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Wykaz skrotow i symboli

PECs — ang. polyelectrolyte complexes — kompleksy polielektrolitowe

PEMs — ang. polyelectrolyte multilayers — filmy wielowarstwowe na bazie komplekséw
polielektrolitowych

Lbl — ang. layer — by — layer technique — technika naprzemiennego nanoszenia warstw
polikationu i polianionu

DSC - ang. differential scanning calorimetry — technika réznicowej kalorymetrii
skaningowej

ATR - FTIR - ang. attenuated total reflectance Fourier transform infrared
spectroscopy — spektroskopia fourierowska w podczerwieni wykonana metoda
ostabionego catkowitego wewngtrznego odbicia

SEM - ang. scanning electron microscopy — skaningowa mikroskopia elektronowa
PCO010, PC020 — pektyny o r6znym stopniu wrazliwo$ci na jony wapnia

HPLC - ang. high performance liquid chromatography — wysokosprawna
chromatografia cieczowa

TS — ang. tensile strength — wytrzymatos¢ na rozcigganie

% E — ang. the percentage elongation at break — procent wydtuzenia przy zerwaniu
E —ang. Young modulus — modut Younga

TR —ang. tear resistance — odporno$¢ na rozerwanie

MTT — test stuzacy analizie aktywno$ci metabolicznej komorki, oparty na zjawisku
przeksztalcenia rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3 — (4, 5 —
dimetylotiazol — 2 — yl) — 2, 5 — difenylotetrazoliowy) w nierozpuszczalny formazan
przez dehydrogenaze mitochondrialng

BCS - ang. biopharmaceutics classification system — system klasyfikacji
biofarmaceutycznej

PEG 400 — glikol polietylenowy 400

TGA — ang. thermogravimetric analysis — analiza termograwimetryczna



Rozdziat 1
Wykaz publikacji bedgcych podstawg rozprawy doktorskiej

Publikacje zwigzane bezposrednio z tematykq rozprawy doktorskiej opublikowane

w czasopismach z Listy Filadelfijskiej posiadajgcych wspotczynnik oddziatywania.

Lgczna punktacja za publikacje wchodzgce w sklad rozprawy doktorskiej

Impact factor (IF): 21,079 pkt., punktacja MEIN: 480 pkt.

Prace oryginalne

1. Potas, J.; Szymanska, E.; Basa, A.; Hafner, A.; Winnicka, K. Tragacanth
gum/chitosan polyelectrolyte complexes — based hydrogels enriched with xanthan
gum as promising materials for buccal application. Materials, 2021, 14, 86,
https://doi.org/10.3390/mal14010086 (3,748 pkt. IF, 140 pkt. MEIN).

2. Potas, J.; Szymanska, E.; Wroblewska, M.; Kurowska, I.; Maciejczyk, M.; Basa,
A.; Wolska, E.; Wilczewska, A.Z.; Winnicka, K. Multilayer films based
on chitosan/pectin polyelectrolyte complexes as novel platforms for buccal
administration ~ of  clotrimazole. ~ Pharmaceutics, 2021, 13, 1588,
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13101588 (6,525 pkt. IF, 100 pkt. MEIN).

3. Potas, J.; Wilczewska, A.Z.; Misiak, P.; Basa, A.; Winnicka, K. Optimization
of multilayer films composed of chitosan and low — methoxy amidated pectin
as multifunctional biomaterials for drug delivery. International Journal
of Molecular Sciences, 2022, 23, 8092, https://doi.org/10.3390/ijms23158092
(6,208 pkt. IF, 140 pkt. MEIN).

Prace przeglgdowe

1. Potas, J.; Szymanska, E.; Winnicka, K. Challenges in developing of chitosan
— based polyelectrolyte complexes as a platform for mucosal and skin drug delivery.
European Polymer Journal, 2020, 140, 110020,
https://doi.org/10.1016/j.eurpolym].2020.110020 (4,598 pkt. IF, 100 pkt. MEIN).



Wykaz publikacji zwigzanych tematycznie z rozprawq doktorskg

1. Potas, J.; Winnicka, K. The potential of polyelectrolyte multilayer films as drug
delivery materials. International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23, 3496,
https://doi.org/10.3390/ijms23073496 (6,208 pkt. IF, 140 pkt. MEIN).



Rozdzial 2

Wprowadzenie
Blona sluzowa jamy ustnej jako miejsce aplikacji substancji leczniczych

Blona S$luzowa jamy ustnej Stanowi atrakcyjne miejsce podania lekow
o dziataniu zaréwno ogdlnym, jak i miejscowym [1-3]. Dzigki cechom, takim jak
wysoka przepuszczalnos$¢, tatwa dostepno$¢ umozliwiajagca komfortowg aplikacje
1 szybkie usuniecie preparatu w przypadku wystagpienia dziatan niepozadanych, brak
efektu pierwszego przejscia oraz ryzyka rozkladu substancji czynnej pod wplywem
niskiego pH soku zolagdkowego i enzymow przewodu pokarmowego, moze byc
wykorzystywana jako alternatywna drogi podania lekow o dziataniu ogélnoustrojowym.
Powierzchnia btony $luzowej jamy ustnej wynosi ok. 100 cm?, z czego 50 cm? stanowi
blona $luzowa policzka — najbardziej przydatna w aplikacji preparatow
farmaceutycznych. Z uwagi na brak zrogowaciatego nabtonka, szybko$¢ przenikania
substancji leczniczych przez btone §luzowa policzka moze by¢ ok. 4 — 400 — krotnie
wyzsza w porOwnaniu z penetracjg przez skorg czy podniebienie. Transport zwigzkow
aktywnych odbywa si¢ gtownie na drodze dyfuzji biernej, rzadziej na drodze transportu
Czynnego czy pinocytozy [2].

Wymagania stawiane postaciom leku przeznaczonym na blone¢ sluzowq jamy ustnej

Najwiekszym wyzwaniem w projektowaniu no$nikow na blong Sluzowa jamy
ustnej jest zapewnienie odpowiednio dtugiego czasu przebywania preparatow W miejscu
aplikacji. Z uwagi na aktywno$¢ erozyjna, a wigc zdolno$¢ szybkiego wymywania
preparatow z miejsca podania, slina obecna w jamie ustnej jest czynnikiem znaczgco
ograniczajacym czas przebywania lekow in situ. Aby temu zapobiec, konieczne jest
projektowanie nosnikow z  wykorzystaniem polimerow o wlasciwosciach
mukoadhezyjnych — tworzacych wigzania chemiczne pierwszorzedowe typu
kowalencyjnego lub drugorzedowe (np. wigzania van der Waalsa czy wodorowe)
z glikoproteinami mucyny, bedacej istotng sktadowsg warstwy Sluzowej blony [4].
Wiasciwosciami mukoadhezyjnymi cechujg si¢ szczeg6lnie polimery o duzej masie
czasteczkowej i aktywnosci powierzchniowej. Wymagania dla dopoliczkowych postaci
leku  wskazuja roéwniez na  konieczno$¢  zapewnienia  ukierunkowanego

i kontrolowanego uwalniania substancji leczniczej z matrycy no$nika w stron¢ blony



sluzowej jamy ustnej, zmniejszenia dzialania draznigcego oraz ograniczenia wptywu

preparatu na czynnosci, takie jak mowienie, picie czy jedzenie [5].

Hydrozele i filmy na bazie kompleksow polielektrolitowych jako atrakcyjne formy

podania lekow na blong sluzowg jamy ustnej

Sposrod réznych form podania lekéw przeznaczonych na btong $luzowa jamy
ustnej, duzym zainteresowaniem ciesza si¢ formy hydrozelowe oraz filmy [6-7].
Szczegblnie obiecujace wydaja si¢ nosniki powstale przez zmieszanie przeciwnie
naladowanych zwigzkéw makroczasteczkowych (polielektrolitow) [8-10]. Okresla si¢ je
jako systemy oparte na kompleksach polielektrolitowych (polikompleksach,
ang. polyelectrolyte complexes, PECs).

