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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna o wtasciwosciach mukoadhezyjnych
oraz jej zastosowanie w tagodzeniu przebiegu oraz leczeniu choréb jamy ustne;j.

Schorzenia stomatologiczne, do ktérych nalezg choroby zebdw, dzigset i btony sluzowej, to po-
wszechny problem spoteczny z ktérym zmagajg sie zaréwno osoby doroste, jak i dzieci. Tkanki jamy
ustnej, w szczegolnosci btona Sluzowa i dzigsta, sg delikatne i narazone na urazy mechaniczne. Dodat-
kowo, staty kontakt jamy ustnej z drobnoustrojami ze srodowiska zewnetrznego zwieksza prawdopodo-
bienstwo wystgpienia uszkodzen i rozwoju stanu zapalnego.

Powszechnym schorzeniem dotykajgcym pacjentéow w kazdym wieku jest zapalenie btony $luzo-
wej jamy ustnej. Zmiany w zaleznosci od przyczyny mogg przybieraé r6znorodny wyglad: od zaczerwie-
nienia z obrzekiem po rozlegte nadzerki i owrzodzenia obejmujgce niekiedy niemal catg powierzchnie
btony $luzowej. Dolegliwosci pojawiajg sie w nastepstwie choréb ogdlnoustrojowych (m.in. cukrzycy),
stanéw obnizonej odpornosci (np. u pacjentdw onkologicznych), przewlektej farmakoterapii (np. gliko-
kortykosteroidami) czy urazéw (m.in. w przebiegu leczenia ortodontycznego, po zabiegu chirurgicznym).
W nastepstwie uszkodzen btona Sluzowa traci funkcje bariery ochronnej co sprzyja rozwojowi infekciji
o podtozu wirusowym, bakteryjnym lub grzybiczym.

Ucigzliwym i nawracajgcym schorzeniem sg kandydozy jamy ustnej wywotane grzybami droz-
dzopodobnymi (Candida sp.), ktére tatwo i szybko rozwijajg sie na powierzchni btony lub w prze-
strzeniach miedzy ptytka protezy a sluzéwkg. Na rozwdj choroby podatne sg zwtaszcza dzieci oraz
osoby z obnizong odpornosciag. Leczenie kandydozy rozpoczyna sie zazwyczaj od miejscowo sto-
sowanych preparatéw o wtasciwosciach przeciwgrzybiczych. Brak poprawy lub nawracajgce infek-
cje sg podstawg do wdrozenia leczenia ogdlnego. Klotrimazol (CLO) nalezy do pochodnych imida-
zolu o aktywnosci przeciwgrzybiczej. Jest to najczesciej stosowana substancja aktywna w przy-
padku terapii kandydoz skoéry i bton $luzowych jamy ustnej i pochwy (Neil J. Khatter; Moien AB
Khan. Clotrimazole. StatPearls 2022). Dostepne na polskim rynku farmaceutycznym produkty
z substancjami przeciwgrzybiczymi przyjmujg postaé¢ kremow, past, zeli, ptyndéw do ptukania oraz
nieprzyjaznych dla pacjentéw zawiesin o gorzkim smaku do pedzlowania zmian chorobowych.
W wielu wypadkach sg to preparaty przeznaczone do zastosowania na skére co powoduje, ze cha-
rakteryzujg sie niskg zdolnoscig przylegania do btony lub w ogdle sg tej zdolnosci pozbawione.
W efekcie zbyt szybko sptywajg z powierzchni sluzéwki nie bedgc w stanie utrzymac leku w miejscu
aplikacji, co negatywnie wptywa na skutecznos$c¢ terapeutyczng i dodatkowo obniza komfort stoso-
wania leku przez pacjenta.

Na europejskim rynku farmaceutycznym znajdujg sie jedynie preparaty z CLO przeznaczone
do stosowania jedynie na skére oraz dopochwowo. Na rynku swiatowym dostepny jest natomiast
CLO w postaci pastylek do ssania (Clotrimazole troches, 10 mg, https://www.drugs.com/pro/clotri-
mazole-lozenge.html).

Szczegolnym problemem sg stany przednowotworowe, ktérych etiologia w wiekszosci jest
nieznana. Jednym z najczesciej wystepujacych przewlektych schorzeh sluzéwkowo-skornych jest
liszaj ptaski. Szacunkowo choroba ta dotyka okoto 2—-3% spoteczenstwa, a brak uchwytnej przy-
czyny powstawania choroby sprawia, ze leczenie jest tylko objawowe, a wiec niewystarczajgco
skuteczne. Zmianom towarzyszy przewlekty bol i pieczenie utrudniajgce codzienne funkcjonowanie.
Dostepne metody leczenia: chirurgiczne usuniecie zmiany lub miejscowa i ogolna kortykosteroido-
terapia dajg tylko tymczasowg poprawe. W krotkim czasie po chirurgicznym usunieciu zmiany czy
odstawieniu leczenia farmakologicznego obserwowane sg nawroty choroby. Diugotrwata kortyko-
steroidoterapia obarczona jest ponadto ryzykiem wystgpienia wielu skutkow niepozgdanych m.in.
ze strony przewodu pokarmowego czy uktadu krgzenia.

Alternatywe dla wyzej wymienionych metod stanowi terapia fotodynamiczna (ang. photody-
namic therapy, PDT), ktéra polega na selektywnym niszczeniu tkanek zmienionych chorobowo pod
wptywem substancji fotouczulajgcej oraz promieniowania o odpowiedniej dtugosci fali. Jedynymi
dostepnymi fotouczulaczami sg kwas delta-aminolewulinowy (ALA) w postaci chlorowodorku oraz
jego ester metylowy. Obie substancje to proleki o dziataniu cytotoksycznym i immunomodulujgcym,
ktére w organizmie przeksztatcajg sie do wlasciwego uczulacza protoporfiryny IX. Zaletg ALA jest
fakt, ze po podaniu miejscowym gromadzi sie w btonie $luzowej, a nie w btonie podsluzowej czy
miesniowej, co w efekcie zwieksza szanse na selektywne niszczenie komoérek bez wptywu na struk-
tury podporowe tkanek.
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W ostatnich latach podejmowano proby wykorzystania PDT w leczeniu zmian przednowotworo-
wych jamy ustnej. Przykladowo, w badaniach przeprowadzonych w Zaktadzie Choréb Przyzebia i Btony
Sluzowej Jamy Ustnej UMB zaobserwowano istotng remisje objawoéw klinicznych liszaja ptaskiego przy
niskim ryzyku nawrotu choroby nawet po 12 miesigcach od zakonczenia leczenia (Sulewska M. i wsp.,
2017). Pomimo korzysci wynikajgcych z zastosowania substancji fotouczulajgcej, w badaniach tych ob-
serwowano ograniczenia zwigzane z samg postacig leku (stosowano lipofilowg baze dla ALA), tj. trud-
noscig w aplikacji leku i problemami z utrzymaniem na powierzchni btony Sluzowej.

Nalezy wiec podkresli¢, Ze na rynku brakuje preparatéw z substancjami fotouczulajgcymi prze-
znaczonych do zastosowania na btony $luzowe, stgd w praktyce konieczne staje sie uzycie produktéw
z substancjami fotouczulajgcymi przeznaczonych do zastosowania na skoére (preparaty Ameluz (Bio-
fronterra) oraz Metvix (PhotoCure) niedostepne w Polsce). Problem ten wynika gtéwnie z braku odpo-
wiednich nosnikéw wykazujgcych dobre wtasciwosci mukoadhezyjne.

W stanie techniki istniejg rozwigzania dotyczace samych noénikéw jak rowniez ich potgczen
z substancjg aktywna.

W ostatnich latach na rynku farmaceutycznym pojawity sie mukoadhezyjne preparaty pozbawione
substancji aktywnych, przeznaczone do pielegnacji btony $luzowej jamy ustnej, tj. ptyn MuGard
(https://www.rxlist.com/mugard-drug.htm) oraz zel zawierajgcy ekstrakty roslinne Mucosit
(https://www.herbapol.poznan.pl/pl/produkty/mucosit). W sktadzie preparatéw znajduje sie karbomer —
syntetyczny polimer kwasu akrylowego o potwierdzonej zdolnosci oddziatywania z btong sluzowg in vivo
odpowiedzialny za dziatanie ostaniajgce oraz wspomagajgce regeneracje btony sluzowej. Karbomer
wystepuje w wielu odmianach o zmiennych cechach fizykochemicznych. Ze wzgledu na jego wrazliwo$é
na zmiany pH oraz wysokie prawdopodobienstwo wystgpienia niekorzystnych interakcji z substancjami
aktywnymi, trudno jest otrzymacé trwaty preparat o pozgdanych cechach biofarmaceutycznych i jako-
Sciowych.

Ponadto w zgtoszeniu WO 2020/248232 ujawniono kompozycje do zastosowan wewnagtrz jamy
ustnej zawierajgcg kwas hialuronowy i kombinacje polimerow, wsrdéd ktérych wymieniono réwniez natu-
ralne gumy w tym takie jak tragakantowa i ksantanowa, przy czym jako korzystng wskazano gume
ksantanowg. Taka kompozycja w szczegoélnosci zapewnia formulacje bez sptukiwania o dobrej rozsma-
rowywalnosci, co moze byé pomocne dla poprawy leczenia ran dzigset.

W publikacji Prezotti i wsp., 2019 ujawniono mukoadhezyjne powtoki o potencjalnym zastosowa-
niu jako system dostarczania leku do jamy ustnej zawierajgce potgczenie gumy gellan i pektyny z do-
datkiem glicerolu jako plastyfikatora. Ujawnione w publikacji powtoki majg grubos¢ zawierajgcg sie
w przedziale 18-30 um, sg przezroczyste, elastyczne i homogenne. Ponadto wykazano, ze wysoka
zawartos¢ gumy gellan poprawiata odpornos¢ mechaniczng i mukoadhezje powtok. Ponadto zbadano
réwniez tempo uwalniania leku, ktérym w tym przypadku byta kurkumina wykazujgca miedzy innymi
wlasciwosci przeciwzapalne.

