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Dyplom  magistra  farmacji, Uniwersytet Medyczny w  Biatymstoku,
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Tytut pracy: “Wstepne badania fitochemiczne ziela uczepu zwistego
Bidens cernua L. (Asteraceae)”

Promotor: dr n. farm. Monika Tomczyk

Prawo wykonywania zawodu farmaceuty na obszarze Rzeczpospolitej Polskiej —
uprawnienie (nr 01009187) wydane uchwatg Okregowej Rady Aptekarskiej
w Biatymstoku z dnia 29.04.2010 r.

Dyplom specjalisty w specjalnosci farmacja apteczna, Studium Ksztatcenia
Podyplomowego na Woydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego

w Biatymstoku

Dyplom doktora nauk farmaceutycznych, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku,

Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej

Tytut  pracy: “Ocena mozliwosci zastosowania mikrosfer alginianowych

jako nosnikéw modelowych substancji leczniczych”

Promotor: prof. dr hab. n. farm. Katarzyna Winnicka

3. INFORMACIA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH
LUB ARTYSTYCZNYCH
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4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2 USTAWY Z DNIA 20
LIPCA 2018 R. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM | NAUCE (DZ. U. Z 2021 R. POZ. 478
Z POZN. zM.).

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

,0cena mozliwosci wykorzystania polisacharydéw pochodzenia naturalnego —
alginianu sodu i fukoidanu w projektowaniu nowoczesnych postaci leku

dla wybranych substancji czynnych w aspekcie réznych drég podania”

4.2. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKtAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Osiggniecie naukowe zostato udokumentowane cyklem 7 prac oryginalnych opublikowanych
w recenzowanych czasopismach, znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR)
0 sumarycznym wspotczynniku oddziatywania IF = 31,723 (punktacja zgodna z IF obowigzujgcym
w danym roku opublikowania pracy) oraz punktacja MEIN = 795 (punktacja MEIN zgodna
z obowigzujgcym w danym roku/okresie wykazem ministerialnym czasopism). We wszystkich
pracach jestem pierwszym autorem, a w szesciu petnitam role autora korespondencyjnego.

Kopie publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego oraz oswiadczenia

wspotautordw publikacji zostaty zamieszczone w Zatgczniku nr 6.

Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego:

[P1] Szekalska M., Sosnowska K., Czajkowska-Kosnik A., Winnicka K.: Calcium chloride
modified alginate microparticles formulated by the spray drying process: a strategy to prolong

the release of freely soluble drugs. Materials, 2018, 11, E1522.

IF=2,972; MEIN =35

[P2] Szekalska M., Wréblewska M., Czajkowska-Kosnik A., Sosnowska K., Misiak P., Wilczewska
A. Z.,, Winnicka K. The spray-dried alginate/gelatin microparticles with luliconazole

as mucoadhesive drug delivery system. Materials, 2023, 1, 403.

IF = 3,4; MEIN = 140

[P3] Szekalska M., Citkowska A., Wrdblewska M., Winnicka K. The impact of gelatin
on the pharmaceutical characteristics of fucoidan microspheres with posaconazole. Materials,

2021, 14, 4087, Article ID 4087.

IF = 3,748; MEiN = 140


http://212.33.76.61/cgi-bin/expertus3.cgi
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[P4] Szekalska M., Sosnowska K., Tomczykowa M., Winnicka K., Kasacka I., Tomczyk M. In vivo
anti-inflammatory and anti-allergic activities of cynaroside evaluated by using hydrogel

formulations. Biomedicine & Pharmacotherapy, 2020, 121:109681.

IF =6,530; MEiN = 100

[P5] Szekalska M., Sosnowska K., Wréblewska M., Basa A., Winnicka K. Does the freeze-thaw
technique affect the properties of the alginate/chitosan glutamate gels with posaconazole

as a model antifungal drug? International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23, 6775.

IF = 5,6; MEIN = 140

[P6] Szekalska M., Wrdblewska M., Trofimiuk M., Basa A., Winnicka K. Alginate
oligosaccharides affect mechanical properties and antifungal activity of alginate buccal films

with posaconazole. Marine Drugs, 2019, 17, 672.

IF = 4,073; MEiN = 100

[P7] Szekalska M., Czajkowska-Kosnik A., Maciejewski B., Misztalewska-Turkowicz I.,
Wilczewska A. Z., Bernatoniene J., Winnicka K. Mucoadhesive alginate/pectin films crosslinked
by calcium carbonate as carriers of a model antifungal drug — posaconazole. Pharmaceutics

2023, 15, 2415.

IF =5,4; MEIN = 140

4.3. AUTOREFERAT WRAZ Z OMOWIENIEM OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
4.3.1. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwdj w obszarze medycyny i farmacji przebiega na wielu ptaszczyznach. Jeden
z kierunkéw obejmuje synteze innowacyjnych substancji farmakologicznie czynnych. Otrzymywanie
nowych zwigzkdw chemicznych to trudny proces, a wytworzenie substancji farmakologicznie czynnej
(ang. Active Pharmaceutical Ingredient, API) nie daje gwarancji wprowadzenia jej na rynek
farmaceutyczny. Agencja ds. Zywnoéci i Lekéw (Food and Drug Administration, FDA) w 2022 roku
zatwierdzita jedynie 37 lekédw i produktéw biologicznych, obejmujacych nowe substancje
farmakologicznie czynne, a takze innowacyjne potgczenia lekdw juz wystepujacych na rynku
farmaceutycznym [1]. W zwigzku z tym obszar szczegdlnego zainteresowania stanowig poszukiwania
rozwigzan technologicznych umozliwiajgcych otrzymywanie nowoczesnych postaci lekéw
dostosowanych do wtasciwosci substancji czynnej, miejsca podania oraz jednostki chorobowej. Postac
leku, czyli forma aplikacyjna odgrywa kluczowg role w farmakoterapii — decyduje o sposobie podania,
wptywa na profil uwalniania APl oraz komfort pacjenta podczas leczenia, co w istotny sposdb
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przyczynia sie do wymiernego efektu terapeutycznego [2]. Zaawansowane badania naukowe
w obszarze polimerdw pozwalajg na szerokie ich wykorzystanie w technologii farmaceutycznej.
Polimery stosowane sg nie tylko jako substancje pomocnicze umozliwiajgce otrzymanie tradycyjnych
postaci lekdw, ale takze jako substancje farmakologicznie czynne, adiuwanty, srodki krwiozastepcze,
czy umozliwiajgce produkcje systemdédw umozliwiajgcych kontrolowane uwalnianie substancji
leczniczych [3].

Polisacharydy to polimeryczne czasteczki cukréw prostych potgczonych wigzaniami
glikozydowymi. Stanowig one wazng grupe polimeréw naturalnych, charakteryzujagcg sie duig
réznorodnoscig. Polisacharydy posiadajg szereg unikalnych wifasciwosci. Do istotnych zalet tych
polimerédw nalezy zdolno$¢ do pecznienia oraz tworzenia zeli w wyniku reakcji z substancjami
chemicznymi lub kontaktu z fizycznymi czynnikami sieciujgcymi. Posiadajg rowniez zdolnosc
do interakcji z btong sluzowg w przebiegu procesu mukoadhezji — ztozonego zjawiska, ktdre polega
na przyleganiu warstwy polimeru do btony sluzowej zapewniajgc wydtuzony czas przebywania postaci
leku w miejscu aplikacji oraz przedtuzone uwalnianie substancji leczniczej [4].

Do grupy naturalnych polisacharydéw nalezy alginian sodu — sél sodowa kwasu alginowego
wystepujgca w sScianach komodrkowych glonéw morskich, gtéwnie brunatnic nalezacych do klasy
Phaeophyceae. Kwas alginowy jest liniowym kopolimerem sktadajgcym sie gtdwnie z reszt dwéch
kwaséw uronowych: B-D-mannuronowego i a-L-guluronowego potgczonych kowalencyjnie wigzaniami
B (1-4) glikozydowymi. Z uwagi na szerokie wykorzystanie w technologii farmaceutycznej monografia
alginianu sodu zostata umieszczona w Farmakopei Europejskiej i Farmakopei Stanéw Zjednoczonych
[5,6]. Dodatkowo, FDA zalicza polimer ten do substancji uwazanych za bezpieczne (Generally Regarded
as Safe, GRAS) do podawania doustnego. Alginian sodu posiada szerokie zastosowanie w technologii
farmaceutycznej. W produkcji tabletek wykorzystywany jest jako substancja wigzgca i rozsadzajaca,
podczas otrzymywania preparatéw potstatych polimer petni funkcje $rodka zageszczajgcego
i zawieszajgcego, a w emulacjach typu o/w — stabilizatora [7,8]. Dodatkowo, alginian sodu posiada
szereg wiasciwosci per se. Na rynku farmaceutycznym istnieje wiele preparatéw otrzymanych
z wykorzystaniem alginianu, ktére wskazane sg w objawowym leczeniu choroby refluksowej przetyku.
Pod wptywem kontaktu z kwasng trescig zotgdka polimer pecznieje i dziata jak fizyczna bariera,
ktdra zmniejsza czestotliwos¢ wystepowania epizoddédw zarzucania kwasnej tresci zotgdkowej
do przetyku. Produkty lecznicze zawierajgce w swoim skfadzie alginian sodu sg bezpieczne i moga by¢
stosowane u dzieci oraz kobiet w cigzy. Istnieje takze szereg doniesiern na temat jego aktywnosci
przeciwbakteryjnej, przeciwwirusowej i przeciwgrzybiczej, a takze dziatania hipoglikemicznego
oraz hipolipemicznego polimeru [9].

Fukoidan to naturalny, bogaty w grupy siarczanowe polisacharyd z grupy fukandéw
wyizolowany z alg brunatnych, jak np. Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum and Fucus vesiculosus.
Podstawowg jednostke struktury chemicznej polimeru stanowi szkielet zbudowany z czgsteczek
a-L-fukopiranozy, ktéra moze posiadaé podstawniki w postaci grup siarczanowych, acetylowych
czy innych monosacharyddw (tj. mannozy, galaktozy, ksylozy, glukozy czy kwasu uronowego). Rosngce
zainteresowanie wykorzystaniem fukoidanu wynika z jego szerokiej aktywnosci biologicznej per se
— jest obiecujgcg substancjg o dziataniu przeciwbakteryjnym, przeciwgrzybiczym i przeciwwirusowym.
Mozliwos¢ wykorzystania polimeru w medycynie i farmacji wynika réwniez z jego bezpieczeristwa,
biozgodnosci i biodegradowalnosci, co zostato potwierdzone kategorig GRAS [10,11].

Unikalne wifasciwosci polimerow polisacharydowych oraz wielokierunkowe techniki
ich modyfikacji skutkujg szerokim zastosowaniem w biomedycynie i farmacji. Z uwagi na szereg zalet
takich jak biozgodnos¢, nietoksycznosé, dostepnos¢ czy zdolnos$é do zelowania sg powszechnie

5
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wykorzystywane w preparatach farmaceutycznych. Stosowane sg takze w intensywnych badaniach
dotyczacych projektowania innowacyjnych postaci lekdw zapewniajgcych przedtuzone i kontrolowane
uwalnianie substancji czynnych [12].

W pordéwnaniu z konwencjonalnymi tabletkami czy kapsutkami, ktére nalezg do uktaddéw
jednozbiornikowych, wiecej zalet posiadajg wielokompartmentowe postacie leku. Poprzez wiekszg
powierzchnie uwalniania leku i krétszg droge dyfuzji oferujg one szerokie mozliwosci modyfikacji
dostepnosci farmaceutycznej i biologicznej, co w konsekwencji umozliwia poprawe skutecznosci
terapeutycznej i zmniejszenie toksycznosci lekow [13]. Przyktadem wielokompartmentowych postaci
lekdw sg mikroczastki, ktére mozna podzieli¢ sie na dwie grupy: mikrokapsutki i mikrosfery. Mikrosfery
posiadajg substancje leczniczg inkorporowang w matrycy polimerowej, mikrokapsutki natomiast
sktadajg sie z rdzenia zawierajgcego substancje leczniczg oraz z polimerowej otoczki [14,15].
Do nowoczesnych i zaawansowanych metod stosowanych w produkcji mikroczgstek nalezy proces
suszenia rozpytowego, ktdry polega na suszeniu rozpylanego roztworu, emulsji lub zawiesiny polimeru
wraz z substancjg leczniczg za pomocg dyszy w strumieniu gazu obojetnego. Technika suszenia
rozpytowego jest metodg stosowang zaréwno w skali laboratoryjnej, jak i przemystowej umozliwiajgca
powstanie kulistych czastek o niskiej zawartosci wilgoci, stosunkowo wysokiej zawartosci leku
i wydajnosci produkcji [16].

Hydrozele to potstata postaé leku charakteryzujgca sie tréjwymiarowg strukturg ztozong
z polimeru oraz fazy wodnej. Sie¢ hydrozelu powstaje dzieki wigzaniom chemicznym, wigzaniom
wodorowym, oddziatywaniom miedzyczgsteczkowym o charakterze elektrostatycznym (tzw. sity van
der Waalsa), sitom jonowym czy tez interakcjom pomiedzy taricuchami polimeru. Z uwagi na wysoka
zawarto$¢ wody zapewniajg uczucie chtodzenia, a baza hydrozelowa moze wywiera¢ dziatanie
ochronne lub nawilzajace na skore. Hydrozele o wtasciwosciach mukoadhezyjnych zapewniajg dtuzszy
kontakt postaci leku w miejscu aplikacji umozliwiajac przedtuzenie uwalniania substancji czynnej,
dlatego wskazane sg do aplikacji na btony $luzowe jamy ustnej, pochwy, nosa czy oka [17].

Lamelki podpoliczkowe stanowig stosunkowo nowa, statg postac leku przybierajacg ksztatt
cienkich polimerowych filméw o powierzchni w zakresie od 2 do 8 cm?. Skfadajg sie z polimeru,
substancji pomocniczych oraz substancji leczniczej [18]. Monografia ogdlnych postaci leku w rozdziale
,Preparaty do stosowania w jamie ustnej” zawarta w FP XIl wymienia preparaty mukoadhezyjne,
do ktérych nalezg lamelki mukoadhezyjne aplikowane na bfone $luzowa jamy ustnej, na dzigsta
lub podpoliczkowo [5]. Dzieki interakcji polimerdow z btong sluzowg jamy ustnej lamelki wydtuzajg czas
kontaktu postaci leku w miejscu aplikacji, umozliwiajac poprawe skutecznosci terapii miejscowe;j
dodatkowo chronigc zmieniony chorobowo obszar. Wykazano réwniez, ze umozliwiajg one redukcje
dawki i czestotliwosci stosowania, co wptywa na zmniejszenie toksycznosci, poprawe skutecznosci
i biodostepnosci lekdw o dziataniu ogdélnym. Polimerowe filmy mogg by¢ sporzadzane
z wykorzystaniem szeregu réznych metod, z ktdrych najczesciej stosowang jest metoda wylewania
(odparowania rozpuszczalnika, tzw. solvent casting) [19].

4.3.2. Zatozenia i cele badawcze

Naturalne, wielofunkcyjne polimery polisacharydowe umozliwiaja opracowywanie
nowoczesnych postaci leku o odpowiednich wifasciwosciach aplikacyjnych zapewniajgc uzyskanie
odpowiedniego efektu terapeutycznego. Dodatkowo, wykorzystywane sg nie tylko jako substancje
pomocnicze w technologii farmaceutycznej, ale takze jako zwigzki farmakologicznie czynne. Stanowig
obiekt intensywnych badan pod katem wtasciwosci przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych,
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przeciwwirusowych, przeciwzapalnych i przeciwalergicznych per se. W zwigzku z tym, przedmiotem
moich badan byta ocena mozliwosci zastosowania naturalnych polimeréw polisacharydowych
— alginianu sodu oraz fukoidanu, posiadajgcych unikalne wtasciwosci fizykochemiczne
oraz udokumentowang aktywnos$é biologiczng, w projektowaniu nowoczesnych postaci leku
dla wybranych substancji leczniczych w aspekcie réznych drég podania.

Prace realizowano w trzech gtdwnych obszarach badawczych:

— projektowanie nowoczesnych nosnikéw lekéw ztozonych z polimeréw — alginianu sodu
oraz fukoidanu i substancji czynnych (chlorowodorku metforminy, lulikonazolu, posakonazolu
i cynarozydu) z wykorzystaniem réznych technik farmaceutycznych (suszenie rozpytowe,
metoda odparowania rozpuszczalnika, technika zamrazania i rozmrazania) oraz ocena wptywu
przeprowadzonych proceséw technologicznych na wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanych
postaci leku;

— projektowanie postaci lekébw w oparciu o wprowadzenie modyfikacji alginianu sodu
oraz fukoidanu w wyniku réznych proceséw (sieciowania jonowego, tworzenia kompleksow
polielektrolitowych lub potgczenia z innymi polimerami pochodzenia naturalnego) oraz ocena
wptywu wprowadzonych zmian na wtasciwosci fizykochemiczne wykonanych nosnikéw;

— ocena wptywu alginianu sodu oraz fukoidanu na wifasciwosci biologiczne (aktywnos$é
przeciwgrzybiczg, przeciwzapalng i przeciwalergiczng) zaprojektowanych preparatéw.

4.3.3. Ocena mozliwosci wykorzystania alginianu sodu i fukoidanu do otrzymywania
mikroczastek metoda suszenia rozpytowego oraz analiza ich wiasciwosci

Powszechnie znang i szeroko wykorzystywang metodg otrzymywania alginianowych
mikroczastek jest technika wykorzystujgca proces sieciowania jonowego okreslanego jako model
»€gg box”. Mechanizm otrzymywania tréjwymiarowej i stabilnej sieci zwigzany jest z oddziatywaniem
grup karboksylowych monomeréw kwasu guluronowego obecnych w fanicuchu polimeru z jonami
metali dwuwarto$ciowych jak np. Ca%*, Sr** i Ba?* lub tréjwartosciowych takich jak Fe3* i AI**. W procesie
zelowania alginianu sodu jednym z gtdwnie wykorzystywanych donoréw jonéw wapnia jest chlorek
wapnia (CaCl,). Do zalet sieciowania CaCl; nalezy szybkos¢ procesu oraz mozliwosé prowadzenia reakcji
w Srodowisku wodnym i w niskiej temperaturze [7]. Zastosowanie czynnika sieciujgcego prowadzi
do zmniejszenia rozpuszczalnosci matrycy polimerowej, co moze byé wykorzystane w przemysle
farmaceutycznym.