Polikompleksy to mniej lub bardziej zlozone potaczenia przeciwnie
naladowanych zwigzkow wielkoczasteczkowych [11]. Ocena ich przydatnosci
w technologii nowoczesnych postaci leku stanowi przedmiot badan od wielu lat, przy
czym znaczna wigkszo$¢ analizowanych kompleksow polimerowych oparta jest
na potaczeniach dodatnio natadowanego chitozanu z polianionami pochodzenia
naturalnego badz syntetycznego. Chitozan to polisacharyd o strukturze liniowej,
ztozony z jednostek D — glukozaminy i N — acetylo — D — glukozaminy potgczonych
wigzaniem B — 1, 4 — glikozydowym. Za kationowy charakter polimeru odpowiadaja
grupy aminowe zdolne do tworzenia odwracalnych potaczen jonowych w ramach
kompleksu polielektrolitowego [12-13]. Ponadto, grupy te s3a odpowiedzialne
za wlasciwosci mukoadhezyjne [14], przeciwdrobnoustrojowe [15-16], przeciwzapalne
czy hemostatyczne chitozanu [17]. Wielofunkcyjnos¢ polimeru jest glownym powodem
jego szerokiego wykorzystania w technologii produktéw leczniczych 1 wyroboéw
medycznych. Potencjatl aplikacyjny polikationu przewyzsza trudnos$ci technologiczne
zwigzane z Jego wlasciwosciami fizykochemicznymi, takimi jak ograniczona
rozpuszczalno$¢ w wodzie, wysoka wrazliwo$¢ na obecno$¢ jonow, przejawiajaca si¢
tendencja do niekontrolowanego pecznienia w $rodowisku wodnym czy slabe
wlasciwosci reologiczne potstatych nosnikow na bazie chitozanu [18]. Laczenie
chitozanu z substancjami o charakterze polianiondow ma na celu wytworzenie
polielektrolitowych systeméw o cechach bedacych wypadkowa wlasciwosci
poszczegolnych ich skladowych. PECs uznaje si¢ bowiem za ztozone struktury
0 wyjatkowym charakterze, w ktorych kompleksowanie polimerow (takich jak

chitozan) ma na celu poprawe ich wlasciwosci aplikacyjnych poprzez dodatek
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polielektrolitow rekompensujacych cechy niepozadane. Wytworzenie polikompleksow
nie wymaga uzycia dodatkowych czynnikéw sieciujacych [11]. Proces kompleksowania
zachodzi zazwyczaj po zmieszaniu roztworow zwigzkéw o przeciwnych tadunkach,
a wytrgcajgce  si¢  struktury  wielkoczasteczkowe podlegajg  stopniowemu
uporzadkowaniu z wytworzeniem wigzan hydrofobowych czy van der Waalsa
wspierajacych oddzialywania elektrostatyczne polimeréw [14]. Z uwagi na charakter
powstajacego polikompleksu, PECs dziela si¢ na nierozpuszczalne struktury
stechiometryczne, gdzie ilo$ci tadunkoéw dodatnich/ujemnych sa jednakowe, dzieki
czemu dochodzi do =zneutralizowania tadunku powstajagcego kompleksu, oraz
niestechiometryczne — rozpuszczalne w wodzie na skutek przewagi ilosciowej jednego
z zastosowanych polielektrolitow. Ze wzgledu na zjawisko precypitacji czastek
polikompleksu, zachowanie homogennos$ci uktadu stanowi wyzwanie technologiczne
na etapie wytwarzania PECs. Optymalizacja procesu poprzez doboér odpowiednich
warunkoéw — pH, sity jonowej czy temperatury — stanowi zatem bardzo istotny element
technologii polikompleksow, pozwalajacy na kontrolowane otrzymywanie ztozonych
systemow o pozadanych wtasciwosciach aplikacyjnych [19-20].

Jak  wspomniano weczesniej, szereg zwigzkow  makroczasteczkowych
o charakterze polianiondbw moze by¢ wykorzystany w procesie wytwarzania
polikomplekséw [21]. W badaniach bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy
doktorskiej wykonano i poddano analizie farmaceutycznej no$niki wytworzone
z udzialem chitozanu o zrdéznicowanej masie czgsteczkowej 1 rdéznym Stopniu
deacetylacji z polisacharydami pochodzenia naturalnego, takimi jak guma tragakanta,
guma ksantanowa oraz pektyny. Krotka charakterystyke zastosowanych polianionow
przedstawiono ponize;.

Guma tragakanta to polimer pochodzenia naturalnego, otrzymywany z roslin,
z rodzaju Astragalus (traganek), bedacy mieszaning monocukrow, szczegdlnie kwasu
D — galakturonowego. Wodne dyspersje tragakanty sktadajg si¢ z rozpuszczonej frakcji
tragakantyny oraz kwasu tragakantowego (20 — 30%), podczas gdy pozostate 60 — 70%
stanowi nierozpuszczalna, ale pgczniejaca w wodzie bazoryna, pozbawiona ujemnie
naladowanych grup karboksylowych. Z uwagi na wysokg stabilno$¢ polimeru
w szerokim zakresie pH 1 temperatury oraz wyjatkowe wlasciwosci reologiczne,
m.in. wysoka lepko$¢ tworzonych uktadow, tragakante z powodzeniem stosuje si¢
w przemysle spozywczym, kosmetycznym oraz farmaceutycznym, przede wszystkim

jako $rodek zwickszajacy lepkos¢ [22-24].
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Naturalnym zrodtem gumy ksantanowej jest szczep bakteryjny Xanthomonas
campestris. Polisacharyd sktada si¢ z jednostek D — glukozy, D — mannozy oraz kwasu
D - glukuronowego, odpowiedzialnego za anionowy charakter gumy [25-26].
Ze wzgledu na korzystne wilasciwosci aplikacyjne, takie jak zdolno$¢ zwigkszania
lepkosci 1 opdzniania dezintegracji matrycy polimerowej, dziatanie stabilizujace oraz
wlasciwosci mukoadhezyjne, guma ksantanowa jest czgsto wykorzystywana jako
substancja pomocnicza w technologii postaci lekow zaréwno do podania doustnego, jak
I miejscowego. Ponadto, polimer ten charakteryzuje si¢ wysoka odpornoscia
na zroéznicowane warunki pH i temperatury. Hydrozele na bazie gumy ksantanowej
naleza do grupy tzw. ,inteligentnych” hydrozeli, ze wzgledu na zdolno$¢ wytwarzania
struktur o zwigkszonej lepkosci in situ, w obecnosci lizozymu [27-28].

Pektyna to kolejny przyktad polimeru pochodzenia naturalnego o charakterze
polianionu [23,29]. Zaliczana jest do grupy polisacharydéw ztozonych z czasteczek
kwasu D — galakturonowego potaczonych wigzaniami o — (1, 4) — glikozydowymi,
dobrze rozpuszczalnych w wodzie, tworzacych roztwory o niskiej lepkosci.
W zaleznosci od stopnia estryfikacji grup karboksylowych resztami metylowymi, grupe
»pektyn” mozna podzieli¢ na odmiany nisko (< 50%) oraz wysoko metoksylowane
(> 50%). Pektyna o wysokiej zawartosci zestryfikowanych grup karboksylowych
tworzy uktady hydrozelowe w pH ok. 3, w obecnosci czastek statych, podczas gdy
nisko metoksylowana forma Zeluje wylacznie w obecnosci jondw dwuwartosciowych,
szczegOlnie wapniowych. Wraz ze wzrostem stezenia jonow, odporno$s¢ mechaniczna
tworzacego si¢ zelu rosnie, osiggajac wartos¢ krytyczna, powyzej ktérej nastepuje jej
zauwazalny spadek. Stopien wrazliwosci pektyny na obecno$¢ jondéw wapnia
(ang. calcium reactivity) jest jednym z gléwnych czynnikoéw roznicujacych dostepne
na rynku surowce. W technologii farmaceutycznej pektyna znana jest przede wszystkim
jako $rodek dyspergujacy, zwigkszajacy lepkos¢, a z uwagi na duza zdolnos¢
do mukoadhezji, takze jako no$nik substancji leczniczych w preparatach
przeznaczonych na btony $luzowe [30-31].

Zgodnie z definicja farmakopealng, hydrozele to polistale postacie lekow,
ktorych podstawe stanowi faza wodna zelowana za pomoca substancji nieorganicznych
lub organicznych [32]. Hydrozele wykorzystywane sg przede wszystkim jako nos$niki
substancji czynnych do podania na skore owlosiong, btong $luzowa czy do oka. Z uwagi
na obecno$¢ fazy wodnej, postacie te wymagaja dodatku substancji konserwujacych.

Ponadto, aby ograniczy¢ szybkie wysychanie hydrozeli, czg¢sto stosuje si¢ dodatek
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glicerolu lub glikolu propylenowego. Projektowanie biodegradowalnych i biozgodnych
hydrozeli z wykorzystaniem polimerow pochodzenia naturalnego o0 wysokiej
mukoadhezyjnosci wydaje si¢ perspektywicznym kierunkiem rozwoju tych form
[33-34].

Filmy to elastyczne matryce polimerowe o duzej zdolnos$ci przylegania do btony
sluzowej. Poza funkcja no$nika substancji czynnej, stanowig one jednoczes$nie bariere
ochronng dla tkanki objgtej procesem chorobowym, stwarzajagc dogodne warunki
w procesie jej regeneracji [4]. Uwalnianie leku z matrycy polimerowej moze odbywac
si¢ jedno — lub wielokierunkowo. W celu ograniczenia uwalniania leku do $wiatla jamy
ustnej, wytwarza si¢ filmy z warstwa nierozpuszczalnego w wodzie polimeru,
np. etylocelulozy [35-36]. Systemy wielokompartmentowe wykorzystywane sg
natomiast do réwnoczesnego podawania Kilku substancji czynnych, jak rowniez w celu
zapewnienia modyfikowanego uwalniania lekow, na skutek doboru polimeréw o réznej
rozpuszczalnos$ci, a tym samym 0 roznym czasie rozpadu w warunkach jamy ustne;j.
Szczegodlnie interesujacym przykladem tego rodzaju systemow sa filmy na bazie PECs.