W publikacji Potas i wsp., 2020 ujawniono kompleksy polielektrolitowe gumy tragakantowe;j i chi-
tozanu oraz ich potencjalne zastosowanie w hydrozelach dodatkowo wzbogaconych o gume ksanta-
nowg przeznaczonych do zastosowania w preparatach na btone sluzowg jamy ustnej. Preparaty hydro-
zelowe zawieraty ponadto odpowiednig ilos¢ glikolu propylenowego i wody oraz kwasu octowego, kto-
rych obecnos¢ wynikata ze sposobu przygotowania poszczegdlnych komponentow polimerowych. Pre-
paraty te nie byly testowane pod katem uwalniania lekow a jedynie pod kgtem mukoadhezyjnosci
i pecznienia.

Mimo duzej réznorodnosci polimerow stosowanych w nosnikach wcigz nie sg dostepne takie
kombinacje, ktore wykazywatyby dobrg mukoadhezyjnosc¢, biozgodnosé, a jednoczesnie byty kompaty-
bilne z substancjami aktywnymi przeznaczonymi do leczenia chordb dzigset a co za tym idzie pozwala-
tyby na uzyskanie preparatéw zapewniajgcych odpowiednie uwalnianie lekéw oraz wykazujgcych od-
powiednie przyleganie do btony sluzowej, co z kolei przektadatoby sie na skutecznos¢ preparatéw od-
powiednio w tagodzeniu przebiegu oraz leczeniu chordb jamy ustne;.

Celem wynalazku bylo opracowanie kompozycji farmaceutycznej o dobrej mukoadhezyjnosci,
wysokiej biozgodnosci i kompatybilnosci z substancjami aktywnymi farmaceutycznie oraz takiej, ktéra
taczgc sie z substancjg aktywng nie tracitaby swoich korzystnych wtasciwosci i wspomagataby dziatanie
substancji aktywnej. Celem wynalazku byto rowniez opracowanie kompozyc;ji, ktére nadawatyby sie do
zastosowania w tagodzeniu przebiegu oraz leczeniu choréb jamy ustne;.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna o wtasciwosciach mukoadhezyjnych
zawierajgca amfoteryczny promotor wchtaniania wybrany z grupy obejmujacej zelatyne i lecytyne, olej
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roslinny, srodki konserwujgce, humektant wybrany z grupy obejmujgcej glikol propylenowy, glicerol, gli-
kol polietylenowy i ich kombinacje, wode oraz co najmniej jedng naturalng gume wybrang z grupy obej-
mujgcej gume gellan, tragakante, gume ksantanowg oraz ich kombinacje charakteryzujgca sie tym, ze
zawartos¢ gumy naturalnej zawiera sie w przedziale od 2 do 8% w/w a stosunek amfoterycznego pro-
motora wchianiania: oleju roslinnego: srodkéw konserwujgcych: humektanta wyrazony w % w/w zawiera
sie w przedziatach 0,3 do 0,7: 1,7 do 2,3: 0,1 do 0,3: 3 do 7; przy czym zawartos¢ wody stanowi uzu-
petnienie do 100% w/w.

Korzystnie amfoteryczny promotor wchianiania oznacza lecytyne.

Korzystnie humektant oznacza glikol propylenowy.

Korzystnie olej roslinny jest wybrany z grupy obejmujacej olej rycynowy, arachidowy, bawetniany,
krokoszowy, Iniany, migdatowy, rzepakowy, sezamowy, sojowy, stonecznikowy, wiesiotkowy, z kietkow
pszenicy, z ogorecznika lekarskiego, z oliwek i ich kombinacje.

Korzystniej olej roslinny oznacza olej rycynowy.

Korzystnie srodki konserwujgce sg wybrane z grupy obejmujgcej wersenian disodowy, benzo-
esan sodu, kwas benzoesowy, kwas sorbowy, sorbinian potasu, chlorek benzalkonium i ich kombina-
cje.

Korzystniej srodki konserwujgce oznaczajg kombinacje wersenianu disodowego i benzoesanu
sodu w stosunku 1:1.

Korzystnie guma gellan oznacza forme wysoko acylowana.

Korzystnie lepkosé tragakanty mierzona dla roztworu o stezeniu 1% wynosi 150 do 250 cPas
w temperaturze 25°C + 1°C.

Korzystnie lepko$¢ gumy ksantanowej mierzona dla roztworu o stezeniu 1% wynosi 1450 do 1550
cPas w temperaturze 25°C + 1°C.

Korzystnie naturalna guma oznacza tragakante w ilosci zawierajgcej sie w przedziale 3 do
7% wiw.

Korzystnie naturalna guma oznacza kombinacje tragakanty z guma ksantanowg w ilosciach wy-
razonych w % w/w odpowiednio zawierajgcych sie w przedziatach dla tragakanty od 3 do 7% w/w, a dla
gumy ksantanowej od 0,3 do 1,2% wi/w.

Korzystnie naturalna guma oznacza kombinacje gumy ksantanowej z gumg gellan w ilosciach
wyrazonych w % w/w odpowiednio zawierajgcych sie w przedziatach dla gumy ksantanowej od 1,7 do
2,3% w/w a dla gumy gellan 0,5 do 1% w/w.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna o wtasciwosciach mukoadhezyjnych
zawierajgca amfoteryczny promotor wchianiania wybrany z grupy obejmujgcej zelatyne i lecytyne, olej
roslinny, srodki konserwujgce, humektant wybrany z grupy obejmujacej glikol propylenowy, glicerol,
glikol polietylenowy i ich kombinacje, wode oraz co najmniej jedng naturalng gume wybrang z grupy
obejmujgcej gume gellan, tragakante, gume ksantanowg oraz ich kombinacje charakteryzujgca sie
tym, ze zawarto$¢ gumy naturalnej zawiera sie w przedziale od 2 do 8% w/w a stosunek amfoterycz-
nego promotora wchfaniania: oleju roslinnego: srodkéw konserwujgcych: humektanta wyrazony w %
w/w zawiera sie w przedziatach 0,3 do 0,7: 1,7 do 2,3: 0,1 do 0,3: 3 do 7 i zawiera substancje aktywng
farmaceutycznie przeznaczong do leczenia chordb jamy ustnej wybrang z grupy obejmujgcej sub-
stancje przeciwgrzybicze i substancje fotouczulajgce przy czym substancja aktywna jest obecna
w ilosci zawierajgcej sie w przedziale 0,3 do 7% w/w, przy czym zawarto$¢ wody stanowi uzupetnienie
do 100% wi/w.

Korzystnie substancja przeciwgrzybicza oznacza klotrimazol obecny w ilosci pomiedzy 0,3
a 1,2% wiw.

Korzystniej substancja fotouczulajgca jest wybrana z grupy obejmujgcej kwas delta-aminolewuli-
nowy w postaci chlorowodorku oraz jego ester metylowy w ilosci pomiedzy 3 a 7% w/w, najkorzystniej
kwas delta-aminolewulinowy w postaci chlorowodorku.

Korzystnie kompozycje wedtug wynalazku majg postac zelu, korzystniej emulzelu.

Korzystnie kompozycje wedtug wynalazku zawierajg dodatkowo ptynny aromat wybrany z grupy
obejmujgcej aromat wisniowy i mietowy w ilosci 0,04% w/w.

Przedmiot wynalazku stanowig ponadto kompozycje wedtug wynalazku do zastosowania w tago-
dzeniu przebiegu i leczeniu choréb jamy ustnej.

Korzystnie leczenie choréb jamy ustnej oznacza terapie fotodynamiczna.

Korzystniej choroby jamy ustnej wybrane sg z chordb grzybiczych i stanéw przednowotworowych.

Jeszcze korzystniej stan przednowotworowy oznacza liszaj ptaski btony sluzowej jamy ustne;.
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Jeszcze korzystniej choroba grzybicza oznacza kandydoze jamy ustnej wywotang przez Can-
dida sp.

Kompozycje wedtug wynalazku jak réwniez ich potgczenie z odpowiednim srodkiem aktywnym
farmaceutycznie takim jak klotrimazol i kwas delta-aminolewulinowy nadajg sie do zastosowania odpo-
wiednio w fagodzeniu przebiegu i leczeniu niepowiktanych stanéw chorobowych tkanki nabtonkowe;,
w szczegolnosci btony sluzowej jamy ustnej, jak réwniez wspomagajgco po zabiegach chirurgicznych,
periodentologicznych czy implantologicznych. Wynika to przede wszystkim z faktu, iz kompozycje i ich
potgczenia z substancjami aktywnymi w kontakcie z btong sluzowg tworzg rodzaj ochronnej warstwy
réwnomiernie pokrywajgcej miejsce aplikacji, petnigc tym samym funkcje ostaniajgcg i powlekajgcg. Po-
nadto wykazujg one wysokg zdolno$¢ do oddziatywania z btong $luzowg (wlasciwosci mukoadhezyjne)
umozliwiajgc utrzymanie sie leku w miejscu aplikacji. Oprocz tego zaobserwowano zdolno$¢ do poprawy
wchfaniania leku a tym samym do zwiekszenia jego skuteczno$ci farmakologicznej. Opracowana kom-
pozycja wedtug wynalazku w potgczeniu z substancjg przeciwgrzybiczg taka jak klotrimazol, dzieki zdol-
nosci oddziatywania z btong $luzowg umozliwia dtuzszy czas kontaktu leku z tkankg zmieniong choro-
bowo, a dodatkowo poprzez czesciowe rozpuszczenie klotrimazolu w kompozycji, co w efekcie przy-
czynia sie do poprawy skutecznosci leczenia kandydozy. Z kolei potgczenie kompozycji wedtug wyna-
lazku z ALA stanowi odpowiedz na potrzeby terapeutyczne pacjentdw zmagajgcych sie z przewleklymi
stanami przednowotworowymi w obrebie jamy ustne;j tj. liszajem ptaskim, ktérego standardowe leczenie
— miejscowa kortykosteroidoterapia — nie jest skuteczne a dotychczas stosowane w terapii preparaty
jesli w ogole, byty przeznaczone do terapii innych powierzchni ciata ludzkiego niz btona sluzowa jamy
ustnej, co przektadato sie na ich skutecznos¢, ktéra w przypadku kompozycji wedtug wynalazku zawie-
rajgcej kwas delta-aminolewulinowy byta istotnie lepsza.