Celem badania opisanego w pracy P1 byto zastosowanie modyfikacji mikroczastek
alginianowych poprzez sieciowanie za pomocg CaCl, w jednoetapowym procesie suszenia
rozpytlowego. W dostepnej literaturze istnieje wiele doniesien dotyczacych otrzymywania
mikroczastek alginianowych, natomiast jednoetapowy proces suszenia przedstawiony w publikacji P1
charakteryzuje sie wiekszg powtarzalnoscig w porédwnaniu do metod tradycyjnych oraz wpisuje
sie  w innowacyjne podejscie otrzymywania sieciowanych alginianowych mikroczastek.
Rozpuszczalnos¢ APl wywiera wyrazny wptyw na mechanizm i kinetyke jej uwalniania. Szybkie
rozpuszczanie substancji czynnych stanowi jeden z gtéwnych problemdéw w procesie projektowania
preparatéw farmaceutycznych o przedtuzonym uwalnianiu. W zwigzku z tym zastosowang modyfikacje
alginianu sodu wykorzystano w celu przedtuzenia uwalniania leku pierwszego rzutu stosowanego
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w leczeniu cukrzycy insulinoniezaleznej — chlorowodorku metforminy, ktéry wykorzystano
jako modelowg substancje czynng fatwo rozpuszczalng w wodzie [20].

Na podstawie szeregu badan eksperymentalnych nad otrzymaniem sieciowanych
alginianowych mikroczastek, z uwagi na optymalng lepkos¢, wytypowano roztwory CaCl, w stezeniu
0,05% i 0,1%, ktore zostaty wykorzystane do sieciowania 2% roztworu alginianu. Doswiadczalnie
ustalono takze parametry suszenia rozpytowego umozliwiajace uzyskanie mikroczastek. W procesie
technologicznym otrzymano sieciowane formulacje placebo oraz sieciowane formulacje zawierajgce
chlorowodorek metforminy. Mikroczastki niesieciowane zastosowano jako kontrole. Otrzymany
produkt poddano nastepnie analizie farmaceutycznej. Przeprowadzona ocena mikroskopowa
za pomocy skaningowego mikroskopu elektronowego wykonana we wspodtpracy z dr Anng Basg
z Zaktadu Chemii Materiatéw Uniwersytetu w Biatymstoku wykazata, ze otrzymane mikroczastki
posiadaty kulisty ksztatt, a zastosowanie czynnika sieciujagcego jedynie w sposdb nieznaczny wptyneto
na wzrost ich srednicy. Dodatkowo zaobserwowano, ze modyfikacja alginianu poprzez sieciowanie
CaCl; skutkowata niewielkim spadkiem wydajnosci procesu. Warto podkresli¢, ze modyfikacja polimeru
nie wptynetfa na procentowg zawartosc¢ substancji leczniczej w mikroczgstkach, ktéra wynosita powyzej
70% we wszystkich formulacjach. Dodatkowo zaobserwowano, Ze proces sieciowania spowodowat
nieznaczne zmniejszenie wydajnosci enkapsulacji.

Badania wtasciwosci peczniejgcych zaprojektowanych mikroczastek przeprowadzono
z wykorzystaniem roztworu kwasu solnego (0,1M HCI, pH 1,2) i wyrazono je jako wspdtczynnik
pecznienia (SR). Wykazano, ze mikroczastki usieciowane za pomocg CaCl, wykazywaty nizsze wartosci
SR niz formulacja niezmodyfikowana. Fakt ten jest wynikiem tworzenia sie nierozpuszczalnego
alginianu wapnia w wyniku procesu sieciowania, co utrudnia doptyw wody do matrycy mikroczgstek
[21]. Stwierdzono réwniez, ze formulacje zawierajgce chlorowodorek metforminy charakteryzowaty
sie wyzszymi wartosciami SR w poréwnaniu z mikroczastkami placebo, co zwigzane byto
z rozpuszczeniem sie substancji leczniczej.

Alginian sodu nalezy do anionowych polimeréw mukoadhezyjnych, a grupy karboksylowe
obecne w czgsteczce umozliwiajg proces adhezji w wyniku powstania wigzan wodorowych z grupami
hydroksylowymi glikoprotein mucyny [7]. W zwigzku z tym istotnym badaniem otrzymanych
mikroczastek byta ocena wtasciwosci mukoadhezyjnych, ktére przeprowadzono z wykorzystaniem
analizatora tekstury oraz trzech warstw adhezyjnych: krazka zelatynowego, warstwy mucyny
oraz btony sluzowej zotadka $wini. Btona sluzowa zotadka swini ze wzgledu na podobienstwo
histologiczne do btony sluzowej zotadka cztowieka, stanowita cenny model warstwy adhezyjnej
wykorzystany do odzwierciedlenia warunkéw in vivo [22]. Wyniki przeprowadzonych badan,
ktore wyrazono jako site (Fmax) i prace adhezji (W.d), wykazaty, ze wszystkie formulacje
charakteryzowaty sie wtasciwosciami mukoadhezyjnymi. Zaobserwowano, Ze proces sieciowania
istotnie wptynat na zwiekszenie sity i pracy adhezji, co byto zwigzane z obecnoscig jonédw Ca?*. Dodatni
tadunek mikroczastek sieciowanych, potwierdzony podczas analizy potencjatu Zeta, umozliwit
utworzenie dodatkowych wigzan z kwasem sialowym i innymi grupami anionowymi obecnymi
W mucynie i ujemnie natadowanej btonie $luzowej [23].

Kluczowym badaniem zaprezentowanym w publikacji P1 byta analiza profilu uwalniania
substancji czynnej z niezmodyfikowanych mikroczastek, usieciowanych mikroczastek oraz z produktu
handlowego w postaci tabletek o niemodyfikowanym uwalnianiu, ktdry petnit funkcje kontroli. W celu
imitacji kwasnego Srodowiska zotgdka jako medium akceptorowe zastosowano roztwor kwasu solnego
(0,12 M HCI, pH 1,2). Wyniki badania dostepnosci farmaceutycznej wykazaty, ze wszystkie formulacje
mikroczgstek charakteryzowaty sie efektem wyrzutu (tzw. burst effect), ktéry byt spowodowany
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szybkim  rozpuszczeniem fatwo rozpuszczalnego chlorowodorku metforminy zwigzanego
na powierzchni mikroczgstek. Zaobserwowano, ze proces sieciowania istotnie wptynat na przedtuzenie
profilu uwalniania chlorowodorku metforminy. Substancja czynna najwolniej uwalniata sie z formulacji
charakteryzujacej sie wyzszg zawartoscig CaCl, osiggajac ok. 97% po 12 godzinach badania. Analiza
dostepnosci farmaceutycznej byta skorelowana ze zdolnoscia do pecznienia mikroczastek —
wraz ze spadkiem zdolnosci absorpcji wody, uwalnianie leku byto przedtuzone. Sieciowanie za pomoca
jonéw Ca?* doprowadzito do powstania stabilnej struktury mikroczastek, poprawito wytrzymato$é
mechaniczng sieci polimerowej i zmniejszyto jej zdolnos¢ do pecznienia, co istotnie wptyneto na profil
uwalniania. Analize mechanizmu uwalniania substancji leczniczej przeprowadzono za pomocg réwnan
matematycznych: kinetyki zerowego i pierwszego rzedu oraz modeli Higuchi, Korsmeyer-Peppas
oraz Hixson-Crowell. Wykazano, ze chlorowodorek metforminy uwalniat sie z mikroczgstek zgodnie
z kinetyka pierwszego rzedu, zalezng od stezenia substancji czynnej. Dominujgcym mechanizmem
uwalniania chlorowodorku metforminy ze zmodyfikowanych formulacji mikroczastek byta dyfuzja
przebiegajgca zgodnie z prawem Ficka potgczona z erozjg zwigzang z obecnoscig czynnika sieciujacego.
Dodatkowo, na podstawie miedzynarodowych wytycznych opracowanych przez Agencje Zywnosci
i Lekdow (FDA) oraz Europejskg Agencje Lekéw (EMA) dotyczacych dostepnosci farmaceutycznej
substancji czynnych i biorownowaznosci dla badanych postaci leku obliczono wspdtczynniki
rownowaznosci — wspotczynnik réznicy fi; oraz wspodtczynnik podobiedstwa f, [24,25]. Wskazniki
te wykazaly znaczacg rdinice profilu uwalniania miedzy formulacjami usieciowanymi
a nieusieciowanymi oraz produktem handlowym charakteryzujagcym sie niezmodyfikowanym
uwalnianiem chlorowodorku metforminy. Analize termiczng mikroczgstek przeprowadzono za pomocg
skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC) w celu oceny stabilnosci termicznej, potencjalnych
przemian polimorficznych i reakcji chemicznych oraz okreslenia stopnia krystalicznosci. Uzyskane
wyniki potwierdzity wystgpienie interakcji pomiedzy alginianem sodu oraz czynnikiem sieciujacych
CaCl,.

Pomimo ciggtego postepu medycyny zakazenia grzybicze stanowig powaziny problem
terapeutyczny. Wsrdd grupy réznych rodzajow zakazen grzybiczych jednym z czesSciej wystepujacych
jest kandydoza. Wywotujg jg oportunistyczne grzyby z rodzaju Candida, ktore sg sktadnikiem ludzkiej
flory przewodu pokarmowego, pochwy czy skéry i nie powodujg zadnych objawdéw chorobowych
u wiekszosci ludzi. Jednak w przypadku obnizonej odpornosci grzyby te moga wywotywac infekcje
dermatologiczne i ogdlnoustrojowe. Leczenie kandydozy to dtugotrwaty i trudny proces. Niska
skutecznos$é leczenia zwigzana jest z ograniczong liczbg dostepnych substancji przeciwgrzybiczych
wraz z wystepowaniem wielu lekoopornych gatunkéw grzybéw [26]. Dlatego tez jedng ze strategii
leczenia grzybic jest poszukiwanie nowych postaci leku umozliwiajgcych skuteczng i bezpieczng
terapie. W pordéwnaniu z tradycyjnymi nosnikami, wielokompartmentowe postacie lekéw, do ktdrych
nalezg mikroczastki, zapewniajg krotszg droge dyfuzji oraz wiekszg powierzchnie uwalniania substancji
leczniczej, co moze w istotny sposdb wptyngc na poprawe efektu terapeutycznego [13]. Podjeto zatem
badania nad zastosowaniem polisacharydowych polimerdéw pochodzenia naturalnego — alginianu sodu
i fukoidanu w celu otrzymania mikroczgstek bedgcych nosnikami substancji przeciwgrzybiczych.

Poza sieciowaniem jonowym alginian sodu z uwagi na swoj anionowy charakter posiada
zdolno$¢ tworzenia struktury zelowej rowniez w rezultacie oddziatywan elektrostatycznych
z polimerami posiadajgcymi tadunek dodatni, tworzac tzw. kompleksy polielektrolitowe [27]. Zelatyna
typu A jest naturalnym polipeptydem otrzymywanym w wyniku rozktadu kolagenu za pomocg kwasow.
W jej taricuchu obecne sg grupy aminowe o tadunku dodatnim, ktére umozliwiajg oddziatywanie
z ujemna wolng grupg karboksylowg alginianu [28]. Chociaz potgczenia alginianu sodu
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i zelatyny probowano od wielu lat wykorzystywa¢ w technologii postaci lekéw, otrzymanie
mikroczastek  opartych na alginianowo-zelatynowym kompleksie polielektrolitowym
w jednoetapowym procesie suszenia rozpytowego stanowi innowacyjng metode, ktéra przedstawiono
w pracy P2. Zaprojektowane mikroczastki wykorzystano jako nosnik przeznaczony do podania
dopochwowego dla stosunkowo nowego leku przeciwgrzybiczego zatwierdzonego przez FDA w 2013
roku — lulikonazolu. Lulikonazol zaliczany jest do przeciwgrzybiczych substancji czynnych nalezgcych
do grupy pochodnych imidazolu. Mechanizm jego dziatania przeciwgrzybiczego zwigzany jest
z hamowaniem demetylazy 14a-lanosterolu, prowadzacego do zaburzenia syntezy sktadnika btony
komodrkowe] grzybow — ergosterolu. Zaliczany jest do Il klasy Systemu Klasyfikacji Lekdéw
(Biopharmaceutics Classification System, BCS), a zatem charakteryzuje sie niska rozpuszczalnoscig
i dobrym przenikaniem przez btony biologiczne, co wptywa na jego zréznicowang biodostepnosc.
W zwigzku z tym w celu poprawy witasciwosci terapeutycznych substancji czynnych nalezgcych
do tej grupy wskazane jest opracowanie postaci lekow o kontrolowanym i przedtuzonym uwalnianiu
[29,30].

Na podstawie badan wstepnych wytypowano stezenia alginianu sodu i zelatyny,
ktére wykorzystano do otrzymania alginianowo-zelatynowych komplekséw polielektrolitowych.
Przeprowadzona ocena lepkosci oraz zmetnienia metodg turbidymetryczng potwierdzity interakcje
pomiedzy polimerami. Otrzymane roztwory zawierajgce alginianowo-zelatynowe kompleksy
polielektrolitowe poddano procesowi suszenia rozpytlowego z wykorzystaniem parametréw
ustalonych eksperymentalnie. Analiza mikroczgstek przeprowadzona za pomocg mikroskopu
elektronowego wykazata, ze otrzymane formulacje charakteryzowaty sie kulistym ksztattem i gtadka
powierzchnig z charakterystycznymi niewielkimi wypuktosciami. Wydajnos¢ produkcji uzyskano
na poziomie 50%, a zawartos¢ substancji leczniczej w mikroczastkach oscylowata w okolicach 45%.
Zaobserwowano, ze wszystkie otrzymane formulacje charakteryzowaty sie niska zawartoscia wilgoci.

Analiza wtasciwosci peczniejgcych z wykorzystaniem ptynu imitujgcego Srodowisko pochwy
(ang. simulated vaginal fluid, SVF, pH 4,2) wykazata, ze wspdtczynnik pecznienia (SR) mikroczastek
alginianowych charakteryzowat sie najwyzszymi wartosciami. Dodatek zelatyny i lulikonazolu wptynat
na zmniejszenie wtasciwosci peczniejgcych otrzymanych formulacji. Badanie wtasciwosci
mukoadhezyjnych wykazato, ze mikroczastki alginianowe i alginianowo-zelatynowe charakteryzowaty
sie adhezjg do btony sluzowej pochwy swini. Wartosci sity i pracy adhezji wzrastaty wraz ze wzrostem
stezenia zelatyny w mikroczastkach, ktora w swojej budowie posiada wysoki udziat grup hydrofilowych
(grup aminowych i karboksylowych) odpowiedzialnych za elastycznosc¢ szkieletu polimeru. Natomiast
obecnos$é substancji czynnej w formulacjach wptyneta na zmniejszenie wystepowania interakcji
polimeréow z warstwg adhezyjng. W badaniu dostepnosci farmaceutycznej lulikonazolu,
przeprowadzonym w medium imitujgcym srodowisko pochwy, zaobserwowano gwattowny wyrzut
leku (tzw. burst effect). Obecnos¢ zelatyny w mikroczastkach wptyneta na znaczne przedtuzenie profilu
uwalniania substancji czynnej. Uzyskane dane wskazujg, ze uwalnianie lulikonazolu odbywato
sie zgodne z kinetykg zerowego rzedu (czyli niezaleznie od jego stezenia), a jego gtéwnym
mechanizmem byta dyfuzja potaczona z rozpadem mikroczastek. Analize termiczng oraz badania
z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR) przeprowadzono we
wspotpracy z prof. Agnieszkg Wilczewska i pracownikami Zaktadu Polimeréw i Syntezy Organicznej
Uniwersytetu w Biatymstoku. Uzyskane dane otrzymane w wyniku oceny termograwimetrycznej (TGA)
oraz skaningowe] kalorymetrii roznicowej (DSC) wskazaty na stabilnos¢ termiczng wszystkich
formulacji. Dodatkowo termogramy uzyskane z analizy DSC oraz wyniki otrzymane z badania FTIR
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potwierdzity obecnos¢ oddziatywan miedzyczasteczkowych pomiedzy taricuchami alginianu sodu
i zelatyny swiadczacych o powstaniu kompleksu polielektrolitowego.

Kluczowym  badaniem zaprojektowanych mikroczastek byfa analiza wfasciwosci
przeciwgrzybiczych, ktére zbadano zgodnie z wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) za pomocg metody dyfuzyjnej w zelu agarowym wobec gatunkéw grzybdw: Candida albicans,
Candida parapsilosis i Candida krusei [31]. Wykazano, ze formulacje zawierajgce lulikonazol
charakteryzowaty sie zdolnoscig do zahamowania wzrostu wszystkich badanych szczepéw: Candida
albicans, Candida parapsilosis i Candida krusei. Zaobserwowano, Zze obecnos¢ zelatyny
w mikroczgstkach poprawita aktywnosé przeciwgrzybiczg w sposdb zaleiny od stezenia. Warto
podkresli¢, ze formulacje placebo wykazywaty strefy zahamowania wzrostu gatunkéw Candida
albicans i Candida parapsilosis, co $wiadczy o wtasciwosciach przeciwgrzybiczych polimeréw
wchodzacych w skfad mikroczgstek. Istnieje wiele doniesienn wskazujgcych, ze alginian sodu per se
hamuje rozwdj grzybow. Prawdopodobnie zwigzane jest to z ujemnym tadunkiem polimeru,
ktory w wyniku interakcji z btong komoérkowa prowadzi do wycieku zawartosci wewngtrzkomérkowej.
Dodatkowo polimer zaktéca pobieranie sktadnikdw odzywczych przez komérke grzyba w wyniku
utworzenia wokot niej lepkiej warstwy. Alginian sodu moze réwniez utrudnia¢ odzywianie
drobnoustrojow poprzez chelatowanie metali, co prowadzi do hamowania metalozaleznej produkciji
biatek [9,32]. Podobnie istniejg doniesienia na temat dziatania przeciwdrobnoustrojowego Zzelatyny,
ktdra zwigzana jest z tworzeniem lepkiej warstwy wokdét komérki patogenu oraz moze odgrywac
kluczowa role w hamowaniu adhezji do komdrek gospodarza [33].