Filmy stworzone w oparciu o polimery oddzialujace ze sobg w sposéb jonowy
(ang. polyelectrolyte multilayers, PEMSs) stanowig wazny obszar inzynierii
biomedycznej, ze wzgledu na ich szerokie zastosowanie w wytwarzaniu
wielowarstwowych ,bton” o wlasciwosciach terapeutycznych [37-38]. Poprzez
wilasciwy dobor polimerow, dazy si¢ rowniez do uzyskania biozgodnych systemow
o wilasciwosciach regenerujacych, szczegdlnie istotnych w produkcji materiatow
opatrunkowych czy do implantacji. Dzigki zastosowaniu wicloetapowej techniki
wytwarzania, PEMs sa przykladem mniej lub bardziej zlozonych ukladow
wielokompartmentowych, umozliwiajacych kontrolowane uwalnianie jednej lub kilku
substancji leczniczych w miejscu zmienionym chorobowo. Najwi¢ksza popularnoscia
w technologii PEMs cieszy si¢ technika wieloetapowego i naprzemiennego zanurzania
materiatu statego w roztworach polimerow o charakterze polikationdw i polianionéw,
w celu wytworzenia warstw polikompleksu (tzw. layer — by — layer technique, Lbl)
[37,39]. Nadmiar polimerow niezwigzanych jonowo jest wymywany, dzigki czemu
poszczegolne warstwy polikompleksu stykaja sie ze sobg, a sam proces umozliwia
tworzenie wielowarstwowych materiatow o $cisle okreslonym ksztatcie, wymiarach czy
cechach strukturalnych. Prostsza, mniej kosztowna, ale bardziej czasochtonng technika
wytwarzania filmow wielowarstwowych jest metoda ewaporacji rozpuszczalnika

(ang. solvent evaporation/casting technique), polegajaca na wieloetapowym wylewaniu
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roztworéw/dyspersji  polimeréw na szalki Petriego z pdzniejszym odparowaniem
uzytych rozpuszczalnikow, najcze$ciej w warunkach podwyzszonej temperatury.
Pomimo wymienionych zalet, uzyteczno$¢ techniki ewaporacji ogranicza si¢
do sporzadzania maksymalnie kilkuwarstwowych filmow zlozonych z warstw
polikationu 1 polianionu oddzielonych warstwa polikompleksu, tworzacego si¢

na granicy stykajacych si¢ ze sobg polielektrolitow o przeciwnych tadunkach.
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Rozdziat 3
Cel pracy z uzasadnieniem podjetej tematyki badawczej bedgcy odniesieniem

do publikacji stanowigcych rozprawe doktorskq

Glownym zalozeniem pracy doktorskiej byla ocena mozliwosci wykorzystania
PECs wytworzonych z udziatem polimeréw pochodzenia naturalnego, jako no$nikéw
lekoéw do podania na btong¢ §luzowa jamy ustne;.

Analiza pi$miennictwa po$wieconego zagadnieniom PECs jako nosnikéw dla
lekéw do podania miejscowego wskazata na konieczno$¢ dwuetapowej oceny tego
rodzaju systemow (Rozdzial 9, Publikacja nr 1). Zaobserwowano, iz wlasciwg oceng
farmaceutyczng preparatow powinna kazdorazowo poprzedza¢ analiza wlasciwosci
fizykochemicznych uzyskanych potaczen jonowych. Polikompleksy, jako struktury
wysoce wrazliwe na zmiany pH, sily jonowej czy obecno$¢ zwigzkéw zdolnych
do dysocjacji, wymagaja wnikliwej analizy na etapie opracowywania sktadu
i technologii wytwarzania no$nikow opartych na oddziatywaniach elektrostatycznych
polimeréw. Jednym z gtéwnych wnioskéw przywolanej powyzej pracy pogladowej
byto wskazanie na niedostateczng ilo$¢ danych poswigconych technologicznym
aspektom wytwarzania polikompleksow.

Cze$¢ doswiadczalng pracy podzielono w nastgpujacy sposob. Hydrozele jako
relatywnie prosta w wykonaniu forma podania leku, a przy tym uzyteczna
w miejscowym leczeniu standw chorobowych jamy ustnej [3,40], staly si¢ punktem
wyjéciowym w pracy nad oceng przydatnosci polikomplekséw w technologii
farmaceutycznej (Rozdziat 10, Publikacja nr 2). Uktady ztozone z chitozanu o niskiej
masie czgsteczkowe] oraz tragakanty z dodatkiem lub bez dodatku gumy ksantanowej
— $rodka stabilizujacego oddziatywania jonowe | poprawiajacego wlasciwosci
mechaniczne oraz mukoadhezyjne nos$nikow — zostaly poddane wielokierunkowej
analizie, majacej na celu ocen¢ aplikacyjnosci wybranych polaczen w dostarczaniu
lekow na blone S$luzowa policzka. Badania nad hydrozelami bedacymi uktadami
placebo mialy za zadanie dostarczenie informacji odno$nie trwalosci i uzytecznosci
wspomnianych potaczen polielektrolitowych. Rezygnacja z dodatku substancji
leczniczej na tym etapie wynikata z checi ograniczenia liczby czynnikow mogacych
wplynagé na charakter oddziatywan chitozan — gumy i uzyskania wynikow badan
mogacych pomdc w lepszym zrozumieniu molekularnych mechanizméw tworzenia

PECs, istotnych dla ich pdzniejszego wykorzystania nie tylko w celach
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farmaceutycznych, ale réwniez w technologii chemicznej czy innych dziedzinach nauk
biomedycznych.

Sposrdéd ocenionych potagczen hydrozelowych (Tabela 1), formulacja F5
0 stosunku wagowym chitozanu do tragakanty i gumy ksantanowej, odpowiednio,
1:10:1 zostala uznana za optymalng. Na jej podstawie planuje si¢ opracowanie
biodegradowalnego i biozgodnego no$nika hydrozelowego stuzacego dodzigstowej i/lub
dopoliczkowej aplikacji seknidazolu. Ze wzgledu na korzystny profil bezpieczenstwa
i szerokie spektrum aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej, substancja ta wykazuje
wysoki potencjal terapeutyczny, ktory moze mie¢ zastosowanie W leczeniu

wspomagajacym chordb przyzebia, a szczegdlnie parodontozy.

Tabela 1. Skfad hydrozeli placebo.

) Stosunek polimerow (w/w)
Hydrozel ™==¢ Cot XG:CS?

F1 20:1 x

F2 10:1 x

F3 71 X

F4 20:1 2.1

F5 10:1 1:1

F6 7:1 0,7:1

! TG —tragakanta, CS — chitozan, XG — guma ksantanowa.

Ze wzgledu na atrakcyjnos¢ filméw mukoadhezyjnych jako form podania lekow
na btone Sluzows, a przy tym niewielkg ilos¢ danych literaturowych pos$wieconych
ocenie farmaceutycznej wielowarstwowych struktur na bazie PECs, podj¢to probe
opracowania skladu 1 technologii struktur o charakterze PEMs jako dopoliczkowych
nos$nikow dla klotrimazolu (Rozdziat 11, Publikacja nr 3). Do sporzadzenia filmow
wyKorzystano chitozan o wysokiej masie czasteczkowej oraz wysoce metoksylowang
pektyne — potaczenie szczegdlnie rekomendowane w technologii filmow
przeznaczonych do podania dopoliczkowego czy dodzigstowego [41-43]. Wybor
chitozanu wielkoczasteczkowego jako komponenty polikationowej (Tabela 2) wynikat
z udowodnionego synergistycznego wptywu polimeru na aktywnos$¢ przeciwgrzybicza
klotrimazolu [44]. Sporzadzone filmy zostaly ocenione pod katem ich zdolnosci
mukoadhezyjnych, odpornosci mechanicznej, kinetyki uwalniania leku czy pecznienia
w réznych warunkach pH, imitujacych stan jamy ustnej przed i po spozyciu positku.
W ramach oceny wiasciwosci biologicznych przeanalizowano natomiast ich aktywnos$¢

przeciwgrzybicza oraz cytotoksyczng. Wyniki otrzymanych badan poddano dyskusji
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w oparciu 0 wykonang charakterystyke oddziatywan tworzacych si¢ pomiedzy
przeciwnie natadowanymi polimerami. Do oceny interakcji chitozanu i1 pektyny
wykorzystano technike roznicowej kalorymetrii skaningowej (ang. differential scanning
calorimetry, DSC) oraz spektroskopi¢ fourierowska w podczerwieni (ang. Fourier
transform infrared spectroscopy, FTIR) wykonang metoda ostabionego catkowitego
wewngtrznego odbicia (ang. attenuated total reflectance FTIR, ATR — FTIR).

Tabela 2. Skfad filmow z klotrimazolem.