Przedmiot wynalazku zostat przedstawiony za pomocg figur rysunku, sposrod ktérych:

Fig. 1 przedstawia wtasciwosci mukoadhezyjne wyrazone jako praca mukoadhezji (Wad) kompo-
zycji wedtug wynalazku B1-B3, kompozycji wedtug wynalazku zawierajgcych dodatkowo kwas delta-
aminolewulinowy w postaci chlorowodorku (F1-F3 (5% ALA)) oraz kompozycji wedtug wynalazku za-
wierajgcych dodatkowo klotrimazol (C1-C3 (1% CLO)) w poréwnaniu do preparatu Anaftin (Srednia
1+ S.D.; n=4); * p< 0,05; ** p< 0,01

Fig. 2 przedstawia wlasciwosci mechaniczne: (a) twardos¢ (ang. Hardness); (b) rozsmarowywal-
nos¢ (ang. Consistency); (¢) spoistos¢ (ang. Cohesiveness) kompozyciji wedtug wynalazku B1-B3, kom-
pozycji wedlug wynalazku zawierajgcych dodatkowo kwas delta-aminolewulinowy w postaci chlorowo-
dorku (F1-F3 (5% ALA)) oraz kompozycji wedlug wynalazku zawierajgcych dodatkowo klotrimazol
(C1-C3 (1% CLO)) w poréwnaniu do preparatu stomatologicznego Anaftin (Srednia £ S.D.; n > 4).

Fig. 3 przedstawia przezywalnos¢ (wyrazong jako % kontroli) modelu btony sluzowej jamy ustne;j
po aplikacji kompozycji (a) wedlug wynalazku (B1-B3) oraz (b) kompozycji wedlug wynalazku zawiera-
jacych 5% (w/w) ALA (F1-F3) (n=3, $rednia + S.D.)

Fig. 4 przedstawia stezenie interleukiny 1beta w medium tkankowym po aplikacji kompozycji (a)
wedtug wynalazku (B1-B3) oraz (b) kompozycji wedtug wynalazku zawierajgcych 5% (w/w) ALA
(F1-F3) (n=3, srednia + S.D.)

Fig. 5 przedstawia obraz mikroskopowy wycinka modelu tkankowego btony sluzowej jamy ustnej
(SkinEthic): (a) po 2 hi (b) po 5 h inkubacji z kompozycjg wedtug wynalazku (B1-B3), kompozycjami
wedtug wynalazku zawierajgcymi 5% (w/w) kwas delta-aminolewulinowy w postaci chlorowodorku
(F1-F3) oraz kontroli NC — wody i PS — laurylosiarczanu sodu. Barwienie hematoksylina-eozyna, po-
wiekszenie x40.

Fig. 6 przedstawia profil uwalniania ALA (wyrazony jako procent dawki leku zamknietej w teflo-
nowej komorze ekstrakcyjnej) w ptynie akceptorowym z kompozycji F1-F3 w poréwnaniu do komercyj-
nego preparatu Ameluz (Referent) (Srednia + SD; n = 3).

Fig. 7 przedstawia: (a) przenikanie ALA do ptynu akceptorowego wyrazone w ug na jednostke
powierzchni zwierzecego modelu btony sluzowej w zaleznosci od zastosowanej kompozycji wedtug wy-
nalazku (B1-B3) w poréwnaniu do komercyjnego preparatu Ameluz (Referent); (b) retencja ALA w btonie
Sluzowej okreslona po 3 h analizy w odniesieniu do preparatu referencyjnego Ameluz (n=5; Srednia
+ S.D).

W toku badan nad opracowaniem kompozycji o wtasciwosciach mukoadhezyjnych badano rézne
kombinacje komponentéw nalezgcych do grupy naturalnych polimeréw pod katem uzyskania jak naj-
lepszych wtasciwosci w kontek$cie zastosowania w leczeniu i zapobieganiu chorobom tkanki nabtonko-
wej, w szczegdblnosci btony Sluzowej jamy ustnej. Kompozycja wedtug wynalazku ma posta¢ emulzelu
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o konsystencji umozliwiajgcej tatwa i szybka aplikacje na powierzchnie tkanki. Obecne w sktadzie sub-
stancje konserwujgce, stabilizujgce oraz promotory wchtaniania to substancje pomocnicze powszechnie
wykorzystywane w preparatach do podawania miejscowego.

Opracowane kompozycje wedtug wynalazku wytwarzane sg prostg i powtarzalng technikg z za-
stosowaniem mieszadta (lub homogenizatora) mechanicznego. Sposob ten testowano w warunkach
laboratoryjnych przy uzyciu mieszadta mechanicznego (np. typu Heidolph czy Ika, lub robota typu un-
guator). Jednorazowo otrzymywano produkt w gramaturze nie przekraczajgcej 200 g. Otrzymanie ho-
mogennej kompozycji o pozgdanej konsystencji wymaga zastosowania odpowiedniej kolejnosci tacze-
nia sktadnikéw.

Kompozycje wedtug wynalazku powstaty na bazie naturalnych polimeréw wielkoczgsteczkowych,
przy czym pochodzenie surowcédw jest dosé istotne, poniewaz w zaleznos$ci od producenta charaktery-
zujg sie one odmiennymi wtasciwosciami, tj. masa czgsteczkowa, stopien czystosci, stopieh acylaciji.
Do badan nad prototypami zostaty uzyte surowce firmy CK Kelco (guma gellan w postaci wysoce acy-
lowanej (ang. High acyl HA) oraz Sigma Aldrich (tragakanta o lepkosci 1% 200115 cPas, guma ksanta-
nowa o lepkosci 1% roztworu 1500+30 cPas). Badanie lepkosci przeprowadzono przy uzyciu wiskozy-
metru rotacyjnego Viscotester 6 Plus ThermoHaake (Thermo Scientific, Niemcy), wyposazonego w rotor
TL 7, w temperaturze 25°C + 1°C. Pomiary wykonywano przy predkosci obrotowej 30—60/min). Zasto-
sowany w przyktadach wykonania kwas delta-aminolewulinowy ma posta¢ chlorowodorku. Dopusz-
czalne jest rowniez zastosowanie estru metylowego kwasu delta-aminolewulinowego.

Przyktad 1

Sposéb wytwarzania kompozycji wedtug wynalazku

Na skale laboratoryjng, kompozycje wykonywane sg metodg homogenizacji z zastosowaniem
mieszadta mechanicznego (np. typu Heidolph czy Ika, lub robota typu unguator). Otrzymanie homogen-
nej kompozycji 0 pozadanej konsystencji wymaga zastosowania odpowiedniej kolejnosci taczenia sktad-
nikow.

W pierwszym etapie sporzadza sie dyspersje tragakanty i gumy ksantanowej (kompozycja B1)
lub wytgcznie tragakanty (kompozycja B2) w wodzie. Zaleca sie stopniowe dodawanie polimeréow
(w postaci proszku) na powierzchnie rozpuszczalnika o temperaturze pokojowej. W przypadku kompo-
zycji B1 oba polimery moga by¢ jednoczesnie, porcjami dyspergowane w wodzie. W osobnych naczy-
niach sporzadza sie roztwor wodny srodkéw konserwujgcych (wersenian disodowy i benzoesan sodu
w stosunku 1:1) oraz roztworu amfoterycznego promotora wchtaniania w tym przypadku lecytyny
w humektancie (tu glikolu propylenowym). Roztwory te kolejno wprowadza sie do dyspersji polimeréw
przy ciggtym mieszaniu. Do tak przygotowanej mieszaniny dodaje sie olej roslinny, ktérym w tym przy-
padku jest olej rycynowy. Dopuszczalne oleje roslinne stosowane w kompozycjach farmaceutycznych
to: rycynowy, arachidowy, bawetniany, krokoszowy, Iniany, migdatowy, rzepakowy, sezamowy, sojowy,
stonecznikowy, wiesiotkowy, z kietkéw pszenicy, z ogérecznika lekarskiego, z oliwek. W kazdym etapie,
czas homogenizacji nosnika zelowego z uzyciem robota recepturowego nie przekracza 4-5 min (przy
szybkosci obrotéw ok. 400-500 rpm). Nalezy przy tym dodac, ze role srodkéw konserwujgcych moga
petni¢ na przyktad wersenian disodowy, benzoesan sodu, kwas benzoesowy, kwas sorbowy, sorbinian
potasu, chlorek benzalkonium, natomiast role humektantow takie substancje jak glikol propylenowy,
glicerol, glikol polietylenowy. Jako amfoteryczny promotor wchtaniania moze poza lecytyng zosta¢ za-
stosowana betaina i jej pochodne oraz zelatyna.