W pracy P3 zawarto badania dotyczace wykorzystania fukoidanu w celu otrzymania
mikroczgstek zwanych fukosferami metoda suszenia rozpytowego. Fukoidan wytypowano z uwagi
na istniejgce doniesienia dotyczace jego wiasciwosci przeciwgrzybiczych [10]. W zwigzku z tym,
ze roztwory fukoidanu charakteryzujg sie niskg lepkoscig i w odrdznieniu do innych polisacharydéw
polimer ten nie jest stosowany jako substancja zageszczajgca i zelujaca, podjeto probe potgczenia
go z zelatyng — substancjg pochodzenia naturalnego, szeroko stosowang w technologii postaci leku
[28]. Opracowane fukosfery wykorzystano jako nosnik dla substancji przeciwgrzybiczej o szerokim
spektrum dziatania — posakonazolu. Posakonazol to syntetyczny azolowy lek przeciwgrzybiczy z grupy
pochodnych triazolu, nalezacy do Il klasy BCS, co swiadczy o jego dobrym przenikaniu przez btony
biologiczne, ale bardzo stabej rozpuszczalnosci w wodzie [34].

W wyniku przeprowadzenia szeregu badan wstepnych wytypowano odpowiednie stezenia
polimerdw oraz optymalnych parametréow procesu suszenia rozpytowego, ktdre umozliwity
otrzymanie fukosfer. Otrzymane mikroczgstki posiadaty ksztatt kulisty, co potwierdzono podczas
analizy przeprowadzonej za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego. W pierwszym etapie
suszenia otrzymano formulacje placebo — fukosfery i fukosfery zmodyfikowane za pomocy zelatyny.
Wykonano takze fukosfery oraz fukosfery zmodyfikowane za pomocy zelatyny zawierajgce
posakonazol. Otrzymane mikroczastki charakteryzowaty sie stosunkowo wysokg zwartoscig substancji
czynnej, wydajnoscig procesu i niskg zawartoscig wilgoci. Zaobserwowano, ze dodatek Zelatyny
wplynat na zwiekszenie srednicy otrzymanych mikroczastek.

W kolejnym etapie otrzymane fukosfery oraz fukosfery zmodyfikowane zelatyng zbadano
pod katem mozliwosci aplikacji doustnej oraz dopochwowej. W zwigzku z tym analize wtasciwosci
peczniejgcych i badanie dostepnosci farmaceutycznej oceniono w dwéch mediach — z wykorzystaniem
ptynu pochwowego (ang. simulated vaginal fluid, SVF, pH 4,2) i roztworu kwasu solnego (0,1 M HCl,
pH 1,2), ktére imitowaty odpowiednio sSrodowisko pochwy i zotgdka. Wyniki badania pecznienia w obu
mediach, wyrazone jako wspdtczynnik pecznienia (SR), wykazaty, ze obecnos¢ zelatyny w matrycy
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mikroczgstek znaczgco zwiekszyta zdolno$s¢ do pecznienia w poréwnaniu z mikroczgstkami
zawierajgcymi tylko fukoidan. Dodatek zelatyny, ktdra tworzy roztwory o wyzszej lepkosci, poprawia
stabilnos¢ mikroczastek i ogranicza wnikanie wody do matrycy fukosfer. Niemodyfikowane fukosfery
z uwagi na dobrg rozpuszczalnos¢ w ptynie pochwowym charakteryzowaty sie pecznieniem tylko przez
30 minut, ulegajac po tym czasie degradacji. W medium imitujgcym srodowisko zotadka, z uwagi
na prawdopodobng hydrolize kwasowg fukoidanu, ktdéra prowadzi do obnizenia szybkosci
rozpuszczania polimeru, zaobserwowano wydtuzony czas pecznienia fukosfer. Gdy jako ptyn
akceptorowy wykorzystano roztwér kwasu solnego (0,1 M HCI, pH 1,2) odnotowano takze znaczace
przedtuzenie profilu uwalniania posakonazolu w przypadku wszystkich formulacji. Dodatkowo,
peczniejgca zelatyna obecna w mikroczastkach ztozonych z fukoidanu i zelatyny utrudniata doptyw
wody, zapewniata wolniejszg degradacje mikroczastek i w efekcie wolniejszg dyfuzje substancji czynnej
z polimerowej matrycy. Formulacja GF6 (otrzymana poprzez suszenie rozpytowe roztworow
zawierajacych 20% fukoidanu i 5% zelatyny) charakteryzowata sie najbardziej przedtuzonym profilem
uwalniania substancji leczniczej — po 8 godzinach uwolnito sie zaledwie ok. 33% posakonazolu. Dane
uzyskane z badania uwalniania w SVF (pH 4,2) sugeruja, ze posakonazol uwalniat sie zgodnie z kinetyka
zerowego rzedu. Tymczasem, gdy w badaniu zastosowano 0,1 M HCI (pH 1,2), proces ten odbywat
sie zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu. Otrzymane wyniki z analizy wykorzystujgcej model Highuchi
oraz wartosci wykfadnika dyfuzji n otrzymanego z rdéwnania Korsmeyer-Peppas wykazaty,
ze dominujgcym mechanizmem uwalniania substancji czynnej z mikroczastek byta dyfuzja
przebiegajaca zgodnie z prawem Ficka niezaleznie od zastosowanego medium. Ponadto wartosci
wspétczynnika korelacji R? w zakresie od 0,71 do 0,95 otrzymane na podstawie modelu Hixson-Crowell
wskazuja, ze proces ten byt dodatkowo kontrolowany przez erozje mikroczastek.

Polimery mukoadhezyjne znacznie wydtuzajg czas kontaktu postaci leku z btong sluzowa.
Podczas projektowania dopochwowych formulacji waznym aspektem jest ich interakcja z btong
$luzowg, ktéra umozliwia pozostanie postaci leku w miejscu aplikacji i chroni jg przed wyptywem.
Z kolei preparaty mukoadhezyjne po podaniu doustnym wydtuzajg czas przebywania leku w Zzotadku,
co jest szczegdlnie wazne dla substancji trudno rozpuszczalnych i charakteryzujacych sie niska
biodostepnoscig [4]. W przeprowadzonym badaniu witasciwosci mukoadhezyjnych, w celu imitacji
warunkéw in vivo, jako warstwy adhezyjne zastosowano btone $luzowa pochwy i zotgdka swini.
Zaobserwowano, ze zaréwno fukosfery, jak i fukosfery modyfikowane zelatyng wykazywaty
wiasciwosci mukoadhezyjne. Wyisze wartosci sity i pracy adhezji odnotowano w przypadku
wykorzystania btony $luzowej pochwy. Jest to s$cisle zwigzane z wyzszymi wartos$ciami SR w medium
(SVF, pH 4,2) stosowanym do zwilzania mikroczgstek przed badaniem. Proces tworzenia wigzan
mukoadhezyjnych pomiedzy polimerem a btong $luzowg jest skorelowany z pecznieniem,
ktére stanowi pierwszy etap adhezji. Dodatkowo zaobserwowano, ze obecnosé zelatyny wptyneta
na poprawe wtasciwosci mukoadhezyjnych zaprojektowanych mikroczastek. Zjawisko to byto
szczegblnie widoczne w przypadku formulacji zawierajgcych posakonazol. Mikroczastki placebo
natomiast charakteryzowaty sie wyzszymi wartosciami zaréwno sity, jak i pracy adhezji w poréwnaniu
z formulacjami zawierajgcymi posakonazol, niezaleznie od zastosowanej warstwy adhezyjnej. Fakt ten
moze byc¢ konsekwencjg zablokowania dostepu polimeru do btony Sluzowej przez czasteczki substancji
leczniczej. Mechanizm wtasciwosci mukoadhezyjnych fukoidanu nie jest jednoznacznie okreslony.
Mozna jednak stwierdzi¢, ze w zwigzku z tym, ze fukoidan nalezy do polimeréw anionowych, proces
mukoadhezji zwigzany jest gtdwnie z obecnoscig grup karboksylowych, ktére tworzg wigzania
wodorowe z grupami hydroksylowymi glikoprotein mucyny [7]. Termogramy otrzymane w wyniku
analizy DSC wykazaty obnizenie temperatury topnienia posakonazolu w mikrosferach i zanik ostrego
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piku przy 138,73°C, co moze swiadczy¢ o zmniejszeniu krystalicznosci substancji czynnej w procesie
suszenia rozpytowego i przejScie w stan amorficzny. W pordwnaniu do postaci krystalicznej, forma
amorficzna umozliwia poprawe rozpuszczalnosci, a w efekcie zwiekszenia wchtaniania i redukcje dawki
leczniczej [35].

Otrzymane mikroczastki oceniano pod katem aktywnosci przeciwgrzybiczej zgodnie
z wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) za pomocg metody dyfuzyjnej
w zelu agarowym wobec gatunkéw grzybow: Candida albicans, Candida parapsilosis i Candida krusei
[31]. Otrzymane wyniki wykazaty, ze zaprojektowane formulacje hamowaty wzrost badanych komérek
z rodzaju Candida. Zaobserwowano korzystny wptyw dodatku zelatyny we wszystkich formulacjach.
Najbardziej wrazliwe okazaty sie grzyby z gatunku Candida parapsilosis, ktére charakteryzowaty
sie najwiekszg strefg zahamowania wzrostu. Warto podkresli¢, ze zaréwno fukosfery jak i fukosfery
modyfikowane za pomocg zelatyny formulacji placebo wykazywaty aktywnos¢ przeciwgrzybiczg. Fakt
ten jest zwigzany z obecnoscig fukoidanu w mikroczastkach. Istnieje bowiem szereg doniesien
dotyczacych jego przeciwwirusowego, przeciwgrzybiczego i przeciwbakteryjnego dziatania.
Prezentowane sg dwa mozliwe mechanizmy wyjasniajagce dziatanie przeciwdrobnoustrojowe tego
polimeru. Fukoidan posiada w swojej budowie grupy siarczanowe, ktére mogg wigzac
sie z powierzchnig komérek bakterii, powodujgc w ten sposéb uszkodzenie ich btony komérkowej.
Druga teoria natomiast dotyczy wychwytywania jondw kationowych w podfozu przez ujemnie
natadowane siarczanowe czgsteczki polisacharydu, co wptywa na zmniejszenie dostepnosci sktadnikéw
pokarmowych dla mikroorganizmdw [10,11].

Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, ze w jednoetapowym procesie suszenia
rozpylowego mozna  otrzyma¢ niemodyfikowane i  modyfikowane  polisacharydowe
wielokompartmentowe nosniki dla lekéw przeciwgrzybiczych oraz substancji czynnych fatwo
rozpuszczalnych w wodzie. Posiadajg one zdolnos$¢ do pecznienia, mukoadhezji oraz przedtuzenia
profilu uwalniania. Dodatkowo, zastosowanie polimerow o udokumentowanych wtasciwosciach
biologicznych poprawia aktywnos$¢ przeciwgrzybiczg zastosowanych substancji czynnych.

4.3.4. Ocena mozliwosci wykorzystania alginianu sodu do otrzymywania hydrozeli
oraz analiza ich wiasciwosci

W kolejnym etapie moje badania zostaty skoncentrowane na wykorzystaniu alginianu sodu
W procesie otrzymywania bioadhezyjnych hydrozeli do podania miejscowego na skdre. W pracy P4
opublikowanej w 2019 roku zawarto badania dotyczgce wykorzystania alginianu sodu jako nosnika
dla cynarozydu — flawonoidowej pochodnej luteoliny wystepujgcej w nadziemnych cze$ciach Uczepu
tréjlistkowego (Bidens tripartita, Asteraceae). Fitosktadniki, zwtaszcza zwigzki flawonoidowe
wystepujagce w roSlinach z rodziny Asteraceae posiadajg szerokie spektrum dziatania
farmakologicznego  obejmujgcego  m.in.  wiasciwosci  przeciwzapalne, przeciwalergiczne,
przeciwcukrzycowe, przeciwbdlowe i przeciwutleniajgce [36]. W zwigzku z tym po raz pierwszy podjeto
badania nad opracowaniem  preparatéw  hydrozelowych  zawierajgcych  cynarozyd,
ktére przeanalizowano pod katem farmaceutycznym oraz dokonano oceny aktywnosci
przeciwzapalnej i przeciwalergicznej in vivo z wykorzystaniem myszy. Badania zostaty wykonane
we wspotpracy z dr hab. Michatem Tomczykiem z Zaktadu Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku i dr Monikg Tomczyk z Zaktadu Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku, gdzie cynarozyd zostat wyizolowany z frakcji etylowej nadziemnych czesci Bidens
tripartita zgodnie z ogblng procedurg izolacji flawonoidéw i scharakteryzowany réznymi metodami
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(za pomoca spektroskopii swietlnej UV-VIS, spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego
i spektroskopii mas).

Bioadhezyjne hydrozele do podania miejscowego to nowoczesne preparaty o istotnych
zaletach, takich jak wydtuzony czas przebywania w miejscu aplikacji oraz niettusta konsystencja [17].
Bardzo waznym aspektem podczas otrzymywania hydrozeli jest wybdr polimeru. Jako nosnik
dla cynarozydu wytypowano alginian sodu, ktdry jest polimerem anionowym o wtasciwosciach
bioadhezyjnych, powszechnie stosowanym w opatrunkach i preparatach do stosowania miejscowego.
Zaprojektowane podtoze hydrozelowe stanowit roztwér alginianu sodu z dodatkiem glicerolu
lub glikolu propylenowego. Nastepnie w bazie hydrozelowej zawieszono cynarozyd wykorzystujac jego
dwa rdzne stezenia 5% i 10%. Zaobserwowano, ze wszystkie opracowane formulacje charakteryzowaty
sie jednorodng konsystencjg, a czgstki cynarozydu byty rwnomiernie zawieszone w nos$niku barwigc
baze hydrozelu na zétto. Wartosci pH hydrozeli formulacji placebo znajdowaty sie w zakresie
pH obojetnego. Dodatek cynarozydu natomiast spowodowat obnizenie pH do wartosci od 5,1 + 0,1
do 6,1 0,2, czyli wartosci zblizonych do pH zdrowej skdry. Zaobserwowano, ze obecnosé pochodnej
luteoliny w bazie hydrozelowej spowodowata wzrost wartosci lepkosci. Wtasciwosci bioadhezyjne
oceniano z  wykorzystaniem  analizatora  tekstury oraz skory myszy  bezwtosych
Cby.Cg-Foxnlnu/cmdb, ktdrg wykorzystano w celu imitacji warunkow in vivo. Skére myszy pozyskano
z Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego od zwierzat przeznaczonych
do pobrania narzaddéw, a procedura ta nie wymagata zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen
na Zwierzetach. Zaobserwowano, ze wszystkie badane hydrozele wykazywaty wtasciwosci
bioadhezyjne. Dodatkowo, wraz ze wzrostem stezenia cynarozydu wartosci sity i pracy adhezji ulegaty
zmniejszeniu, co moze by¢ wynikiem utrudnienia kontaktu polimeru z warstwg skory.

Profil uwalniania pochodnej flawonoidowej przeprowadzono przy uzyciu aparatu do badania
dostepnosci farmaceutycznej wyposazonego w teflonowe komory ekstrakcyjne. Uwalnianie
cynarozydu badano z wykorzystaniem syntetycznej, celulozowej btony dializacyjnej Cuprophan.
Zaobserwowano, ze formulacja zawierajgca w swoim sktadzie glicerol charakteryzowata
sie stosunkowo szybkim uwalnianiem cynarozydu (1351,09 + 83,80 pug/cm?po 4 godzinach). Fakt ten
moze by¢ spowodowany zwiekszong elastycznoscig tancuchéw polimeru zwigzany z obecnoscig
glicerolu, co ufatwito penetracje medium do nosnika i w konsekwencji dyfuzje flawonoidu. Uwalnianie
cynarozydu przebiegato najwolniej z formulacji, w ktérych zastosowano alginian sodu
bez dodatkowych substancji pomocniczych. Na podstawie réwnan matematycznych wykazano,
ze uwalnianie z formulacji zawierajgcych 5% cynarozydu przebiegato zgodnie z kinetyke zerowego
rzedu, a w przypadku formulacji z dodatkiem 10% cynarozydu zaobserwowano kinetyke pierwszego
rzedu. Ponadto wyniki pozyskane z analizy wykorzystujgcej réwnanie Korsmeyer-Peppas Swiadczg
o tym, ze uwalnianie pochodnej flawonoidowej ze wszystkich formulacji oparte byto na anomalnym
transporcie, ktory tgczy proces dyfuzji i pecznienia.