Formulacja Zawarto$¢ klotrimazolu (%6)
Warstwa pektynowa | Warstwa chitozanowa
F1 50,0 50,0
F2 33,3 66,7
F3 0,0 100,0

Przydatnos¢ filmow wielowarstwowych jako nosnikéw dla klotrimazolu
zaowocowala przeprowadzeniem szczegoétowej analizy literatury poswigconej
wykorzystaniu PEMs w technologii farmaceutycznej, chemicznej czy w szeroko pojetej
inzynierii biomedycznej [45]. W pracy przegladowej zwrdcono szczegdlng uwage
na istotnos¢ wpltywu czynnikow zewnetrznych i1 wewnetrznych na charakterystyke
fizykochemiczng i wilasciwosci farmaceutyczne filmoéw, wskazujac tym samym
na potrzebe optymalizacji zarowno procesu technologicznego, jak i sktadu tych
wielowarstwowych struktur. Na podstawie powyzszych obserwacji, przy uzyciu
techniki ewaporacji rozpuszczalnika sporzadzono filmy placebo ztozone z chitozanu
o Sredniej masie czgsteczkowej oraz pektyny nisko metoksylowanej, a nastepnie
poddano je szczegoélowej analizie wlasciwos$ci mechanicznych, zdolnosci pgcznienia,
a takze ocenie struktury wewnetrznej za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej
(ang. scanning electron microscopy, SEM) (Rozdzial 12, Publikacja nr 4). W celu
scharakteryzowania kompleksu chitozanowo - pektynowego, wykonano analizg
termiczng, FTIR, pomiary metnosci oraz potencjatu zeta mieszanin polielektrolitow
odpowiadajacych sktadowi filméw. Wsrdd czynnikdw zewngtrznych podlegajacych
optymalizacji uwzgledniono stosunek wagowy polimerow, kolejno$¢ wylewania
roztwordw na szalke Petriego oraz stopien wrazliwosci pektyny na obecnos$¢ jonow
wapnia. Celem optymalizacji technologii otrzymywania filméw na bazie chitozanu
I nisko metoksylowanej pektyny o réznej wrazliwosci na jony wapnia (PC010, PC020)
bylo opracowanie biozgodnych i biodegradowalnych systemow 0 wydtuzonym czasie

przebywania w miejscu podania i wysokiej odpornosci mechanicznej jako
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potencjalnych nosnikow dla substancji leczniczych stosowanych w miejscowym

leczeniu zmian chorobowych w jamie ustnej (Tabela 3).

Tabela 3. Skfad optymalizowanych filmow placebo.

Film CS:PC Warstwa | Warstwa Il
F1! 2% CS 2% PC010
F2t 11 2% CS 2% PC020
F3t ' 2% PCO010 2% CS
F4! 2% PC020 2% CS
F5 0,2% CS 2% PC010
F6 1-10 0,2% CS 2% PC020
F7 ’ 2% PC010 0,2% CS
F8 2% PC020 0,2% CS
F9 2% CS 0,2% PC010
F10 10:1 2% CS 0,2% PC020
F11 ’ 0,2% PC010 2% CS
F12 0,2% PC020 2% CS

F13? 1,1% CS 1,1% PC010

F141 11 1,1% CS 1,1% PC020

F15? ' 1,1% PC010 1,1% CS

F16* 1,1% PC020 1,1% CS

! Filmy z jednakowym stosunkiem polimerdw, ale rozng sumaryczng zawartoscig chitozanu (CS)
i pektyny (PC010, PC020).

Cele szczegolowe pracy obejmowaty:

e opracowanie sktadu i technologii otrzymywania hydrozeli na bazie chitozanu
o niskiej masie czgsteczkowej oraz gumy tragakanty i gumy ksantanowej
— komponenty polianionowej — jako nosnika placebo dla lekow aplikowanych
na blon¢ $luzowa jamy ustnej; wytypowanie formulacji o najwigkszej
mukoadhezyjnosci 1 optymalnych wtasciwosciach reologicznych dla podania
dopoliczkowego/dodzigstowego; charakterystyke fizykochemiczng tworzacego
si¢ polikompleksu (Rozdziat 10, Publikacja nr 2),

e oOpracowanie sktadu i technologii otrzymywania wielowarstwowych filmow
na bazie chitozanu o wysokiej masie czasteczkowej oraz wysoce
metoksylowanej  pektyny  jako  wielokompartmentowych  systemow

z klotrimazolem; oceng ich przydatnosci do kontrolowanego dostarczania lekow

na btong $luzowsa jamy ustnej z jednoczesng charakterystyka fizykochemiczng

kompleksu chitozanowo — pektynowego tworzacego si¢ na granicy warstw

polielektrolitow (Rozdziaf 11, Publikacja nr 3),
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optymalizacje¢ technologii otrzymywania filméw wielowarstwowych ztozonych
z chitozanu o $redniej masie czasteczkowej oraz nisko metoksylowanej pektyny
przy uzyciu metody ewaporacji rozpuszczalnika; ocen¢ wplywu stopnia
wrazliwosci pektyny na obecno$¢ jondow wapnia, zastosowanego stosunku
polielektrolitow oraz kolejnosci taczenia sktadnikow na wiasciwosci
fizykochemiczne tworzacego si¢ polikompleksu; wytypowanie systemu
0 optymalnych dla podania dopoliczkowego wiasciwosciach aplikacyjnych
(Rozdziat 12, Publikacja nr 4).
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Rozdzial 4

Opis zrealizowanych celow naukowych

Najistotniejszym celem rozprawy doktorskiej byta ocena przydatnosci hydrozeli
i filmoéw powstatych przez zmieszanie przeciwnie natadowanych polielektrolitow jako
form podania substancji przeciwdrobnoustrojowych stuzacych miejscowemu leczeniu
infekcji grzybiczych i bakteryjnych w obrebie btony $luzowej jamy ustnej. Z uwagi
na wysoka wrazliwos¢ PECS na zmieniajgce si¢ pH, aktywno$¢ jonowa czy obecnosé
substancji bgdacych nos$nikiem tadunku, zauwaza si¢ liczne trudnosci w technologii
systemow na bazie polikompleksow. Zasadne zatem wydalo si¢ dokonanie oceny
mozliwos$ci projektowania i1 sporzadzania no$nikéw bedacych polaczeniem polianiondw
i polikationéw, analiza ich wuzytecznosci w oparciu 0 wybrane parametry
farmaceutyczne, a takze ocena mozliwosci optymalizacji materiatdbw na bazie PECs,
na podstawie uzyskanych wynikéw analiz fizykochemicznych tworzacych sie
polikompleksow.

W pierwszym etapie badan opracowano technologie hydrozeli placebo na bazie
chitozanu o niskiej masie czasteczkowej (stopien deacetylacji: 79,9%, lepkosé: 31
— 70 mPa-s dla 1% roztworu chitozanu w 1% kwasie octowym, masa czasteczkowa:
232 kDa) i gumy tragakanty z dodatkiem lub bez dodatku gumy ksantanowej
(Rozdziat 10, Publikacja nr 2). Rezygnacja z inkorporacji substancji leczniczej
pozwolila wyeliminowa¢ jeden z potencjalnych czynnikow modyfikujacych charakter
1/lub intensywno$¢ oddziatywan pomiedzy przeciwnie natadowanymi polielektrolitami.
Sposrdad szesciu formulacji o ré6znym stosunku polimerow, hydrozel F6 cechowat sig
znacznym rozdziatem faz, przez co zostat wykluczony z dalszej analizy. Formulacje
zostaly wykonane metoda r¢czng z uzyciem mozdzierza i pistla, przez stopniowe
wprowadzanie 4% (w/w) roztworu chitozanu w 1% (w/w) kwasie octowym
do mieszaniny 5% (w/w) tragakanty i 0,5% (w/w) gumy ksantanowej — komponenty

polianionowej 0 wigkszej lepkosci. Wykonane postacie leku oceniono pod katem:

e odpornosci mechanicznej z zastosowaniem analizatora tekstury (TA.XT Plus, Stable
Micro Systems, Godalming, Wielka Brytania), z uwzglednieniem takich
parametrow, jak twardos¢ (g), konsystencja (g-s) oraz adhezyjnosc¢ (g-S),

e zdolnosci utrzymywania si¢ na blonie $luzowej z zastosowaniem samodzielnie

wykonanego aparatu do badania mukoadhezyjnosci (Rycina 1),
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e lepkosci z uzyciem lepkosciomierza IKA® ROTAVISC me — vi (IKA® - Werke GmbH
and Co. KG, Staufen, Niemcy) oraz wlasciwosci reologicznych (reometr Brookfield
RVDV — Ill Ultra, Brookfield Engineering Laboratories, Middleboro, MA, USA)
wyposazonego w stozek CPAS52Z,

e zdolnosci pecznienia hydrozeli w sztucznej $linie (pH 6,8) przy uzyciu koszyczkow
do aparatu do badania uwalniania,

e struktury wewnetrznej z uzyciem mikroskopu SEM (Inspect™S50, FEI Company,
Hillsboro, OR, USA) po uprzedniej 12 — godzinnej liofilizacji hydrozeli
w temperaturze — 20 °C (liofilizator Christ Alpha 1 — 2 LDplus, Donserv,
Warszawa, Polska),

e wartosci pH przy uzyciu pH — metru Orion 3 Star (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA).