Celem otrzymania kompozycji B3, do catkowitego rozpuszczenia gumy gellan, niezbedne jest
wstepne ogrzanie rozpuszczalnika do temperatury 80°C. Dopiero do gotowej dyspersji gumy gellan
wprowadza sie gume ksantanowg. W osobnych naczyniach sporzgdza sie roztwér wodny srodkow kon-
serwujgcych (wersenian disodowy i benzoesan sodu w stosunku 1:1) oraz roztwor lecytyny w glikolu
propylenowym. Do mieszaniny lecytyny w glikolu etylenowym moze zosta¢ dodany ptynny aromat do-
brany w zalezno$ci od smaku substancji leczniczej taki jak na przyktad wisniowy lub mietowy w ilosci
0,04% w/w. Roztwory te kolejno wprowadza sie do dyspersji polimeréw przy cigglym mieszaniu. Do tak
przygotowanej mieszaniny dodaje sie olej roslinny, ktérym w tym przypadku jest olej rycynowy. W kaz-
dym etapie, czas homogenizacji nosnika zelowego z uzyciem robota recepturowego nie przekracza
4-5 min (przy szybkosci obrotéw ok. 400-500 rpm).

Otrzymang w ten sposob kompozycje tgczy sie nastepnie z substancjg aktywng. Sktad kompozy-
cji wedtug wynalazku zostat przedstawiony w tabeli 1.
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Tabela 1: Sktad kompozycji B1-B3 wedtug wynalazku

Skladnik Stezenie (%, w/w)

B1 B2 B3
Tragakanta 5,0 5,0 -
Guma ksantanowa 1,0 - 2,0
Guma gellan - - 0,7
Lecytyna 0,5
Olej rycynowy uwodorniony 2,0
Benzoesan sodu 0,1
Wersenian disodu 0,1
Glikol propylenowy 5,0
Woda Do 100,0 Do 100,0 Do 100,0

Przyktad 2

Sposob wytwarzania kompozycji wedtug wynalazku zawierajgcych dodatkowo substancje ak-
tywnag w _postaci odpowiednio kwasu delta-aminolewulinoweqo i klotrimazolu

W celu wytworzenia kompozyciji wedlug wynalazku dodatkowo zawierajgcych substancje ak-
tywng, ktdra jest rozpuszczalna w wodzie (tutaj kwas delta-aminolewulinowy w postaci chlorowodorku,
ALA), odwazong substancje aktywng rozciera sie z humektantem, (ij. glikolem propylenowym, zalecana
proporcja ALA do glikolu propylenowego 3:1, w/w), a nastepnie porcjami taczy z odpowiednig kompo-
zycjg wedlug wynalazku B1-B3 uzyskang wedtug sposobu opisanego w przyktadzie 1. Zalecana jest
homogenizacja np. z uzyciem robota typu unguator (czas 3—4 min, szybkos¢ obrotéw 400-500). Kom-
pozycja zawiera¢ moze ponadto aromat wisniowy w ilosci 0,04% (w/w). Koncowe stezenie ALA w kom-
pozycjach F1-F3 wynosi 5% (w/w) — tabela 2.

Tabela 2: Sktad kompozycji F1-F3 wedtug wynalazku zawierajacych 5% (w/w) kwasu delta-aminolewulinowego
w postaci chlorowodorku (ALA) i odpowiednig kompozycje wedtug wynalazku

Skladnik Stezenie (%, w/w)

F1 F2 F3
Kwas delta-aminolewulinowy w postaci 5,0 5,0 5,0
chlorowodorku
Tragakanta (lepko$¢ 1% (w/w) roztworu 5,0 5,0 -
w 25°C - 200 cPas)
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Skladnik Stezenie (%o, w/w)

F1 F2 F3
Guma ksantanowa (lepkos¢ 1% roztworu 1,0 - 2,0
(w/w) w 25°C - 1500 cPas)
Guma gellan (CG-HA) - - 0,7
Lecytyna (mieszanina fosfolipidow, 0,5 0,5 0,5
glownie fosfatydylocholiny z nasion soi)
Olej rycynowy 2,0 2,0 2,0
Wersenian disodowy 0,1 0,1 0,1
Benzoesan sodu 0,1 0,1 0,1
Glikol propylenowy 5,0 5,0 5,0
Woda do 100,0 do 100,0 do 100,0

W przypadku wytworzenia kompozyciji farmaceutycznej wedtug wynalazku zawierajgcej substan-
cje aktywng przyjmujgcg postac krystalicznego proszku, trudno rozpuszczalnego w wodzie (tu z klotri-
mazolem, CLO), substancje aktywng wprowadza sie do roztworu lecytyny w glikolu propylenowym (za-
lecane ogrzewanie do temperatury 50°C). Tak powstalg ptynng zawiesine homogenizuje sie z bazg
zelowg uzyskang wedtug sposobu opisanego w przyktadzie 1, np. z uzyciem robota typu unguator
(4 min, szybkos$¢ obrotéw 400-500). Kompozycja moze zawiera¢ ponadto aromat mietowy w ilosci
0,04% (w/w). Koncowe stezenie CLO w odpowiednich kompozycjach C1-C3 wedtug wynalazku wynosi

odpowiednio 0,51 1% (w/w) — tabela 3.

Tabela 3: Sktad kompozycji C1-C3 wedtug wynalazku zawierajgcych 1% (w/w) klotrimazolu (CLO).

Skladnik Stezenie (%o, w/w)

C1/C1A C2/C2A C3/C3A
Klotrimazol 0,5/1,0 0,5/1,0 0,5/ 1,0
Tragakanta (lepkos¢ 1% (w/w) roztworu 5,0 5,0 -
w 25°C - 200 cPas)
Guma ksantanowa (lepkos¢ 1% roztworu 1,0 - 2,0

(w/w) w 25°C - 1500 cPas)
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Skladnik Stezenie (%o, w/w)

C1/C1A C2/C2A C3/C3A
Guma gellan (CG-HA) - - 0,7
Uwodorniony olej rycynowy 2,0 2,0 2,0
Lecytyna (mieszanina fosfolipidow, 0,5 0,5 0,5

glownie fosfatydylocholiny z nasion soi)

Wersenian disodowy 0,1 0,1 0,1

Benzoesan sodu 0,1 0,1 0,1

Glikol propylenowy 5,0 5,0 5,0

Waoda do 100,0 do 100,0 do 100,0
Przyktad 3

Ocena kompozycji B1-B3 wedtug wynalazku oraz kompozycji wediug wynalazku odpowiednio
F1-F3 i C1-C3 zawierajgcych odpowiednio ALA i CLO pod wzgledem jakosci farmaceutycznej i bezpie-
czenistwa

Kompozycje B1-B3 wedlug wynalazku o sktadzie podanym w tabeli 1 zostaty ocenione pod wzgle-
dem jakosci farmaceutycznej oraz bezpieczenstwa stosowania w warunkach in vitro z wykorzystaniem
modelu tkankowego 3D biony sluzowej jamy ustne;j.

Badanie wtasciwosci mukoadhezyjnych prowadzono przy uzyciu analizatora tekstury TA.XT.Plus
wyposazonego w gtowice tensometryczng 5 kg i przystawke G/Muc (tabela 4).

Kompozycje w ilosci 1 ml naktadano przy uzyciu strzykawki rGwnomiernie na powierzchnie przy-
stawki G/Muc, ktérg nastepnie montowano w ramieniu gtowicy. Swiezo wypreparowang $wiriskg btone
Sluzowg policzka mocowano do termostatowanej ptyty grzewczej klejem cyjanoakrylowym. Nastepnie
na powierzchnie tkanki opuszczano gtowice z przystawkg z predkoscig 0,5 mm/sec. Ustalone do$wiad-
czalnie parametry pracy analizatora tekstury wynosity: sita nacisku gtowicy 0,3 N, czas utrzymywania
sity 60 s, szybkos¢ podnoszenia gtowicy 0,1 mm/s. Pomiar wtasciwosci mukoadhezyjnych opierat sie
na ocenie pracy niezbednej do przerwania kontaktu pomiedzy postacig leku a materiatem biologicznym.

W identyczny sposob przebadano kompozycji wedtug wynalazku zawierajgce odpowiednio ALA
(F1-F3) oraz klotrimazol (C1-C3).

Przeprowadzone testy wykazaly, ze wszystkie kompozycje wedlug wynalazku majagce postac
emulzelu charakteryzujg sie wysokg zdolnoscig przylegania do btony sluzowej, co potwierdzono w wa-
runkach ex vivo metodg tensometryczng z wykorzystaniem zwierzecego modelu bfony sluzowej po-
liczka w poréwnaniu do kontroli — dostepnego na rynku farmaceutycznym preparatu stomatologicznego
Anaftin (fig. 1). Najwyzszymi wartosciami pracy mukoadhezji odznaczata sie kompozycja B1 dla ktorej
odnotowano ok. 40% wyzsze wartosci parametru pracy mukoadhezji w poréwnaniu do preparatu Anaftin
oraz ok. 30% wyzsze w odniesieniu do kompozycji B2 i B3. Obecnos¢ substancji aktywnej nie wplywata
w sposoéb istotny na wtasciwosci mukoadhezyjne kompozycji zawierajgcych substancje aktywne.
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Tabela 4. Warunki badania mukoadhezji oraz parametry pracy analizatora tekstury.

Parametr
Sposob przymocowania Mocowane do klejem cyjanoakrylowym
materialu biologicznego termostatowanej ptyty grzewczej
Sposob przymocowania Na gornym probniku G/Muc
kompozycji/preparatu zabezpieczony kolnierzem mocujacym
llos¢ postaci leku 1,0 ml
Szybkos¢ opuszczania
Y p N 0,5 mm/s
glowicy
Sifa nacisku glowicy” 0,3N
Czas utrzymywania sify" 60s
Szybkos¢ podnoszenia
i 0,1 mm/s
glowicy

Przyktad 4

Analiza wtaSciwoSci mechanicznych kompozyciji wedtug wynalazku oraz kompozycji wedtug wy-
nalazku zawierajgcych substancje aktywne wedtug wynalazku.