Z uwagi na to, ze szybkos$¢ dziatania preparatu stosowanego miejscowo ma istotne znaczenie
w przypadku aktywnosci przeciwzapalnej i przeciwalergicznej formulacje uwalniajgce najwiekszg ilos¢
cynarozydu wytypowano do badan in vivo dotyczacych oceny aktywnosci przeciwzapalnej
z wykorzystaniem modelu zapalenia indukowanego karagenem oraz aktywnosci przeciwalergicznej
w modelu zapalenia ucha wywotanego oksazolonem. Analize przeprowadzono w Centrum Medycyny
Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z wykorzystaniem siedmiotygodniowych,
zdrowych samcéw myszy C57BL6/cmdb o masie 22 + 2 g (zgoda Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzetach na przeprowadzenie doswiadczenia nr 91/2017].
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Ocene aktywnosci przeciwzapalnej cynarozydu przeprowadzono z wykorzystaniem modelu
zapalenia indukowanego karagenem, ktéry jest badaniem przesiewowym o wysokiej powtarzalnosci
najczesciej stosowanym w kierunku oceny wtasciwosci przeciwzapalnych nowych lekéw [37,38].
Wstrzykniecie karagenu w tape myszy powoduje wystgpienie ostrych oraz miejscowych stanéw
zapalnych charakteryzujgcych sie obrzekiem, przeczulica bdélowg i rumieniem. Pierwszy etap stanu
zapalnego pojawia sie w ciggu godziny po iniekcji karagenu i jest czesciowo wynikiem urazu zwigzanego
z uktuciem potfaczonym z uwolnieniem serotoniny, histaminy, bradykininy i substancji P. Drugi etap
modelu zapalenia indukowanego karagenem nastepuje po 1 godzinie i jest zwigzany z uwalnianiem
prostaglandyn i réznych cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B, IL-6, IL-10 i TNF-a [37]. Objetos¢ tapy
myszy mierzono z wykorzystaniem pletyzmometru, a dziatanie przeciwzapalne wyrazono
jako procentowy przyrost obrzeku po wstrzyknieciu karagenu. Badania wykazaty, ze cynarozyd
skutecznie hamowat proces zapalny, a aktywnos$é przeciwzapalna byta zalezna od dawki. Wykazano,
ze formulacja, ktéra zawierata 5% cynarozydu wykazywata dziatanie przeciwzapalne przez godzine.
Natomiast formulacja zawierajgca 10% cynarozydu charakteryzowata sie zmniejszeniem tworzenia
obrzeku przez 4 godziny i hamowata oba etapy zapalenia. Aktywnos¢ tej formulacji byta poréwnywalna
z produktem handlowym zawierajgcym diklofenak, ktéry wykorzystano jako kontrole. Zawiesina
wodna zawierajgca 5% cynarozydu wykazywata istotnie stabsze dziatanie przeciwzapalne, co moze by¢
zwigzane z krétszym czasem przebywania w miejscu aplikacji w porédwnaniu z preparatami
hydrozelowymi. Warto zaakcentowac, ze formulacja placebo w postaci bazy hydrozelowej réwniez
wykazywata dziatanie przeciwzapalne. Istnieje szereg badan potwierdzajgcych aktywnosé
przeciwzapalng alginianu sodu per se. Podaje sie, ze mechanizm tego dziatania polega na hamowaniu
produkcji mediatoréw stanu zapalnego, takich jak tlenek azotu, reaktywne formy tlenu,
prostaglandyna E2, cyklooksygenaza czy tez cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B8, TNF-a i IL- 6 [39].

Model zapalenia ucha wywotany oksazolonem jest powszechnie stosowany do imitacji alergii
kontaktowej zapalenia skory. Aplikacja oksazolonu powoduje reakcje alergiczng zdominowang przez
limfocyty Th2, ktéra objawia sie Swigdem z rozrostem naskdrka, dermatozg rumieniowg i obrzekowa
[40,41]. Przedstawione symptomy wykazujg podobierstwo do atopowego kontaktowego zapalenia
skory u ludzi [42]. W przeprowadzonym badaniu wykazano, ze hydrozele zawierajgce cynarozyd w obu
badanych stezeniach (5% i 10%) charakteryzowaty sie wtasciwosciami przeciwalergicznymi. Ponadto
zaobserwowano, ze zastosowanie alginianowego hydrozelu placebo znacznie wptyneto
na zmniejszenie obrzeku ucha wywotanego oksazolonem. Aktywnos$¢ przeciwalergiczng polimeru
potwierdzajg rézne badania, ktore wykazaty kwas alginowy moze hamowac uwalnianie histaminy
przez mastocyty szczuréw oraz zmniejsza¢ produkcje immunoglobuliny E [43].

Analize histopatologiczng oraz badania immunohistochemiczne wykonano we wspotpracy
z prof. Ireng Kasacka z Zaktadu Histologii i Cytofizjologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.
Otrzymane wyniki wykazaty wyrazne zmniejszenie stanu zapalnego oraz naciekdw zapalnych w obrebie
skory tapy i ucha myszy po aplikacji formulacji zawierajacych cynarozyd. Zmiany cytomorfologiczne
w keratynocytach, ogdlna morfologia naskdérka i zmiany histopatologiczne w skérze wtasciwej
byty zalezne od dawki. Po zastosowaniu hydrozelu zawierajgcego 5% cynarozydu zaobserwowano
niewielka infiltracje leukocytow o polimorficznym jadrze i nieznacznie zwiekszong grubos$¢ naskoérka.
Analiza histopatologiczna tkanek tapy i ucha wykazata, ze hydrozel zawierajgcy 10% cynarozydu
posiadat podobne dziatanie do leku referencyjnego, ktéry zastosowano jako kontrole. Warto
podkresli¢, ze zmiany zapalne w komodrkach naskdrka ulegly znacznemu zmniejszeniu réwniez
w grupach myszy, u ktérych stosowano alginianowy hydrozel placebo.
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Analize immunohistochemiczng skéry poddanej dziataniu karagenu i oksazolonu
przeprowadzono z wykorzystaniem jadrowego antygenu komérek proliferacyjnych (ang. Proliferating
cell nuclear antygen, PCNA), komérek tucznych oraz przeciwciat CD3 i CD68. PCNA jest biatkiem
pomocniczym zaangazowanym w replikacje DNA i mechanizmy naprawy DNA. Wykorzystywany
jest jako marker proliferacji komérkowej stuzacy do oceny potencjatu nowotworowego komoérek
i w diagnostyce wybranych choréb autoimmunologicznych [44]. Analiza immunohistochemiczna skoéry
poddanej dziataniu karagenu i oksazolonu wykazata zwiekszong immunoreaktywnos¢ jadrowa wobec
PCNA. Wykazano, ze w naskérkowych keratynocytach myszy traktowanych cynarozydem ekspresja
jadrowego antygenu komorek proliferacyjnych byta istotnie nizsza w pordéwnaniu z myszami
nalezgcymi do grupy kontrolnej. Dodatkowo, wykazano ze po zastosowaniu preparatu placebo réwniez
zaobserwowano zredukowang liczbe komérek PCNA.

Atopowe zapalenie skory jest przewlekta, nawracajgcg i zapalng chorobg skory,
a jej patogeneza nie jest do konca poznana. Powstaje w wyniku ztozonej interakcji czynnikéw
genetycznych, immunologicznych i srodowiskowych oraz obejmuje aktywacje i naciek komodrek
prozapalnych, takich jak limfocyty T, makrofagi, komorki tuczne i eozynofile [45]. W zwigzku z tym
przeprowadzono badanie umozliwiajgce oznaczenie frekwencji komaérek tucznych oraz biatek CD3
i CD68 w skoérze tapy i ucha myszy z wykorzystaniem przeciwciat skoniugowanych z barwnikami. Biatko
CD3, ktére jest obecne na wszystkich etapach rozwoju limfocytéow T, umozliwia diagnostyke choréb
autoimmunologicznych, zakaznych i nowotworowych. Biatko CD68, z kolei jest waznym markerem
cytochemicznym uzywanym do identyfikacji makrofagéw i monocytédw w analizie histochemicznej
tkanek objetych stanem zapalnym [46]. Podstawowa rolg mastocytéw jest indukcja miejscowego stanu
zapalnego (w tym alergii) w odpowiedzi na rdzne czynniki egzogenne poprzez wydzielanie mediatoréw,
takich jak histamina, serotonina, prostaglandyny i leukotrieny [47]. W komérkach tapy i ucha myszy
ze zmianami chorobowymi skéry zaobserwowano wzmozony naciek komdrek zapalnych,
gtéwnie infiltracje komdrek CD3 (charakterystycznych dla limfocytéw T) i CD68 (Swiadczacych
0 obecnosci makrofagéw i monocytow). Zaobserwowano, ze liczba pozytywnie wybarwionych
markeréw CD3, CD68 i komdrek tucznych znacznie zmniejszyta sie po aplikacji hydrozeli zawierajgcych
cynarozyd. Warto zaznaczy¢, ze stosowanie alginianowego hydrozelu placebo réwniez wptyneto
na redukcje nacieku komédrek zapalnych. Uzyskane dane sugerujg, ze miejscowe stosowanie
cynarozydu zawieszonego w alginianowej bazie hydrozelowej umozliwito znaczng redukcje liczby
limfocytow T i mastocytéw w skérze myszy objetej stanem zapalnym. Obecne wyniki wyraznie
wskazujg, ze alginian sodu o potencjalnym dziataniu przeciwalergicznym i przeciwzapalnym
jest odpowiednim nosnikiem stosowanym w leczeniu stanu zapalnego i atopowego zapalenia skory.

Kolejny etap moich badan dotyczgcych oceny mozliwosci wykorzystania alginianu sodu
w  procesie otrzymywania hydrozeli obejmowat wykonanie alginianowych  kriozeli,
ktore przedstawiono w pracy P5. Kriozelowanie to stosunkowo nowa technika fizyczna,
ktdra w porownaniu z sieciowaniem chemicznym umozliwia otrzymanie preparatéw zelowych
bez wptywu na biozgodno$é, biodegradowalnos¢ i toksycznosé polimeru. Metoda ta opiera
sie na trzech etapach: zamrazaniu roztworu polimeru, jego przechowywaniu w stanie zamrozonym
oraz rozmrazaniu. Podczas zamrazania rozpuszczone czasteczki polimeru ulegajg koncentracji,
a krystalizacja rozpuszczalnika prowadzi do zminimalizowania przestrzeni posréd polimerowych
tancuchéw. Po rozmrozeniu, w wyniku potgczen miedzy czgsteczkami polimeru poprzez sity van der
Waalsa i wigzania wodorowe, powstaje kriozel [48]. W celu poprawy stabilnosci mechanicznej
i termicznej oraz wtasciwosci adhezyjnych podjeto prébe otrzymania kriozeli ztozonych z potgczenia
polimeréw — alginianu sodu i chitozanu, polisacharydowej pochodnej chityny. W wyniku reakcji

16



Zatqcznik nr 3
do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego dr n. farm. Marta Szekalska

pomiedzy grupami karboksylowymi anionowego alginianu a grupami aminowymi kationowego
chitozanu powstajg kompleksy polielektrolitowe. Otrzymane alginianowo-chitozanowe kriozele
wykorzystano jako nosnik dla posakonazolu.

Na podstawie badan eksperymentalnych wytypowano odpowiednie stezenia polimeréw
oraz warunki umozliwiajgce otrzymanie alginianowo-chitozanowych komplekséw polielektrolitowych.
W kolejnym etapie dobrano odpowiednig ilos¢ cykli zamrazania i rozmrazania, ktére umozliwity
otrzymanie kriozeli. W tak przygotowanej bazie zawieszono posakonazol. Preparaty hydrozelowe
placebo oraz zawierajgce substancje czynng wykorzystano jako kontrole. Zaobserwowano,
ze opracowane hydrozele i kriozele charakteryzowaty sie jednorodnoscia i nie wykazywaty rozdziatu
faz. Analiza mikroskopowa wykonana z wykorzystaniem mikroskopu optycznego formulacji
zawierajgcych posakonazol wykazata, ze czasteczki substancji leczniczej byty réwnomiernie
rozmieszczone w nosniku. Ocene hydro- i kriozeli za pomocg mikroskopu elektronowego
przeprowadzono po uprzedniej liofilizacji otrzymanych formulacji. Zaobserwowano, ze hydrozele
ztozone z alginianu i chitozanu charakteryzowaty sie bardziej zwartg strukturg w poréwnaniu do
formulacji ztozonych tylko z alginianu. Srednia zawarto$é posakonazolu miescita sie w zakresie norm
farmakopealnych (90-110% deklarowanej zawartosci) [6]. Badanie pH przygotowanych zeli wykazato,
ze otrzymane wartosci miescity sie w przedziale od 4,93 £ 0,03 do 7,17 £ 0,02, co wskazuje na niewielkie
ryzyko podraznienia skory. Zaobserwowano, ze technika zamrazania i rozmrazania oraz obecnos¢
chitozanu istotnie wptynety na zwiekszenie lepkosci we wszystkich formulacjach.

Alginian sodu i chitozan to polimery, ktdre dzieki swoim witasciwosciom bioadhezyjnym
znajdujg szerokie zastosowanie w opatrunkach oraz preparatach do stosowania miejscowego [7,49].
Chitozan, w odrdznieniu do alginianu sodu, nalezy do kationowych polimeréw adhezyjnych,
a jego grupy aminowe oddziatujg poprzez wigzania wodorowe i oddziatywania jonowe z ujemnie
natadowanym kwasem sialowym, jednym ze sktadnikdw mucyny [49]. W celu symulacji warunkéw
in vivo analize wtasciwosci bioadhezyjnych przeprowadzono z wykorzystaniem skéry myszy bezwtosych
Cby.Cg-Foxnlnu/cmdb pozyskanej z Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku. Zaobserwowano, ze wszystkie badane hydrozele i kriozele posiadaty korzystne
wiasciwosci adhezyjne. Uzyskane dane wykazaty, ze kriozele charakteryzowaty sie istotnym wzrostem
wtasciwosci bioadhezyjnych, co bylo zalezne od stezenia chitozanu. Obecnos¢ posakonazolu
doprowadzita do zmniejszenia wartosci sity i pracy adhezji w poréwnaniu do formulacji placebo.

Analiza wtasciwosci reologicznych wykazata, ze wszystkie badane hydrozele i kriozele
charakteryzowaty sie zmniejszeniem lepkosci wraz ze wzrostem naprezenia $cinajgcego, co wskazuje
na ich nienewtonowski charakter. W praktyce zjawisko to umozliwia tworzenie sie cienkiej warstwy
zelu na skoérze podczas aplikacji [50]. Analiza tekstury jest kluczowym badaniem podczas optymalizacji
preparatéw do stosowania miejscowego. Parametry takie jak twardos¢, spoistos¢, scisliwos¢ i adhezja
dostarczajg informacji na temat zachowania sie hydrozeli w kontakcie z sitg zewnetrzng podczas
wyjmowania z pojemnika, o rozsmarowywalnosci i czasie retencji w miejscu aplikacji. Preparaty
do stosowania na skére powinny charakteryzowa¢ sie odpowiednig twardoscig i $cisliwoscig
oraz odpowiednimi wiasciwosciami mechanicznymi umozliwiajgcymi tatwe wyjmowanie z pojemnika
i rozprowadzanie na skorze. Otrzymane wyniki wykazaty, ze wszystkie formulacje charakteryzowaty
sie odpowiednimi witasciwosciami mechanicznymi. Kriozele charakteryzowaty sie istotnie wyzszymi
wartoSciami twardosci, $cisliwosci, spoistosci i adhezji w porownaniu z tradycyjnymi hydrozelami.
Zaobserwowano, ze parametry mechaniczne byly zalezne od stezenia chitozanu, a najwyzsze wartosci
odnotowano w preparatach zawierajgcych 2% polimeru. Uzyskane wyniki sugerujg, ze technika
zamrazania i rozmrazania oraz dodatek chitozanu znaczaco poprawity wtasciwosci mechaniczne zeli
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alginianowych. Badanie uwalniania posakonazolu wykazato, ze technika zamrazania i rozmrazania
istotnie wptyneta na dostepnosé farmaceutyczng — kriozele umozliwity przedtuzenie uwalniania
w porownaniu z tradycyjnymi preparatami hydrozelowymi, ktére byto zalezne od stezenia chitozanu
(63,69 + 24,86 pg/cm? po 4 godzinach badania z formulacji kriozelu ztozonej z 2% alginianu sodu
i 2% chitozanu). Fakt ten jest s$cisle zwigzany z lepkoscia otrzymanych formulacji. Analiza
matematyczna danych uzyskanych z badania dostepnosci farmaceutycznej dowiodta, ze posakonazol
z hydrozeli uwalniat sie w procesie dyfuzji, a z kriozeli natomiast w procesie transportu anomalnego,
niezgodnego z dyfuzjg Ficka. Wskazniki réznicy f; i podobienstwa f, wykazaty, ze technika freeze-thaw
znaczaco wptyneta na profil uwalniania posakonazolu z otrzymanych formulacji [24,25].

Analiza termiczna opracowanych hydro- i kriozeli wykonana za pomocg skaningowej
kalorymetrii réznicowej (DSC) wykazata powstanie kompleksu elektrolitowego pomiedzy alginianem
sodu i chitozanem, co zostato potwierdzone poprzez zmiany ksztattu szerokich pikow endotermicznych
oraz brak obecnosci pikéw poszczegdlnych polimeréw w termogramach hydro- i kriozeli.

W zwigzku z tym, ze alginian sodu i chitozan to polimery o udowodnionych wtasciwosciach
przeciwgrzybiczych per se, istotne badanie stanowita ocena wptywu tych polimeréw na aktywnos¢
przeciwgrzybiczg otrzymanych formulacji hydro- i kriozeli [9,49]. Zaskakujgce byto jednak to,
ze hydrozele i kriozele placebo nie wykazywaty zdolnosci hamowania wzrostu badanych grzybéw
z rodzaju Candida. Fakt ten mozna wyttumaczy¢ niskim stezeniem polimeréw w preparatach zelowych.
Analiza aktywnosci przeciwgrzybiczej hydrozeli i kriozeli zawierajgcych posakonazol wykazata,
ze preparaty hydrozelowe charakteryzowaty sie wiekszg zdolno$cig hamowania wzrostu gatunkéw
Candida albicans i Candida krusei niz preparaty kriozelowe. Zjawisko to moze by¢ skorelowane
z lepkoscig badanych formulacji — hydrozele posiadaty nizsze wartosci lepkosci niz kriozele,
co prawdopodobnie wptyneto na ich lepszg penetracje przez podtoze agarowe. Preparaty kriozelowe
wykazywaty wyzsze wartosci strefy zahamowania wzrostu w przypadku komdérek Candida parapsilosis.
Dodatkowo, zaobserwowano, ze obecnos¢ chitozanu poprawita aktywnosé przeciwgrzybiczg badanych
preparatéw, co byto szczegdlnie widoczne podczas analizy z wykorzystaniem grzybéw z gatunku
Candida parapsilosis. Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badain na temat
zastosowania alginianowo-chitozanowych kriozeli uzyskanych technikg zamrazania i rozmrazania jako
miejscowych nosnikow dla lekdw przeciwgrzybiczych.