W ramach oceny fizykochemicznej PECs, zliofilizowane hydrozele poddano
analizie FTIR (ATR — FTIR, Nicolet™ 6700, Thermo Scientific, Madison, WI, USA).
Wskazala ona na obecno$¢ wigzan wodorowych oraz grup funkcyjnych zdolnych
do tworzenia polgczen jonowych. Ponadto, wykonano pomiary turbidymetryczne,
w trakcie ktorych oceniono stopien zme¢tnienia dyspersji powstalych przez zmieszanie
polielektrolitow w stosunkach uwzglgdniajacych sktad polimerowy hydrozeli. Analize
zmetnieniowg przeprowadzono z uzyciem turbidymetru Hach Model 2100 N IS® Lab
(Hach Lange Sp. z 0.0., Wroctaw, Polska). Jej celem bylo zobrazowanie procesu
tworzenia PECs w warunkach wzrastajacego st¢zenia chitozanu, jako potwierdzenie
zjawiska kompleksowania zachodzacego w uktadach hydrozelowych. Opis zaleznosci
intensywno$ci zmetnienia od ilo$ci dodanego polikationu pozwolil na wyznaczenie
stosunku polimeréw koniecznego dla wytworzenia stechiometrycznego polikompleksu.
Pomiary turbidymetryczne okazaly si¢ cennym zrodlem informacji na temat
mechanizmu i warunkéw tworzenia oddziatywan pomigdzy chitozanem a gumami.
Uzyskane mieszaniny polimeréw poddano réwniez analizie potencjatu zeta oraz
przewodnictwa elektrycznego (Zetasizer NanoZS90, Malvern Instruments, Malvern,
Wielka Brytania) w celu okreSlenia tadunku powierzchniowego wytracajacych sie

czastek polikompleksu.
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Rycina 1. Schemat obrazujgcy metodologie badania mukoadhezyjnosci wykonanego
dla hydrozeli placebo z uzyciem samodzielnie skonstruowanego aparatu.

Waga analityczna

Ze wzgledu na potencjal aplikacyjny filmoéw jako form podania substancji
leczniczych w terapii stanéw chorobowych btony sluzowej jamy ustnej, kolejng czes¢
rozprawy doktorskiej po§wiecono ocenie farmaceutycznej filmow na bazie chitozanu
o wysokiej masie czgsteczkowej (stopien deacetylacji: 79,1%, lepkos¢: 756 mPa-s dla
1% roztworu chitozanu w 1% kwasie octowym, masa czasteczkowa: 200 — 500 kDa)
oraz wysoce metoksylowanej pektyny (stopien estryfikacji: 65 — 75%, zawarto§¢ grup
metoksylowych: 6,7 — 12%, lepkos¢ 2% roztworu: 200 — 450 mPa-s, zawartos¢ grup
galakturonowych: > 74%) (Rozdziat 11, Publikacja nr 3). Trudnosci technologiczne
w otrzymaniu jednorodnych materiatdéw, na skutek wytragcania si¢ czagstek PECs
na etapie mieszania polimerow sktonity do podjecia préb naprzemiennego nanoszenia
warstw, odpowiednio, polikationu i polianionu na szalke Petriego. W kolejnym etapie
badan oceniono wptyw polikompleksu tworzacego si¢ na styku sasiadujagcych warstw
na wiasciwoséci filméw. W ramach analizy fizykochemicznej i farmaceutycznej

otrzymanych filméw, dokonano oceny:

e grubosci przy uzyciu suwmiarki elektronicznej (Beta 1651DGT, Mediolan,
Wrtochy),

e jednolitosci masy za pomocg wagi analitycznej (Radwag X2, Radom, Polska),

e zawartosci wilgoci za pomocg wagosuszarki (Radwag WSP 50SX, Radom, Polska),

e wplywu filméw na pH sztucznej $liny przy uzyciu pH — metru Orion 3 Star,
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e zawarto$ci klotrimazolu jako modelowej substancji czynnej z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high performance liquid
chromatography, HPLC, Agilent Technologies 1200, Santa Clara, CA, USA),

e wlasciwosci mechanicznych z uwzglednieniem parametréow, takich jak
wytrzymato$¢ na rozciaganie (ang. tensile strength, TS), % wydluzenie przy
zerwaniu (ang. elongation at break, % E), modut Younga (ang. Young modulus, E)
czy odpornos$¢ na rozerwanie (ang. tear resistance, TR) wyznaczanych przy uzyciu
analizatora tekstury,

e przekroju poprzecznego filmow z uzyciem SEM,

e wlasciwosci termicznych przy wykorzystaniu DSC (DSC TEQ2000, TA Instruments,
New Castle, DE, USA),

e charakteru oddziatywan polimeréw za pomocg FTIR,

e szybkosci uwalniania klotrimazolu z matrycy filméw przy pomocy aparatu II
do badania uwalniania (Erweka Paddle Dissolution Tester type DT 600HH,
Heusenstamm, Niemcy),

e szybkosci pecznienia i erozji matrycy polimerowe;,

e wilasciwosci mukoadhezyjnych z uzyciem analizatora tekstury,

e aktywnosci przeciwgrzybiczej metoda dyfuzyjno — kragzkowa,

e cytotoksyczno$ci wobec fibroblastow dzigsta ludzkiego przy uzyciu czterech
niezaleznych technik badawczych: testu MTT, badania intensywno$ci syntezy DNA
z wykorzystaniem znakowanej trytem tymidyny, badania szybkos$ci wytwarzania
reaktywnych form tlenu oraz testu Real — Time — Glo™, stuzacego detekcji

apoptozy 1 nekrozy komorek z wykorzystaniem aneksyny V.

Wyniki badan pilotazowych nad filmami chitozanowo — pektynowymi bez
zainkorporowanej substancji leczniczej wskazaly na uzyteczno$¢ opracowanej
technologii w otrzymywaniu wizualnie jednorodnych systemow o wielowarstwowe;]
strukturze. W kolejnym etapie, podjeto probe stworzenia wielokompartmentowego
nosnika dla klotrimazolu — substancji przeciwgrzybiczej z grupy imidazoli o szerokim
spektrum aktywno$ci wobec dermatofitow, a takze drozdzakow z rodzaju Candida,
odpowiedzialnych za nawracajgce 1 trudne w leczeniu zakazenia w obrebie btony
$luzowej jamy ustnej [46-47]. Za gtéwny czynnik etiologiczny kandydozy jamy ustnej
uznaje si¢ gatunek C. albicans zdolny do indukowania zakazen oportunistycznych,

szczegblnie u pacjentow onkologicznych oraz nosicieli wirusa HIV [48-49]. Rosngca
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lekooporno$¢ drobnoustrojow oraz problem szybkiego wymywania preparatow
aplikowanych na bton¢ $luzowa jamy wustnej sklaniaja do poszukiwania
mukoadhezyjnych, biodegradowalnych i biozgodnych no$nikow nasilajgcych
aktywno$¢ przeciwgrzybiczg substancji aktywnej. Klotrimazol nalezy do Il grupy BCS
(ang. biopharmaceutics classification system), a zatem jest praktycznie
nierozpuszczalny w wodzie (0,49 mg/ml) i charakteryzuje si¢ niskg biodostepnoscia,
przez co jest szczegdlnie przydatny w miejscowym leczeniu infekcji grzybiczych
na skorze, blonie §luzowej pochwy oraz jamy ustnej [46-47]. Ponadto, na uwage
zashuguje przeciwbakteryjna aktywno$¢ klotrimazolu wobec szczepdw Streptococcus
mutans — gléwnego czynnika etiologicznego odpowiedzialnego za prochnice zebow
[50].

Opracowana technologia wytwarzania wielowarstwowych filmow z chitozanem
1 pektyng pozwolita na stworzenie trojkompartmentowego nos$nika o réznej dystrybucji
substancji czynnej w poszczegélnych jego warstwach. Ze wzgledu na ograniczong
rozpuszczalno$¢ chitozanu w srodowisku wodnym, warstwa polikationu postuzyta jako
rezerwuar leku odpowiedzialny za jego stopniowe uwalnianie, podczas gdy szybko
rozpadajaca si¢ warstwa pektyny — jako zrodto dawki inicjujacej, niezbednej dla
natychmiastowego efektu terapeutycznego. Do sporzadzenia filmoéw wykorzystano
dodatek 0,25% (w/w) glicerolu oraz glikolu polietylenowego 400 (PEG 400)
— substancji petnigcej funkcje plastyfikatora oraz solubilizatora zwigkszajacego
rozpuszczalno$¢ klotrimazolu, a przy tym poprawiajagcego zdolnosci kompleksujace
oraz aktywno$¢ przeciwbakteryjng i antyoksydacyjng chitozanu [51-52]. Kwas
mlekowy jako substancja naturalnie wystepujaca w organizmie zostal wykorzystany
do wykonania 1% (w/w) roztworu chitozanu. 2% (w/w) roztwor pektyny sporzadzono
z uzyciem wody. Analiza turbidymetryczna mieszanin polimeréw pozwolila
na wytypowanie stosunku wagowego chitozanu do pektyny 1:2 o najwigkszej
intensywnosci oddziatywan, niezbg¢dnej do wytworzenia kompleksu

stechiometrycznego (Rycina 2).
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Rycina 2. Schemat przedstawiajqcy zasade pomiaru turbidymetrycznego
wykonanego dla mieszanin polielektrolitow.