Badanie wtasciwosci mechanicznych kompozyciji wedtug wynalazku B1-B3 prowadzono przy po-
mocy analizatora tekstury TA.XT.Plus wyposazonego w przystawke A/BE do ekstruzji wstecznej o sred-
nicy 35 mm. Emulzel (30 g) umieszczano w naczyniu pomiarowym na 2 h przed pomiarem, po czym
opuszczano przystawke z predkoscig 2 mm/s na gtebokosé 10 mm. W analizie wlasciwosci mechanicz-
nych okreslajgcych cechy aplikacyjne kompozycji wedtug wynalazku wykazano réznice pomiedzy po-
szczegoblnymi kompozycjami farmaceutycznymi. Oceniano wplyw sktadu kompozycji na twardosc
(Fig. 2a), rozsmarowywalnosc¢ (Fig. 2b) oraz spoistos¢é kompozycji (Fig. 2¢) — cech majgcych wplyw na
zdolnos¢ pobierania kompozycji z opakowania, rozsmarowywania na powierzchni tkanki oraz przylega-
nia do jej powierzchni.

Kompozycje wedtug wynalazku charakteryzowaty sie poréwnywalnymi wartosciami twardosci
i spoistosci oraz bardziej zwartg konsystencjg (obserwowano niemal trzykrotnie wyzsze wartosci roz-
smarowywalnosci) w odniesieniu do kontroli, dostepnego wyrobu medycznego Anaftin.

Zaobserwowano istotny wptyw obecnosci substancji aktywnej, zwlaszcza w formie zawieszonej
w bazie (CLO) na konsystencje i wtasciwosci aplikacyjne kompozycji oznaczonych numerem C1i C3
vs. odpowiadajgcym im kompozycjom B1 i B3 (Fig. 2).

Wprowadzenie ALA i CLO do kompozycji B1 istotnie zwiekszyto wartosci analizowanych para-
metrow mechanicznych (odnotowano prawie 1,6 oraz 2,5 krotny wzrost wartosci parametru twardosci
odpowiednio dla kompozycji F1i C1 w poréwnaniu do kompozycji B1), w przeciwienstwie do kompozyciji
B3 w ktorej obserwowano ok. 30% zmniejszanie twardosci kompozycji w obecnosci ALA i CLO, jak
rowniez obnizenie parametru rozsmarowywalnosci o ok. 50% po zawieszeniu ALA w tej kompozyc;ji.
W przypadku kompozycji B2 wprowadzenie CLO przyczynito sie do niemal dwukrotnego wzrostu anali-
zowanych parametréw rozsmarowywalnosci i spoistosci, podczas gdy obecnos¢ ALA powodowata ob-
nizenie ich wartosci o ok. 20%.

Przykiad 5

Ocena potencjatu draznigcego
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Ocene potencjatu draznigcego in vitro kompozycji wedtug wynalazku oraz kompozycji wedtug
wynalazku zawierajgcych oprocz kompozycji substancje aktywng — klotrimazol i kwas delta-aminolewu-
linowy przeprowadzono zgodnie z aktualnymi normami prawnymi w zakresie oceny preparatow na skére
i btony $luzowe (OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, In Vitro Skin and Mucosa Irritation:
Reconstructed Human Epidermis Test Method, OECD/OCDE 439, 2015; EN 1SO 10993-10:2013 Bio-
logical evaluation of medical devices — Part 10: Tests for irritation and skin sensitization (ISO 10993-
10:2010)).

Do badah wytypowano kompozycje wedtug wynalazku (B1-B3) oraz kompozycje wediug wyna-
lazku zawierajgce dodatkowo 5% (w/w) ALA (F1-F3), substancje cytotoksyczng (nalezacg do kategorii
ATC LO1XD - leki przeciwnowotworowe i immunomodulujgce, cytostatyki, pozostate leki przeciwnowo-
tworowe wedtug miedzynarodowego systemu anatomiczno-terapeutyczno-chemicznego porzadkuja-
cego leki) o wyzszym potencjale draznigcym w poréwnaniu do CLO (ATC DO1A leki do stosowania
zewnetrznego, pochodne imidazolu i triazolu). Na powierzchnie modelu nabtonka jamy ustnej naktadano
odpowiednig ilos¢ kompozycji i inkubowano w 4 punktach czasowych przez 1, 2, 5i 18 h celem wykre-
Slenia krzywej odpowiedzi na czas kontaktu z kompozycjg farmaceutyczng i wyznaczenia czasu gra-
nicznego, przy ktérym zywotnos¢ komérek zostaje zahamowana w 50% w stosunku do komérek w pro-
bie kontrolnej. Efekt cytotoksyczny badanych kompozycji na zywotnos¢ modelu tkankowego oceniano
za pomocg testu kolorymetrycznego MTT (badanie redukcji soli tetrazoliowej przez dehydrogenaze
bursztynianowg w komdrkach aktywnych metabolicznie). Dodatkowo metodg cytometryczng przy uzyciu
cytometru przeptywowego BD FACSCanto Il z oprogramowaniem FCAP Array v3 software (BD Bio-
scences Systems, USA) okreslono wydzielanie interleukin prozapalnych w medium tkankowym. W tym
celu zastosowano gotowy zestaw Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) a analize przeprowadzono zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta oraz procedurg
opisang w literaturze [Czarnomysy R, Bielawska A., Bielawski K. Effect of 2nd and 3rd generation PA-
MAM dendrimers on proliferation, differentiation, and pro-inflammatory cytokines in human keratinocy-
tes and fibroblasts. Int. J. Nanomedicine 2019, 14: 7123].

Do oceny korelacji miedzy wynikami badan in vitro a efektem in vivo zastosowano model progno-
styczny zgodnie z European Centre for Validation of Alternative Methods (EVCAM) zgodnie z ktérym
potencjat draznigcy preparatu jest prognozowany, jezeli zywotnos¢ modelu tkankowego wyniesie poni-
zej 50%, a stezenie graniczne zdefiniowane dla 11-1 > 50 pg/ml.

Wyniki badan zywotnosci zrekonstruowanego ludzkiego nabtonka jamy ustnej po aplikacji testo-
wanych kompozycji bez substancji aktywnej zaprezentowano na Fig. 3(a), natomiast z 5% (w/w) ALA
zaprezentowano na Fig. 3(b).

Zadna z kompozydji nie wykazata efektu draznigcego nawet po 18 h inkubaciji. Najmniejszy wptyw
na zywotnos¢ komoérek modelu tkankowego wykazata kompozycja B3 wedtug wynalazku oraz kompo-
zycja dodatkowo zawierajgca ALA (F3), cho¢ nalezy podkresli¢, ze réznice w efekcie dziatania kompo-
zycji B3 i F3 byty niewielkie (p>0,05). Co istotne, obecnos¢ ALA nie zwieksza potencjatu draznigcego.

Wydzielanie interleukiny 1beta w medium hodowlanym zmierzono cytometrycznie (Fig. 4).

Wydzielanie IL-1beta dla kompozycji bez substancji aktywnej (B1-B3) byto niewielkie (ponizej
5 pg/ml) (Fig. 4a). Kompozycje wedtug wynalazku zawierajgce ALA jako substancje aktywng (F1-F3)
spowodowaty umiarkowane uwalnianie IL-1beta, cho¢ nalezy podkresli¢, ze jej poziom nie przekroczyt
15 pg/ml i byt istotnie nizszy niz obserwowany dla kontroli pozytywnej — kationowo czynnego zwigzku
powierzchniowo czynnego o potwierdzonym dziataniu draznigcym (Fig. 4b). Jedynie w przypadku
punktu czasowego 5 h odnotowano wyzsze stezenie IL-1beta w medium.

Zgodnie z klasyfikacjg EU and GHS classification (R38/ Category 2 or no label) mozna zatem
uznac¢ kompozycje farmaceutyczne za niedraznigce nawet po 18 h inkubacji z modelem tkankowym.

Dodatkowo przeprowadzono analize histopatologiczng w oparciu o wytyczne International Har-
monization of Nomenclature and Diagnostic Criteria (INHAND) opracowanych przez stowarzyszenia
toksykologow i patologéw z Europy (ESTP), Wielkiej Brytanii (BSTP), Japonii (JSTP), i Stanéw Zjedno-
czonych (STP). Fragmenty nabtonka jamy ustnej ex vivo utrwalano w formalinie, po czym zatapiano
w bloczkach parafinowych. Tkanke nablonkowg oceniano mikroskopowo (mikroskop Axiolab 5 wyposa-
zony w kamere Axiocam i program ZEN 2.0 (Zeiss) po uprzednim wybarwieniu materiatu biologicznego
metodg hematoksylina-eozyna.

W badaniu skupiono sie na ocenie stopnia nasilenia zmian patologicznych komadrek w zakresie
wystgpienia keratynizacji (Swiadczacej o nieodwracalnym procesie o charakterze zwyrodnieniowym),
atypii (wskazujgcej na wczesne zwyrodnienie odwracalne komorek), odklejania od membrany, apoptozy
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oraz martwicy. Pod wzgledem patofizjologicznym najpowazniejsze zmiany to martwica i apoptoza zwia-
zane ze $miercig komorek. Przyktadowe zdjecia zaprezentowano na Fig. 5.