4.3.5. Ocena mozliwosci wykorzystania alginianu sodu do otrzymywania lamelek
podpoliczkowych oraz analiza ich wtasciwosci

Najbardziej naturalng, a zarazem najpopularniejszg drogg podania leku jest droga doustna.
Istniejg jednak pewne ograniczenia zwigzane z tym sposobem aplikacji, takie jak np. inaktywacja
substancji czynnej czy efekt pierwszego przejscia. Btona sluzowa jamy ustnej, ze wzgledu na budowe
i dostepnos¢ wskazuje na mozliwosé wykorzystania jej jako miejsca stosowania preparatéow
farmaceutycznych [51]. Dlatego w kolejnym etapie badan skoncentrowatam sie na ocenie
wykorzystania alginianu sodu do otrzymywania lamelek podpoliczkowych oraz analizie ich wtasciwosci.

W publikacji P6 zawartam badania dotyczace otrzymywania podpoliczkowych lamelek
ztozonych z alginianu sodu w potaczeniu z alginianowymi oligosacharydami — produktem
depolimeryzacji alginianu przez liaze alginianowa [32]. Istniejg doniesienia, ze oligosacharydy
alginianowe posiadajg wtasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwzapalne i przeciwbakteryjne.
Hamowanie wzrostu komadrek grzyboéw i nasilanie dziatania lekdw przeciwgrzybiczych wobec komérek
gatunku Candida wskazuje na ich potencjalng role w leczeniu zakazen grzybiczych [52]. Pomimo tego,
ze oligosacharydy sg obiecujgcym Srodkiem w terapii przeciwgrzybiczej, nie podjeto jeszcze zadnych
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badan dotyczacych oceny zastosowania ich jako nosnikéw substancji leczniczych. Dlatego w niniejszym
badaniu okreslono wptyw alginianu sodu i jego oligosacharyddw na aktywnos¢ przeciwgrzybiczg
posakonazolu. Jako metode zelowania polimerédw zastosowano zamrazanie-rozmrazanie
(tzw. freeze-thaw). Prezentowane badania wykonano w ramach projektu finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki (,,Perspektywy wykorzystania alginianu sodu i jego oligosacharydéw
do otrzymywania mukoadhezyjnych lamelek z posakonazolem do podania dopoliczkowego” dziatanie
naukowe finansowane ze S$rodkéw Narodowego Centrum Nauki w konkursie Miniatura 2,
nr DEC-2018/02/X/NZ7/02622, realizowane w latach 2019-2020).

Badania wstepne poréwnujace dwie metody otrzymywania filméw — klasyczng technike
odparowania rozpuszczalnika oraz metode zamrazania-rozmrazania wykazaty, ze filmy wykonane
przez zamrazanie i rozmrazanie charakteryzowaty sie znacznie lepszymi wifasciwosciami
mechanicznymi, peczniejgcymi i mukoadhezyjnymi. W kolejnym etapie badan wytypowano
odpowiednie stezenia alginianu sodu i alginianowych oligosacharydéw. Otrzymane roztwory
wylewano do pojemnikéw ze szkta akrylowego, poddawano eksperymentalnie ustalonym cyklom
zamrazania i rozmrazania, a nastepnie suszono w temperaturze pokojowej. Bfony polimerowe
podzielono na lamelki o wymiarach 2x3 cm, ktére poddano analizie. Zaobserwowano, ze lamelki
formulacji placebo byty miekkie, suche, nieklejgce o niskiej zawartosci wilgoci. Ocena mikroskopowa
z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego wykazata, ze filmy sktadajgce sie tylko z alginianu sodu
posiadaty gtadkg i jednorodng powierzchnie. Formulacje zawierajgce oligosacharydy natomiast
charakteryzowaty sie niejednorodnoscig i porowatoscia.

Grubos$¢ lamelek jest waznym czynnikiem wptywajacym na wiasciwosci mechaniczne
i peczniejgce oraz dostepnosc farmaceutyczng substancji czynnej. Zaobserwowano, ze grubos¢ filméw
istotnie wzrastata wraz ze wzrostem stezenia alginianu sodu i obecnosci posakonazolu. Formulacje
zawierajgce tylko oligosacharydy charakteryzowaty sie mniejszg gruboscig. Lamelki nie wykazywaty
istotnych rdznic w grubosci w obrebie formulacji, co wskazuje na powtarzalno$¢ procesu
technologicznego. Stwierdzono, ze zawartosé substancji czynnej w filmach miescita sie w zakresie
wymagan farmakopealnych [5], co sugeruje, ze rodzaj polimeru i jego stezenie nie miaty wptywu
na jednolitos¢ zwartosci leku w prezentowanych warunkach doswiadczalnych. Przygotowane lamelki
posiadaty wartosci pH w zakresie od 6,7 £ 0,1 do 7,3 £ 0,3, co wskazuje na niskie ryzyko podraznienia
btony $luzowej jamy ustnej. Czas rozpadu jest kluczowg cechg wplywajgca na dostepnosc
farmaceutyczng substancji czynnej i zalezy od objetosci zastosowanego w badaniu medium. Dlatego
tez oznaczano go za pomocg dwdch metod — w aparacie farmakopealnym przeznaczonym do badania
czasu rozpadu (z wykorzystaniem 700 ml tzw. ,sztucznej $liny”, pH 6,8) i z wykorzystaniem szalki
Petriego zawierajgcej medium w objetosci imitujgcej objetos¢ sliny w jamie ustnej cztowieka (7 ml).
Dtuzszy czas rozpadu lamelek zaobserwowano w przypadku wyzszego stezenia alginianu sodu, grubosci
lamelek, obecnosci posakonazolu w formulacji oraz gdy zastosowano mniejszg objetos¢ medium
podczas analizy.

Wtasciwosci mechaniczne odgrywaja istotng role w procesie pakowania, transportu,
przechowywania czy stosowania lamelek przez pacjentow. Dlatego tez zaprojektowane filmy
przeanalizowano za pomoca czterech réznych parametrow: wytrzymatosci na rozcigganie, procentu
wydtuzenia, modutu Younga i wytrzymatosci na zginanie. Uzyskane wyniki wykazaty, ze formulacje
alginianowe byty sztywne, a obecnos$¢ oligosacharydéw w preparatach doprowadzita do uzyskania
bardziej miekkich i elastycznych filméw. Badanie wtasciwosci peczniejgcych w roztworze o sktadzie
symulujgcym sktad ludzkiej sliny (tzw. ,sztuczna $lina”, pH 6,8), wykazato, ze formulacje o wysokim
stezeniu alginianu sodu charakteryzowaty sie wyzszymi wtasciwosciami SR. Filmy oligosacharydowe
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natomiast reprezentowaty wysoka, ale krétka zdolnos¢ do pecznienia, co byto zwigzane z utratg
integralnosci btony w wyniku penetracji medium do matrycy i jej rozpuszczenia.

Podczas projektowania lamelek podpoliczkowych waznym parametrem jest korzystna
interakcja z btong $luzowg, ktéra utrzymuje posta¢ leku w miejscu podania. Dlatego tez ocene
wiasciwosci mukoadhezyjnych przeprowadzono trzema metodami — z wykorzystaniem analizatora
tekstury, poprzez oznaczenie czasu retencji ex vivo w zmodyfikowanym aparacie przeznaczonym
do badania czasu rozpadu oraz w badaniu in vivo przeprowadzonym na zdrowych ochotnikach
(zgoda Komisji Bioetycznej nr R-1-002/293/2018). W analizie wtasciwosci mukoadhezyjnych
z wykorzystaniem analizatora tekstury jako warstwe adhezyjng zastosowano btone $luzowg policzkéw
cielecych. Zaobserwowano, ze wyisze wartosci sity adhezji posiadaty formulacje sktadajgce
sie wytgcznie z alginianu sodu, natomiast wyzszymi wartosciami pracy adhezji charakteryzowaty sie
filmy przygotowane wytacznie z oligosacharyddw. Najdtuzszy czas retencji ex vivo z wykorzystaniem
cielecej btony sluzowej policzka zaobserwowano w filmach alginianowych — wysokie stezenie polimeru
i grubosé opdzniaty rozpuszczanie lamelki, co z kolei zwiekszato czas jej retencji. Badanie wtasciwosci
mukoadhezyjnych w warunkach in vivo przeprowadzone na zdrowych ochotnikach z wykorzystaniem
filméw placebo potwierdzito, ze formulacja ztozona z alginianu sodu charakteryzowata sie znacznie
dtuzszym czasem przylegania.

Badanie dostepnosci farmaceutycznej przeprowadzone w roztworze o sktadzie symulujgcym
sktad ludzkiej $liny (tzw. ,sztuczna slina”, pH 6,8), wykazato stopniowe uwalnianie posakonazolu
bez efektu wyrzutu. Zaobserwowano, ze formulacja ztozona tylko z alginianu sodu zapewnita
przedtuzone uwalnianie substancji czynnej, ktére po 5 godzinach wynosita 98,4 + 7,1%. W przypadku
formulacji sktadajacej sie wytacznie z oligosacharydéw alginianowych 100% posakonazolu
odnotowano w medium akceptorowym juz po 3 godzinach badania, co byto zwigzane z lepszymi
wtasciwosciami  peczniejgcymi.  Na  podstawie  analizy  matematycznej  stwierdzono,
ze substancja lecznicza uwalniata sie zgodnie z kinetykg zerowego rzedu w procesie dyfuzji potgczonej
z erozjg filmoéw. Analiza termiczna otrzymanych lamelek przeprowadzona za pomocg skaningowej
kalorymetrii réznicowej wykazata nieznaczne przesuniecie termogramoéw w kierunku nizszych wartosci
temperatur, co mogto by¢ spowodowane procesem zamrazania i rozmrazania.

Alginian sodu posiada szerokie zastosowanie w technologii farmaceutycznej gtéwnie
jako substancja pomocnicza wykorzystywana do otrzymywania réznych postaci leku, natomiast
oligosacharydy alginianowe — charakteryzujgce sie znacznie nizszg masg czgsteczkowg — sg intensywnie
badane pod katem aktywnosci biologicznej i mikrobiologicznej. Wykazano, ze oligosacharyd
alginianowy Oligo G o wysokiej zawartosci kwasu guluronowego (>85%) posiada wtasciwosci
antybakteryjne i hamujgce tworzenie biofilmu, wzmacniajgc dziatanie wybranych antybiotykow [53].
Ponadto Oligo G wykazuje zdolno$¢ do ograniczania procesu hamnazania i wzrostu komérek grzybéw
oraz nasilenia aktywnosci konwencjonalnych srodkéw przeciwgrzybiczych [54]. Wtasciwosci te mogg
by¢ szczegdlnie istotne w przypadku syntetyzowania nowych substancji czynnych, jak i opracowywania
innowacyjnych postaci lekdw. Aktywnosé przeciwgrzybiczg lamelek alginianowych i alginianowo-
oligosacharydowych zbadano zgodnie z wytycznymi CLSI metodg dyfuzji w agarze, a uzyskane wyniki
wyrazono jako s$rednig srednice strefy zahamowania wzrostu. Zaobserwowano, ze wszystkie
formulacje, w wyniku stopniowego pecznienia i uwalniania posakonazolu hamowaty wzrost komaérek
badanych gatunkéw Candida. Formulacja sktadajgca sie tylko z oligosacharydéw wykazywata wiekszg
strefe zahamowania wzrostu wobec Candida albicans i Candida parapsilosis. W przypadku gatunku
Candida krusei — aktywnos$¢ przeciwgrzybicza byta porédwnywalna we wszystkich formulacjach.
Ponadto wykazano, ze formulacje placebo charakteryzowaty sie aktywnoscig przeciwgrzybiczg wobec
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wszystkich badanych gatunkéw. Wykazano, ze obecnosé oligosacharydéw w lamelkach poprawita
dziatanie przeciwgrzybicze wobec Candida albicans i Candida parapsilosis. Wyniki te dowodza,
ze alginian sodu i oligosacharydy alginianowe mozna wykorzystywac jako nosniki dla substancji
przeciwgrzybiczych przeznaczone do stosowania w jamie ustnej.

Pektyna, nalezaca do grupy naturalnych polisacharydéw, podobnie jak alginian sodu posiada
zdolnos¢ do zelowania pod wptywem kationdéw dwuwartosciowych w procesie sieciowania jonowego
zwanym ,egg box”. Dodatkowo tez posiada wtasciwosci mukoadhezyjne i peczniejgce [55].
Zaprezentowane w pracy P6 wyniki $wiadczg o tym, ze filmy alginianowe charakteryzowaty sie twarda
i sztywna strukturg. W zwigzku z tym podjeto badania dotyczace wykorzystania potaczenia alginianu
sodu i pektyny w celu poprawy wtasciwosci mechanicznych lamelek, ktére zawarto w pracy P7. Filmy
opracowano we wspotpracy z prof. Jurgg Bernatoniene z Department of Drug Technology and Social
Pharmacy, Lithuanian University of Health Sciences w Kownie (Litwa). Ze wzgledu na dobrg
rozpuszczalno$¢ w wodzie obu polimeréw ich zastosowanie w postaciach lekéw o przedtuzonym
uwalnianiu jest ograniczone. W zwigzku z tym w celu otrzymania alginianowo-pektynowych filméw
zastosowano sieciowanie polimeréow z wykorzystaniem weglanu wapnia (CaCOs) w obecnosci
glukonolaktonu. Chlorek wapnia (CaCly), najcze$ciej stosowany donor jonéw Ca?, prowadzi do
szybkiego i niekontrolowanego zelowania polimeréw. Hydroliza kwasnego glukonolaktonu prowadzi
do uwolnienia jonéw H*, co z kolei powoduje stopniowe uwalnianie jondw wapnia z czgstek CaCOs
i w efekcie wydtuzenie procesu zelowania. Wydtuzenie czasu procesu umozliwia tworzenie jednolitych
struktur zelowych i pozwala na wylewanie usieciowanej mieszaniny do form przed zakorczeniem
zelowania [56]. Zaprezentowane rozwigzanie stanowi innowacyjny sposdb otrzymywania
sieciowanych lamelek alginianowych.

Ze wzgledu na optymalne wartosci lepkosci, do procesu sieciowania wytypowano dwa
optymalne stezenia czynnikéw sieciujagcych — 0,05% i 0,07% CaCOs; oraz 0,19% i 0,214%
glukonolaktonu. W przypadku formulacji lamelek zawierajgcych posakonazol zastosowano glikol
polietylenowy (PEG 400), ktéry petnit funkcje solubilizatora. Mieszanine zawierajgcg roztwor
polimeréw, czynniki sieciujgce i substancje czynng umieszczono w formach ze szkta akrylowego
o powierzchni 9x9 cm. Wysuszone w temperaturze 40°C btony polimerowe podzielono na lamelki
0 wymiarach 2x2 cm.

Analiza filméw przeprowadzona za pomocag skaningowego mikroskopu elektronowego
wykonana we wspodtpracy z dr. Bartoszem Maciejewskim podczas pobytu naukowo-badawczego
w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego dostarczyta
szczegdtowych informacji na temat struktury otrzymanych formulacji. Wykazano, ze nieusieciowane
i usieciowane lamelki placebo charakteryzowaty sie gtadka i jednorodng powierzchnig. Przekroj
poprzeczny formulacji usieciowanych charakteryzowat sie porowatg i nieregularng struktura.

Zaobserwowano, ze filmy placebo, zaréwno nieusieciowane, jak i usieciowane, byty suche,
miekkie, nieklejgce i przezroczyste z lekko z6ttym zabarwieniem alginianu sodu. Natomiast formulacje
zawierajgce posakonazol charakteryzowaty sie biatg barwa. Masa lamelek zwiekszata
sie wraz z obecnoscig czynnikéw sieciujgcych i substancji leczniczej. Dodatek pektyny nieznacznie
wplynat na zmiane gramatury filmow. Formulacje usieciowane charakteryzowaty sie znacznie wiekszg
gruboscig niz lamelki nieusieciowane. Uzyskane wyniki pomiaru pH miescity sie w optymalnym
zakresie, wskazujgcym na zgodnos$¢ z fizjologicznym pH jamy ustnej. Lamelki charakteryzowaty
sie wartosciami zawartosci substancji leczniczej zgodnymi z wymogami zawartymi w Farmakopei
Polskiej Xl [5]. Zaobserwowano, ze obecnos¢ pektyny, posakonazolu i czynnikdéw sieciujgcych wptyneta
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na wydtuzenie czasu rozpadu, ktéry analizowano w aparacie farmakopealnym przeznaczonym
do badania czasu rozpadu oraz z wykorzystaniem medium umieszczonym na szalce Petriego.

Wiasciwosci mechaniczne przygotowanych nieusieciowanych i usieciowanych lamelek
oceniono we wspofpracy z dr. Bartoszem Maciejewskim podczas pobytu w Katedrze i Zakfadzie
Farmacji Stosowanej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wykazano, ze dodatek pektyny istotnie
wptywat na zmniejszenie wartosci modutu Younga, wytrzymatosci na rozcigganie, ale zwiekszyt procent
wydtuzenia, co zapewnito wiekszg elastycznosé filmow. Proces sieciowania pozwolit na otrzymanie
znacznie mocniejszych, sztywniejszych i mniej elastycznych lamelek.