Sporzadzone filmy cechowaly si¢ wysoka jednorodnoscia pod wzgledem
grubo$ci oraz masy, akceptowalnga zawartoscia wilgoci w granicach 4,9 + 1,1%
— 7,9 + 2,0% [53] oraz zawarto$cig klotrimazolu na poziomie ok. 85 — 105%. Pomiary
pH ptynu imitujacego $ling, sporzgdzonego na podstawie pracy Marques’a i wsp. [54],
wykonane po 4 godzinach od momentu zanurzenia w nim filmow wskazaty na znikomy
wplyw rozpadajacej si¢, potencjalnie kwasnej matrycy polimerowej na odczyn $liny.

Badanie szybkosci uwalniania klotrimazolu z wielowarstwowej matrycy filmu
wykonano w aparacie topatkowym rekomendowanym przez Farmakope¢ Amerykanska
[55], z wykorzystaniem zlewki o pojemnosci 100 ml, wystarczajacej dla zapewnienia
warunkow Sink. Filmow nie przytwierdzano do topatki mieszadta, gdyz predkosé
150 obr./min. pozwolita na ich catkowite zanurzenie i swobodne mieszanie
w Srodowisku pltynu akceptorowego. Badanie dostgpnosci farmaceutycznej
przeprowadzono z uzyciem sztucznej $liny o pH 4,8 i 6,8 (symulacja warunkoéw
panujacych w jamie ustnej, odpowiednio, po i przed positkiem [54]), z dodatkiem
Tweenu 80 (0,5%, w/v) dla poprawy rozpuszczalnosci klotrimazolu. Filmy F1 i F3
wykazaty zalezny od pH profil uwalniania leku — zakwaszenie ptynu akceptorowego
wplyn¢to na bardziej nasilony rozpad warstwy chitozanowej, a tym samym szybsze
uwalnianie substancji czynnej. W przypadku filméw F2, w trakcie 24 — godzinnego
badania nie odnotowano uwolnienia 80% dawki leku, niezaleznie od zastosowanych
warunkow pomiarowych. Znacznie wydluzony proces uwalniania klotrimazolu
z matrycy F2 mogl wynika¢ z wysokiego udzialu grup aminowych chitozanu

w kompleksowaniu grup karboksylowych pektyny, niewrazliwych na obecno$¢ jonow
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wodorowych. Ponadto zauwazono, iz poza charakterem fizykochemicznym polimerow,
na ocen¢ farmaceutyczng nos$nikow mogt wplynaé¢ charakter substancji aktywnej.
Na podstawie analizy potencjatu zeta dyspersji klotrimazolu w wodzie i W Sztucznej
$linie, zaobserwowano istotng korelacj¢ pomig¢dzy stopnieniem uprotonowania leku
w roznych warunkach pH a intensywnoscia oddzialywan jonowych polikation
— polianion [56-57]. Badanie ex vivo wiasciwosci mukoadhezyjnych filmow z uzyciem
zwierzecego modelu btony Sluzowej policzka wskazato na efekt ostabionej mukoadhez;ji
filméw placebo oraz F3, na skutek silnego pecznienia matrycy polimerowe;.

Ze wzgledu na istotno$¢ analizy wlasciwosci mechanicznych w charakterystyce
farmaceutycznej filméw, wyznaczono parametry pozwalajace oceni¢ ich stopien
elastycznosci oraz odporno$¢ na przytozong site. Pomimo zréznicowanej dystrybucji
klotrimazolu w strukturze filmow, nie wykazaly one istotnych roéznic w warto$ciach
analizowanych parametrow mechanicznych. Zaobserwowano jednak znaczne
zmniejszenie wartosci stopnia wydluzenia przy zerwaniu dla formulacji F2,
co uzasadniono znacznym udzialem polikompleksu chitozanowo — pektynowego
w strukturze filmu, odpowiedzialnego za jego zwigkszong sztywno$¢ i kruchosé
[58-59].

Ocena wlasciwo$ci termicznych systemow z klotrimazolem wykonana
z udziatem DSC wskazata na prawdopodobny efekt protekcyjny wytwarzajacego si¢
polikompleksu na substancj¢ czynng [8,60-61]. Ponadto, zwrdcono uwage
na zwigkszong stabilno$¢ pektyny w obecnosci czynnika kompleksujacego — chitozanu.
Podobnie jak w przypadku hydrozeli, analiza FTIR umozliwita potwierdzenie jonowego
charakteru oddziatywan zastosowanych polielektrolitow. Co wiecej, wskazala
na zréznicowane rozmieszczenie klotrimazolu w matrycy polimerowej, na ktore mogty
mie¢ wptyw nie tylko pierwotna dystrybucja leku w nanoszonych warstwach filmow,
ale rowniez zjawisko opadania czastek klotrimazolu w niecatkowicie zestalonej
warstwie badz ich wtérne przemieszczenie, na skutek wzajemnego przenikania si¢
fancuchow polimerowych w procesie tworzenia polikompleksu.

W ramach oceny aktywnos$ci przeciwgrzybiczej sporzadzonych no$nikow,
wykorzystano trzy rodzaje szczepow z rodzaju Candida: C. albicans, C. krusei oraz
C. parapsilosis. Pomiary wielkosci stref zahamowania wzrostu nie wskazaty istotnych
réznic w aktywnos$ci przeciwgrzybiczej poszczegdlnych formulacji, niemniej jednak
potwierdzono synergistyczny wptyw chitozanu na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa

klotrimazolu. Ponadto, filmy placebo wykazaly podobng intensywnos$¢ dziatania wobec
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Candida sp. jak dostepny na rynku aptecznym preparat z 1% (w/w) klotrimazolem,
wskazujac na  zachowane, mimo tworzenia polikompleksu, wtasciwosci
przeciwgrzybicze chitozanu. Na podstawie czterech niezaleznych testow shuzacych
ocenie cytotoksycznosci filmow, nie stwierdzono istotnego efektu obnizajacego
przezywalnos¢ fibroblastow dzigsta ludzkiego.

Zainteresowanie tematyka wielowarstwowych filméw, przede wszystkim
w odniesieniu do najczgsciej spotykanych trudnosci w technologii ich sporzadzania,
zaowocowalo podjeciem proby optymalizacji sktadu i metody wykonania systemow,
z uwzglednieniem takich zmiennych, jak rodzaj pektyny, kolejnos¢ dodawania
sktadnikéw czy stosunek wagowy przeciwnie natadowanych polimeréw (Rozdzial 12,
Publikacja nr 4). Wybor pektyny na komponente polianionowg wynikat
z udowodnionej uzytecznosci jej potaczenia z chitozanem na etapie tworzenia filmow
z klotrimazolem. Podobnie jak w przypadku hydrozeli placebo, w celu ograniczenia
liczby czynnikow modulujagcych oddzialywania jonowe pomiedzy przeciwnie
natadowanymi polimerami, w projektowaniu filméw nie uwzgledniono dodatku
substancji leczniczej. W ramach oceny mozliwosci tworzenia polikompleksow przez
chitozan o r6znych parametrach fizykochemicznych, na tym etapie badan wykorzystano
chitozan o $redniej masie czasteczkowej (stopien deacetylacji: 77,6 — 82,5%, lepkos¢:
31 — 70 mPa-s dla 1% roztworu w 1% kwasie octowym, masa czasteczkowa: 80
— 200 kDa). Sposrod dostgpnych na rynku rodzajéow pektyny nisko metoksylowane;j,
zdecydowano o wyborze dwoch typéw polimeru o zrdéznicowanej wrazliwosci
na obecnos¢ jondw wapniowych: stabo wrazliwej pektyny CF010 (stopien metoksylacji:
34%, stopien amidacji: 17%, pH 4,2 dla 2,5% roztworu w wodzie destylowanej
o temperaturze 20 °C) oraz wysoce wrazliwej pektyny CF020 (stopien metoksylacji:
31%, stopien amidacji: 19%, pH 4,1 dla 2,5% roztworu w wodzie destylowanej
o temperaturze 20 °C). Technologia otrzymywania filmow nie odbiegata od metody
opracowanej dla filmow z klotrimazolem (Rycina 3). W celu zréznicowania stosunku
chitozanu do pektyny (10:1, 1:1 i 1:10), wykorzystano gtéwnie 0,2% oraz 2% (w/w)
roztwory polielektrolitow z dodatkiem 0,5% (w/w) glicerolu jako plastyfikatora,
ulatwiajacego penetracj¢ tancuchéw polimerowych. Do wykonania dyspers;ji
chitozanowych wuzyto 1% (w/w) kwas mlekowy. W nawigzaniu do danych
literaturowych, w ocenie filmow uwzgledniono takze wplyw kolejnosci nanoszenia
sktadnikéw na wiasciwosci produktu. Aby wyeliminowaé potencjalne rozbiezno$ci

wynikajagce z roznej sumarycznej zawartosci polimerdw, sporzadzono takze cztery
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dodatkowe formulacje o stosunku wagowym polielektrolitow 1:1, z wykorzystaniem
1,1% (w/w) roztworow (Rozdziat 3, Tabela 3).
Optymalizacji filméw dokonano na podstawie oceny nast¢pujacych parametrow:
e wlasciwosci mechanicznych,
e struktury wewnetrznej zobrazowanej dzigki technice SEM,
e zdolnosci pgcznienia,
e wlasciwosci termicznych z uzyciem techniki DSC oraz analizy
termograwimetrycznej (ang. thermogravimetric analysis, TGA) (Mettler Toledo
Star TGA/DSC unit, Columbus, OH, USA),
e stopnia zmg¢tnienia mieszanin polimerow odpowiadajacych sktadowi i technice
sporzadzania filmow z jednoczesng analiza pH oraz potencjalu zeta (Zetasizer
NanoZS90, Malvern Instruments, Malvern, Wielka Brytania),

e charakteru oddziatywan pomig¢dzy chitozanem a pektyng za pomoca FTIR.