W przypadku kompozycji wedlug wynalazku zawierajgcych substancje aktywne stwierdzono
efekty cytotoksyczne o umiarkowanym stopniu nasilenia, przy czym ich wystgpienie w czasie bylo rézne.
Najpowazniejszg zmiang stwierdzong byta atypia o nasileniu umiarkowanym. Keratynizacja nabtonka
oraz martwica miaty nasilenie nieznaczne, a odklejenie od membrany oraz apoptoza wystgpity w stopniu
minimalnym. Wykazano, ze kompozycjg o najwiekszej cytotoksycznosci jest F2. W przypadku kompo-
zycji F3 obserwowano natomiast zmniejszanie stopnia nasilenia zmian w czasie.

W grupie kompozycji B1-B3 wedtug wynalazku zmiany histopatologiczne nie wystgpity (martwica)
lub byly minimalne — (nieznaczna atypia i apoptoza, keratynizacja o niewielkim stopniu nasilenia). Kom-
pozycja Bl wykazata najmniejsze efekty cytotoksyczne, natomiast w przypadku kompozycji B2 i B3
obserwowano narastanie zmian cytotoksycznych wraz z uptywem czasu inkubacji (efekt zalezny od
czasu). Nalezy wzig¢ pod uwage, ze zmiany (szczegodlnie w zakresie apoptozy) pojawity sie rowniez
w grupie kontrolnej NC. Moze to wynikac z faktu, ze tkanka, ktora znajduje sie w $rodowisku ex vivo
moze reagowac na czynniki srodowiskowe w sposéb patologiczny. Dodatkowo naturalnym procesem
nabtonkow jest dojrzewanie i ztuszczanie sie ich komoérek, co w warunkach ex vivo dominuje nad pro-
cesami ich regenerac;ji.

Warto réwniez podkresli¢, ze z uwagi na warunki fizjologiczne (wydzielanie $liny, ruchy zuchwy),
przecietny czas kontaktu preparatu z btong sluzowg nie przekracza 30—60 min. Powyzsze wyniki wska-
Zujg zatem na bezpieczenstwo kompozycji wedtug wynalazku w kontakcie z btong sluzowg jamy ustne;j.

Przyktad 6

Badania dostepnosci farmaceutycznej i przenikania ALA przez wypreparowang Swiriskg bfone
Sluzowg jamy ustnej dla kompozycji F1-F3 wedfug wynalazku

Dodatkowo dla kompozycji F1-F3 wedlug wynalazku (zawierajacych ALA) przeprowadzono ba-
dania dostepnosci farmaceutycznej in vitro w teflonowej komorze ekstrakcyjnej farmakopealng metoda
topatkowg oraz test przenikania ex vivo przez zwierzecy model btony sluzowej policzka z zastosowa-
niem aparatu przeptywowego wyposazonego w termostatowane komory dyfuzyjne zgodnie z aktualnymi
wytycznymi EMA In vitro skin permeation studies (IVPT).

W badaniu dostepnosci farmaceutycznej jako ptyn akceptorowy zastosowano odgazowany ptyn
buforowy imitujgcy sline o pH 6,8 w ilosci 100 ml. Doswiadczenia prowadzono w temperaturze 37°C
+ 0,5°C. W okreslonych punktach czasowych pobierano 2 ml ptynu akceptorowego, ktéry po przesacze-
niu przez celulozowe filtry strzykawkowe o $rednicy poréow 0,45 pum rozciehczano odpowiednig iloscig
PBS. Stezenie ALA oznaczano metodg HPLC opracowang przez Namjoshi i wsp. (2007). Ubytek me-
dium uzupetniano $wiezym ptynem akceptorowym o temperaturze 37°C.

W badaniu przenikania wykorzystano $winiskg btone sluzowg policzka uzyskang od zwierzat
0 masie ok. 200-250 kg (ubojnia Bost, Turosn Koscielna). Zastosowany materiat biologiczny uwazany
jest za podobny do ludzkiej btony sluzowej pod wzgledem struktury, sktadu lipidowego, jak rowniez
zdolnosci zatrzymywania substancji chemicznych. Wypreparowang bezposrednio po zabiciu zwierzecia
tkanke myto i zamrazano w temperaturze -20°C w soli fizjologicznej. Przed rozpoczeciem doswiadczen
materiat rozmrazano w temperaturze pokojowej, ptukano roztworem soli fizjologicznej, po czym oddzie-
lano bfone $luzowg od warstwy miesniowej przy uzyciu narzedzi chirurgicznych. Proponowany test ex
vivo z wykorzystaniem btony sluzowej nie wymagat zgody Lokalnej Komisji Bioetycznej. Wypreparo-
wang btone $luzowg po umieszczeniu w komorze dyfuzyjnej kondycjonowano medium akceptorowym
(zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej PBS o pH 7,2) przez 60 min (36+1°C). Probe zelu (odpo-
wiadajgcg 5 mg ALA) nanoszono na powierzchnie btony sluzowej. Stezenie substanciji leczniczej w ko-
morze (zgodnie z zaleceniami EMA In vitro skin permeation studies (IVPT) nie ograniczato szybkosci
i nie wptywato na stopien przenikania przez btone Sluzowg. Ptyn akceptorowy obmywat tkanke od strony
warstwy migsniowej. Wielko$¢ powierzchni przenikania wynosita 0,81 cm?2. Do$wiadczenia prowadzono
w temperaturze 36+1°C przez 3 h. W okreslonych punktach czasowych (tj., 30, 60, 90, 120 i 180 min)
pobierano ptyn akceptorowy, a ubytek medium uzupetniano swiezym ptynem o temperaturze 36°C. Bez-
posrednio przed analizg chromatograficzng préby sgczono przez celulozowe filtry strzykawkowe o $red-
nicy poréw 0,22 um. Po uptywie 3 h, zel z powierzchni tkanki zaaspirowano do osobnego naczynia,
a tkanke przemywano porcjami ptynu imitujgcego sline SSF pH 6,8 (10 ml) w celu catkowitego usuniecia
substancji leczniczej z powierzchni materiatu biologicznego. Aspirat wraz z ptynem przemywajgcym wy-
trzgsano na tazni wodnej (150 rpm, 30°C). Po przesgczeniu (filtry nylonowe 0,45 um), aspirat rozcien-
czono PBS i analizowano ilosciowo metodg chromatografii cieczowej. Po zakonczeniu badania tkanke
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cieto na kawatki, homogeniozowano z wykorzystaniem fazy do HPLC i inkubowano 3 h w tazni wodnej
(30°C, 150 rpm). Po odwirowaniu (4000 rpm, 15 min) i przesgczeniu przez filtry nylonowe o $rednicy
poréw 0,45 um, ilos¢ substancji leczniczej kumulujgcej sie w tkance oznaczono metodg chromatografii
cieczowej.

Zaobserwowano pewne réznice w profilu uwalniania substancji fotouczulajgcej pomiedzy kompo-
zycjami wedtug wynalazku (Fig. 6). Zasadniczo najszybciej substancja aktywna uwalniata sie z prepa-
ratu Ameluz (w 30 min testu w ptynie akceptorowym odnotowano 77% poczatkowej dawki leku).
W przypadku kompozycji wedtug wynalazku F1 i F3 ok. 80% dawki leku odnotowano w 90 min testu.
Juz w pierwszych 30 min badania ilo§¢ ALA w ptynie akceptorowym (zbuforowany ptyn imitujacy sline,
SSF pH 6,8) przekroczyta 40% dla wszystkich badanych formulacji. Kompozycja F2 charakteryzowata
sie przedtuzonym uwalnianiem substancji czynne;.

Odnotowano réwniez rdznice w stopniu przenikania leku z badanych kompozycji z ALA przez
model tkankowy (Fig. 7). Kompozycje F1 i F3 istotnie poprawiaty przenikanie substancji aktywnej szcze-
golnie w drugiej czesci badania. PowyZzsze obserwacje korelujg z wynikami dostepnosci farmaceutycz-
nej (Fig. 6). Po 3 h testu odnotowano ok. 30% wiecej substancji aktywnej w ptynie akceptorowym
w poréwnaniu do kompozycji F2. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie kompozycje zwiekszaty przenikanie
ALA w poréwnaniu do zarejestrowanego preparatu z ALA Ameluz (Referent) a F1 i F3 dodatkowo nasi-
laty retencje substancji leczniczej w tkance (Fig. 7).

Kompozycja F1 umozliwiajgca osiggniecie szybkiego poczatku dziatania leku przy jednoczesnej
wysokiej zdolnosci penetracji do gtebszych warstw nabtonka wydaje sie taka, ktéra zawiera najbardziej
optymalny nosnik dla fotouczulacza.

Przyktad 7

Badania aktywnosci mikrobiologicznej kompozycji C1-C3 z klotrimazolem wedfug wynalazku.

Aktywnos$c¢ przeciwgrzybiczg kompozycji C1-C3 zawierajacych klotrimazol wyznaczano metodg
dyfuzyjno-agarowg wedtug wytycznych CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) [Reference
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeast, Approved Standard, CLSI document
M-27-A3, 3rd ed.; Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), Wayne, USA, 2008; Reference
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeast. Third Informational Supplement,
CLSI document M27-S3; Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), Wayne, USA, 2008.]. Me-
toda ta okresla wrazliwo$¢ badanego szczepu na podstawie wielkosci srednicy strefy zahamowania
wzrostu wokot studzienki (krgzka) wypetnionego preparatem. Do badan wykorzystano szczepy wzor-
cowe Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilopsis ATCC 22019 oraz Candida krusei ATCC
6528. Badane szczepy grzybéw drozdzopodobnych zawieszano w jatowym roztworze fizjologicznym
0,9% NaCl. Nastepnie wysiewano je na ptytki z podtozem Sabourand uzyskujgc gestos¢ koncowa 1,4
X 108 cfu/ml (co odpowiada 0,5 w skali Mc Farlanda). Na powierzchnie posiewu, do wydrgzonych
w podiozu studzienek o srednicy 8 mm w warunkach aseptycznych wprowadzano 100 mg badanych
kompozycji C1-C3 oraz kontroli (preparatu klotrimazolu w kremie Clotrimazolum GSK, 10 mg/g oraz
roztworu klotrimazolu w dimetylosulfotlenku 5 mg/g oraz 10 mg/g). Ptytki inkubowano w temperaturze
37°C £ 0,5°C przez 24 h, po czym mierzono z doktadnoscig do 0,1 mm $rednice stref zahamowania
wzrostu kolonii grzybéw wokot studzienek.