Stwierdzono, ze wszystkie przygotowane filmy wykazywaty zdolno$¢ do pecznienia w medium
imitujgcym sktad ludzkiej sliny, a formulacje usieciowane charakteryzowaty sie wyzszymi wartosciami
SR. Pecznienie lamelek byto $cisle skorelowane z procesem erozji. Lamelki nieusieciowane
po zanurzeniu w medium ulegaty stopniowemu rozpuszczeniu, co skutkowato zmniejszeniem stopnia
pecznienia. Formulacje usieciowane charakteryzowaty sie zmniejszong erozjg, byty bardziej stabilne
i mogty absorbowac wode przez dtuzszy czas. Wtasciwosci mukoadhezyjne przygotowanych lamelek,
przedstawione jako sita i praca adhezji, oceniano przy uzyciu analizatora tekstury oraz btony sluzowe;j
policzkdow wieprzowych jako warstwy adhezyjnej w celu imitacji warunkéw in vivo. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze obecnos¢ pektyny nieznacznie wptyneta na poprawe wtasciwosci mukoadhezyjnych.
Proces sieciowania natomiast znacznie obnizat site i prace adhezji, ktére zmniejszaty sie wraz
ze wzrostem stezenia czynnikdw sieciujgcych. Wyzsze stezenie jondw Ca?* prowadzito do powstania
sztywniejszej alginianowo-pektynowej matrycy filmu, hamowato absorpcje medium, co w efekcie
odpowiadato za zmniejszenie wtasciwosci mukoadhezyjnych. Analiza czasu retencji ex vivo
przeprowadzona w zmodyfikowanym aparacie przeznaczonym do badania rozpadu wykazata,
ze usieciowane formulacje placebo charakteryzowaty sie wyzszym czasem retencji w porédwnaniu
z lamelkami nieusieciowanymi. Filmy nieusieciowane charakteryzowaty sie mniejszg stabilnoscia
i krétszym czasem rozpadu.

Badanie dostepnosci farmaceutycznej posakonazolu z otrzymanych formulacji
nieusieciowanych i usieciowanych przeprowadzono w medium imitujagcym sktad ludzkiej sliny
(tzw. ,,sztuczna slina”, pH 6,8). Wykazano, ze substancja lecznicza zostata catkowicie uwolniona w ciggu
2 godzin ze wszystkich formulacji. Obecnos$é¢ pektyny prowadzita do szybszego uwalniania
posakonazolu (68,85 + 3,53% po 15 minutach badania) w poréwnaniu do filméw sktadajacych sie tylko
z alginianu sodu (41,92 + 8,95% po 15 minutach). Zaobserwowano, ze proces sieciowania wptynat
na przedtuzenie uwalniania substancji czynnej. Sieciowanie za pomocg jonéw Ca* prowadzi
do powstania bardziej stabilnej struktury, poprawia odpornos¢ mechaniczng sieci polimerowej
i zmniejsza jej zdolno$¢ do pecznienia, co w efekcie wptywa na zmniejszenie szybkosci rozpuszczania
substancji leczniczej w medium akceptorowym [7,57]. Warto podkresli¢, ze uwalnianie posakozanolu
z lamelek usieciowanych zawierajgcych pektyne byto wolniejsze niz z usieciowanych filmdéw
zawierajgcych tylko alginian sodu. Analiza matematyczna wynikéw uzyskanych z badania dostepnosci
farmaceutycznej wykazata, ze mechanizm uwalniania posakonazolu opierat sie na dyfuzji potagczonej
z erozjg matrycy lamelek.

Badanie aktywnosci przeciwgrzybiczej otrzymanych filméw przeprowadzono metodg
dyfuzyjng z wykorzystaniem gatunkéw Candida albicans, Candida krusei i Candida parapsilosis.
Najwieksze strefy zahamowania wzrostu wykazano w przypadku gatunku Candida parapsilosis.
Poréwnujac formulacje placebo zaobserwowano, ze najwyzszg aktywnos¢ przeciwgrzybiczg posiadata
formulacja ztozona tylko z alginianu sodu. Natomiast w przypadku preparatéw zawierajgcych
posakonazol najsilniejszym efektem przeciwgrzybiczym charakteryzowata sie formulacja ztozona
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z alginianu sodu i pektyny. Proces sieciowania wptynat znaczaco na obnizenie wtasciwosci
przeciwgrzybiczych.

Analize termiczng (TGA, DSC) oraz badanie z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FTIR-IR) lamelek przeprowadzono we wspétpracy z prof. Agnieszka
Wilczewska i pracownikami Zaktadu Polimerdw i Syntezy Organicznej Uniwersytetu w Biatymstoku.
Analiza termograwimetryczna wykazata stabilno$¢ termiczng zaprojektowanych filmow.
Podczas analizy termograméw uzyskanych z badania lamelek z wykorzystaniem DSC
nie zaobserwowano piku posakonazolu przy 169.52°C, co moze Swiadczyé o przejsciu substancji
czynnej w posta¢ amorficzng w zwigzku z dodatkiem solubilizatora — glikolu polietylenowego [35].
Dodatkowo, obecnosé¢ charakterystycznych sygnatéw dla substancji leczniczej, polimeréw
oraz czynnikéw sieciujgcych otrzymanych podczas analizy spektroskopowej FTIR-IR $wiadczyta
o kompatybilnosci posakonazolu z substancjami pomocniczymi.

4.4. PODSUMOWANIE

Opisane osiggniecie naukowe dotyczy oceny mozliwosci wykorzystania polisacharydowych
polimeréw pochodzenia naturalnego — alginianu sodu oraz fukoidanu w procesie projektowania
nowoczesnych postaci lekdw: mikroczastek, hydrozeli i lamelek z wykorzystaniem réznych technik
obejmujacych suszenie rozpytowe, metode odparowania rozpuszczalnika czy technike zamrazania
i rozmrazania. Wykorzystane polimery poddano modyfikacjom w wyniku procesu sieciowania
jonowego, tworzenia komplekséw polielektrolitowych lub potaczenia z innymi polimerami
pochodzenia naturalnego oraz zbadano wptyw wprowadzonych zmian na wtasciwosci fizykochemiczne
i biologiczne (aktywnos$¢ przeciwgrzybicza, przeciwzapalng i przeciwalergiczng) zaprojektowanych
preparatow.

Uzyskane wyniki prezentowane w jednotematycznym cyklu publikacji podsumowujg méj dorobek
naukowy, w ktérym mozna wskazaé nastepujace osiggniecia:

1. Otrzymywanie polisacharydowych mikroczastek technikg suszenia rozpytowego

a) zastosowanie modyfikacji alginianu sodu poprzez sieciowanie za pomocg chlorku wapnia
(tzw. model , egg box”) w celu otrzymania doustnych mikroczastek w innowacyjnym,
jednoetapowym procesie suszenia rozpytowego stanowigcych strategie przedtuzenia
profilu uwalniania chlorowodorku metforminy — modelowej substancji tatwo
rozpuszczanej w wodzie [P1]

b) wykorzystanie alginianowo-zelatynowych komplekséw polielektrolitowych
do otrzymywania mikroczastek z lulikonazolem w innowacyjnym, jednoetapowym
procesie suszenia rozpytowego przeznaczonych do podania dopochwowego. Dokonano
oceny wplywu zastosowanej modyfikacji oraz parametréw procesu suszenia
na wiasciwosci fizykochemiczne i przeciwgrzybicze wykonanych formulacji wobec
gatunkéw grzybdéw Candida [P2]

c) otrzymywanie fukosfer oraz fukosfer zmodyfikowanych Zelatyng zawierajgcych
posakonazol w jednoetapowym procesie suszenia rozpytlowego oraz analiza wptywu
zastosowanych modyfikacji na witasciwosci fizykochemiczne i przeciwgrzybicze
wykonanych nosnikow wobec gatunkdw grzybdéw Candida pod katem podania doustnego
i dopochwowego [P3]
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2. Otrzymywanie hydrozeli alginianowych przeznaczonych do podania na skére

a) zaprojektowanie sktadu hydrozeli alginianowych stanowigcych nosnik dla flawonoidowej
pochodnej luteoliny (cynarozydu) oraz dokonanie oceny witasciwosci farmaceutycznych
otrzymanych formulacji. Zbadano takze wptyw zastosowanego polimeru na aktywnosé
przeciwzapalng cynarozydu z wykorzystaniem modelu zapalenia indukowanego
karagenem oraz na aktywnos¢ przeciwalergiczng w modelu zapalenia ucha wywotanego
oksazolonem w badaniach in vivo przeprowadzonych u myszy [P4]

b) wykonanie hydrozeli i kriozeli ztozonych z alginianowo-chitozanowych komplekséw
polielektrolitowych sieciowanych za pomocg metody zamrazania i rozmrazania
(tzw. freeze-thaw technique) zawierajgcych posakonazol oraz przeprowadzenie analizy ich
wiasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci przeciwgrzybiczej wobec wybranych
gatunkdéw grzybdw z rodzaju Candida [P5]

3. Otrzymywanie lamelek podpoliczkowych

a) otrzymywanie lamelek podpoliczkowych ztozonych z alginianu sodu i oligosacharyddéw
alginianowych (produkt depolimeryzacji alginianu przez liaze alginianowa) za pomoca
metody zamrazania i rozmrazania (tzw. freeze-thaw technique) zawierajgcych posakonazol
oraz przeprowadzenie analizy ich wifasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci
przeciwgrzybiczej wobec wybranych gatunkéow grzybow z rodzaju Candida [P6]

b) innowacyjne wykonanie lamelek podpoliczkowych sktadajgcych sie z alginianu sodu
i pektyny sieciowanych za pomocg weglanu wapnia jako nosnik dla posakonazolu.
Przeprowadzono takze analize ich wifasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci
przeciwgrzybiczej wobec wybranych gatunkéw grzybow z rodzaju Candida [P7]

Reasumujac, przeprowadzone badania wskazujg na potencjat zastosowania alginianu sodu
i fukoidanu w technologii suszenia rozpytowego mikroczgstek oraz wykorzystania alginianu sodu
w otrzymywaniu hydrozeli i lamelek podpoliczkowych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze otrzymane
nosniki wykazujg sie witasciwosciami mukoadhezyjnymi, co z kolei moze wptyngé na przedtuzenie
kontaktu postaci leku w miejscu aplikacji, uwalniania substancji czynnej i w konsekwencji do poprawy
efektu terapeutycznego. Zaobserwowano, ze zastosowanie naturalnych polimeréw — alginianu sodu
i fukoidanu wptywa na poprawe wtasciwosci przeciwzapalnych i przeciwalergicznych cynarozydu
oraz przeciwgrzybiczych lulikonazolu i posakonazolu. Dodatkowo wprowadzone modyfikacje wptywajg
na przedtuzenie profilu uwalniania. Przedstawiona w cyklu publikacji metodologia otrzymywania
nowoczesnych postaci farmaceutycznych opartych na alginianie sodu oraz fukoidanie,
a takze przeprowadzona ich charakterystyka fizykochemiczna i biologiczna stanowi poszerzenie wiedzy
na temat mozliwosci wykorzystania tych polimeréw w technologii nowoczesnych postaci lekow.
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5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWE)
LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNE)J

W zwigzku z realizacjg moich badan naukowych oraz zainteresowan zawodowych odbytam
nastepujace staze:

Osrodki zagraniczne:

— Pobyt naukowo-badawczy w Department of Drug Technology and Social Pharmacy
(Lithuanian University of Health Sciences) pod kierownictwem prof. Jurgi
Bernatoniene dotyczgcy poszerzenia umiejetnosci z zakresu techniki suszenia
rozpytowego ekstraktéw roslinnych oraz nabycie umiejetnosci wykorzystania techniki
ekstruzji do otrzymywania nowoczesnych postaci lekow (1-30.06.2023 r., 30 dni,
Kowno, Litwa, Zafqcznik nr 7). Efektem wspétpracy byt manuskrypt opublikowany w
czasopismie Pharmaceutics (Zatgcznik nr 4, rozdziat Il, pkt 1.2., praca nr 15).

Osrodki krajowe:

— Pobyt badawczy w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego pod kierownictwem prof. Matgorzaty Sznitowskiej
dotyczacy technik mikroskopowych oraz poszerzenia umiejetnosci badania
wiasciwosci mechanicznych filmow z wykorzystaniem analizatora tekstury Texture
Analyzer TA.XT2 (12-16. 09.2022 r., 5 dni, Gdansk, Zatgcznik nr 7). Wynikiem pobytu
byt manuskrypt opublikowany w czasopismie Pharmaceutics (Zatqcznik nr 4, rozdziat
I, pkt 1.2., praca nr 15).

— Pobyt naukowo-badawczy w Onkologicznej Grupie Badawczej firmy Celon Pharma
S.A. pod kierownictwem dr Delfiny Popiel w zakresie nabycia umiejetnosci
przeprowadzenia wstepnych badan dotyczgcych aktywnosci przeciwnowotworowe;j
nowych zwigzkdw wobec komodrek niedrobnokomérkowego raka ptuc
(08-12.08.2022 r., 5 dni, Kazun Nowy, Zatgcznik nr 7)

Przedstawiony cykl prac dotyczacych projektowania nowoczesnych form farmaceutycznych
stanowi opracowanie technologii wykorzystania polisacharydowych polimeréw pochodzenia
naturalnego — alginianu sodu oraz fukoidanu w procesie otrzymywania mikroczgstek, lamelek
i hydrozeli zawierajacych chlorowodorek metforminy, lulikonazol, posakonazol i cynarozyd.
Zaprezentowany zbiér monografii zawiera takze charakterystyke opracowanych postaci lekéw
w aspekcie witasciwosci fizykochemicznych i biologicznych, ktére przeprowadzono podczas pracy
w Zaktadzie Farmacji Stosowanej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, ktérego kierownikiem
jest prof. Katarzyna Winnicka. W celu dokonania petnej oceny otrzymanych postaci leku podjeto
wspotprace naukowg z pracownikami jednostek Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku,
takich jak Zaktad Histologii i Cytofizjologii, Zaktad Farmakognozji, Zaktad Chemii Lekéw, Zakfad
Bromatologii, Zaktad Chemii Organicznej oraz Zaktad Analizy i Bioanalizy Lekow. Podczas pracy
naukowej prowadzono takze szereg wieloosrodkowych badan obejmujgcych wspétprace z instytucjami
krajowymi i zagranicznymi.
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Wspoétpraca z instytucjami zagranicznymi:

— wspotpraca z pracownikami Department of Drug Technology and Social Pharmacy (Lithuanian
University of Health Sciences) kierowanym przez prof. Jurge Bernatoniene, ktérej efektem byto
dwukrotne uczestnictwo w warsztatach oraz prezentacja wyktadu “Role of rheological
and bioadhesion tests in the development of cosmetic products” w ramach
miedzynarodowego projektu Erasmus+ Blended Intensive Programme ,,Creating safe cosmetic
products” (3.10 — 01.11.2022 r. i 25.09-24.10.2023). W wyniku nawigzanej wspotpracy
odbytam miesieczny pobyt podczas programu Erasmus+ (30 dni, 1-30.06.2023 r.,
Zatgcznik nr 7), ktéry zwigzany byt z zapoznaniem sie z technikg ekstruzji stuzaca
do otrzymywania nowoczesnych postaci lekdw oraz poszerzeniem umiejetnosci suszenia
rozpytlowego ekstraktéow roslinnych. Dodatkowo nawigzana wspdtpraca zostata poszerzona
o badania filméw alginianowych oraz mini tabletek. Efektem wspdtpracy byt manuskrypt
opublikowany w czasopismie Pharmaceutics (Zatgcznik nr 4, rozdziat I, pkt 1.2., praca nr 15).

— efektem wspodtpracy z prof. Stanem Sréicem z Department of Pharmaceutical Technology,
Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana (Stowenia) w zakresie badan fizykochemicznych
nosnikéw leku zawierajgcych modyfikowany fizycznie chitozan byta publikacja w czasopismie
Marine Drugs (Zatqcznik nr 4, rozdziat Il, pkt 1.1, praca nr 6).

— wspotpraca z prof. Anitg Hafner i pracownikami Department of Pharmaceutical Technology,
University of Zagreb (Chorwacja). Badania adhezji mikroczastek oraz zeli zaowocowata
3 publikacjami zamieszczonymi w Acta Poloniae Pharmaceutica — Drug Research, Drying
Technology i European Journal of Pharmaceutical Sciences (Zatqcznik nr 4, rozdziat Il, pkt 1.2.,
prace nr 2,7,9).

Wspétpraca z instytucjami krajowymi:

— wspotpraca z pracownikami Katedry i Zaktadu Farmacji Stosowanej pod kierownictwem
prof. Matgorzaty Sznitowskiej w zakresie poznania techniki suszenia rozpytowego, analizy
mikroskopowej za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego oraz wtasciwosci
mechanicznych filmoéw, etylocelulozowych mikroczastek z rupatadyng skutkowata
powstaniem dwodch prac opublikowanych w czasopismach Polymers i Pharmaceutics
(Zatgcznik nr 4, rozdziat Il, pkt 1.2., prace nr 3i15). W ramach wspotpracy z osrodkiem odbytam
krotkoterminowy staz naukowy (12-16. 09.2022 r., 5 dni, Zatgcznik nr 7).

— wspotpraca z prof. Agnieszkg Zofiag Wilczewskg oraz pracownikami Zaktadu Polimeréw
i Syntezy Organicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku w zakresie analiz
fizykochemicznych jest efektem manuskryptow opublikowanych w Acta Poloniae
Pharmaceutica — Drug Research, Materials i Pharmaceutics (Zatgcznik nr 4, rozdziat Il, pkt 1.1.,
praca nr 9 oraz Zatqcznik nr 4, rozdziat ll, pkt 1.2., prace nr 13 i 15).

— wspotpraca z prof. Patrycjg Ciosek-Skibinskg z Katedry Biotechnologii Medycznej Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej dotyczaca maskowania smaku z wykorzystaniem
tzw. ,sztucznego jezyka” przyczynita sie do powstania trzech publikacji zamieszczonych
w czasopismach International Journal of Polymer Science, Acta Pharmaceutica i Polymers
(Zatgcznik nr 4, rozdziat I, pkt 1.1., prace nr 8 i 12 oraz Zatgcznik nr 4, rozdziat Il, pkt 1.2., praca
nr 3).
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— wieloletnia wspétpraca z dr Anng Basg z Zaktadu Chemii Materiatéw Wydziatu Chemii
Uniwersytetu w Biatymstoku w zakresie analizy mikroskopowej zaowocowata powstaniem
6 prac zamieszczonych w czasopismach Acta Poloniae Pharmaceutica — Drug Research, Acta
Pharmaceutica, Polymers, Marine Drugs i International Journal of Molecular Sciences
(Zatgcznik nr 4, rozdziat I, pkt 1.1., prace nr 9i 15 oraz Zatgcznik nr 4, rozdziat ll, pkt 1.2., prace
nr3,6,12,14).