CHITOZAN
POLIKOMPLEKS

KOLEJNOSC WRAZLIWOSC NA
DODAWANIA JONY WAPNIA

SKtADNIKOW pEKTYNA

l +
/ ’
/ /STOSUNEK
POLIMEROW
CHITOZAN

Rycina 3. Technologia filmow wielowarstwowych bazujgca na technice ewaporacji
rozpuszczalnika, z uwzglednieniem parametrow podlegajgcych optymalizacyi.

PEKTYNA

Ocena wizualna oraz analiza wlasciwosci mechanicznych okazatly si¢ kluczowe
we wstepnej weryfikacji przydatnosci sporzadzonych filmow jako no$nikow dla lekow
do podania na btone §luzowg jamy ustnej. Zaréwno technika sporzadzania, jak i sktad
jakosciowy  wplynelty na  jednorodno$¢ uzyskanych  filmoéw. Formulacje
o stechiometrycznym stosunku wagowym polimerow cechowatly si¢ sztywniejsza,
bardziej odporng na znieksztalcenie struktura w pordwnaniu do elastycznych filmow
z wigkszg zawarto$cig chitozanu. Podczas, gdy filmy F9 — F12 o stosunku chitozanu
do pektyny 10:1 byly homogenne w ocenie wizualnej niezaleznie od zastosowanej

techniki sporzadzania, ocena wtasciwo$ci mechanicznych wskazala na istotne roznice
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w ich odpornosci mechanicznej. Naniesienie warstwy chitozanu w pierwszej kolejnosci
zaowocowalo otrzymaniem twardszych i bardziej kruchych filméw. Formulacje F5
— F8, ztozone glownie z pektyny, charakteryzowaty si¢ natomiast niskg jednorodnoscia
—na ich powierzchni obecne byly liczne zgrubienia, bruzdy oraz pecherze powietrza.

Dzigki analizie SEM potwierdzono wielowarstwowa struktur¢ filmow,
ztozonych z ciasno upakowanej warstwy chitozanu oraz widocznie luzniejszej,
rozwarstwiajgcej si¢ warstwy pektyny. Obszar oddzialujacych jonowo tancuchow
polimerowych na granicy stykajacych si¢ polielektrolitow uwidocznit si¢ w postaci
cienkiej, jasniejszej warstwy, jednakze powyzsze obserwacje dotyczyly tylko
wybranych formulacji. Kolejnos¢ dodawania sktadnikow wyraznie wptyneta
na struktur¢ wewnetrzng otrzymanych nosnikow. W przypadku filmow F9 — F10,
naniesienie roztworu pektyny na wstepnie zestalong warstwe chitozanu zaowocowato
intensywnym przenikaniem si¢ tancuchéw polimerowych i uzyskaniem jednolitego
przekroju poprzecznego w obrazie SEM.

Zjawisko kompleksowania pektyny przez chitozan wyraznie ograniczylo jej
zdolno$¢ pecznienia w sztucznej $linie. Analiza pgcznienia filmoéw przeprowadzona
w Srodowisku wodnym nie potwierdzita powyzszych obserwacji, wskazujac tym
samym na istotny wptyw oddziatywan jonowych pomiedzy pektyna a jonami wapnia
(obecnymi w $linie) w procesie tworzenia polikompleksu. Wykorzystanie pektyny
CF020, cechujacej sie wyzsza wrazliwoscig na obecno$¢ kationdéw dwuwarto§ciowych
umozliwito otrzymanie systemow silnie zelujacych w Srodowisku $liny, a przez to
ograniczajacych naptyw medium po etapie ich wstgpnego specznienia.

W odniesieniu do charakterystyki prostych mieszanin fizycznych chitozanu
1 pektyny, wytwarzajace si¢ wigzania jonowe doprowadzily do powstania produktu
o nowych wiasciwosciach termicznych. Ponadto, po raz kolejny potwierdzono
korzystny efekt powstajacego polikompleksu na stabilno$¢ tworzacych go

polielektrolitow.
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Rozdzial 5
Whnioski

o Hydrozel sporzadzony z wykorzystaniem chitozanu, gumy tragakanty oraz gumy
ksantanowej w proporcji, odpowiednio, 1:10:1 charakteryzowat si¢ najkorzystniejszymi
wlasciwosciami farmaceutycznymi. Dodatek gumy ksantanowej zwickszyt odpornosé

mechaniczng oraz poprawit wlasciwosci mukoadhezyjne hydrozeli.

o Technika stopniowej ewaporacji rozpuszczalnika moze by¢ wykorzystywana jako

prosta i tania metoda otrzymywania filméw o strukturze wielowarstwowej.

o Wiclowarstwowa struktura filméw wynikajaca z udzialu polielektrolitéw o réznych
wlasciwos$ciach fizykochemicznych oraz obecno$ci warstwy wolno rozpadajacego si¢
polikompleksu zapewnita dwufazowy, zalezny od pH proces dostarczania klotrimazolu
— szybkie uwolnienie dawki ,,inicjujacej” niezbednej do wysycenia miejsca podania,
z nastgpczym przedtuzonym uwalnianiem leku w celu podtrzymania dziatania

przeciwgrzybiczego. Chitozan nasilit aktywno$¢ przeciwdrozdzakowg klotrimazolu.

o Kolejnos¢ nanoszenia warstw, stosunek wagowy polimeréw oraz rodzaj uzytej pektyny
wplynety na jakos¢ optymalizowanych filméw placebo. Filmy o stechiometrycznym
stosunku chitozanu 1 pektyny charakteryzowaly si¢ najwyzsza odpornoscia
mechaniczng. Wyniki analizy pecznienia wskazaty na szczegodlng uzytecznos¢ pektyny
nisko metoksylowanej CF020 w otrzymywaniu stabilnych, stopniowo rozpadajacych si¢
w kontakcie ze $ling no$nikéw. Stosunek wagowy polimerow okazatl si¢ czynnikiem
warunkujacym warstwowg strukture filméw. Filmy o najwiekszej zawartosci chitozanu
charakteryzowaly si¢ jednolitym przekrojem poprzecznym w obrazie SEM, pomimo
zastosowanej techniki naprzemiennego nanoszenia warstw polimerow. Odpowiednia
kolejnos¢ dodawania sktadnikow byla istotna dla zapewnienia wtasciwej elastycznos$ci

filmoéw.
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Rozdzial 7

Streszczenie w jezyku polskim

Kompleksy polielektrolitowe (ang. polyelectrolyte complexes, PECs) stanowig
jonowe potaczenia przeciwnie natadowanych zwigzkow wielkoczgsteczkowych,
najczesciej polimerow, o wyjatkowej charakterystyce fizykochemicznej wynikajace;j
z polaczenia substancji o zroznicowanych wilasciwosciach. W ciggu ostatnich lat
powstato wiele prac poswieconych badaniom nad no$nikami lekéw na bazie PECs,
z czego najwigkszy udzial stanowig doniesienia o wykorzystaniu chitozanu
w technologii tych form. PECs sa strukturami wrazliwymi na zmiany czynnikow
zewngtrznych — pH, temperatury, sily jonowej — szczegdlnie na etapie ich
otrzymywania. Istotny wptyw na wlasciwosci PECs maja rowniez parametry
fizykochemiczne tworzacych je polimerow, takie jak masa czasteczkowa, gestosé
tadunku, rozpuszczalno$¢ czy rodzaj zastosowanegO rozpuszczalnika. Optymalizacja
wymienionych parametréw stanowi zatem kluczowy element procesu wytwarzania
materiatéw na bazie PECs.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta wielokierunkowa ocena hydrozeli
oraz filmow farmaceutycznych otrzymanych z wykorzystaniem chitozanu
o zroznicowanej masie czasteczkowej 1 polisacharydow pochodzenia naturalnego
— tragakanty, gumy ksantanowej oraz pektyny — jako potencjalnych nosnikéw dla lekow
przeznaczonych na blon¢ S§luzowa jamy ustnej. Najwigkszym wyzwaniem
w projektowaniu form dopoliczkowych c¢zy dodzigstowych jest zapewnienie
odpowiednio dlugiego czasu przebywania substancji czynnej w miejscu aplikacji,
ze wzgledu na wlasciwosci erozyjne stale produkowanej w jamie ustnej §liny.