Wykazano, ze kompozycje C1-C3 istotnie hamujg wzrost wszystkich badanych szczepéw Can-
dida sp. (p < 0,05) w odniesieniu do preparatu referencyjnego Clotrimazolum GSK w kremie i wykazujg
lepsze zdolnosci penetracji emulzelu w gigb medium hodowlanego. Odnotowano niewielkie réznice
w wielkosci stref zahamowania wzrostu pomiedzy poszczegdlnymi szczepami. Posréd badanych, kom-
pozycja C3 wykazuje silniejszg aktywnos¢ wobec C. albicans i C. krusei, natomiast C2 w najwiekszym
stopniu hamuje wzrost C. parapsilopsis. Nalezy podkresli¢, ze nie zaobserwowano istotnych réznic
w aktywnosci przeciwgrzybiczej pomiedzy kompozycjami z klotrimazolem w stezeniu 5 mg/g oraz
10 mg/g. Otrzymane wyniki wskazujg, ze dziatanie przeciwgrzybicze klotimazolu moze by¢ zwigzane ze
stopniem jego rozpuszczalnosci w preparacie/kompozycji. Nalezy przy tym podkresli¢, ze badane kom-
pozycje z klotrimazol em w stezeniu 5 mg/g odznaczajg sie lepszg aktywnoscig in vitro wobec grzybow
drozdzopodobnych w odniesieniu do dostepnego na rynku preparatu Clotrimazolum GSK w kremie
z klotrimazol em w stezeniu 10 mg/g. Wyniki przedstawiono odpowiednio w tabelach 5-7.
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Tabela 5. Aktywnosci kompozycji wedtug wynalazku z klotrimazolem C1-C3 oraz Clotrimzaolum GSK
krem wobec szczepu Candida albicans ATCC 10231 (Srednia £ S.D.; n = 3).

Kompozycja Srednia warto$é strefy zahamowania
wzrostu (mm)
Placebo (dimetylosulfotlenek) 0

Klotrimazol 5000 pg/g 350£29
Klotrimazol 10000 pg/g 440+ 3.8
C1 5000 pg/g 37,1+2,8
C1A 10000 ug/g 392+21%
C2 5000 pg/g 37,1+ 3,0
C2A 10000 ug/g 38,9+ 2 9%
C3 5000 pg/g 40,1 +2,0*
C3A 10000 ug/g 39,0£22%
Clotrimazolum GSK krem 10000 pg/g 33,820

* test Mann-Whitney; p < 0,05 w odniesieniu do Clotrimazolum GSK w kremie

Tabela 6. Aktywnosci kompozycji wedtug wynalazku z klotrimazolem C1-C3 oraz Clotrimzaolum GSK
krem wobec szczepu Candida parapsilopsis ATCC 6528 (srednia £ S.D.; n = 3).

Kompozycja Srednia warto$¢é strefy zahamowania
wzrostu (mm)
Placebo (dimetylosulfotlenek) 17.0+3.8
Klotrimazol 5000 pg/g 59,0+49
Klotrimazol 10000 pg/g 62,0+ 3,1
C1 5000 pg/g 451+ 2,1*
C1A 10000 pg/g 452 +£27*
C2 5000 pg/g 48,1 +£3,0%
C2A 10000 pg/g 49,0 +2,0%
C3 5000 pg/g 472 +2 1%
C3A 10000 pg/g 44,1 £3,0
Clotrimazolum GSK krem 10000 pg/g 41,1+2,0

* test Mann-Whitney, p < 0,05 w odniesieniu do Clotrimazolum GSK w kremie
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Tabela 7. Aktywnosci kompozycji wedtug wynalazku z klotrimazolem C1-C3 oraz Clotrimzaolum GSK
krem wobec szczepu Candida krusei ATCC 22019 (Srednia + S.D.; n = 3).

Kompozycja Srednia wartos¢ strefy zahamowania
wzrostu (mm)
Placebo (dimetylosulfotlenek) 0

Klotrimazol 5000 pg/g 432421
Klotrimazol 10000 pg/g 472 +3,1
C1A 5000 pg/g 35,8+ 1,5%

C1 10000 pg/g 35,7+ 0,9%

C2 5000 pg/g 35,9+ 3,0%

C2A 10000 pg/g 36,2+ 1,8%

C3A 10000 pg/g 35,6 +0,5%
Clotrimazolum GSK krem 10000 pg/g 32,3+£0,7

* test Mann-Whitney; p < 0,05 w odniesieniu do Clotrimazolum GSK w kremie

Przyktad 8

Badania skuteczno$ci dziatania kompozycji F1 z kwasem delta-aminolewulinowym wedfug wyna-
lazku.

W oparciu o powyzsze wyniki oraz ocene sensoryczng na grupie ochotnikéw w Zakfadzie Choréb
Przyzebia i Blony Sluzowej UMB wytypowano kompozycje F1 do dalszych badan na ochotnikach.

Do badan zakwalifikowano 79 pacjentéw z potwierdzonymi histopatologicznie zmianami liszaja
ptaskiego btony sluzowej jamy ustnej (OLP). Pacjentéw zrandomizowano do dwdch grup. W grupie
pierwszej (1) ogniska OLP poddano terapii fotodynamicznej (5 sesji). W grupie drugiej (Il) wdrozono
farmakoterapie miejscowa, gdzie na zmiane chorobowg aplikowano steryd 2 x w ciggu dnia przez okres
2 tygodni. Pacjenci z obu grup zostali objeci 6-cio miesiecznym okresem obserwac;ji.

Wiasny protokot PDT zaktadat uzycie kwasu delta-aminolewulinowego (ALA), ktéry aplikowano
na osuszong ze sliny zmiane i otaczajgca btone $luzowg (warstwa okoto 2 mm) na 40 minut przed
naswietlaniem lampg diodowg FotoSan® 630 dostarczajgca z konca $wiattowodu promieniowanie o dtu-
gosci fali 630 nm. Sesje PDT powtarzano 5 — krotnie w odstepach cotygodniowych.

Przed rozpoczeciem leczenia oraz 1, 3 i 6 miesiecy po wdrozonej procedurze (grupa | i Il) wyko-
nywano dokumentacje fotograficzng oraz makroskopowo oceniano wielkos¢ zmian (w centymetrach)
przy uzyciu sondy periodontologicznej PCPUNC 15 (Hu-Friedy, IL, USA). Pomiar dotyczyt dtugosci
i szerokosci najdtuzszego odcinka tgczgcego skrajne punkty w obrebie ogniska chorobowego i granicy
zdrowej bfony $luzowe;j.

Okres 6-miesiecznej obserwacji ukonczyto 79 osob (14 mezczyzn i 65 kobiet):

— grupa | — 46 oséb (83 ogniska OLP)

— grupa Il — 33 osoby (50 ognisk OLP).

Sposréd 133 zmian OLP, 113 (84,96%) zlokalizowanych byto na wyscielajgcej btonie sluzowej:
93 na policzkach, 18 na bocznej powierzchni jezyka i 1 na btonie sluzowej wargi dolnej. Dwadziescia
jeden ognisk wystepowato na zujgcej btonie sluzowej: 17 na dzigsle, 3 na podniebieniu i 1 na grzbietowej
powierzchni jezyka.

Terapii fotodynamicznej (grupa |) poddano 83 ogniska OLP: 70 umiejscowionych na wyscielajgcej
btonie sluzowej (55 na policzkach, 15 na bocznej powierzchni jezyka), 13 — na zujgcej (rogowaciejacej)
btonie sluzowej (9 na dzigstach, 3 na podniebieniu i 1 na grzbietowej powierzchni jezyka).

Srednia wielko$¢ ognisk OLP w grupie | przed leczeniem wynosita 2,29 cm? + 1,65. Srednia wiel-
ko$¢ zmian zlokalizowanych na nierogowaciejgcej btonie $luzowej byta wieksza (2,39 cm? = 1,74)
w poréwnaniu do zmian wystepujgcych na zujgcej btonie sluzowej (1,74 cm? £ 0,84). Sze$¢ miesiecy
po terapii PDT poprawe stwierdzono w 72 miejscach, w tym w 47 — catkowite ustgpienie zmian, co
wskazuje, ze na terapie zareagowato (odpowiedziato) 86,75% leczonych ognisk OLP. Srednia redukcja
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wielko$¢ zmian wynosita 74,24%, przy zmniejszeniu $redniej wielkosci pola powierzchni do 0,59 cm?
+ 1,06. Po okresie 6 miesiecznej obserwacji odnotowano 79,08% redukcje wielkosci zmian zlokalizo-
wanych na wyscielajgcej btonie $luzowej (z 2,39 cm? + 1,74 do 0,5 cm? + 1,00, zmniejszenie $redniej
wielkosci o 1,89 cm?). Ogniska OLP zlokalizowane na zujgcej btonie $luzowej wykazaty zmniejszenie
powierzchni 0 0,62 cm? (z 1,72 cm? + 0,84 do 1,12 cm? + 1,26), przy 35,64% redukcji ich wielkosci.