— wspotpraca z dr Delfing Popiel, kierownikiem Onkologicznej Grupy Badawczej firmy Celon
Pharma S.A. (Kazun Nowy) w zakresie nabycia umiejetnosci przeprowadzenia badan
wstepnych dotyczacych aktywnosci przeciwnowotworowej nowych zwigzkéw wobec komérek
niedrobnokomérkowego raka ptuc. W ramach wspétpracy z osrodkiem odbytam
krotkoterminowy staz naukowy (08-12.08.2022 r., 5 dni, Zatgcznik nr 7).

— wspotpraca z prof. Adamem Tylickim i dr Magdaleng Czernieckg z Pracowni Cytobiochemii
Wydziatu Biologii Uniwersytetu w Biatymstoku umozliwita rozszerzenie moich badan o analize
mikrobiologiczng obejmujgcg ocene aktywnosci przeciwgrzybiczej metody dyfuzyjna.
Wynikiem wspétpracy byta organizacja przeze mnie pracowni mikrobiologicznej w Zaktadzie
Farmacji Stosowanej (2018 r.)

6. INFORMACIA o OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH
ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE

6.1. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA

6.1.1. Ksztatcenie przeddyplomowe

— od momentu zatrudnienia w Zaktadzie Farmacji Stosowanej aktualizacja i prowadzenie zajeé
dla studentéw lll, IV i V roku Farmacji z przedmiotu Technologia Postaci Leku (od 2010 r.
do chwili obecnej)

— od momentu zatrudnienia w Zaktadzie Farmacji Stosowanej aktualizacja i prowadzenie zajeé
dla studentéw V roku Farmacji z przedmiotu Farmacja praktyczna w aptece z opieka
farmaceutyczna (od 2010 r. do chwili obecnej)

— 0d 2015 roku opracowanie i prowadzenie wyktadu dla studentéw IV roku kierunku Farmacja:
,Suszenie. Liofilizacja i wytrawianie surowcéw roslinnych”.

6.1.2. Ksztatcenie podyplomowe

— 0Od 2021 roku opracowanie oraz prowadzenie wyktadéw oraz ¢wiczen w ramach szkolenia
specjalizacyjnego dla farmaceutéw w ramach Modutu V "Opieka farmaceutyczna"
organizowanego przez Studium Ksztatcenia Podyplomowego na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku:

,Rozpoznawanie, klasyfikowanie i rozwigzywanie probleméw zwigzanych
ze stosowaniem lekdw, w tym zaplanowanie i wykonanie przegladu lekowego”
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,Naukowe podstawy praktyki farmaceutycznej (Pharmacy Evidence  Based)
i ich wykorzystanie w planowaniu i prowadzeniu ustug z zakresu opieki farmaceutycznej”

,,Opieka farmaceutyczna nad pacjentem z alergig”

Prowadzenie warsztatdw w ramach ksztatcenia ciggtego farmaceutéw ,Leki recepturowe
wykonywane w warunkach aseptycznych” (11.05.2019 r., Biatystok)

Wykfad on-line podczas konferencji naukowo-szkoleniowej organizowanej w ramach
ksztatcenia ciggtego farmaceutéw ,Opieka farmaceutyczna nad pacjentem 2z alergia
i chorobami skdry” Studium Ksztatcenia Podyplomowego na Wydziale Farmaceutycznym UMB
(28-29.04.2021.)

Wyktad on-line podczas programu szkoleniowego dotyczacego najnowszych trendéw
w recepturze aptecznej w ramach ksztatcenia ciggtego farmaceutdw ,,Cygnolina w recepturze
— co warto wiedzie¢” organizowanego przez Akademie Fagronu i Okregowg lzbe Aptekarska
w Krakowie (16.11.2023 r.)

Kierownik specjalizacji z Farmacji aptecznej 6 magistréow Farmacji (od 2017 r. — do chwili
obecnej)

6.1.3. Opieka naukowa nad studentami

W latach 2015-2018 opiekun 4 prac magisterskich

Od 2019 promotor 3 prac magisterskich:

,0cena wptywu sieciowania chlorkiem wapnia na jakos$¢ alginianowych mikroczagstek
z chlorowodorkiem metforminy”, Katarzyna Zuzanna Zukowska, Farmacja (2019 r.)

, Wptyw dodatku polimeru pochodzenia naturalnego na wtasciwosci farmaceutyczne hydrozeli
alginianowych”, Joanna Zajgczkowska, Farmacja (2022 r.)

,0cena mozliwosci otrzymywania mikroczastek z lulikonazolem na bazie alginianowo-
zelatynowych kompleksdow polielektrolitowych metodg suszenia rozpytowego.” Weronika
Pientkusz, Farmacja (2023 r.)

Opieka naukowa nad studentami biorgcymi udziat w konferencjach BIMC (Bialystok
International Medical Congress for Young Scientists)

Minczuk J., Szekalska M., Winnicka K. Capsules with alginate microspheres with ranitidine
hydrochloride as multicompartment dosage form. 11th BIMC Bialystok International Medical
Congress for Young Scientists, Bialystok, Poland (2016 r.)

Lachowicz J., Szekalska M., Winnicka K. Hard gelatin capsules with alginate microspheres
containing metronidazole. 12th BIMC Bialystok International Medical Congress for Young
Scientists, Bialystok, Poland (2017 r.)

Rogowska D., Szekalska M., Wrdblewska M., Winnicka K. Comparison of parenteral dosage
forms preparation by using volumetric and gravimetric technique with the computer software.
13th BIMC Bialystok International Medical Congress for Young Scientists, Bialystok, Poland
(2018r.)
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Chyzy A., Szekalska M., Winnicka K. Metformin-loaded alginate microparticles
as an antidiabetic carrier with swelling properties. 13th BIMC Bialystok International Medical
Congress for Young Scientists, Bialystok, Poland (2018 r.)

Opieka naukowa nad studentkami z Portugalii biorgcymi udziat w wymianie naukowej
organizowanej przez Miedzynarodowe Stowarzyszenie Studentéw Medycyny (IFMSA)
(sierpien, 2023 r.)

6.2. OSIAGNIECIA W ZAKRESIE POPULARYZACIJI NAUKI

uczestnictwo w warsztatach oraz prezentacja wyktadu “Role of rheological and bioadhesion
tests in the development of cosmetic products” w ramach miedzynarodowego projektu
Erasmus+ Blended Intensive Programme ,Creating safe cosmetic products” organizowanego
przez Department of Drug Technology and Social Pharmacy Lithuanian University of Health
Sciences (3.10 - 01.11.2022 r. i 25.09-24.10.2023 r., Zatgcznik nr 7)

Publikacje popularno-naukowe (11 prac opublikowanych latach 2011-2023):

Przybystawska M., Winnicka K. Mikrokapsutki — budowa i perspektywy zastosowania.
Farmacja Polska 2011, 67 (11), 776-781. MEIN =3

Przybystawska M., Winnicka K. Technologie otrzymywania mikrokapsutek. Farmacja Polska
2012, 68 (4) 283-289. MEIN =3

Szekalska M., Winnicka K. Wykorzystanie sapo kalinus w recepturze aptecznej. Recepta.PL
2018, 6-7,34-37.MEIN =1

Olechno K., Szekalska M., Sosnowska K., Winnicka K. O wykorzystaniu lekéw gotowych
w potstatych preparatach recepturowych. Cz. 1. Recepta.PL 2022, 3 (243), 28-33. MEIN =5

Olechno K., Szekalska M., Winnicka K. O wykorzystaniu lekéw gotowych w pétstatych
preparatach recepturowych. Cz. 2. Recepta.PL 2022, 4 (244), 42—45. MEiN =5

Olechno K., Szekalska M., Winnicka K. O doborze podfoza masciowego. Cz. 1. Recepta.PL 2022,
1,30-36. MEIN=5

Olechno K., Szekalska M., Winnicka K. O doborze podtoza masciowego. Cz. 2: Mozliwosci
wykorzystania lekobazy PhC, lekobazy LUX i Pentravanu. Recepta.PL 2022, 242 (2), 28-34.
MEIN =5

Szekalska M., Olechno K., Winnicka K. Preliminary evaluation of alginate/pectin buccal films
with posaconazole prepared by solvent casting technique. Macedonian Pharamceutical

Bulletin, 2023, 69, Suppl. 1, 121-122.

Olechno K., Szekalska M., Winnicka K. O wykorzystaniu progesteronu w recepturze apteczne;j.
Recepta.PL 2023, 1 (247), s. 34-37. MEIN =5

Olechno K., Szekalska M., Winnicka K. O wykorzystaniu wodzianu chloralu w recepturze
aptecznej. Recepta.PL 2023, 2 (248), s. 34-38. MEIN =5
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Olechno K., Szekalska M., Winnicka K. O wykorzystaniu lekdw recepturowych w chorobach
proktologicznych. Recepta.PL 2023, 3 (249), s. 28-33. MEIN =5

— Organizacja, nadzér merytoryczny i prowadzenie warsztatéw "Jak zrobi¢ tabletki i Zzelki
z witaming C oraz jak udzieli¢ porad pacjentowi w aptece?" dla uczniéw szkét podstawowych,
ponadpodstawowych oraz dzieci w wieku przedszkolnym w ramach akcji promocyjnych:

"Studiuj w UMB" (2016 r., 2017 r., 2023 r.)

e |ViV edycja miejskiego projektu Biatostockie Talenty XXI wieku (2017 r., 2018 r.)

e XV, XVI, XVIII, XIX Podlaski Festiwal Nauki i Sztuki (2017 r., 2018 r., 2022 r., 2023 r.)

e warsztaty dla podopiecznych Fundacji "Dzieto Nowego Tysigclecia" (2017 r.)

e warsztaty dla dzieci w przedszkolu im. Ks. F. Blachnickiego w Biatymstoku (2019 r.)

e warsztaty dla podopiecznych Fundacji KLANZA pochodzacych z Ukrainy (2022 r.)

e warsztaty dla klasy | szkoty podstawowej Zespotu Szkét Mistrzostwa Sportowego
w Biatymstoku (2022 r.)

e warsztaty w ramach promocji Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

dla licealnej mtodziezy z Siedlec (2023 r.)

— udziat w przedsiewzieciu badawczo-wdrozeniowym ,Niezbednik hotelarza cz. Ill — Eco is HOT”
w ramach projektu EcoCentrum Kompetencji BOF — utworzenie branzowego centrum
kompetencji w obszarze efektywnosci gospodarowania energig i zasobami — organizacja,
nadzér merytoryczny, opracowanie receptur oraz prowadzenie warsztatéw dotyczacych
wykorzystania pozostatosci hotelarskich w recepturze kosmetykéw w ramach podejscia ,,zero
waste” do gospodarowania odpadami (2022 r.)

— udziat w przedsiewzieciu badawczo-wdrozeniowym , Gtos na Eco wtos — ekologiczny fryzjer”
w ramach projektu EcoCentrum Kompetencji BOF — utworzenie branzowego centrum
kompetencji w obszarze efektywnosci gospodarowania energig i zasobami — organizacja,
nadzor merytoryczny i prowadzenie warsztatow dotyczgcych opracowania receptur
preparatéw kosmetycznych stosowanych w pielegnacji wtosow (2022 r.)

— udziat w przygotowaniu scenariusza oraz uczestnictwo w filmie z cyklu Teraz juz wiem — cykl
filmoéw edukacyjnych pt. ,Tabletka tabletce nieréwna, czyli o nowoczesnych postaciach leku”
(03.2023r.)

6.3. DZIALALNOSC ORGANIZACYIJNA

— Cztonek zespotu kontrolujgcego praktyki zawodowe na kierunku Farmacja (od 2017 r. do chwili
obecnej)

— Czlonek Panstwowej Komisji Egzaminacyjnej przeprowadzajacej Panstwowy Egzamin
Specjalizacyjny Farmaceutow w dziedzinie Farmacja Apteczna (od 09.10.2018 r. do chwili
obecnej)

— Cztonek komisji egzaminacyjnej podczas Panstwowego Egzaminu Specjalizacyjnego
Farmaceutéw w dziedzinie Farmacja Apteczna (Biatystok, 14-15.12.2018 r.)

— Cztonek komisji konkursowej podczas konferencji 13th BIMC Bialystok International Medical
Congress for Young Scientists, Biatystok (2018 r.)
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— Organizacja pracowni mikrobiologicznej w Zaktadzie Farmacji Stosowanej, dzieki wspotpracy
z prof. Adamem Tylickim i dr Magdaleng Czernieckg z Pracowni Cytobiochemii Wydziatu
Biologii Uniwersytetu w Biatymstoku (2018 r.)

— Funkcja Guest Editor numeru specjalnego pt. “New Technology for Prolonged Drug Release”
czasopisma Pharmaceutics (13.12.2021 r. — 20.05.2023 r., Zatgcznik nr 7)

— Funkcja Guest Editor numeru specjalnego pt. “New Technology for Prolonged Drug Release,
2nd Edition" czasopisma Pharmaceutics (od 31.05-2023 r. — do chwili obecnej, Zatqcznik nr 7)

7. PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ | OSIAGNIECIA ZAWODOWE

7.1. Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

W 2004 roku podjetam studia na kierunku Farmacja Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Prace magisterskg zatytutowang
“Wstepne badania fitochemiczne ziela wuczepu zwistego Bidens cernua L. (Asteraceae)”
przeprowadzong pod kierunkiem dr n. farm. Moniki Tomczyk obronitam w czerwcu 2009 roku,
uzyskujgc tytut magistra farmacji. Tematyka pracy dotyczyta wykonania ekstraktéw z ziela uczepu
zwistego Bidens cernua oraz dokonania ich wstepnej analizy fitochemicznej. Przygotowane wyciagi
oceniano pod katem zawartosci zwigzkéw flawonoidowych, saponin, garbnikow, steroli, triterpendéw
oraz alkaloidéw z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) i chromatografii
cienkowarstwowej. W 2010 roku rozpoczetam prace w Zaktadzie Farmacji Stosowanej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku na stanowisku asystenta. Moje zainteresowania i prace badawcze
zwigzane byly z projektowaniem, sporzgdzaniem oraz oceng jakosci wielokompartmentowych postaci
lekéw o wtasciwosciach mukoadhezyjnych. W badaniach naukowych prowadzonych przed uzyskaniem
stopnia doktora skupitam sie na technologii otrzymywania alginianowych mikrosfer metodga suszenia
rozpytowego. W celu zapoznania sie z technikg w ramach wspdtpracy z Katedrg i Zaktadem Farmacji
Stosowanej kierowang przez prof. Matgorzate Sznitowska odbytam krétkoterminowy staz naukowo-
badawczy (2 dni, 2011 r.). W toku badan opracowatam technologie otrzymywania mikroczgstek
zawierajgcych substancje charakteryzujace sie réing rozpuszczalnoscia w wodzie tj. metronidazol,
chlorowodorek ranitydyny i chlorowodorek metforminy. Otrzymane mikroczastki zostaty poddane
szczegdtowej analizie. W zwigzku z tym, ze istniejg doniesienia na temat aktywnosci hipoglikemicznej
alginianu sodu podjetam badania nad wptywem zastosowanego polimeru na dziatanie chlorowodorku
metforminy. Przeprowadzitam badania in vitro obejmujgce oznaczenie wychwytu glukozy przez
komérki Saccharomyces cerevisiae oraz oznaczenie aktywnosci a-amylazy. Wyniki badan potwierdzity
dziatanie synergistyczne alginianu sodu i chlorowodorku metforminy. W zwigzku z tym w kolejny etap
moich badan obejmowat ocene wptywu polimeru na aktywnos¢ hipoglikemiczng chlorowodorku
metforminy w badaniu in vivo z wykorzystaniem zwierzecego modelu cukrzycy typu 2 u szczuréw rasy
Wistars (zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Dos$wiadczerh na Zwierzetach nr 156/2015). Analiza
histopatologiczna narzadéw zwierzat wykazata, ze mikroczastki alginianowe umozliwity zmniejszenie
zmian degeneracyjnych powstatych w wyniku hiperglikemii.

W kolejnym etapie badann otrzymane mikroczastki zostaty przeanalizowane pod katem
technologicznym mozliwosci ich zastosowania jako wypetnienia twardych kapsutek zelatynowych.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze kapsutki zawierajgce mikroczastki z metronidazolem
oraz mikroczastki sieciowane chitozanem zawierajgce chlorowodorek metforminy zapewniaty
przedtuzone uwalnianie substancji leczniczej. Dodatkowo zaobserwowano, ze zaréwno mikrosfery
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jak i kapsutki zawierajgce mikrosfery z chlorowodorkiem ranitydyny nie wykazaty stabilnosci w tescie
przyspieszonego starzenia.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaty opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej.
Prace stanowity rozprawe doktorskg zatytutowang ,Ocena mozliwosci zastosowania mikrosfer
alginianowych jako no$nikdw modelowych substancji leczniczych” przygotowang pod kierunkiem
prof. dr hab. Katarzyny Winnickiej, ktéra umozliwita mi uzyskanie tytutu doktora nauk
farmaceutycznych 29 czerwca 2017 roku.

W obszarze moich zainteresowan, poza przedstawionymi alginianowymi mikrosferami
otrzymywanymi w procesie suszenia rozpytowego znajdowaty sie takze techniki otrzymywania
oraz badania jakosci hydrozeli z dendrymerami, tabletek szybkorozpadajgcych sie w jamie ustnej
(ODT), mikroczastek metakrylanowych z chlorowodorkiem cetyryzyny, chitozanowych mikroczastek
z klotrimazolem sieciowanych za pomocg fosforanu glicerolu.

Szereg przeprowadzonych przeze mnie badani stanowito temat projektdw naukowych
finansowanych z subwencji Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, w ktérych petnitam funkcje
kierownika lub wspdétwykonawcy projektu. W latach 2013-2014 petnitam funkcje wspétwykonawcy
projektu ,Opracowanie innowacyjnego preparatu o wiasciwosciach obnizania indeksu glikemicznego
spozywanych positkdw” w ramach programu InnoTech w Sciezce programowej IN-TECH,
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (INNOTECH-K2/IN2/25/182039/NCBR/13,
kierownik projektu prof. Adam Jacek Kretowski, Zafgcznik nr 7). Méj udziat w projekcie polegat na
przeprowadzeniu badan technologicznych wyciggdw z fasoli, zielonej kawy, morwy biatej, inuliny,
glukomannanu i tylakoidéw szpinaku.

