadzenie wyktadéw i seminariow (2019-2020) dla uczestnikéw Uniwersytetu
Trzeciego Wieku w ramach projektu ,,Uruchomienie Uniwersytetu Trzeciego Wieku w
Gdanskim Uniwersytecie Medycznym” wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska z
Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza
Edukacja Rozwdj 2014-2020.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej
7.1. Nagrody i wyrdznienia za dzialalno$¢ naukowg i dydaktyczng

Jestem laureatem zespolowej nagrody dydaktycznej dla nauczycieli akademickich
w konkursie ,,Nowoczesna edukacija w GUMed” za stosowanie aktywizujacych metod w
nauczaniu przedmiotu ,,Farmacja praktyczna w aptece” (2022).

Otrzymatam zespolowa nagrode organmizacyjna II stopnia Rektora Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego za organizacj¢ nauczania w ramach 23 przedmiotow na
kierunku Farmacja oraz kierunku Przemyst Farmaceutyczny i Kosmetyczny (2021).

Zajelam I miejsce w drugiej edycji (2015) ogélnopolskiego konkursu Lider Nauk
Farmaceutycznych, uzyskujac tytut Lidera Nauk Farmaceutycznych za rozprawe
doktorska, a w nagrod¢ uzyskatam mozliwo$¢ odbycia trzymiesigcznego stazu naukowego
w laboratoriach firmy farmaceutycznej Gedeon Richter.

(podpis wnioskodawcy)
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