Srednia wielko$é ognisk OLP w grupie Il przed leczeniem wynosita 2,42 cm? + 2,08. Zmian zlo-
kalizowanych na wyscielajgcej btonie $luzowej byto 42 (srednia wielko$¢: 2,63 cm? + 2,19), na dzigsle
— 8 ($rednia wielkos¢: 2,02 cm? + 1,32). Po potrocznej obserwacji poprawe stwierdzono w 24 miejscach,
w tym w 12 — catkowite ustgpienie zmian. Sposrdd 50 zmian poddanych miejscowemu dziataniu sterydu,
w 26 miejscach (52%) nie odnotowano odpowiedzi na leczenie, a w 2 z nich zaobserwowano zaostrze-
nie choroby i wzrost ekspresji zmian OLP wyrazonej wzrostem wielkosci ognisk.

Srednia redukcja wielkosci zmian wyniosta 36,37%. Redukcja wielko$ci zmian zlokalizowanych
na wyscielajgcej btonie $luzowej wynosita 40,69% 5 (zmniejszenie pola powierzchni z 2,63 cm? + 2,19
do 1,56 cm? + 2,32). Ogniska liszaja umiejscowione na zujgcej btonie $luzowej nie zareagowaty na
leczenie. Odnotowano wzrost ich wielkosci o 11,36% (wzrost pola powierzchni o 0,15 cm? do 1,47 cm?
+ 1,47).

Otrzymane wyniki wskazujg na wyzszg skutecznos¢ terapii PDT z wykorzystaniem kompozyciji
weditug wynalazku w postaci emulzelu z ALA w poréwnaniu do miejscowej kortykosteroidoterapii w le-
czeniu liszaja ptaskiego jamy ustnej.

W grupie | odnotowano istotnie wyzszg redukcje wielkosci ognisk OLP w poréwnaniu do grupy Il
(74,24% vs 36,37%) (p<0,001) (Tabela 8).

Tabela 8. Srednia wielko$é, odchylenie standardowe i srednia redukcja zmian OLP
w badanych grupach (grupa | i grupa Il) przed i po leczeniu.

Gru | Liczha | Liczh Srednia wielko$¢ zmian Srednia p- poziom
pa osob a fem?] redukcja istotnosci
zmian i odchylenie standardowe zmian
| 46 83 2,29+1,65 72,74% p<0,001
11 33 50 2,42+2.08 6,37% p=0,056
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Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja farmaceutyczna o wtasciwosciach mukoadhezyjnych zawierajgca amfoteryczny
promotor wchtaniania wybrany z grupy obejmujgcej zelatyne i lecytyne, olej roslinny, Srodki
konserwujgce, humektant wybrany z grupy obejmujacej glikol propylenowy, glicerol, glikol po-
lietylenowy i ich kombinacje, wode oraz co najmniej jedng naturalng gume wybrang z grupy
obejmujgcej gume gellan, tragakante, gume ksantanowg oraz ich kombinacje, znamienna
tym, ze zawartos¢ gumy naturalnej zawiera sie w przedziale od 2 do 8% w/w a stosunek
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amfoterycznego promotora wchtaniania: oleju roslinnego: srodkéw konserwujgcych: humek-
tanta wyrazony w % w/w zawiera sie w przedziatach 0,3 do 0,7: 1,7 do 2,3: 0,1 do 0,3: 3do 7;
przy czym zawarto$¢ wody stanowi uzupetnienie do 100% w/w.

Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze amfoteryczny promotor wchtaniania ozna-
cza lecytyne.

Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze humektant oznacza glikol propylenowy.
Kompozycja wedtug ktéregokolwiek z zastrz. od 1 do 3, znamienna tym, Ze olej roslinny jest
wybrany z grupy obejmujgcej olej rycynowy, arachidowy, bawetniany, krokoszowy, Iniany,
migdatowy, rzepakowy, sezamowy, sojowy, stonecznikowy, wiesiotkowy, z kietkdbw pszenicy,
z ogorecznika lekarskiego, z oliwek i ich kombinacje.

Kompozycja wedtug zastrz. 4, znamienna tym, ze olej roélinny oznacza olej rycynowy.
Kompozycja wedtug ktdéregokolwiek z zastrz. od 1 do 5, znamienna tym, ze srodki konserwu-
jace sg wybrane z grupy obejmujgcej wersenian disodowy, benzoesan sodu, kwas benzoe-
sowy, kwas sorbowy, sorbinian potasu, chlorek benzalkonium i ich kombinacje.

Kompozycja wedtug zastrzezenia 6, znamienna tym, ze srodki konserwujgce oznaczajg kom-
binacje wersenianu disodowego i benzoesanu sodu w stosunku 1:1.

Kompozycja weditug ktéregokolwiek z zastrz. od 1 do 7, znamienna tym, ze guma gellan
oznacza forme wysoko acylowang.

Kompozycja wedtug ktdregokolwiek z zastrz. od 1 do 8, znamienna tym, ze lepkos¢ traga-
kanty mierzona dla roztworu o stezeniu 1% wynosi 150 do 250 cPas w temperaturze 25°C
+1°C.

Kompozycja wedtug ktéregokolwiek z zastrz. od 1 do 9, znamienna tym, ze lepkos¢ gumy
ksantanowej mierzona dla roztworu o stezeniu 1% wynosi 1450 do 1550 cPas w temperaturze
25°C £ 1°C.

Kompozycja wedtug dowolnego z zastrz. od 1 do 10, znamienna tym, ze naturalna guma
oznacza tragakante w ilosci zawierajgcej sie w przedziale 3 do 7% wi/w.

Kompozycja wedtug dowolnego z zastrz. od 1 do 10, znamienna tym, ze naturalna guma
oznacza kombinacje tragakanty z gumg ksantanowg w ilo$ciach wyrazonych w % w/w odpo-
wiednio zawierajgcych sie w przedziatach dla tragakanty od 3 do 7% w/w, a dla gumy ksanta-
nowej od 0,3 do 1,2% w/w.

Kompozycja wedtug dowolnego z zastrz. od 1 do 10, znamienna tym, ze naturalna guma
oznacza kombinacje gumy ksantanowej z guma gellan w ilosciach wyrazonych w % w/w od-
powiednio zawierajgcych sie w przedziatach dla gumy ksantanowej od 1,7 do 2,3% w/w a dla
gumy gellan 0,5 do 1% w/w.

Kompozycja farmaceutyczna o wtasciwosciach mukoadhezyjnych zawierajgca amfoteryczny
promotor wchtaniania wybrany z grupy obejmujgcej zelatyne i lecytyne, olej roslinny, srodki
konserwujace, humektant wybrany z grupy obejmujacej glikol propylenowy, glicerol, glikol po-
lietylenowy i ich kombinacje, wode oraz co najmniej jedng naturalng gume wybrang z grupy
obejmujacej gume gellan, tragakante, gume ksantanowg oraz ich kombinacje, znamienna
tym, ze zawartos¢ gumy naturalnej zawiera sie w przedziale od 2 do 8% w/w a stosunek
amfoterycznego promotora wchtaniania: oleju roslinnego: srodkéw konserwujgcych: humek-
tanta wyrazony w % w/w zawiera sie w przedziatach 0,3 do 0,7: 1,7 do 2,3: 0,1 do 0,3: 3do 7
i zawiera substancje aktywng farmaceutycznie przeznaczong do leczenia choréb jamy ustnej
wybrang z grupy obejmujgcej substancje przeciwgrzybicze i substancje fotouczulajgce przy
czym substancja aktywna jest obecna w ilosci zawierajgcej sie w przedziale 0,3 do 7% w/w,
przy czym zawartos¢ wody stanowi uzupetnienie do 100% w/w.

Kompozycja wedtug zastrz. 14, znamienna tym, ze substancja przeciwgrzybicza oznacza
klotrimazol obecny w ilosci pomiedzy 0,3 a 1,2% wi/w.

Kompozycja wedtug zastrz. 14, znamienna tym, ze substancja fotouczulajgca jest wybrana
z grupy obejmujacej kwas delta-aminolewulinowy w postaci chlorowodorku oraz jego ester
metylowy w ilosci pomiedzy 3 a 7% w/w, korzystnie kwas delta-aminolewulinowy w postaci
chlorowodorku.

Kompozycja wedtug ktéregokolwiek z zastrz. od 1 do 15 oraz kompozycja wedtug ktéregokol-
wiek z zastrzezen 14 do 16 znamienna tym, ze ma postac zelu, korzystnie emulzelu.
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Kompozycja wedtug ktéregokolwiek z zastrz. od 1 do 15 oraz kompozycja wedtug ktéregokol-
wiek z zastrzezen od 14 do 16, znamienna tym, ze zawiera dodatkowo ptynny aromat wy-
brany z grupy obejmujgcej aromat wisniowy i mietowy w ilosci 0,04% w/w.

Kompozycja jak okreslono w ktérymkolwiek z zastrz. od 1 do 15 oraz kompozycja wedtug
ktéregokolwiek z zastrzezen od 14 do 16, do zastosowania w fagodzeniu przebiegu i leczeniu
choréb jamy ustne;.

Kompozycja wedtug zastrz. 19, znamienna tym, Ze leczenie choréb jamy ustnej oznacza te-
rapie fotodynamiczna.

Kompozycja wedtug zastrz. 19 albo 20, znamienna tym, ze choroby jamy ustnej wybrane sg
z choréb grzybiczych i stanéw przednowotworowych.

Kompozycja wediug zastrz. 21, znamienna tym, ze stan przednowotworowy oznacza liszaj
ptaski btony sluzowej jamy ustne;j.

Kompozycja wedtug zastrz. 21, znamienna tym, ze choroba grzybicza oznacza kandydoze
jamy ustnej wywotang przez Candida sp.

Rysunki
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