7.2. Przebieg pracy po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam prace w Zaktadzie Farmacji Stosowanej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, a w 2021 roku objetam stanowisko adiunkta badawczo-
dydaktycznego. Zainteresowanie tematykg nowoczesnych  nosnikdéw  farmaceutycznych
oraz wykorzystaniem zwigzkéw polimerowych w projektowaniu postaci lekéw stato sie przedmiotem
kolejnych projektéw badawczych, zaréwno naukowych finansowanych z subwencji Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku, jak i dziatania naukowego w ramach konkursu Miniatura 2
organizowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,Perspektywy wykorzystania alginianu sodu
i jego oligosacharydow do otrzymywania mukoadhezyjnych lamelek z posakonazolem do podania
dopoliczkowego” (DEC-2018/02/X/NZ7/02622, budzet dziatania 50 000 zt), w ktérych petnitam funkcje
kierownika (Zatgcznik nr 7).

Podjetam prace dotyczace projektowania nowoczesnych postaci farmaceutycznych opartych
na wykorzystaniu naturalnych polimeréw polisacharydowych — alginianu sodu i fukoidanu
oraz ich modyfikacji za pomoca technik sieciowania (za pomocg CaCl,, CaCOs, zamrazania i rozmrazania
oraz tworzenia komplekséw polielektrolitowych) oraz tgczenia z innymi polimerami pochodzenia
naturalnego (zelatyna, chitozan, pektyna, oligosacharydy alginianowe). Na podstawie szeregu badan
wstepnych opracowatam technologie otrzymywania:

— mikroczastek (alginianowo-zelatynowych z lulikonazolem, fukoidanowo-zelatynowych
z posakonazolem oraz alginianowych sieciowanych za pomoca CaCl, zawierajacych
chlorowodorek metforminy

— hydrozeli (alginianowych z cynarozydem oraz hydro- i kriozeli alginianowo-chitozanowych
sieciowanych technikg tzw. freeze-thaw z posakonazolem)
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— lamelek podpoliczkowych (alginianowo-oligosacharydowych z posakonazolem sieciowanych
technikg tzw. freeze-thaw, alginianowo-pektynowych z posakonazolem sieciowanych
za pomocg CaCO0s)

Otrzymane postacie lekdw poddatam analizie farmaceutycznej. Badania prowadzitam gtdwnie
w Zakfadzie Farmacji Stosowanej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Podejmowatam
wspotprace naukowq z pracownikami jednostek Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (Zaktad
Histologii i Cytofizjologii, Zaktad Farmakognozji, Zaktad Chemii Lekdéw, Zaktad Bromatologii, Zaktad
Chemii Organicznej oraz Zaktad Analizy i Bioanalizy Lekéw). Badania w zakresie analizy mikroskopowej
oraz analizy fizykochemicznych przeprowadzitam we wspdtpracy z pracownikami Wydziatu Chemii
Uniwersytetu w Biatymstoku. Podczas krétkoterminowego pobytu naukowo-szkoleniowego
w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej kierowanej przez prof. Matgorzate Sznitowska dokonatam
analizy mikroskopowej filméw alginianowo-pektynowych za pomocg skaningowego mikroskopu
elektronowego oraz przeprowadzitam ocene ich wtasciwosci mechanicznych.

Istotnym elementem badan byfa ocena wptywu zastosowanych polimeréw na aktywnos¢
biologiczng substancji leczniczych. Dzieki wspétpracy z prof. Adamem Tylickim i dr Magdaleng
Czerniecka z Pracowni Cytobiochemii Wydziatu Biologii Uniwersytetu w Biatymstoku rozszerzytam swaj
warsztat badawczy o analize mikrobiologiczng obejmujacg ocene aktywnosci przeciwgrzybiczej
metoda dyfuzyjng. Nabyte umiejetnosci pozwolity mi na przeprowadzenie badan wptywu alginianu
sodu oraz wprowadzonych modyfikacji w opracowanych przeze mnie postaciach na aktywnos¢
przeciwgrzybiczg posakonazolu i lulikonazolu wobec gatunkéw Candida albicans, Candida krusei
i Candida parapsilosis.

W zwigzku z istniejgcymi doniesieniami na temat dziatania przeciwzapalnego
i przeciwalergicznego alginianu sodu dokonatam oceny wptywu polimeru na aktywnos¢ flawonoidowe;j
pochodnej luteoliny (wyizolowanej i zbadanej we wspédtpracy z dr hab. Michatem Tomczykiem
z Zaktadu Farmakognozji i dr Monikg Tomczyk z Zaktadu Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku). Przeprowadzone badania in vivo z wykorzystaniem myszy oraz przeprowadzona
analiza histopatologiczna i immunochemiczna przeprowadzona we wspétpracy z prof. Ireng Kasacka
z Zaktadu Histologii i Cytofizjologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wykazaty, ze alginian sodu
wywiera korzystny efekt przeciwzapalny.

W wyniku przeprowadzenia szeregu doswiadczen z zakresu technologii farmaceutycznej
poszerzytam wiedze na temat roli alginianu sodu i fukoidanu jako przedstawicieli naturalnych
polimeréw polisacharydowych w projektowaniu nowoczesnych postaci leku. Planowanie badan
oraz ocena danych umozliwity pogtebienie moich umiejetnosci w zakresie analizy jakosciowej
otrzymanych formulacji. Otrzymane wyniki badan zawartam w 7 powigzanych tematycznie
publikacjach, ktére stanowig podstawe do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

Zainteresowania dotyczgce wtasciwosci mukoadhezyjnych polimeréw oraz ich analiza
z wykorzystaniem zwierzecego modelu btony $luzowej imitujgcego warunki in vivo zaowocowato
wspotpracg z pracownikami Department of Pharmaceutical Technology, University of Zagreb
(Chorwacja). M6j wktad opierat sie na przeprowadzeniu badan mukoadhezji pektynowych
mikroczastek oraz ustaleniu zaleznosci pomiedzy sktadem a ich zdolnoscia do oddziatywania
ze zwierzecym modelem btony $luzowej. Otrzymane wyniki umozliwity sprofilowanie rdznic
we wiasciwosciach mukoadhezyjnych pomiedzy formulacjami, co okazato sie pomocne w wyborze
nosnika o najbardziej pozgdanych cechach aplikacyjnych.

W zwigzku z tym, ze doznania smakowe stanowig istotng role w przypadku doustnych postaci
leku uczestniczytam w badaniach dotyczgcych zastosowania etylocelulozy jako polimeru maskujgcego
nieprzyjemny smak fumaranu rupatadyny w postaci mikroczastek suszonych rozpytowo. Moje szerokie
doswiadczenie w otrzymywaniu mikrosfer w procesie suszenia rozpytowego pozwolito na otrzymanie
szeregu formulacji, ktore nastepnie poddano analizie farmaceutycznej. Waznym etapem badan
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byta ocena stopnia zamaskowania smaku, ktérg wykonano z wykorzystaniem tzw. ,,sztucznego jezyka”
we wspotpracy z prof. Patrycjg Ciosek-Skibinskg z Katedry Biotechnologii Medycznej Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej.

Umiejetnosci w zakresie badan mikrobiologicznych dotyczacych oceny aktywnosci
przeciwgrzybiczej sprawity, ze w obszarze moich badan znalazty sie takze zele z metronidazolem
do stosowania w jamie ustnej oraz oleozele i bizele z ketokonazolem wykonane przez dr Magdalene
Wréblewska z Zaktadu Farmacji Stosowanej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Efektem wspdtpracy miedzyuczelnianej byt méj udziat w warsztatach oraz prezentacja wyktadu
“Role of rheological and bioadhesion tests in the development of cosmetic products” w ramach
projektu Erasmus+ Blended Intensive Programme ,,Creating safe cosmetic products” organizowanego
przez Department of Drug Technology and Social Pharmacy (Lithuanian University of Health Sciences)
kierowanego przez prof. Jurge Bernatoniene (w 2022 i w 2023 roku). W ramach nawigzanej wspotpracy
podczas 30-dniowego pobytu w czerwcu 2023 roku podjetam badania dotyczace otrzymywania
alginianowych mikrokapsutek z posakonazolem na drodze ekstruzji. Podczas stazu poszerzytam
rowniez umiejetnosci w zakresie suszenia rozpytowego ekstraktow roslinnych. Dodatkowo nawigzana
podczas pobytu wspdtpraca zostata poszerzona o wspdlne badania dotyczace alginianowych filmoéw
podpoliczkowych oraz mini tabletek.

W zwigzku z realizacjg moich badan naukowych oraz zainteresowan zawodowych odbytam
krétkoterminowy pobyt w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (5 dni w 2022 r.), w jednostce badawczo-rozwojowej (Onkologiczna Grupa Badawcza
Celon Pharma S.A., 5 dni w 2022 r.) oraz pobyt 30 dniowy w Department of Drug Technology and Social
Pharmacy (Lithuanian University of Health Sciences, Kowno, Litwa, 30 dni w 2023 r., Zatgcznik nr 7).

Przedstawiony dorobek naukowy obejmuje:

— 27 publikacji naukowych w czasopismach z listy filadelfijskiej (w tym prace pogladowe)
o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania Impact Factor wg listy Journal Citation Reports
IF = 76,488 (punktacja zgodna z IF obowigzujgcym w danym roku opublikowania)
oraz punktacjg MEIN = 1862 (punktacja MEIN zgodna z obowigzujgcym w danym roku/okresie
wykazem ministerialnym czasopism)

— 11 publikacji popularyzujgcych nauki farmaceutyczne,
— 27 wystgpien konferencyjnych, w tym 8 na konferencjach miedzynarodowych,

— 4 wystgpienia na wyktadach na zaproszenie.

7.3. Doskonalenie zawodowe

— Specjalizacja z farmacji aptecznej (2015 r., Zatgcznik nr 7)

— Kursy i szkolenia w ramach szkolenia ciggtego farmaceutéw zgodnie z aktualnym
rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia z 20 lutego 2018 r. (od 2010 r. do chwili obecnej)

7.4. Doskonalenie naukowe

— ViXLetnia Szkota Technologii Farmaceutycznej organizowana przez Katedre i Zaktad Farmacji
Stosowanej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Gdansk (2011 r., 2017 r.)
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Szkolenie dla oséb odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen na zwierzetach
oraz za ich przeprowadzenie, szkolenie dla oséb wykonujgcych procedury na zwierzetach,
szkolenie dla oséb usmiercajgcych zwierzeta wykorzystywane w procedurach, Biatystok
(13-17.07.2015 r.)

Seminarium chromatograficzne, Merck, Warszawa (2016 r.)

Seminarium i warsztaty poswiecone skaningowym mikroskopom elektronowym firmy
Phenom World Firma PIK Instruments, Biatystok (2016 r.)

Seminarium na temat badania uwalniania substancji czynnej z réznych form lekdw metodami
farmakopealnymi USP 1,2,3,4,5,6,7, Warszawa (2016 r.)

Seminarium ,Innowacje techniczne i aplikacyjne w analizie chemicznej: najnowsze
rozwigzania i zastosowania spektroskopii oraz chromatografii” organizowane przez firme
SHIM-POL A.M. Borzymowski oraz Wydziat Biologiczno-Chemiczny Uniwersytetu
w Biatymstoku (2017 r.)

Warsztaty: ,Réznice pomiedzy utrzymywaniem zwierzat w klatkach konwencjonalnych
i systemach klatek IVC, urzadzenia do anestezji i uSmiercania zwierzat laboratoryjnych,
przeprowadzenie badan w klatkach metabolicznych systemy do badan telemetrycznych dla
matych i duzych zwierzat”, Anima Vivari, Biatystok (2017 r.)

Udziat w programie szkoleniowym dla lekarzy i farmaceutdw dotyczacym najnowszych
trenddw w recepturze aptecznej organizowanym w ramach Akademii Fagronu — facznie 36
webinaréw (2021-2023 r.)

Uczestnictwo w wyktadach online Pharmaceutical Technology: ,Ensuring stability excellence
for global consumer and OTC products”, “Small molecule testing — regulatory expectations,
risk assessment and analytical strategies” i “Scale up considerations for dry powder inhaler

manufacturing by spray drying” (2023 r.)

Uczestnictwo w serii wyktadéw online ,,Amorphous Solid Dispersions by Spray Drying”
organizowanych przez Pharmaceutical Technology dotyczacych procesu suszenia
rozpytowego obejmujacych trzy webinary: , Evaluating the best formulations for amorphous

solid dispersions by spray drying”, “ASDs by spray drying: process development & scale-up”,
“Commercial reality and lifecycle management of ASD” (2023 r.)

Uczestnictwo w webinarze organizowanym przez Hanson Research: ,In vitro permeation
as a development tool for transdermal and topical patches” (2023 r.)

Uczestnictwo w Sympozjum online organizowanym przez platforme Pharmaceutical
Technology ,Emerging Trends in the Pharma Industry: Drug Development, Sustainability,
and Digitalization” (27-29.06.2023 r.)

Wykonanie recenzji manuskryptow do czasopism:

Acta Poloniae Pharmaceutica Drug Research — 23 recenzje (w latach 2017-2023)
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Czasopisma z wydawnictwa MDPI: Materials, Polymers, Pharmaceutics, Processes, Foods,
Clean Technologies, Plants, ChemEngineering, Biomolecules, Marine Drugs, International
Journal of Molecular Sciences, Cancers, Nanomaterials, Molecules, Processes, Journal
of Functional Biomaterials, Micromachines, Clean Technologies, Applied Sciences — 53 recenzje
(w latach 2018-2023)

Journal of Drug Delivery Science and Technology — 5 recenzji (w latach 2019-2023)
Journal of Biomolecular Structure & Dynamics Molecules — 1 recenzja (2022 r.)
Pharmaceutical Development and Technology — 4 recenzje (w latach 2022-2023)
Journal of Chemistry — 2 recenzje (2021 r.)

Carbohydrate — 1 recenzja (2021 r.)

7.5. Doskonalenie dydaktyczne

— Warsztaty:

,Zarzadzanie informacjg medyczng — zasady dobrych praktyk” w ramach projektu: ,Rozwdj
kompetencji dydaktycznych pracownikdw Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku” Uniwersytet Medyczny
w Biatymstoku (25 godzin dydaktycznych, 22-24.06.2018 r.)

,Zarzadzanie informacjg o pacjencie oraz informacjg kierowang do pacjenta” warsztaty
organizowane przez Zaktad Farmacji Spotecznej Uniwersytetu Jagielloriskiego w ramach
projektu: ,Rozwdj kompetencji dydaktycznych pracownikéw Wydziatu Farmaceutycznego
z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku”,
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku (50 godzin dydaktycznych, 20-22 oraz 27-29.04.2018 r.)

— Szkolenia:

Kurs pedagogiki i dydaktyki zakorczony uzyskaniem certyfikatu organizowany przez Pracownie
Dydaktyki, Studium Filozofii i Psychologii Cztowieka, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
(2012r.)

Kurs: “Jezyk angielski medyczny dla celéw dydaktycznych” na poziomie B2 realizowany
w ramach projektu: ,Wyzsza jakos¢ ksztatcenia kluczem do rozwoju Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku” Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku (2012 — 2013)

»Implementacja metody design thinking w procesie rozwigzywania probleméw metodycznych
w analizie chemicznej wykorzystujgcej chromatografie cieczowg (HPLC)”, Uniwersytet
Medyczny w Biatymstoku (2018 r.)

,Wykorzystanie metody design thinking w dydaktyce” szkolenie w ramach projektu: ,Rozwdj
kompetencji dydaktycznych pracownikéw Wydziatu Farmaceutycznego
z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku”
(10-11.04.2018r.)
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64-godzinny kurs certyfikujacy eksperckiego szkolenia z tutoringu realizowanego w ramach
projektu ,,Program zintegrowanego rozwoju jakosci ksztatcenia na Uniwersytecie Medycznym
w Biatymstoku” przeprowadzonego przez Szkote Tutoréw Akademickich Collegium
Wratislaviense (13.09-23.09.2021r.)

Szkolenie , Techniki prezentacji i wystgpien publicznych a innowacyjna dydaktyka” realizowane
w ramach projektu ,,Program zintegrowanego rozwoju jakosci ksztatcenia na Uniwersytecie
Medycznym w  Biatymstoku” przeprowadzone przez Collegium  Woratislaviense
(21-22.06.2021r.)

Szkolenie ,,Nowoczesne metody dydaktyczne” realizowane w ramach projektu ,, Doskonatosé
dydaktyczna uczelni” 16 godzin dydaktycznych, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
(3-4.07.2023 r.)

7.6. Nagrody i wyréznienia

— Il Nagroda w V edycji konkursu Lider Nauk Farmaceutycznych organizowanego przez Gazete
Farmaceutyczng pod patronatem firmy Gedeon Richter (konkurs na najlepsze prace doktorskie
w dziedzinie nauk farmaceutycznych, 2018 r., Zatgcznik nr 7)

— 8 nagrdd Rektora Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku za osiggniecia naukowe:
1 Nagroda I° (za osiggniecia naukowe w 2019 roku)
5 Nagrdd II° (za osiggniecia naukowe w 2015, 2016, 2017, 2018 i 2020 roku)
2 Nagrody I11° (za osiggniecia naukowe w 2011 i 2021 roku)

— | miejsce w konkursie za najlepszy plakat pt. “Otrzymywanie alginianowych mikrokapsutek
Z metronidazolem metodq suszenia rozpytowego” podczas konferencji “Nowoczesne techniki
badawcze w ocenie jakosci produktéw leczniczych”, Lublin (2012 r.)

— | miejsce w konkursie za najlepszy plakat pt. “Quality evaluation of microparticles
with cetirizine dihydrochloride obtained by the spray drying technique” podczas konferencji
“Pharmacy Today and Tomorrow — Theory and Practice”, Lublin (2015 r.)
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