Badania nad hydrozelami ztoZonymi z chitozanu o niskiej masie czasteczkowej
oraz gumy tragakanty wskazaly na uzyteczno$¢ gumy ksantanowej w poprawie
wlasciwosci mukoadhezyjnych oraz odpornosci mechanicznej preparatow. Sposrod
sporzadzonych kombinacji, hydrozel o stosunku wagowym chitozanu do tragakanty
1 gumy ksantanowej 1:10:1 charakteryzowat si¢ najwyzszym potencjatem aplikacyjnym.
Formulacja o najwyzszej zawartosci polikationu zostata natomiast wyeliminowana
z dalszej oceny farmaceutycznej, ze wzgledu na znaczny spadek lepkosci uktadu
po dodaniu mato lepkiego roztworu chitozanu i widoczny rozdziat faz.

Technika stopniowej ewaporacji rozpuszczalnika umozliwita uzyskanie

wielowarstwowych filméw ztozonych z chitozanu oraz pektyny jako nos$nikéw dla
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klotrimazolu — pochodnej imidazolowej o szerokim spektrum aktywnosci
przeciwgrzybiczej, stosowanej w terapii nawracajacych i trudnych w leczeniu zakazen
blony $luzowej jamy ustnej. Ztozona struktura filméw zapewnita dwufazowy proces
dostarczania leku — szybkie uwolnienie dawki ,,inicjujgcej” niezbednej do wysycenia
zainfekowanego miejsca, z nastepczym przedtuzonym uwalnianiem leku w celu
podtrzymania dziatania przeciwgrzybiczego. Analogicznie jak w przypadku hydrozeli,
na podstawie wynikow analizy termicznej oraz FTIR potwierdzono obecno$¢ wigzan
jonowych pomigdzy przeciwnie natadowanymi polimerami. Przydatne w zobrazowaniu
procesu tworzenia polielektrolitowych potaczen okazaty si¢ rowniez pomiary
turbidymetryczne przeprowadzone z réwnoczesng analiza pH oraz potencjalu zeta
mieszanin polimerow.

W kolejnym etapie badan podjeto probe optymalizacji sktadu oraz techniki
sporzadzania wielowarstwowych filmow placebo, ztozonych z chitozanu o $redniej
masie czasteczkowej oraz nisko metoksylowanej pektyny, z uwzglednieniem
zmiennych takich, jak stosunek wagowy polimerow, wrazliwo$¢ pektyny na jony
wapnia oraz kolejnos¢ dodawania sktadnikow. Filmy o stechiometrycznym stosunku
chitozanu 1 pektyny charakteryzowaly si¢ najwyzsza odpornoscig mechaniczng oraz
stabilno$cig w kontakcie ze sztuczng §ling. Ponadto, Sstosunek wagowy polimerow
okazal si¢ czynnikiem warunkujagcym warstwowa strukture filmow. Formulacje
o najwigkszej zawartosci chitozanu charakteryzowaly si¢ jednolitym przekrojem
poprzecznym w obrazie SEM, pomimo zastosowanej techniki naprzemiennego
nanoszenia warstw polimerow.

Przeprowadzona ocena farmaceutyczna sporzadzonych uktadoéw hydrozelowych
I filmoéw wielowarstwowych wskazala na przydatnos$¢ tych materiatow w projektowaniu
no$nikow lekow na btong¢ S§luzowa jamy ustnej. Uzyskane wyniki badan pozwolity
ponadto na lepsze zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za tworzenie PECs, co
moze by¢ podstawg ich szerszego wykorzystania nie tylko w technologii
farmaceutycznej, ale i w innych dziedzinach nauki, np. technologii chemicznej czy

inzynierii tkankoweyj.
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Rozdzial 8

Streszczenie w jezyku angielskim

Polyelectrolyte complexes (PECs) are structures consisted of ionically
interacting macromolecules of opposite charges, especially polymers, with unique
physicochemical characteristics resulting from combining substances characterized by
various properties. Over the last few years, many scientific works devoted to studies
on the drug carriers based on PECs were created, most of which are reports about the
utility of chitosan in the technology of PECs. PECs are sensitive to changes of the
external factors — pH, temperature, ionic strength — particularly at the stage of their
preparation. Physicochemical parameters of the polycomplexes’ compounds, such as
molecular weight, charge density, solubility or type of the utilized solvent, have also
significant impact on the PECs characteristics. Therefore, optimization of the mentioned
parameters is a key part of the PECs — based materials manufacturing process.

The aim of this doctoral dissertation was the multidirectional evaluation
of hydrogels and pharmaceutical films obtained with using chitosan with different
molecular mass and polysaccharides of natural origin — tragacanth, xanthan gum and
pectin — as potential drug carriers on the buccal mucosa. Due to the eroding capacity
of the continuously producing saliva, the biggest challenge in designing buccal or intra
— pocket drug dosage forms is to provide sufficiently long retention time of an active
substance in the oral cavity.

The studies on the hydrogels composed of chitosan with low molecular weight
and tragacanth gum pointed out the utility of xanthan gum in the mucoadhesive
properties and mechanical strength improvement. Among the prepared compositions,
the hydrogel with the weight ratio of chitosan to tragacanth and xanthan gum 1:10:1
was characterized by the highest application potential. The formulation with the highest
content of the polycation was in turn eliminated from the further pharmaceutical
assessment, because of the significant viscosity decrease after adding chitosan and the
visible phase separation.

The solvent evaporation technique enabled to obtain the multilayer films
composed of chitosan and pectin as drug carriers for clotrimazole — an imidazole
derivative with a broad spectrum of an antifungal activity, being utilized in the therapy
of recurrent and difficult to treat infections of the buccal mucosa. The complex structure
of the films ensured the biphasic drug delivery process — fast release of an initial dose
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being necessary for saturating the affected area with subsequent prolonged drug
delivery for maintaining the antifungal effect. Analogically as for the hydrogels, the
presence of the ionic interactions between the oppositely charged polymers was
confirmed pursuant on the outcomes of the thermal and FTIR analyses. Turbidimetric
measurements being performed with simultaneous pH and zeta potential analyses of the
polymer mixtures were also helpful in illustrating the process of PECs formation.

In the next step of the research, an attempt was made to optimize composition
and preparation technique of the multilayer placebo films, consisting of medium
molecular weight chitosan and low methoxy amidated pectin with regard to variables,
such as the polymer weight ratio, the sensitivity of pectin to calcium ions and the order
of adding ingredients. Films with the stoichiometric ratio of chitosan to pectin were
characterized with the highest mechanical resistance and stability upon contact with the
simulated saliva. Furthermore, the polymer weight ratio turned out to be the factor
determining the multilayer structure of the films. Formulations with the highest chitosan
concentration were uniform in a cross — section according to the SEM imaging, despite
the applied technique of alternately deposing polymer layers.

The pharmaceutical evaluation of the hydrogel systems and multilayer films
indicated the applicability of the utilized polyelectrolyte combinations in administration
of drugs on the buccal mucosa. The obtained results also enabled better recognition
of the mechanisms underlying the PECs formation process, what can be helpful in their
wider utilization not only in the pharmaceutical technology, but also in other scientific

areas, e.g. chemical technology or tissue engineering.
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wielowarstwowych  filmow na bazie chitozanowych kompleksow
polielektrolitowych  jako nosnikow modelowych substancji
przeciwdrobnoustrojowych na blong sluzowq jamy ustnej” (2022 1.),

o B.SUB.23.402 pt. , Ocena farmaceutyczna hydrozeli na bazie
kompleksow polielektrolitowych z seknidazolem do podania do kieszonki
dzigstowej” (2023 1.).

Wykonawca zadan badawczych projektu finansowanego przez Inkubator
Innowacyjnosci 4.0 pt. ,, Ocena profilu bezpieczenstwa oraz przenikania kwasu
delta — aminolewulinowego z innowacyjnej kompozycji farmaceutycznej
na blong Sluzowg jamy ustnej” realizowanego w ramach Programu
Operacyjnego Inteligentny Rozwdj 2014 — 2020 (2021 — 2022 1.).

Wspotautor zgloszenia patentowego pt. ,,Kompozycja o witasciwosciach
mukoadhezyjnych oraz jej zastosowanie” (nr: P.443813) (2023 r.).

Autor wniosku o finansowanie projektu badawczego w ramach konkursu
Narodowego Centrum Nauki Preludium — 20 pt. ,, Wielowarstwowe filmy
na bazie polielektrolitowych kompleksow z chitozanem jako innowacyjne nosniki

dla modelowej substancji przeciwgrzybiczej” (nr: 519703).

. Udzial w prowadzeniu zaj¢c¢ dla licealistow w ramach akcji Studiuj w UMB

(2023 r.).
Udziat w prowadzeniu zaje¢ dla dzieci w trakcie Podlaskiego Festiwalu Nauki
(2022r.).

Prowadzenie szkolenia pt. , Cukrzyca — rola farmaceuty w opiece

nad pacjentem’

Farmacji (2019 r.).

organizowanego przez Polskie Towarzystwo Studentow
Udziat w opracowaniu i przygotowaniu filmu edukacyjnego pt. , Tabletka

tabletce nierowna, czyli o nowoczesnych postaciach leku” w ramach projektu

., Teraz juz wiem — cykl filmow edukacyjnych” (2023 r.).
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